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Capitulo 1

INTRODUCCION:

% Definiciones generales:

Las proteinas son macromoléculas que poseen varias caracteristicas
unicas.

Desde el punto de vista biolégico son las entidades en las cuales se
traduce toda la informacién contenida en un genoma, a la vez que
constituyen, directa o indirectamente, las herramientas ejecutoras de todas y
cada una de las funciones necesatias para la existencia de la vida tal cual la
conocemos.

No esta demas recordar que, luego de ser sintetizadas, las proteinas
sélo son capaces de desempefiar dichas funciones luego de haber alcanzado
su estructura tridimensional definitiva.

El proceso a través del cual las proteinas alcanzan su estructura
definitiva es conocido con el nombre de plegamiento y, a pesar de haber sido
postulado por primera vez hace algo mas de 65 afios [1], su elucidacion
continua siendo uno de los mas grandes desafios a los cuales los cientificos se
enfrentan en la actualidad.

Por un lado, se verifica experimentalmente que las proteinas presentes
en la naturaleza logran plegarse rapida y confiablemente, a pesar de contar, en
principio, con un nimero de conformaciones posibles de proporciones
astrondmicas [2].

A pesar de esta ultima observacién, aun los métodos mas actuales y
sofisticados de prediccion ofrecen resultados que no superan los valores de un
65% de acietto para la estructura secundaria [3], o de un 55% (en el mejor de
los casos) para la estructura terciaria [4].

Corresponde preguntarse entonces ¢porqué, aun hoy, la calidad de las
predicciones estructurales para las proteinas en solucion es tan baja?

La respuesta resulta en verdad tan simple como desafiante: no
conocemos aun en detalle las leyes fundamentales que gobiernan el proceso
de plegamiento.



A pesar de esto, cabe destacar que enormes avances se han hecho en
el campo de la biologia estructural. En la actualidad contamos con un
conocimiento cada vez mas detallado de la gran mayoria de las fuerzas que
intervienen en el proceso de estabilizacion estructural de las proteinas, y su
comportamiento frente a las variables termodinamicas, como la temperatura
y, mas recientemente, también la presion.

En particular, estudios recientes han logrado grandes avances en la
elucidacion de la naturaleza y el comportamiento de muchas fuerzas inter e
intramoleculares, tales como los puentes salinos (electrorestriccion) [5, 6] o los
puentes de hidrogeno [7,8,9,10].

A pesar de esto, y como en ningun otro aspecto de la biofisica
molecular, queda atn una fuerte controversia en torno a las interacciones
hidrofébicas y como son éstas afectadas con el aumento de la presion.

La literatura actual expone la existencia de teorias antagdnicas en
torno a este punto [11,12,13,14,15,55]. Por un lado, algunos autores
proponen una reduccion general del efecto hidrofébico con el aumento de la
presién, debido principalmente a los efectos de ésta sobre el sistema solvente-
proteina [14,15]. Sin embargo, otros afirman que la formacién de clatratos (o
jaulas de agua) altededor de los residuos hidrofébicos, al mvolucrar un Al
positivo pata el sistema, resultarfa negativamente seleccionado, dado que el
sistema proteina-solvente debe moverse hacia estados de menor volumen con
el aumento de la presiéon. Consecuentemente, segun esta ultima teoria, las
interacciones hidrofébicas deberian verse reforzadas, no disminuidas, con el
aumento de la presion [11,12,13].

Tales interpretaciones contrapuestas no resultan caprichosas, sino que
pot el contratio son una consecuencia del comportamiento experimental
“anémalo” que presentan las proteinas en solucién frente a los cambios en la
temperatura o la presiéon. Mas especificamente, se sabe desde hace ya mas de
medio siglo que la estabilidad 6ptima de la mayoria de las proteinas se
produce alrededor de los 37 °C, y que las mismas pueden ser desplegadas ya
sea aumentando o disminuyendo su temperatura [16]. Ultimamente se ha
podido verificar también un comportamiento “anémalo” con la presion;
concretamente, mientras ptesiones del orden de 10*bar producen un
desplegamiento completo de las proteilla§, resiones moderadas del orden de
10°bar o menores logran estabilizar perturbaciones térmicas leves [17].

En la presente tesis se abordan los efectos de la presién sobre la
estructura y movilidad de las proteinas, poniendo especial atenciéon sobre
todos aquellos parametros relacionados directa o indirectamente con el efecto
hidrofébico y su comportamiento frente a dicha variable termodinamica.



% Proteinas: organizacion espacial y  problemas
relacionados

Cuando consideramos el modo en el cual las proteinas se sintettzan
en el interior de la célula, podemos observar que una cadena peptidica
cualesquiera que crece a una velocidad de aproximadamente 50 aminoacidos
[3] por segundo deberia organizase progresivamente para alcanzar una
estructura bien definida para el momento en el cual deje el tbosoma.

Mis aun, el gran nimero de modificaciones quimicas especificas
sufridas por la proteina, (acetilacion, fosforilacién, glicosilacién, clivaje
especifico de un péptido para la activacion de una enzima, etc.) genéricamente
denominadas modificaciones post-traduccionales, solo ocurriran sobre una
proteina que haya alcanzado una estructura tridimensional determinada.

Por lo tanto, en general debe existir suficiente informacion
estructural, determinada por la secuencia, para otorgatrle a la proteina una
estructura tridimensional Unica y reproducible en el medio en el cual ocurre el
plegamiento.

% Prediccion de la estructura a partir de la secuencia: una
necesidad

La primera determinacién de la estructura tridimensional de una
proteina fue la de la mioglobina en 1961, obtenida por cristalografia de rayos
X. Desde entonces, varios miles de estructuras prg.gicas han sido
determinadas a diferentes resoluciones, desde 3,5 hasta 0,69@;’)

Mis recientemente, merced a los avances tecnologicos y
metodoldgicos en Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se han determinado
estructuras completas de proteinas pequefias (PM<15000) en soluciéon. De
cualquier manera, resulta importante tecordar que hoy sabemos que el
numero de proteinas diferentes codificadas dentro de un genoma, inclusive el
de un organismo simple, resulta del orden de (o incluso superior a) todas las
estructuras proteicas diferentes resueltas hasta la fecha.

Al mismo tiempo, las dificultades para cristalizar al utilizar difraccion
de rayos X, o la solubilidad y el tamafio de las proteinas cuando se usan
técnicas de RMN, resultan ser frecuentemente obstaculos serios pata el uso de
dichos métodos. También resultan muy costosos en términos de tiempo y
recursos econémicos cuando se debe resolver una estructura tridimensional
completa con resolucién de escala atémica.

Haemophilus Influenzae fue le primer organismo en ser secuenciado,
hace poco mias de una década [18]; el primer eucariota unicelular a ser
secuenciado, la levadura Sacharomyces Cerevisiae, le siguib s6lo un afio mas tarde



[19]; dos afios después aparecié el primer genoma animal en ser
completamente secuenciado, el de Caenorabditis elegans [20] y, hace cinco afios,
la presentacién del genoma humano agregd a esta lista la primera secuencia
completa de un vertebrado [21,22].

En marzo de 2005 ya se contaba con una lista de secuencias
genomicas completas para mas de 250 organismos, y se estiman en mas de
1000 los organismos que estan siendo completamente secuenciados en este
momento [4]. Ademas, nuevas técnicas de secuenciamiento estan proveyendo
de secuencias a una velocidad sin precedentes [23].

Esta explosién de informacién genémica disponible ha comenzado a
cambiar completamente el rostro de la biologia molecular, dado que dispara el
desarrollo de nuevas técnicas experimentales de alta eficiencia. Por ejemplo,
en lugar de enfocarse atbitrariamente en un receptor particular (porque es el
unico conocido), los investigadores pueden ahora utilizar como blanco a
todos los receptores de la misma familia (que posean una determinada firma
y/o fenotipo) del genoma humano completo [4].

Cada genoma enteramente secuenciado revela entre cientos y miles de
secuencias proteicas para las cuales la tdnica anotacidén posible es la de
“proteina hipotética”. De este modo, tanto en el genoma humano como en
los genomas de los organismos patégenos podtia haber miles de potenciales
blancos terapéuticos ain desconocidos. A partir de aqui resulta claro que la
prediccién computacional, tanto de la estructura como de la funcién de estas
proteinas, para las cuales s6lo conocemos la secuencia, podria jugar un rol
preponderante.

Por otro lado, en los ultimos afios se ha podido mostrar que diversos
desordenes degenerativos, anteriormente inconexos, pueden ser agrupados
bajo la definicién de desérdenes conformacionales de las proteinas (PCD -
Protein Conformational Diseases) [24,25,26,27,28]. Este grupo incluye varios
desordenes muy conocidos como la enfermedad de Alzheimer, la
encefalopatia espongiforme transmisible (mas conocida como la enfermedad
de la vaca loca), algunos tipos de anemia hemolitica, la enfermedad de
Huntington, la fibrosis quistica, la esclerosis lateral amiotréfica, la enfermedad
de Parkinson, la amiloidosis relacionada a dialisis, y otras mas de 15
enfermedades menos conocidas [29].

La matca registrada de todas estas enfermedades, agrupadas bajo la
denominacién de PCD, es el cambio en la estructura tridimensional nativa de
una proteina “notmal” sin alteraciéon de la estructura ptimatia, por otra
estructura diferente, disfuncional o “mal-plegada”.

Es posible que la apaticién de la enfermedad promovida por el
cambio conformacional sufrido por la proteina en cuestién sea debido, ya sea
a la aparicién de una actividad “téxica” por parte del nuevo conférmero, o



bien a la simple desaparicién de su actividad biolégica a causa de la
desaparicién del estado nativo de dicha proteina [26,27,28].

No existe ninguna homologia secuencial ni estructural evidente entre
las proteinas implicadas en los PCD.

Sin embargo, la sorprendente caracteristica compartida por todas
estas proteinas es su inherente habilidad para adoptar al menos dos
conformaciones estables diferentes.

Otra caracteristica importante que varias de estas proteinas “mal-
plegadas” tienen en comun es que tienden a formar auto-asociaciones
oligoméricas, generando asi depositos de agregados de tipo amiloideos en
diversos 6rganos, induciendo el dafio tisular y la consecuente disfuncion en
los mismos.

En la actualidad se estin desarrollando terapéuticas sobre la base de
péptidos cortos desarrollados por bioingenieria, disefiados para interactuar
especificamente con la porcién del conférmero “mal-plegado” que se supone
responsable de la oligomerizacion [27,30].

Resulta claro sin embargo que, hasta que las bases moleculares del
plegamiento no sean cabalmente resueltas, dicha terapéutica estara regida
necesatiamente por una proporcidon importante e incluso hasta limitante de
prueba y error.

Por lo tanto resulta hoy una prioridad encontrar otros métodos,
especialmente de alta confiabilidad, que permitan predecir la estructura, esto
es: poder especificar la distribucién espacial de todos lo atomos de la proteina
a partit de la secuencia de los aminoacidos.

Y de hecho, esto sélo sera posible una vez que hayamos sido capaces
de descifrar el codigo necesario para predecir inequivocamente la estructura
tridimensional que se corresponde con una determinada secuencia, en el
medio en el cual esta se expresa.

¢ Estructura de las proteinas: un problema complejo

Los siguientes puntos generales deben ser tenidos en cuenta en
relacion a la bisqueda de las estructuras de las proteinas:

e Tomemos una proteina con una secuencia de N aminoacidos.
La seleccion de la secuencia no puede haber sido llevada a cabo por un
ptoceso de prueba y error (utilizando solamente mutaciones puntuales). Aun
con ritmos de mutacién extremadamente elevados, la edad misma del
universo (5 x 10”s) resultarfa por lejos demasiado corta para explorar las 207



posibilidades (Fj. con N=300 = 20 = 10"). Debemos asumir que la
evolucion sélo puede “editar’” una secuencia seleccionada al azar [31], siempre
y cuando la misma sea capaz de desempefiar una determinada funcién. Por lo
tanto ninguna relacién univoca existe entre la secuencia y la funcién de una
proteina: la estructura no esta determinada por la funcién, mientras que la
inversa resulta generalmente verdad. De existir un “cédigo estructural”, éste
debe ser altamente degenerado dado que diferentes patrones secuenciales de
aminoacidos pueden llevar a la misma estructura espacial. Esto nos lleva a que
la verificacion de la homologia estructural, tan frecuentemente utilizada,
resulte probablemente una condiciébn necesatia, aunque no suficiente, de
homologia funcional.

o Una proteina con una nueva funcién puede ser el resultado
del ensamblado, a nivel del RNA mensajero, de varias secuencias de
nucleétidos, siendo cada una de estas el resultado de una seleccion evolutiva
ptevia para el desempefio de funciones mas simples. Tal fusion de dominios
funcionales acorta el tiempo de evolucién requerido, y resulta comun
encontrar enzimas en eucariotas supetiores que resultan del ensamblado de
enzimas procariotas mas primitivas.

° Desde un punto de vista termodinamico, encontramos
(principalmente) las siguientes contribuciones a la energfa libre total de una
proteina:

1) Entropia conformacional por la pérdida de grados de libertad
debido a las restricciones topoldgicas de los aminoacidos y la
restriccion de movimiento de las cadenas laterales.

2) Energia de interaccién de los puentes de hidrégeno dentro de la
proteina, y entre la proteina y las moléculas de agua externas.

3) Energia de los enlaces de Van der Walls o, en términos mas
generales, de los “enlaces hidrofébicos™.

4) Energia Coulombica de los enlaces electrostaticos (puentes
salinos, quelatos internos, etc.) y el acoplamiento entre los
dipolos formados por las a-hélices.

5) Energia de enlace de valencia y energia de estrés topologico en
los puentes disulfuro.

6) Entropia del solvente al formar la interfase sobre los residuos
hidrofébicos (apolares) expuestos.

A partir de esta lista (que no es exhaustiva) se puede intentar
determinar la energia libre conformacional total de la proteina, y
buscar as{ la conformacién que minimice dicha energia libre. Sin



embargo, dado que existe un nimero tan grande de variables, existen
también un gran nimero de minimos, y resulta muy dificil encontrar
cual de todos estos corresponde al de minima enetgia libre total, y por
lo tanto al de mayor estabilidad de la proteina. Mas aun, resulta
posible también que la proteina no se encuentre en un estado estable
sino en un estado metaestable con un tiempo de vida media lo
suficientemente Jargo como para otorgarle las mismas caracteristicas
que las de un estado estable.

%+ Estado nativo ¢Estable o metaestable?

Levinthal, ya en 1969 estableci6 su famosa “paradoja” [2]. Observaba
alli que para una proteina de 150 residuos (2000 atomos aproximadamente)
existitfa en prncipio un total de 6000 grados de libertad que describirfan el
sistema. Tomando en cuenta las restricciones topoldgicas de una cadena
polipeptidica, dichos grados de libertad podian verse drasticamente reducidos
a 450, siendo 300 los responsables de describir a la cadena principal y 150
debido a los movimientos de las cadenas laterales. Suponiendo que bastaria
con determinar los primeros 300, y que es suficiente con poder diferenciar los
distintos estados dentro de la décima del radian, habria 10™ configuraciones
posibles para esta proteina hipotética.

Dado que en la naturaleza las proteinas tardan del orden de los
segundos para alcanzar su estado plegado, y atn asumiendo un tiempo
minimo pata moverse de una conformacién a otra, las proteinas tendrian
tiempo para explotar altededor de 10 conformaciones diferentes antes de
alcanzat su estado final.

Concluia en primer lugat, a pattir de las observaciones previas, que el
ptoceso de plegamiento deberia estar acelerado y dirigido por la rapida
formacién de interacciones locales, las cuales luego resultarian determinantes
para la continuacion de dicho plegamiento.

Por dltimo concluia que la conformacién final de una proteina no
necesariamente era la de minima energia. Sin embargo aclaraba que, de
encontrarse en un estado metaestable, ésta deberfa estar atrapada dentro de un
pozo energético lo suficientemente profundo como pata sobrevivit a las
posibles perturbaciones presentes en un sistema biolégico.

Tal afirmacién pateceria estar en contradiccién con la “hipotesis
termodindmica” fuertemente establecida por Anfinsen, a partir de su
exhaustivo trabajo expetimental sobre la renaturalizacion de la ribonucleasa
pancreatica bovina, en 1973 [32].

Sin embatgo, esta apatente contradicciéon desaparece cuando
recordamos que el estado estable sera, por definicién, el de minima enetgia



global tespecto de todos los otros estados accesibles dentro de dicha escala de
tiempo.

Asi, incorporando una (solapada) restriccién cinética dentro de un
concepto puramente termodinamico logramos resolver este aparente
desacuerdo.

¢ Breve resefia historica sobre las fuerzas postuladas
como determinantes del plegamiento:
g

En este acotado resumen sobre la naturaleza de las fuerzas que
intervienen en el plegamiento de las proteinas, y coémo fue cambiando la
visién sobre las mismas en el transcurso del siglo pasado, tresultara util
establecer la diferencia entre las fuerzas de corto alcance y las de largo alcance,
por un lado, y las interacciones locales y no-locales (o a distancia), por el otro.

El alcance de una fuerza resulta de su dependencia con la distancia:

las energias que dependen de la distancia 7, segin # " seran de largo alcance
si ¥ £3 (Fj. interacciones 16n-16n o 16n-dipolo) o seran de corto alcance si
r > 3 (Ej. interacciones de Lennard-Jones). Esta dependencia inversa con la
tetcera potencia es la divisién natural, dado que para medios simples puros, la
integral que da la energia total de un sistema diverge, segin esta definicion,
para fuerzas de largo alcance y converge para las de corto alcance [33].

Para cadenas poliméricas tales como las proteinas, también resulta
importante la posicién de un segmento de la cadena. Las interacciones locales
son aquellas que se producen entre segmentos contiguos de la cadena (i, i+1),
o vecinos cercanos de la cadena. Las interacciones no-locales (o a distancia) se
refleren a aquellas que se producen entre segmentos significativamente
distantes de la cadena. Las interacciones locales pueden aparecer a causa de las
fuerzas de corto o largo alcance, al igual que las interacciones a distancia.

Interacciones de largo alcance: Electrostatica

Dado que los 4cidos y las bases fueron de los primeros agentes
desnaturalizantes de las proteinas en ser descubiertos, inicialmente se suponia
que las fuerzas determinantes en el proceso de plegamiento debfan ser de
naturaleza electrostatica. El signo inequivoco de un proceso gobernado
electrostaticamente es su dependencia del pH y/o de la fuerza iénica del
medio. Aplicado a las proteinas, el pIH controla la carga total sobre la proteina,
mientras que la concentracion salina regula el gradgg interaccion entre las
mismas, debido a su efecto de apantallamiento. 3



Durante la década de 1930, los pares i6nicos eran considerados como
las fuerzas principales en la estabilidad conformacional de las proteinas [34,35,

36].

Sin embatgo, en 1949 Jacobsen & Liderstrom-Lang establecieron la
primer falla insalvable en esta teoria, analizando el cambio de volumen que
surgiria de tales interacciones y corroborando que resultan de signo inverso a
lo observado expetimentalmente durante el proceso de plegamiento [37]. A
pattir de aqui muchos otros experimentos fueron realizados, produciendo
resultados en este mismo sentido [38,39,40].

Puentes de hidrogeno e interacciones de van der Walls

Las interacciones de van der Waals tienen dos origenes diferentes. La
repulsién, debida al principio de exclusion de Pauli, y la atraccion (fuerzas de
London- o fuerzas de dispersién) que se producen entre dtomos o moléculas
neutras pot la atraccion de dipolos instantaneos.

Un puente de hidrégeno ocurre cuando un atomo de hidrogeno es
compattido generalmente por dos atomos electronegativos. La energia del
enlace puente hidrégeno se encuentra entre los valotes de 2 a 10 kcal/mol
[41], y depende de la otientacién y la electronegatividad de los 4tomos que lo
conforman.

Ademis, un enlace puente hidrégeno resulta primordialmente de un
arreglo lineal de donor, hidrégeno, y aceptor y estdi compuesto por
interacciones de tipo electrostatica, de dispersion, de transferencia de carga, e
interacciones de repulsion de tipo estéricas [42]. Sin embargo, el componente
ptincipal del puente de hidrégeno es electrostatico [41,42].

Por lo tanto, aunque el mecanismo microscopico de ambas
interacciones es bastante diferente, a los fines practicos ambas interacciones
han sido agrupadas en una misma seccion.

En realidad fueron Mirsky & Pauling, en 1936, los primeros en sugerir
que los puentes de hidrégeno eran la fuerza principal en el plegamiento de las
proteinas [35]. Si bien su enfoque parece haber estado orientado hacia
aquellos puentes de hidrégeno producidos por los puentes salinos enttre las
cadenas laterales, también sugirieron que podian formarse puentes de
hidrégeno entre los oxigenos de los carbonilos y los hidrgenos de los aminos
de la cadena principal. Su propuesta llevé al descubrimiento de las O-hélices y

hojas-f antiparalelas [43] en 1951.

A vpartit de aqui, se desarrollaron varios modelos tedricos de las
transiciones  hélice-ovillo que lograron predecir exitosamente su
comportamiento frente a la temperatura y la Jongitud de la cadena [44].



Dichos modelos también pudieron predecir con éxito el comportamiento
frente a los cambios de pH [45].

Sin embargo, ya en 1954 Kauzman concluia que, si bien estas fuerzas
de corto alcance resultaban de una relevancia indudable, las mismas no podian
constituir la fuerza dominante en el plegamiento de las proteinas [46].

Un criterio fundamental para definir la fuerza dominante de un
proceso es que ésta debe explicar claramente porqué el estado final resulta
indudablemente mas favorable que el micial.

Kauzman argumentaba que los puentes de hidrégeno no podrian
satisfacer este criterio, dado que no existia ningin fundamento para suponer
que los puentes de hidrégeno intracatenatios formados en el estado plegado
eran de menor enetgia que los formados entre la cadena y el agua en el estado
desplegado.

De esta ultima aseveracion se puede concluir, sin embargo, que una
proteina plegada debera contener un gran nimero de puentes de hidrégeno,
ya que de lo contrario la misma se desnaturalizaria espontineamente.

Efecto hidrofébico

A partir de dos notables trabajos [46,47], Kauzman construy6 la
ptimera posicién solida en defensa de la importancia de las interacciones
hidrofébicas en el plegamiento de las proteinas.

Razonaba alli que la formacién de un “enlace” hidrofébico (el cual
llamé “enlace anti-hidrégeno™) al plegarse una proteina, involucra la ganancia
de un enlace puente hidtégeno complto entre moléculas de agua, el cual
debetia resultar supetiot en un orden de magnitud a un simple cambio de fuerza
de un puente de hidrogeno, si fuese el plegamiento un proceso conducido pot
éste ultimo.

La observacién mis notable tealizada por Kauzman posiblemente la
constituya el haber sefialado la similitud entre el comportamiento “andémalo”
de la energia libre de hidratacién de solutos no-polares, y los resultados
expetimentales [48] que mostraban un comportamiento analogo para el
desplegamiento de las proteinas. Esto es, que los solutos no polares muestran
un aumento de solubilidad en agua, tanto a bajas como a altas temperaturas,
mientras que las proteinas muestran una mayor inestabilidad para los mismos
extremos térmicos.

Naci6 asi un muy prometedor modelo para explicar la termodinamica
del plegamiento: El modelo de transferencia de hidrocarburos simples, desde
un medio acuoso hacia un solvente no-polar.
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Dicho modelo logtd reproducir, a partir de una minuciosa seleccion
entre distintos hidrocatburos y solventes, incluso cuantitativamente el cambio
en la estabilidad de las proteinas con la temperatura [49,50,51,52].

Sin embargo, la dependencia de la estabilidad de las proteinas con la
presién no se asemeja en absoluto al comportamiento observado para el
modelo de transferencia de hidrocatburos simples. Luego de varios trabajos
seflalando este aspecto [38,40], fue el propio Kauzman [53] quien en 1987
reconocié que: “El modelo del hidrocarburo-liquido falla casi completamente
cuando uno intenta extenderlo a los efectos de la presién sobre el plegamiento
de las proteinas.”

Recientemente se ha intentado abordar este problema utilizando
estrategias tanto tedticas como de simulacion [54,55], para tratar de explicar
esta apatente falla del modelo hidrofébico para explicar el desplegamiento de
las proteinas bajo presion.

A pesat de la ausencia de un modelo definitivo que sea capaz de
explicat todos los aspectos del efecto hidrofébico, se ha ido acumulando un
considerable cuerpo de evidencias experimentales en respaldo de que la fuerza
dominante en el proceso de plegamiento de las proteinas es la interaccion
hidrofébica, y se han desatrollado también algunos modelos que mtentan
unificar dichas obsetrvaciones.

Cabe destacar sin embatgo que, a pesar del extremo interés que posee
el desarrollo de modelos tedticos, se debe remarcar que lamentablemente los
existentes hasta la actualidad han sido basados en el uso de objetos esféricos
no-polares simples.

Hummer y colaboradores [55] desarrollaron uno de tales modelos.
En el mismo sugitieron como soluciéon para el rompecabezas de la
desnaturalizacion inducida por presién, el considerar la transferencia de agua
hacia el interior del “cote” hidrofébico, en contraposicién a la transferencia
de residuos no polates hacia el medio acuoso. Asi, plantearon que la
desnaturalizacién por presién estatia acompafiada por una penetracion de
moléculas de agua hacia el intetior de la proteina, mas que por una
transferencia del interior hidrofobico hacia el medio exterior.

En contraposicion con esta vision del problema aparecen los
resultados de reciente publicacion aqui presentados [56,57]. Tos mismos se
realizaron mediante la técnica de dinamica molecular utilizando modelos con
detalle atémico. Estos muestran, pot un lado, una penetracion colectiva de
las moléculas de agua hacia el interior de la proteina, producto de la marcada
separacién de dos regiones especificas de la misma, con el consecuente
aumento en la exposicién de zonas hidrofébicas normalmente alejadas del
solvente [57]. Peto por otro lado, también muestran importantes cambios en
las supetficies hidrofébica e hidrofilica expuestas, las cuales no resultan de
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penetracion alguna, ni singular ni colectiva, por parte de las moléculas de agua
hacia el interior proteico [56].

Por lo tanto la aplicaciéon directa de las conclusiones detivadas de
modelos sobre-simplificados de sistemas reales y complejos tales como las
proteinas, podria resultar en una peligrosa subestimacion de efectos tales
como la conectividad, las interacciones polates, los puentes de hidrogeno, y el
empaquetamiento tridimensional especifico, efectos todos que juegan un rol
central en la determinacién del estado nativo de una proteina [58]. Parece
entonces necesario el uso de modelos que se aproximen de modo menos
reduccionista a este problema.

Interacciones locales: Propensiones intrinsecas

El término “propensién intrinseca” no describe ningtn tipo de fuerza
en particular. Mas bien pretende transmitir el concepto de que existen ciertas
preferencias conformacionales por parte de los di- o tripéptidos, dependiendo
de la secuencia, que resultan de la sumatoria de fuerzas de corto y largo
alcance entre residuos vecinos.

Las propensiones intrinsecas han sido estudiadas a través de la
medicién del equilibtio de las transiciones hélice/ovillo de péptidos en
solucién[59,60,61], como asi también mediante el equilibrio vuelta/ovillo
[62,63,64]. Hoy sabemos que la estabilidad de las largas hélices polipeptidicas
en solucién puede explicarse mediante sus propensiones intrinsecas

[44,65,66].

Sin embargo, en ausencia de otras fuerzas, las propensiones
intrinsecas resultan apatentemente insuficientes para explicar acabadamente la
estabilidad de las hélices dentro de la estructura terciaria de las proteinas
[67,68,69].

Kabsch y Sander encontraron que en 6 de 25 casos un determinado
pentamero puede encontrarse en la conformacidén de hélice, mientras que una
secuencia idéntica puede estar en conformacién de hoja plegada en una
proteina diferente, lo cual implica que usar informacién local unicamente no
resulta suficiente para explicar la conformaciéon adoptada por una
determinada secuencia en una proteina.

Como se ha dicho previamente, los métodos de este tipo tienen un
grado de éxito de aproximadamente 65%.

¢Pero que significa un 65 % de éxito en relacién a la magnitud de los
factores no-locales que no son tomados en cuenta por estos métodos
predictivos?
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S1 suponemos que la conformacién de un residuo cualesquiera puede
ser predicha con una probabilidad de éxito p, =1/3 [70], siendo éste un
estimativo grosero para la clasificacién entre hélice, hoja plegada, u otra
conformacion cualquiera (no necesartamente ovillo), entonces un grado de

éxito p conlleva una cantidad de informacion, (] > :

— ot 2 )4 (1= )| 2P
<[>—pl D, (1 p>1 <l—p0)

Por lo tanto, un grado de éxito p=0.60—0.70 implica que los

factores locales dan cuenta unicamente de altededor de 15-30% de Ia
informacion total requetida para realizar una prediccion perfecta [71].

< QObservaciones

A partit de este apretado resumen se pretenden resaltar algunos
aspectos centrales del problema del plegamiento de las proteinas, a saber:

1. El grado de complejidad del problema explica porqué la
resolucién del mismo nos ha eludido por mas de medio siglo.

2. Su comprensién acabada resulta una necesidad desde el punto
de vista de todas las ciencias ligadas a la biologia, con especial interés por
parte de las biomédicas.

3. Resulta claro que las aproximaciones desde la estadistica o la
teorfa de la informacién, si bien pueden resultar utiles, no son capaces de
oftrecer una solucién acabada para este problema. Se precisa entonces de la
elaboracién de un modelo mas abarcativo para la hidratacidon de proteinas.

4. Para elaborar dicho modelo debe ofrecetse una solucion
definitiva para el antagonismo teérico existente en torno a las interacciones
hidrofdébicas.

5, Las interacciones hidrofébicas constituyen hasta el presente la
fuerza dominante en el proceso de plegamiento de las proteinas

/

% Objetivos de la presente Tesis

En el presente trabajo se aborda el complejo problema de los cambios
conformacionales suftidos por las proteinas sometidas a presiones elevadas.

La herramienta elegida para dicho estudio es la simulacién por
dinimica molecular, debido a que ofrece una perspectiva molecular con
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resolucién a escala atémica, ademas de brindar informacion sobre la
movilidad estructutal de las proteinas. Dicha resolucion se plantea hoy como
determinante para lograr una perspectiva microscopica valida que permita el
desarrollo de un nuevo modelo abarcativo para la hidratacién de proteinas en
solucién.

Las simulaciones por Dinamica Molecular constituyen una
herramienta ampliamente utilizada en el estudio de las proteinas en solucion.
Merced al uso de esta hetramienta se han analizado los posibles
intermediatios en el plegamiento de un sinnimero de proteinas sometidas a
distintos tipos de perturbaciones [72], se han podido corroborar o reformular
hipotesis sobre los mecanismos de funcionamiento de diversas proteinas
globulates [73,74,75], y mas recientemente han sido utilizadas para estudiar los
complejos mecanismos involucrados en el transporte a través de membranas
celulares mediado por proteinas [76].

St bien la Dinamica molecular ha sido utilizada previamente para
obtener informacion detallada del efecto de la alta presion sobre las proteinas
[77,78,79,80,81], la escala de tiempo abarcada en estas simulaciones se
encontraba en el tango de los cientos de picosegundos a unos pocos
nanosegundos totales.

Aunque la escala de tiempos explorada en los referidos trabajos
imposibilitd el registro de cualquier fendmeno que tuviese lugar en una escala
de tiempo mayor, los resultados alli discutidos bastaron para instalar la idea
que:

“Dado que la alta presién no produce una disminucion suficiente de
las barreras enetgéticas y que, mas adn, disminuye la cinética de tales procesos,
ésta no constituye una adecuada perturbaciéon para lograr el desplegamiento
de las proteinas en los tiempos accesibles a la simulacién.” [58]

Y mas aun, que:

“Lo que las simulaciones a presion elevada permiten es el estudio de
la relajacion elastica producida luego de un salto de presion” pero que, dado
que dicha relajacién elastica constituye una reversible y leve desviacion del
estado original, la simulacién no resulta capaz de mostrar “...ningin
incremento telativo sistematico de la superficie accesible al solvente de los
residuos hidrofébicos durante la relajacién elastica, ni existe una penetracion
notable de moléculas de agua hacia el interior del “core” hidrofobico.” [58]

En contradiccién con estas ultimas afirmaciones, en el presente
trabajo se muestta que, llevando la escala de tiempo de las simulaciones al
rango de las decenas a centenas de nanosegundos, se observan aumentos
sostenidos de la supetficie hidrofébica accesible al solvente, se observa la
penetracién de moléculas de agua al interior de la proteina, y se obsetvan
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cambios  estructurales no reversibles, lo cual implica cambios
conformacionales plasticos (no elasticos).

Adicionalmente, la aplicacién de esta herramienta a sistemas que
presentan compottamientos experimentales aparentemente antagonicos
permite encontrar un factor comun entre los mismos, a la vez que ofrece una

explicacion para las diferencias observadas entre los mismas.
e> tos

Por ultimo, a patit del presente trabajo surgen elementos que
parecetian permitir, luego de un minucioso analisis, aportar a la construccion
de un modelo mas completo para la hidratacién de las proteinas en solucion.
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Capitulo 2

TECNICA: SIMULACION POR
DINAMICA MOLECULAR

1. Introduccidn:

A modo de resumen introductorio sobre la técnica de Dinamica
Molecular se presentara a continuacién un breve pero general repaso sobre
sus fundamentos, como as{ también las ventajas y limitaciones que presenta
esta técnica en la actualidad.

Las simulaciones por Dinamica Molecular (DM) resuelven las ecuaciones
de Newton pata un sistema de N particulas que interaccionan entre si:

Las fuerzas son las detivadas negativas de una funcién potencial
V(r,r,..ry):

_
or,

Las ecuaciones se tresuelven simultaineamente en pequefios pasos. El
sistema evoluciona durante algun tiempo, guardando el recaudo de que la
tempetatura y la presion permanezcan dentro de un rango estipulado
alrededor de los valores requeridos, registrando también las coordenadas
atomicas a intetvalos regulares. las coordenadas en funcién del tlempo
representan la frayectoria del sistema.

Luego de los cambios iniciales, el sistema normalmente tendera a
alcanzar un estado de equilibrio. Muchas propiedades macroscopicas pueden
entonces extraerse de los datos de salida, cuando se promedia sobre una
trayectoria de equilibrio.

En este punto tesulta importante considerar las limitaciones de las
simulaciones realizadas con esta técnica.
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a. Las simulaciones son Clasicas:

El uso de las ecuactones de Newton para el movimiento implica
automaticamente el uso de la “Mecanica Clasica” en la descripcidn del
movimiento de los atomos. Esto es cotrecto para la mayoria de los atomos a
temperaturas normales, pero existen excepciones. Los atomos de hidrégeno,
al ser de masa tan pequefia, poseen movimiento de caracter esencialmente
mecanico-cuantico. Por ejemplo, un protén puede moverse a través de una
batrera de potencial por efecto tinel, lo cual constituye una transferencia de
protén a través de un puente de hidrégeno.

Tal proceso no puede ser descripto correctamente por la mecanica
clasica.

En la simulacién por Dinamica molecular se soluciona este problema
tratando a los enlaces covalentes y los respectivos angulos que éstos forman
entre si como restricciones topoldgicas o “constraints”. Un motivo practico
para dicho tratamiento resulta del eventual aumento en el paso de integracion,
lo cual resulta esencial a la hora de permitir movimientos realistas, ademas de
un recortido completo del espacio configuracional [82].

b. Los electrones se encuentran en el estado energético
fundamental:

En la Dinamica Molecular utilizamos campos de fuerzas
consetrvativos, los cuales son funcién de las posiciones de los atomos
solamente. Esto significa que los movimientos electrénicos no son tomados
en cuenta: se supone que los electrones ajustan su dinamica instantaneamente
al cambiar las posiciones atémicas (aproximacion de Born-Oppenbeimer),
ademis de permanecet en el un estado cuantico no excitado. Esto constituye
una buena aproximacion, casi siempre. Aunque, por supuesto, no pueden ser
tomados en cuenta los procesos de transferencia electrénica como asi
tampoco aquellos con estados electrénicos excitados. Por lo tanto las
reacciones quimicas en genetal se encuentran fuera del alcance de ésta técnica.

c. Los Campos de Fuerza (CF) son aproximados:

Las fuetzas son propotcionadas por los Campos de Fuerzas. Estos
no son verdaderamente patte del método de Dinamica Molecular y son
susceptibles de modificaciones seglin se necesite, o bien avance el estado del
conocimiento en la matetia. Si bien el campo de fuerzas utilizado en el
presente trabajo posee ciertas limitaciones (no se pueden incorporar
polatizaciones y no posee ajuste fino para los parametros de enlace) resulta de
gran utilidad para los sistemas estudiados ya que se encuentra entre los mas
validados en la actualidad para biomacromoléculas en solucion.
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d. El Campo de Fuerzas es aditivo y analiza solo
interacciones de a pares:

Esto significa que todas las fuerzas no-enlazantes resultan de la suma
lineal de pares de interacciones no-enlazantes.

Las interacciones no-enlazantes no descriptibles por interacciones de
a pates, cuyo ejemplo mds importante lo constituye la interaccién a través de
la polarizacién atémica, son representados a través de los potenciales
efectivos de pares. Estos incorporan sélo contribuciones promedio a las
interacciones no-enlazantes no describibles por interacciones de a pares.
Esto también significa que las interacciones de a pares no son puras; en otras
palabras que no resultan validas para pares aislados o para situaciones que
difieran demasiado de aquellas para las cuales dichos sistemas fueron
parametrizados.

De hecho, en la prictica los potenciales efectivos de pares resultan ser
una muy buena aproximacién, siempre que esta ultima precaucion sea
debidamente considerada.

e. Las interacciones de largo alcance son tratadas con
radios de corte:

En el presente trabajo se han utilizado radios de corte o “cutoft”,
tanto para las interacciones de Lennard-Jones como para las interacciones
Coulémbicas. Debido a la convencién de la minima imagen (sélo una
imagen de cada particula en las condiciones periddicas de contorno es
considerada para la interaccién de a pares), el radio de corte utilizado no
puede exceder la mitad de la dimensién mas pequefia del sistema. Esto
puede presentar problemas para el tratamiento de las interacciones
Coulombicas, tales como la acumulacién de cargas en la frontera del radio de
cotte y/o errores muy groseros en los valores de energfa.

Para el presente trabajo se utiliz6 el método del campo de reaccion, el
cual considera explicitamente a todos los atomos que se encuentran dentro
del radio de cotte, peto trata al sistema como un medio continuo, de
permitividad dieléctrica constante, por fuera de dicho radio.
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Figuta 1: Condiciones periddicas de contorno en dos dimensiones

f. Las condiciones de contorno no tesultan naturales:

Dado que los sistemas simulados son pequefios (incluso un sistema de
40.000 particulas resulta pequefio), un cluster de particulas tendra una gran
cantidad de frontera no deseada con su entorno (vacio). Esto debe ser evitado
si queremos simular el seno o “bulk” de un sistema. Es asi que se utilizan las
condiciones periédicas de contorno para evitar las verdaderas interfases. Pero
dado que los liquidos no son cristales este tratamiento introduce un artefacto
que tiende a exagerar la regularidad.

Si bien para sistemas grandes los errores cometidos son pequefios,
para sistemas pequeflos con gran correlacién espacial interna las condiciones
periddicas pueden incrementar dicha correlacién. Este efecto se torna
especialmente importante cuando se utiliza algin método de sumas continuas
para el tratamiento de las interacciones electrostaticas de largo alcance (como
sumas de Ewald), ya que éstos son conocidos por introducir un ordenamiento
extra en el sistema. Por el contrario, el método elegido para el presente
trabajo, Campo de Reaccidn, tiende a anular dicho artefacto de regularidad.

En la figura 1 puede observarse un esquema grafico de las condiciones
petibdicas de contorno para un sistema de dos dimensiones.
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2. Algoritmo general utilizado en Dinamica Molecular:

ALGORITMO GLOBAL PARA DM

1. Ingreso de condiciones iniciales

Potencial de interaccidén V como funcién de las posiciones atémicas
Posiciones »de todos los atomos en el sistema
Veloctdades » de todos los atomos en el sistema

U

Repetir 2, 3 y 4 el numero requerido de veces

2. Calculo de fuerzas

La fuerza sobre cualquier atomo

I
or.

1
Se computa a través del calculo de la fuerza entre los pares de atomos no-
enlazados:

E=YF,
J

Mas las fuerzas debidas a interacciones enlazantes (las cuales pueden
depender de 1, 2, 3 0 4 4tomos), mas las fuerzas de restriccién y/o
externas.

Se computan las energias cinética y potencial y el tensor de presion

U

F =

1

3. Actualizacion de la configuracion
Se simula el movimiento de los atomos resolviendo numéricamente las
ecuaciones de movimiento de Newton

d'r, _ F,

am

O bien
n_, m_F,
o T ot m

U

4. Sise requiere: Paso de Salida
Esctibir posiciones, velocidades, energias, temperatura, presion, etc.
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3. El Campo de Fuerzas:

Un campo de fuerzas se compone de dos elementos claramente
distinguibles:
e FEl conjunto de ecuaciones (las funciones potenciales) utilizadas para

generat las energfas potenciales y sus derivadas, las fuerzas.

e Los parametros utilizados en este conjunto de ecuaciones.

Dentro de un conjunto de ecuaciones pueden utilizarse varios
conjuntos distintos de parametros. Debe tenerse cuidado de que la
combinacién de ecuaciones y parametros constituyan un conjunto auto
consistente.

En general debe tenerse mucho cuidado al hacer modificaciones ad-
hoc de algan subconjunto de parametros, ya que las distintas contribuciones a
la fuerza total son normalmente interdependientes.

Las funciones potenciales pueden subdividirse en tres categorias:

o DPotenciales no-enlazantes: de repulsion-dispersion (Lennard-Jones o
Buckingham) y electrostaticas (Coulémbicas o Coulémbicas modificadas)

o Dotenciales enlazantes: estiramiento del enlace covalente, angulo de

enlace, diedros impropios, y diedros propios.

e DPotenciales especiales: restricciones de posicion, restricciones de distancia,
y testricciones de orientacion.

Las funciones potenciales utilizadas en el presente trabajo son las
sigulentes:

a. Potenciales no-enlazantes:

Tas interacciones no-enlazantes son aditivas de a pares y centro-
simetricas:

V(t,..ry) =D V,1,)

i<j

F = _ZMQ =—F.
1 dru ”,-j J

Las interacciones no-enlazantes contienen un término de repulsion,
uno de dispersién, y un término Coulombico. Los términos de repulsion y
dispersion se encuentran combinados, ya sea en el potencial de Lennard-Jones
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(o mteraccion 12-6) o en el potencial de Buckingham (o interaccion exp-6).
Adicionalmente, atomos cargados (parcialmente) actdan a través del término
Coulombico.

i. Interacciéon de Lennard-Jones:

El potencial de Lennard-Jones entre un par de atomos puede
escribirse de la siguiente manera:

C(_12) C_(_ﬁ)

o ij
VL/(FU‘)“ 2 6
i i

Ver la figura 2 para una representacion grafica del potencial.

Los parametros C, ,.'jlz) y C'* dependen del par de dtomos considerado

para la interaccion; consecuentemente los mismos se toman de una matriz de
parametros de Lennard-Jones.

La fuerza derivada de este potencial resulta por lo tanto:

(12) (6) r
_ i ij i
Fin)=| BL——6— %

12
ij i )t

El potencial de Lennard-Jones puede también ser escrito de la
siguiente forma:

12 6
0. 0.
_ i | T
VIJ (r'/) =% Et/
ij rfj

Consecuentemente, para construir la matriz de parametros para las
interacciones no-enlazantes de Lennard-Jones pueden utilizarse dos reglas de
combinacion:

1/2
6) — (‘(6) * ((6)
CU '—( ii CU )

1/2
2) _ ( 02) % ~(12)
€12 =[ct*cl?)

g

O bien, alternativamente,

I

1
O'j ZE(O'”'*‘O'H.)

1/2
EU: (E”Ejj)
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Figura 2: Curva potencial para la interaccién repulsion-dispersion de

Lennard-Jones.

ii. Interaccion Coulémbica:

La interaccién Coulombica entre dos particulas cargadas viene dada

por:
99
V.lir |= F=L
¢ ( z/) / &1,
1
donde f = y , dicho potencial se encuentra graficado en la figura 3.
TTE

0
La fuerza derivada de este potencial resulta por lo tanto:

Qiq.j i

2
&7 Ty

E(’b)zf
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iii. Interaccion Coulémbica con Campo de
Reaccion:

La interaccion Coulémbica puede ser modificada para sistemas
relativamente homogéneos, suponiendo la existencia de un medio dieléctrico

continuo por fuera del radio de corte ¥, con constante dieléctrica Ey- Dicha

mteraccion resulta por lo tanto:

qiqj' 1+ ‘C;,f_l i _ qiqj E;f
25,_7*"'1’23 r, 2&,+1

€

Ve (”U‘) =/ 7
i

En la cual el término constante de la derecha lleva el potencial a cero
ala distancia 7, . Por simplicidad podemos reescribirla de la siguiente manera:

wa (rI/) = fqiq/ l+ krfrij2 —Cy

Ty
donde:
e, —1
ky :is .
7, (28’7, +1>
y
1 2 3‘9':/

. I .
Para valores grandes de £, el valor de k , tiende a —r >, mientras
rf rf 2 c

que para £, =] esta correcciéon desaparece. Esto hace posible utilizar la

misma expresién con y sin campo de reacciéon, empero con algin costo
computacional extra.

En la figura 3 se grafica la interacciéon modificada, de donde resulta
evidente que la derivada de dicho potencial con respecto a r, (=-tuerza)

tiende a cero dentro de la distancia del radio de corte. La fuerza derivada de
este potencial resulta entonces:

1 r,
Ej-(rfj-):fqiqj r_z-ZkU,rU, ;j—

i i
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Figura 3: La interaccion Coulombica (para particulas cargadas de igual
signo) con y sin campo de reaccién (RF). Para el dlimo caso se tomoé
Ep = 78 y r. = 0.9 nm. Ambas lineas punteadas difieren sélo en el valor

de una constante C, y pasamos de una a otra mediante la operacién RF-C.

iv. Interacciones no-enlazantes modificadas:

Los potenciales no-enlazantes del campo de fuerzas pueden
modificarse utilizando una funcién de “shift” o de corte suave. El objeto de
esto es el de reemplazar las fuerzas truncadas por fuerzas continuas con
derivadas continuas alrededor del radio de corte. Con dichas fuerzas los pasos
de integracién producen errores mucho mas pequefios y complicaciones tales
como la creacién de cargas netas a partir de dipolos por el proceso de
truncado dejan de existir. De cualquier manera, la funcién de corte suave
produce una modificacién importante de del potencial Coulombico. A no ser
que el término de largo alcance “perdido” sea calculado correctamente y
agregado (a través del uso de algin método de sumas continuas como Ewald,
PME o PPPM), el efecto de dichas modificaciones debe ser evaluado
cuidadosamente. L.a modificacién del potencial de repulsion-dispersion resulta
mucho, menor pero logra eliminar el ruido causado por los efectos del
truncado.
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No existe ninguna diferencia fundamental entre la funcion de corte
suave (o “shift”, la cual agrega una funcién a la fuerza o potencial) y la
funcién “switch” o de llave (la cual multiplica el potencial con una funcion).
De hecho, la funcién “switch” es un caso particular de la funcién “shift”, la

cual es aplicada sobre la funcién de la fuerza F (r) , relacionada con las

fuerzas electrostitica o de Van der Walls que acttan sobre la particula /
debido a la particula 7, de manera que:

F=cF 5}
,,

Para las interacciones Coulombicas o de Lennard-Jones puras:
F(r)=F,(r)= e

o

La fuerza de corte suave F, (r) puede en general escribirse como:

) r<r
+S(r) nsr<r,
E(r)= 0 r,<r

Cuando #, =0 esto resulta en una funcién tradicional de corte suave

(“shift”) de lo contratio actia como una funcién de llave (“switch”). El
potencial Coulombico modificado resulta entonces:

v, (r,)=r®(r,)aq,

Donde @, (r) es la funcién potencial:

@, (r)= [ F(x)dx

Dado que la funcién de corte debera ser suave en las fronteras, las
sigulentes condiciones de frontera deben satisfacerse:

S(n)=0
S(7)=0
S(r)=-F,(z.)
S(r)=—Fu(r.)
Un polinomio de 3° grado de la forma

S(r)=4(r=r)" +B(r-r)
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satisface correctamente estos requerimientos. Las constantes 4 y B vienen
dadas por la condicion de frontera en 7, :

A:_(a+4)rc —(a+1)r]

Asi, la funcién de fuerza total resulta:

1

a+l

F,(r)z

S

+A(r—r1)2+B(r—r1)3

Y la funcién potencial sera:

1 4 B
‘I’x(r):r—a‘g(r—ﬁf‘Z(r"’l)4—c

Donde:

C=-Tlrn) =)

P3N ¢
Cuando # =0, la funcién Coulombica modificada de fuerza resulta:

1 5% 4
F(r):r—z‘“;TJfr—s

c ¢

Ecuacién idéntica a la funcién de fuerza parabdlica que se recomienda
para ser utilizada como funcién potencial de corto alcance en conjunciéon con
el método de Poisson para la parte de largo alcance [83]. La funcion de
potencial Coulémbico modificada es:

3 4
o ()=l 3,3 4

2 4 5
r~ 3r, 3r. r

c
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Figura 4: Las funciones de fuerza Coulémbica pura F, (r) , Couldmbica

c

(r) y funcién de corte suave S(r) ,

modificada con corte suave F.

utilizando =2 y r, = 4.

b. Potenciales enlazantes:

Las interacciones enlazantes se basan en una lista fija de atomos.
Estas no estan compuestas exclusivamente por interacciones de a pares, sino
que incluyen también interacciones de 3 y 4 cuerpos. Estain compuestas por
las interacciones de estiramiento de enlace (2 cuerpos), de angulo de enlace (3
cuerpos) y de angulo diedro (4 cuerpos). Se utiliza un tipo especial de diedro
(lamado diedro impropio) para que los atomos permanezcan en un
determinado plano, o bien para prevenir la transicién a una configuracion de
quiralidad opuesta (imagen especular).

i. Potencial de estiramiento de enlace:
Potencial armonico:

El estiramiento (o compresién) entre dos atomos 7 y ;j que se
encuentran enlazados covalentemente puede representarse a través de un
potencial arménico:
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1., 2
Wy = Ek'j (’7'/' —b@f)
Donde la fuerza viene dada por:

E(”J):ki(rrj_bv)rl

T
200
| N 150G
| | o~
b0 o
[=;
£ 106
@ — @O
=
56
¢ . . "
0.08 0.09 0.10 o
r {nm}
Figura 5: Principio del estiramiento de enlace (izquierda), y el
correspondiente potencial arménico de enlace (derecha).

Potencial de Motse:

Para ciertos sistemas donde se requiere un potencial no-armonico de
enlace entre los atomos 7y 7, el potencial de Morse resulta una alternativa muy
aceptable [84]. Este potencial difiere del potencial armonico en que posee un
pozo potencial asimétrico ademas de tener fuerza de enlace cero a distancia

infinita. Su forma funcional resulta:

V orse (ri' ) =D, [1 —Exp (_'B'j (r,.j —b, ))T

Cuya fuerza correspondiente es:

E <r"f) =2D,B,1, exp(—ﬁ[ (l’,,- _by‘))*[l—exp(_ﬂy’ (rzj —by-)):l%

morse I
i

Donde D, representa la profundidad del pozo potencial en kJ/mol,
B, define que tan agudo es el pozo potencial (en nm Ny b, es la distancia de

equilibrio en nm.
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Figura 6: El pozo potencial de Morse, para una longitud de enlace de
0.15nm.

ii. Potencial armoénico de angulo de enlace:

La vibracién del angulo de enlace entre un triplete de atomos 7 -7 -£&
puede representarse también a través de un potencial armoénico sobre el

angulo 0,

yk *

ACKEETACRTA)

Dado que la vibracién del angulo de enlace se representa con un
potencial arménico, su forma es la misma que para el potencial arménico de

estitamiento de enlace (Figura 7).
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Figura 7: Principio de vibracién de enlace (1zquierda) y funcién potencial
de angulo de enlace (derecha).

Las ecuaciones para la fuerza vienen dadas por la regla de la cadena:

- _ av, (euk )
i dr,
B = “——dVa (Hijk ) donde @, =arccos (r'j 'rkj)
dr" ‘ r!'/'rkj
F=-F-F,

ILa nomenclatura 7 ;, £ representa la secuencia de enlace de los
atomos 7 j, £ covalentemente enlazados. El atomo ; se encuentra en el medio,
los atomos 7y £ estan en los extremos (ver Figura 7).

Figura 8: Prncipio para los angulos diedros impropios. Distorsiones de
anillos fuera del plano (izquierda), sustituyentes de anillos (centro) y
distorsién del tetraedro (derecha). El angulo diedro impropio se define
para todos los casos como el angulo entre los planos (z7,R) v (1:4,0).
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iii. Potencial para diedros impropios:

Los diedros impropios son utilizados para mantener la planaridad en
aquellos grupos que asi lo requieran (anillos aromaticos) ademas de mantener
la quiralidad de aquellos grupos que cuenten con algin carbono asimétrico
(casi todos los aminoacidos). En la Figura 8 se representan dichos casos

esquematicamente.

Vi (éjyk/) = kf (é:ijkl =& )2

Esto también resulta ser un potencial armoénico y se encuentra
representado en la Figura 9. Cabe destacar que, dado que es un potencial
arménico, la petriodicidad no es tomada en cuenta, por lo tanto resulta

recomendable definir un valor de &, lo mas alejado posible de £180°.

~<u

30.0 T " T T T

20.0 \

‘o
[¢]
£
5
e
10.0 |- y
0‘0 1 1 1
-20.0 ~10.0 0.0 10.0 20.C

g

Figura 9: Funcién potencial para diedros Impropios
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iv. Potencial para diedros propios:

Ia interaccion normal para los diedros propios puede ser abordada de
dos maneras diferentes; la funcion periddica clasica o bien una funcién basada en
una expansion de potencias del cos@ (el potencial de Ryckaert-Belleman). Esta

eleccién tiene consecuencias ya que, si se elige la funcién periédica, debe
incluirse una interaccion especial entre el 1% y 4° dtomo de la tétrada que
define al diedro.

Diedros propios: Potencial periédico

Los angulos diedros propios de definen de acuerdo a la convencién
IUPAC/IUB, donde ¢ es el angulo entre los planos 7& y j&/, con el cero
correspondiente a la configuracion s (atomos 7y /del mismo lado).

v, <¢ijk/ ) =k, (1+cos(n¢—¢o))

80.0

/
.0/ 20

@

v, (kd mole )

20¢

\

0.0 d
.0 180.0 270.0 380.0
¢

0.

Figura 10: Principio para el angulo diedro propio (izquierda, en
configuracién #rans) y el potencial periédico para el diedro propio
(derecha).

Diedros propios: Potencial de Ryckaert-Belleman

Para alcanos suele utilizarse el siguiente potencial (ver Figura 11)

Fs (ijl) = 2 Ko (COS<I//>)n

s
n=0
Donde iy = ¢—180°

Nota: puede Jograrse la conversién de una convencion a la otra multiplicando

cada coeficiente C, por (——1)” .
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Figura 11: Funcién potencial para diedro propio de Ryckaert-Belleman.

(Nota: el uso de este potencial implica la exclusion de las interacciones 1-4 de
Lennard-Jones, y i esta definido de acuerdo a la “convencién de polimeros™

(WIranx = 0 ))

c. Interacciones Especiales:

Las interacciones especiales son utilizadas para imponer restricciones
sobre el sistema, ya sea para evitar desviaciones desastrosas (por Fj. para
equilibrar el sistema una vez solvatado), o para incluir el conocimiento de
datos experimentales (por Ej. datos provenientes de experimentos de RMN).
En cualquier caso éstas no forman parte del campo de fuerzas y la
confiabilidad de sus parimetros no resulta de relevancia.

i. Restricciones de posicion

Estas se utilizan para restringit particulas a una posicion fija de
referencia R. Pueden utilizarse durante le equilibrado del sistema de manera
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de evitar el reacomodamiento drastico de zonas criticas (para restringir el
movimiento de una proteina sujeta a fuerzas importantes debidas a un
solvente que aun no se encuentra equilibrado). Otra aplicacién es la de
restringir particulas en una cascara alrededor de una regién que se desea
simular en detalle, mientras que la cascara solo es aproximada ya que carece de
las interacciones apropiadas por parte de las particulas faltantes que estan por
fuera de la misma. Las restricciones mantendran la integtidad del interior. Para
casquetes esféticos es tecomendable utilizar una constante de fuerza para la
restriccion que dependa del radio, creciendo desde cero para el interior del
casquete hasta un valor elevado en el limite exterior del mismo.

Se utiliza la siguiente forma general:

1

V"F (rz) zgkrp s _Rilz

Este potencial se grafica en la Figura 12.

El potencial puede ser escrito sin pérdida de generalidad también
como:

1 b =
AOESLACES

/4 i

Y x+8, (3, -1y +h;, (5,-2) 2]

Donde las fuerzas son:

Las restricciones de posicion pueden “apagarse” o “prenderse” para
cada dimension espacial utilizando tres constantes de fuerza diferentes; esto
significa que los dtomos pueden restringirse armoénicamente a un punto, un
plano o una recta.
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Figura 12: Funcién potencial para la restriccion de posiciones

ii. Restricciones de angulo

Estas se utilizan para restringir el angulo entre dos pares de particulas
o entre un par de particulas y el eje Z. La forma funcional es similar a la de un
diedro propio. Para dos pares de atomos:

Vo (1ory 1) = Koy (1= cos (n(9-4,)))

r.—r ¥ —Fr
Donde ¢ = arccos| —+—-r.——*
o N

Para un par de atomos y el eje Z:

Vo (1ot otom) =k, (1=cos(n(9-4,))

0
Donde ¢ = arccos ﬁ 0
”rj—r,.” 1
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Restricciones de distancia

Las restricciones de distancia agregan una penalidad al potencial entre
pares previamente especificados de atomos, cuando la distancia entre ellos
excede un valor limite. Esto se utiliza normalmente para imponer
restricciones expetimentales sobre el movimiento de un sistema, como en el
caso de experimentos de resonancia magnética nuclear (RMN). De este modo
la Diniamica Molecular puede utilizarse para el proceso de refinamiento
estructural de los datos provenientes de experimentos de RMN.

La forma del potencial para las restricciones de distancia es cuadratica
pot debajo de un valor especificado, como asi también entre los dos valores
superiores especificados, y lineal por encima del valor del limite superior

%k,d (7 _r0)2

0

%k,d (ry-n)

1
Ekrd (r2 —}"1>(2

ti—h

—r)

para

para

para

para

Dicho potencial esta graficado en la Figura 13.

Las fuerzas son

ij
_krd (rlj_ro)_ para
7
0 para
) Nk (r -\
rd ry rl . para
T
L
if
—k,(r,—1n)<L para
Ty
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Figura 13: Funcién potencial para la restriccion de distancias.

4. Generalidades del computo de fuerzas:

En la seccién 2 del presente capitulo se presenta un esquema global
de flujo para la Dinamica Molecular. Toda simulacion de DM requiere como
entrada un conjunto de coordenadas iniciales y, opcionalmente, velocidades
iniciales para todas las particulas involucradas. Las primeras suelen provenir
de datos experimentales (cmstalografia de rayos X, Resonancia Magnética
Nucleat, etc.), mientras que las Gltimas suelen ser generadas inicialmente a
pattir de una distribucién de Maxwell.

a. Condiciones iniciales:
La topologia y el campo de fuerzas

La topologia, incluyendo la descripcion completa del campo de
fuerzas, debe set provista. Estos elementos fueron descriptos en detalle en la
seccion anterior. Toda esta informacién es estatica y nunca resulta modificada
durante la cotrida.
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Coordenadas y velocidades

Asi, antes de comenzar una corrida se requieren las coordenadas y
velocidades de las particulas, como asi también las dimensiones de la caja de
simulacion. El tamano de la caja queda determinado por tres vectores (nueve
nameros) by, b,, by, los cuales representan los tres vectores que definen la caja

periddica.
St la corrida comienza en ¢ = {, las coordenadas en ¢ =¢, deben ser

conocidas. El algontmo “leap-frog” o de salto de rana, utilizado para
actualizar el paso de integracién Af (ver seccion X), requiere que se conozcan

) ! . . .
las velocidades en f :to'*'T' Si las veloadades v,,i=1..3N no son

conocidas, estas pueden generarse a partir de una distribucién de Maxwell
para una dada temperatura T:

(v)— m_ _m,,vl,2
PV =N ot P\ " e

Donde £ es la constante de Boltzmann.

Probabilidad

0.0

Velocidad

Figura 14: Distribucién de Maxwell, generada a partir de numeros
aleatorios.
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Movimiento del centro de masas

La velocidad del centro de masas normalmente se lleva a ceto en cada
paso. Normalmente no existe ninguna fuerza neta externa actuando sobre el
sistema y le velocidad del centro de masas deberia permanecer constante. En
la prictica, de cualquier manera, el algoritmo de actualizacién desarrolla un
cambio lento en la velocidad del centro de masas, y por lo tanto en la energia
cinética total del sistema, especialmente cuando se acopla un bano térmico al
mismo. Si estos cambios no se amortiguan, eventualmente se desarrolla un
movimiento apteciable del centro de masas para corridas largas, lo cual
resultard en una significativa mala interpretacion de la temperatura. Lo mismo
podtia suceder con el movimiento de rotacion global, pero solamente cuando
se simula un cluster de patticulas aislado. En sistemas periédicos con cajas
llenas de particulas, el movimiento rotacional global se encuentra acoplado a
otros grados de libertad y por lo tanto no ocasiona problemas.

b. Busqueda de vecinos:

Como se menciond en la seccidén 3, las fuerzas son generadas, ya sea
por listas fijas (estiticas) de atomos, o bien por listas dinamicas. HEstas Gltimas
son siempre debidas a las interacciones no-enlazantes entre un pat
cualesquiera de particulas.

Generacion de listas de pares

Las fuerzas entre pares no-enlazantes necesitan calcularse solamente
para aquellos pares 7/ para los cuales la distancia 7, entre la particula 7 y la
imagen mas cercana de la patticula / sea menor que un dado radio de corte R.
Algunos de los pates de particulas que satisfacen este critetio deben ser
excluidos de la lista, dado que su interaccién ha sido totalmente tomada en
cuenta por las interacciones enlazantes.

Para realizar dicha lista de vecinos deben hallarse todas las particulas
que se encuentran cerca (dentro del radio de corte) de una dada particula. Esta
busqueda involucra condiciones periédicas de contorno y por lo tanto la
determinacién de la imagen mads cetcana. Sin condiciones periddicas de
contorno debe usarse un algoritmo simple O(N’). Con condiciones peri¢dicas
de contorno puede aplicarse una busqueda tipo grilla, la cual resulta O(N), y

por lo tanto menos costosa en términos computacionales.
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c. Computo de fuerzas:
Energia potencial

Cuando se computan las fuerzas, también se computa la energia
potencial para cada término de interaccién. Por lo tanto la energia potencial
total resulta de la suma de vatias contribuciones, tales como Lennard-Jones,
Coulomb, y las interacciones enlazantes.

Energia cinética y temperatura

La temperatura viene dada por la energia cinética total del sistema de
N particulas:

De aqui, la temperatura absoluta T puede setr computada utilizando:

1
ENglkT = E

cin
Donde k es la constante de Boltzmann y N, es el nimero total de

grados de libertad, los cuales pueden calcularse a partir de:

N,=3N-N,-N_,

Aqui N, es el nimero de restricciones impuestas sobre el sistema.
Cuando se realiza una simulacién por Dinamica Molecular deben ser restados
adicionalmente N, =3 grados de libertad, dado que las tres velocidades del

centro de masas son constantes del movimiento, y normalmente se las hace
valer cero. Cuando la simulacién es realizada en vacio, puede restarse también

la rotacién alrededor del centro de masas, en este caso N, =6.

Cuando se utiliza mis de un grupo de particulas acoplados
independientemente al bafio de temperatura, el nimero de grados de libertad

para el grupo 7 es:
BN-N,-N_,
3N-N,

N, =(3N'-N})

c

La energia cinética puede set esctita también como un tensot, lo cual
resulta necesario frecuentemente para el calculo de la presidn, o bien para
sistemas en donde se imponen fuerzas de coxte:
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1 N
Ecm = :Zmlvl ®vi
< =]

La presion y el virial

El tensor de la presion P se calcula como la diferencia entre la energia
cnética E_, y el virial =:

—
—_
—

Donde 7 es el volumen de la caja de simulacién. La presion escalar P,
la cual puede utilizatse para el acoplamiento al bafio de presioén para sistemas
1sotrépicos, puede calcularse segan:

P =traza(P)/3

El tensor = del virial se define como:

. 1
== ”52’?1 ® F,

i<j

d. Actualizacion de la configuracion:

El algotitmo utilizado para la integracion del las ecuaciones de
movimiento es el denominado “leap-frog” o de salto de rana [85]. Este

algoritmo utiliza posiciones r a tiempo ! y velocidades v a tiempo t—T ;

i

actualiza tanto posiciones como velocidades utilizando las fuerzas F (l)

determinadas por las posiciones al tiempo £:

v(t+%t-j = V(f—%j-*‘mAf

m

rE+AH) = r(r)+v(z+92-’jm

El algoritmo puede visualizarse en la Figura 15. Es equivalente al
algoritmo de Verlet [86]:

r(t+At) =2r(t)—r(t—At)+f—’f%)Atz +0(Ar)
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Este algoritmo es de 3 orden en F y es reversible en el iempo. Las
ventajas de este algoritmo y su comparacidn con otros algoritmos de
integracién temporal pueden encontrarse en la referencia [87].

Las ecuaciones de movimiento se modifican para incorporar el
acoplamiento a los bafios de presién y temperatura, ademas de ser extendidas
pata incluir la conservacion de las restricciones, todo lo cual se describe a
continuacion.

Figura 15: Método de mntegracion de “leap-frog” o salto de rana. Recibe
este nombre debido a que 7y » saltan uno sobre el otro alternadamente al
estilo del salto de rana.

e. Acoplamiento térmico:

Por varios motivos (dertva durante el equilibrado del sistema, deriva
como resultado del truncado de fuerzas y errores de integracién,
calentamiento debido a fuerzas externas o de friccidn), es necesario controlar
la temperatura del sistema. Para esto puede utilizarse el esquema de
acoplamiento débil de Berendsen [88] o el esquema de ensamble extendido de
Nosé-Hoover [89,90].

Acoplamiento térmico de Berendsen

El algoritmo de Berendsen reproduce un acoplamiento débil a un
bafio térmico externo de una dada temperatura T, con cinética de primer
orden. El efecto de la aplicacién de este algoritmo es el de corregir una
desviacién térmica de T del sistema segin:
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Lo cual significa que una dada desviacién térmica decae exponencialmente
con una constante de tiempo 7 . Este método de acoplamiento tiene la
ventaja que la fuerza con la cual se encuentra acoplado el bafio puede variatse,
adaptindose a las necesidades del sistema: para llevar un sistema al equilibrio
puede utilizarse una constante pequefia (0.01ps), mientras que para lograr
cotridas confiables de un sistema en equilibrio puede utilizarse una constante
mucho mayor (0.5ps) en cuyo caso practicamente no se afecta la dinamica
consetvativa [91].

El flujo de calor desde o hacia el sistema es realizado escalando a cada

paso las velocidades de cada particula mediante un factor A (l‘ ) , dado por:

1/2

At T

A =1+ 2L
G |4 (I—Al‘/ 2)
El valor del parametro 7, es cercano al de la constante de

acoplamiento 7, aunque no exactamente igual:

- 2 CV Z.T
Nk

Donde C, es la capacidad calotifica total del sistema, k& es la
constante de Boltzmann y N o €S el nimero total de grados de libertad. La

razén por la cual 7 # 7, es que el cambio en la energfa cinética causado por el

escalado de las velocidades es parcialmente redistribuido entre las energias
cinética y potencial, y por lo tanto el cambio en la temperatura resulta menos

que el escalado de la energia. En la practica, el valor de la relacion 7 /T, va
desde 1 (gas) a 2 (s6lido arménico) a 3 (agua). El término “constante temporal
de acoplamiento térmico” se utiliza para el parimetro 7, .

El algoritmo de Berendsen resulta estable hasta valores de 7, = Af

Acoplamiento térmico de Nosé-Hoover

El algoritmo de Berendsen resulta extremadamente eficiente para
relajat un sistema hacia la temperatura de equilibrio perseguida, pero una vez
que el mismo haya alcanzado el equilibrio puede resultar importante lograr
cubrir un ensamble candnico. Esto lamentablemente no resulta ser el caso del
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esquema de acoplamiento débil, aunque la diferencia resulta despreciable para
la mayoria de los casos [91].

La aproximacién de ensamble extendido fue originalmente propuesta
por Nosé [89] y luego modificada por Hoover [90]. El Hamiltoniano del
sistema es extendido metced a la introduccién de un resetvorio térmico y un
término de friccion en las ecuaciones de movimiento. La fuerza de friccion es
ptopotcional al producto entre la velocidad de cada particula y un parametro
de friccion £. Este parimetro de friccion (o variable de “baflo térmico™) es
una cantidad completamente dinamica, la cual posee su propia ecuacion de
movimiento; la derivada respecto del tiempo se calcula a partir de la diferencia
entre la energfa cinética del sistema y la temperatura de referencia.

En la formulacién de Hoover, las ecuaciones de movimiento de las
patticulas presentadas en la seccion 2 del presente capitulo son reemplazadas

por:

o0 _F_,0n
ot

o m

1

Donde la ecuacién de movimiento para el parametro & del bafio

térmico es:

dg _ 1 ..
e (T-1,)

La temperatura de referencia se denota por T, mientras que

T representa la temperatura instantinea del sistema. La fuerza del
acoplamiento viene determinada por la constante (J (normalmente llamada
“parametro de masa” del reservorio) en combinacién con la temperatura de
referencia.

De cualquier manera resulta importante tener presente la diferencia
entre el esquema de acoplamiento débil y el algoritmo de Nosé-Hoover: Al
utilizar el acoplamiento débil se obtiene un sistema de relgjacion exponencial
fuertemente suavizado, mientras que el uso del algoritmo de Nosé-Hoover
produce una relajacion oscilatoria.

Acoplamiento térmico por grupos

El motivo por el cual se introduce este esquema se debe a que el
intercambio de energia entre los distintos componentes del sistema no es
petfecto debido a diferentes efectos incluyendo los radios de corte, etc. Si
todo un sistema, compuesto (por ejemplo) de una proteina hidratada, es
acoplado al mismo baflo, el agua (la cual experimenta el mayor ruido debido al
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radio de corte) tenderd a calentarse, mientras que la proteina tenderid a
enfriarse. Difetencias de hasta 100K pueden frecuentemente obtenerse. Con
el uso de algin método (PME) para las fuerzas electrostiticas de largo
alcance, esta diferencia puede teducirse mucho, pero sigue sin  ser

despreciable.

f. Acoplamiento de presion:

Analogamente al acoplamiento térmico, el sistema puede ser acoplado
también a un “bafo” de presion.

Para ajustat el valor de la presion del sistema puede utilizarse el
algoritmo de Berendsen [88] o el esquema de ensamble extendido de
Parinello-Raman. Ambos pueden combinarse con cualquiera de los
algotitmos para el acoplamiento térmico descriptos con anterioridad.

Barostato de Berendsen

El algoritmo de Berendsen re-escala las coordenadas y los vectores de
la caja a cada paso de la integracién con la matriz £, lo cual tiene un efecto

de una cinética de relajacion de primer orden sobre la presién, hacta un valor

dado de referencia P, de presion:

av

La matriz ¢4 de escalado viene dada por:
At
Hy =9, ";ﬁv {Ry =B (1)}
P

Aqui fes la compresibilidad isotérmica del sistema. En la mayoria de
los casos esto sera una mattiz diagonal, con elementos iguales sobre la
diagonal, cuyo valor resulta generalmente desconocido. Alcanza con tomar un
valor aproximado del mismo dado que el valor de [ solamente tiene
influencia sobre la constante temporal no critica de la relajacién de la presion
sin afectar el valor promedio de la presion.

Cuando el escalado es completamente anisotrépico, el sistema debe
ser rotado de manera de cumplimentar con las restricciones de la caja. Esta
rotacién puede aproximarse en el primer orden del escalado, el cual es

normalmente menor que 10™*. La mattiz de escalado 4 es:
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/uxx quy + luyx luxz + luzx
w=| 0 &, M, + 1,
0 U,

Las velocidades no se rotan nit se escalan.

El escalado de Berendsen puede también realizarse isotropicamente,
lo cual significa que puede utilizarse una matriz diagonal de tamafio

traza (P) /3 enlugar de la matriz P .

Bardstato de Parinello-Raman

Para los casos donde las fluctuaciones de la presién o el volumen son
impottantes per s¢ (en el calculo de propiedades termodinimicas) puede
resultar problematico, al menos tebricamente, que el ensamble exacto no esté
cotrectamente definido por el esquema del acoplamiento débil.

Para tesolver esto pueden realizarse simulaciones utilizando la
proximacién de Patinello-Raman [ 92, 93], el cual resulta similar al
acoplamiento térmico de Nosé-Hoover.

Con el bardstato de Parinello-Raman los vectores de la caja se
teptesentan a través de la matriz by obedecen la siguiente ecuacion matricial
de movimiento:

db’
dr?

=vw'p(P-P,)

El volumen de la caja esta dado por V', y W es el parametro
matricial que determina la fuerza del acoplamiento. Las matrices Py Pref

representan las presiones instantanea y de referencia respectivamente.

Anilogamente al caso del acoplamiento de Nosé-Hoover, las
ecuaciones de movimiento de las particulas deben también cambiarse.

En la mayotia de los casos resultaria razonable combinar el bardstato
de Parinello-Raman con el terméstato de Nosé-Hoover.

El parametro matricial (inverso) de masa W™ determina la fuerza del
acoplamiento, ademas del modo en el cual puede ser deformada la caja.

Se debe contar ademis con los valotes aproximados para la
compresibilidad isotérmica £ y la constante temporal de acoplamiento del

baréstato 7, (L es el mayor elemento de la matriz de la caja):
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W 4B,
), = 32'pLj

5. Algoritmos de restricciones topologicas:

Las restricciones topolbgicas pueden resolverse utilizando diversos
algoritmos desarrollados para este fin. Haremos una breve resefia de los mas
utilizados y los mas eficientes en términos de costo computacional.

a. SHAKE

El algoritmo SHAKE [94] cambia un grupo de coordenadas no-
restringidas ' por otto grupo de coordenadas r'" que cumplimentan con
una serie de restricciones de distancia, utilizando de referencia el conjunto de
coordenadas #:

SHAKE (r'—r'’;r)

Esta accién es consistente con la resolucién de un conjunto de
multiplicadores de Lagrange en las ecuaciones de movimiento restringidas. En
el algoritmo SHAKE se necesita definir un parametro de fokrancia (IOL); este
continuara con las iteraciones hasta que se satisfagan todas las restricciones
dentro del valor de folerancia dada.

Asumiendo que las ecuaciones de movimiento deben cumplir con un
conjunto de restricciones holonémicas K, expresadas por:

&, (-2 )=0; E=1.K

Entonces las fuerzas quedan definidas por:

5 £
L
8r,( +; ka"]

Donde /1,( son los multiplicadotes de Lagrange que deben set
resueltos para satisfacer las ecuaciones de restriccion. La segunda parte de esta
suma determina las fuerzas de restricciéon G, , definidas por:

£ . 00
G :—Zﬂk ar.k

k=1 i

49



El desplazamiento debido a las fuerzas de restriccion en los
algoritmos de integracién “leap-frog” o verlet es igual a (G,- / m:)(At ) La

resolucion de los multiplicadores de Lagrange (y por lo tanto de los
desplazamientos) requiete de resolver un conjunto de ecuaciones acopladas de
segundo grado. Este conjunto de ecuaciones es resuelto iterativamente en el
algoritmo SHAKE.

Dado que en simulaciones de sistemas hidratados el solvente suele
representar mas del 80% del mismo, existen ciertas alternativas para el uso de
este algoritmo.

Para el caso de modelos de agua rigidos puede utilizarse una version
optimizada (y simplificada) de este algoritmo, denominado SETTLE [95], el
cual consiste en una aplicacién de una solucién analitica de SHAKE.

b. LINCS
El algoritmo LINCS

LINCS es un algoritmo que reconstituye enlaces a su longitud
cotrecta luego de una actualizaciéon no-restringida [96]. El método es no-
iterativo, dado que siempre se resuelve en dos pasos. Aunque LINCS esta
basado en mattice, no precisa de la resolucion de multiplicaciones entre
matrices. El método es mas rapido y estable que SHAKE, pero sélo puede
utilizarse con restricciones de longitud de enlace y restricciones de angulos de
enlace aislados, tales como el angulo del proton en el enlace OH.
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Actualizacién Eliminacién de las Correccion del estiramiento
no-restringida — fuerzas que actlan — por rotacién
sobre los enlaces

Figura 16: Las tres actualizaciones de posicion requeridas para cada paso
de integracion. La linea punteada representa el viejo enlace de longitud 4,
mientras que las lineas llenas representan los nuevos enlaces. / =d cos@ y

p:(2d2—12)%

Las formulas de LINCS

Consideremos un sistema de N particulas, con posiciones dadas por
un vector 3N, denominado r (t ) . Para la Dinamica Molecular las ecuaciones

de movimiento vienen dadas por las ecuaciones de Newton:

o°r
—=M"F
or?

Donde F es el vector 3N de la fuerza y M es la matriz diagonal
3NX3N, conteniendo las masas de las particulas. El sistema se encuentra

restringido topoldgicamente por K ecuaciones de restriccion, dependientes
del tempo

g /(r)=|r,-r,|-d, =0 donde i=1,...K

En el esquema de integracién numérica LINCS (al igual que SHAKE)
es aplicado luego de una actualizacién no-restringida. Fl algoritmo trabaja en
dos pasos (ver Figura 16). Durante el primer paso se llevan a cero las
proyecciones del nuevo enlace sobre el viejo. En el segundo paso se aplica
una cottreccién pot estiramiento de enlace debido a la rotacién. Puede verse
una detivacion completa del algoritmo en la referencia [96].
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6. Algoritmo completo de actualizacion:

EL ALGORITMO DE ACTUALIZACION

Dadas:
Posiciones r de todos los atomos a tiempo #

. . At
Velocidades v a ttempo Z_T

Aceleraciones F/m sobte todos los dtomos a iempo f.
(Las fuerzas se computan sin tomar en cuenta ninguna restriccion)
La energia cinética total y el virial.

1. Cémputo de los factotes A y 4 de escalado
(Ecuaciones X e Y)

2. Actualizacién y escalado de velocidades: v’ = /1(v + aAt)

U

3. Calculo de las nuevas coordenadas no-testringidas: ' =r + v'At

4. Aplicacién de algoritmo de restriccion a las coordenadas:
restringir (r' — r";r)

5. Correccion de velocidades segiin restricciones: v = (r" - r) / At

U
6. Escalado de coordenadas y caja: r = ur''; b= ub
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Capitulo 3
LISOZIMA EN H20 A 3KBAR:

1. Introduccion:

En el presente capitulo se presentan los resultados del estudio por
Dinamica Molecular de los efectos de la presion sobre la lisozima en solucién,
ademas del correspondiente analisis de los mismos. Dicho sistema fue
estudiado a las presiones de 1bar (baja presién) y 3kbar (alta presion).

Los resultados guardan un importante acuerdo con los datos
expetimentales disponibles, lo cual permite el analisis de otros aspectos del
efecto de la presion sobre esta proteina en solucion.

Los estudios de movilidad muestran que aunque la misma se ve en
general reducida para la mayoria de los residuos bajo presion, esto no resulta
clerto para algunos residuos en particular.

Del analisis de la estructura secundaria a lo largo de las trayectorias se
obsetva que la conformacién de la proteina bajo presién resulta mas estable,
lo cual sugiere que la alta presién actia como “selector de conférmeros”
sobre esta proteina.

El comportamiento de la superficie accesible al solvente muestra una
clara inversion de la relacién de superficies accesibles hidrofilica a hidrofébica,
lo cual indica por lo tanto que la interaccion hidrofébica resulta
considerablemente menor con el aumento de la presion.

2. Materiales y métodos:

Las simulaciones de Dinamica Molecular se realizaron utlizando el
paquete GROMACS 3.2.1 [97,98]. Se utiliz6 el campo de fuerzas para todos
los atomos explicitos (ff2gmx) [99,100,101,102,103,104], tanto para los
procedimientos de minimizacién de energia y equilibrado del sistema, como
pata todos los pasos de simulacién por Dinamica Molecular.

Se mantuvieron las restricciones topologicas para las longitudes de
enlace utilizando el algoritmo LINCS [96]. Las restricciones topologicas de las
moléculas de agua se resolvieron utilizando el algoritmo SETTLE [95]. Para el
calculo de las fuerzas electrostiticas se utilizé el método de Campo de
Reaccion [105]. Las interacciones de Lennard-Jones fueron calculadas
explicitamente dentro de un radio de corte de 1,4nm.
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Para todas las simulaciones de este sistema se utilizoé un cluster de 4
procesadores Pentium III, cotriendo bajo GNU/Linux, utilizando para las
visualizaciones de trayectorias, estructuras y representaciones graficas el
software de distribucion libre Visual Molecular Dynamics (VMD), Swiss PDB
Viewer (SPDBV) y XMGrace respectivamente.

Como estructuras de partida pata la lisozima se utilizaron las resueltas
por RMN-2D (Resonancia Magnética Nuclear bidimensional) de alta y baja
presion [106] (cédigos de PDB 1GXX y 1GXV respectivamente) publicadas y
disponibles en el “Protein Data Bank™.

La topologia para la lisozima se gener6 utilizando la herramienta
PDB2GMX, con estados de protonacion estandar para todos los aminoacidos

(PH 7).

Se utiliz el modelo de agua SPC/E [107], tanto para el sistema de
alta presion como para el de baja presion.

El sistema inicial consisti6 de una caja cibica de dimensiones
X=Y=7=4,9588nm, con un volumen de 7127,9354nm, conteniendo una
molécula de lisozima y 3497 moléculas de agua.

Sobre este sistemna se realizd una primera minimizaciéon de energia por
el método de “steepest descent” o pendiente pronunctada, la cual convergié al
valor de la precisién del computo. Luego se realizé una segunda minimizacion
de energia por el método de gradientes conjugados, el cual logrd converger
dentro de los primeros 20 ciclos.

Luego de la minimizacién de energia se permitié que el solvente se
relajara alrededor de la proteina, realizando una breve simulacién por
Dinamica Molecular (10ps) sobre el sistema, aplicando restricciones de
posicién sobre todos los atomos de la proteina.

Desde el comienzo el sistema fue acoplado a un bafio débil de
temperatura como de presién, de manera de trabajar en el ensamble
isotérmico e 1sobdrico [88], a la temperatura T=375K y presiéon P=1bar.

A continuacién se permitié que todo el sistema se relajara (se quitaron
las restricciones de posiciébn de todos los atomos) durante 200ps,
manteniendo el acoplamiento del sistema al terméstato y al barostato.

En este punto el sistema fue dividido en dos. La primera copia fue
sometida lentamente a presiones hidrostaticas ascendentes, mientras que la
segunda se mantuvo a presién atmosférica.

Al primer sistema se le aumento la presién en 22 pasos concatenados,
durante un tiempo total de 4,4ns segtin se describe a continuacion: 1-10bar,
durante 200ps; 10-100bar, durante 200ps; 100-1000bar (incrementos de
100bar durante 200ps cada uno); 1000-3000bar (incrementos de 200bar
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durante 200ps cada uno). Al segundo sistema se le permitié evolucionar
durante un tiempo equivalente (4,4ns) pero a presién de 1bar.

Habiendo alcanzado este punto se permitié que ambos sistemas
evolucionatan dutrante un periodo adicional de 8ns, de modo de producir
puntos de partida equilibrados y comparables para ambos sistemas.

Una vez alcanzado este punto se realizé una simulacién de 24ns de
longitud, tanto pata el sistema a 1bar como para el sistema a 3kbar.

Todos los resultados presentados a continuacion corresponden a
estas simulaciones de 24ns de duracion.

3. Resultados y discusion:

a. Comparacion de las estructuras promedio de alta y
baja presion

El siguiente analisis fue realizado calculando la estructura promedio
de la proteina, previo ajuste progresivo por cuadrados minimos de cada
estructura sobre la anterior, utilizando las posiciones atémicas registradas
durante los 24ns totales para ambos sistemas.

La Figura 17 muestta la diferencia de distancias para cada carbono-«
con el resto, entre las estructuras promedio a baja y alta presion. Las
diferencias positivas indican que los atomos se han acercado entre si en Ia
estructura promedio de alta presién, comparado con la estructura promedio a
baja presion.

La primera observacién a destacar es que la mayoria de los carbonos-
o se acercan al resto de sus pares (tonos rojos), lo cual implica que en general
la estructura se vuelve mas compacta.

Por otro lado, notablemente, algunos carbonos-a se alejan del resto
(tonos azules), lo cual implica que, aunque se observa una compresion general
de la estructura, algunos residuos especificos se mueven hacia fuera.

Esta observacion resulta cualitativamente concordante con los datos

experimentales ofrecidos por RMN-2D [106].
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Figura 17: Diferencia de distancias pata cada catbono-a con el resto de sus
pates, entre las estructuras promedio a baja y alta presion.

b. Screening estructural mediante el calculo de la raiz
de la desviacién cuadratica media para alta y baja
presion

De modo de poder encontrat similitudes y/o diferencias estructurales
durante las simulaciones, se calculé la matriz para la raiz de la desviacion
cuadratica media posicional de los carbonos-a, de cada estructura contra todas
las otras registradas (luego de realizar un ajuste estructural por cuadrados
minimos para cada par calculado), para las trayectorias completas de baja y
alta presion.

Los resultados se presentan en la Figura 18, en formato de cédigo de
escala de grises. Blanco corresponde a RMSD=0nm, mientras que negro
cotresponde a RMSD=>0,248nm.

Como primera observacién, puede verse que el sistema de alta
presiéon muestra una homogeneidad estructural mucho mayor, a lo largo de
toda la corrida, que la correspondiente para el sistema a baja presién.

Este resultado también se encuentra en muy buena concordancia con
las observaciones experimentales disponibles respecto a los efectos de la
. pel p espe
presién sobre las transiciones estructurales de la lisozima [108].
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Matriz RMSD Carbonos-alfa
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Figura 18: Matriz para la raiz de la desviaciéon cuadratica media
posicional (RMSD) de los carbonos-a, de cada estructura contra todas las
otras registradas (luego de realizar un ajuste estructural por cuadrados
tninimos para cada pat calculado), para las trayectorias completas de baja y
alta presién. Las flechas indican el final de la trayectoria de baja presion y el
principio de la corrida de alta presion.

Cabe destacar también que existen, casi homogéneamente distribuidas a lo
latgo de toda la corrida de baja presion, algunas estructuras compatibles con
los conférmeros mas homogeéneos del sistema de alta presion.

57



¢. Analisis de la evolucion de la estructura secundaria

En esta seccidn se presentan los resultados del analisis de la evolucion
de la estructura secundaria de la lisozima para los sistemas de alta y baja
presion.

Los resultados presentados fueron calculados utilizando las
convenciones establecidas en el “Dictionary of Secondary Structure for
Proteins” (DSSP) [69].

En las Figuras 192 y 19b se presenta la evolucién temporal del
recuento total para los diferentes tipos de estructura secundaria presentes en
la lisozima, a baja y alta presion respectivamente.

Estructura Secundaria a 1bar

Esfructura = Helice + Hoja + Puenle + Giro
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Figura 19a: Estructura Secundaria a lo largo de la trayectoria del sistema a
baja presién (1bar), de acuerdo a las definiciones establecidas en el DSSP.

En las Figuras 20a y 20b se presenta informacién detallada respecto
de coémo participa cada tresiduo dentro de la estructura secundaria de la
proteina, como asi también la evolucién de dicha propiedad en el iempo, a
baja y alta presion respectivamente.
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Estructura Secundaria a 3kbar

Eslructura = Helice + Hoja + Puenle + Giro
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Figura 19b: Estructura Secundaria a lo largo de la trayectoria del sistema a
alta presion (3kbar), de acuerdo a las definiciones establecidas en el DSSP.

Una ptimera comparacién de estos graficos confirma la impresion
inicial, obtenida merced al screening realizado a través de la matriz de RMSD,
que para el caso de la lisozima solvatada las fluctuaciones en la estructura
(secundaria) se ven notablemente reducidas con el aumento de la presion,
incrementando por lo tanto la homogeneidad estructural del sistema al
sometetlo a la presion de 3kbar.

De igual modo puede observarse que el recuento de la estructura total
(calculado como la suma helice-a + hojpa-f + giro) se incrementa
significativamente, ademads de estabilizarse, con el aumento de la presion.

Por otro lado, un estudio mas detallado de las Figuras X e Y revelan
el hecho de que la estructura prevalente durante los primeros 2,2ns de la
corrida de baja presiéon resulta muy compatible con la estructura promedio
que resulta estabilizada durante casi toda la corrida a 3kbar.

Esto resulta mas notorio cuando ponemos el foco sobre las
estructuras secundarias 3.

Esta ultima observacién resulta altamente compatible con el rol de
“Selector de Conférmeros”, propuesto recientemente para la presion [109].

En suma, podria decirse que la informacién complementaria y mas
detallada presentada en esta seccién confirma las conclusiones preliminares de

59



la seccién anterior, en cuanto a la diferencia en la variabilidad estructural entre
las corridas de baja y alta presion.

Estructura Secundaria (1bar: 8 a 32ns)
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Figura 20a: Evolucion detallada de la estructura secundaria de cada residuo
a lo largo de la trayectoria completa (24ns) a 1bar.

Puede claramente concluirse a partir de un primer analisis de las
figuras de esta seccién que muchos residuos muestran una mayor vanabilidad
en el tipo de estructuras que adoptan a lo largo de la cornda a 1bar,
comparados con su comportamiento a 3kbar.

Podemos obsetvar también que, aunque la mayoria de los residuos
mantienen la estructura que tenian a 1lbar, algunos otros por el contrario
ptesentan cambios significativos al ser sometidos a la presion de 3kbar.
Buenos ejemplos de este comportamiento lo constituyen los residuos 2-3, 20,
23 y 39, los cuales adoptan una estructura permanente de hoja- a la presiéon
de 3kbar, cuando esta de ningun modo resulta su estructura prevalente a 1bar.

Sin embargo cabe destacar que, aunque en una proporcidon a veces
muy reducida, para cada residuo la estructura prevalente a 3kbar también se
encuentra presente durante la corrida a 1 bar.

Ademas, al anaﬁ;alﬂa evolucién de la estructura secundaria global
mostrada en las Fxguxad ] IV\K) puede verse que la estructura estabilizada a alta
presion corresponde a coitormeros presentes a baja presion, aunque la
proporcion en la cual se encuentran los mismos en estas condiciones resulta
mucho menor.
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Estructura Secundaria (1bar: 8 a 32ns)
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Figura 20a: Evolucion detallada de la estructura secundaria de cada residuo

a lo largo de la trayectoria completa (24ns) a 1bar.

d. Analisis de movilidad

Para llevar a cabo el analisis de la movilidad de los atomos de la
proteina en los sistemas de baja y alta presién, calculamos la Raiz de 1a

Fluctuaciéon Cuadratica Media (RMSF) de los carbonos-a para ambas
trayectorias.

La Figura 21 muestra los valores de RMSF de cada carbono-o, tanto
para alta como pata baja presién, ademas de la diferencia entre ambos. Puede
verse inmediatamente que la movilidad promedio de los residuos se ve
significativamente disminuida con el aumento de la presién.

Existen, sin embatgo, ciettos tesiduos patticulares cuyas movilidades
se ven aumentadas. Tal es el caso de los residuos superficiales Asp18, Asp48,

Asp87 y Asp119.

A fin de analizar esta situacidn se calculd la funcidon disttibucion radial
(RDF) para los oxigenos de las aguas, alrededor de los oxigenos de los
carbonilos laterales para estos aminoacidos de movilidad aumentada. Estas

RDF se muestran en la Figura 22.
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Figura 21: Raiz de la Fluctuaciéon Cuadratica Media (RMSF) de los
carbonos-a para las presiones de 1bar, 3kbar y la diferencia entre ambas.

Podemos observar en la Figura 22 (a, b y ¢) que la segunda capa de
hidratacién se ve disminuida para los residuos 18, 48, y 87 para el sistema de
alta presion en relacién al de baja presion. Para estos residuos resultaria
razonable suponer que dicha reduccién en la capa de hidratacion redundaria
en un mayor grado de libertad del residuo y por lo tanto en un consecuente
aumento de su movilidad.

De cualquier manera, este razonamiento no puede aplicarse a los
resultados obtenidos para el Asp119 (Figura 22d), ya que en este caso no se
verifica pricticamente ningun cambio en la esfera de hidrataciéon. Debemos
recordat que la funcién distribucién radial no describe las caracteristicas de los
enlaces puente de hidrégeno formados por la esfera de hidratacion, sino que
sélo nos ptropotciona informacién sobre el nimero de aguas que rodean el
tesiduo. Podria suceder que la presién esté produciendo un cambio en esta
ted de puentes de hidrégeno, lo cual podra resultar en un aumento de
movilidad para este residuo. Esta especulacién no puede probarse sin un
minucioso estudio de la red de puentes de hidrégeno que se establece
alrededor del residuo, lo cual resulta una tarea aun pendiente.

La reduccién general en la movilidad de ciertas proteinas globulares
con el incremento de la presiéon es un hecho experimental ampliamente
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observado [110,111,112,113], ademas de estar de acuerdo con los resultados
citados disponibles para la lisozima [108].

Se ha podido, por lo tanto, reproducir no sélo la informacién
experimental en cuanto al comportamiento estructural promedio, sino
también en cuanto al comportamiento dinimico que se le ha asignado
recientemente 2 la lisozima al ser sometida a presiones hidrostaticas elevadas.

Estos tesultados, junto con el importante grado de acuerdo
mencionado con anterioridad, entre los datos experimentales disponibles y los
ptesentes  calculos de Dinamica Molecular permiten  establecer
fehacientemente la existencia de un importante grado de correlacion entre el
presente modelo y el sistema real.
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Figura 22: Funcién Distribucién Radial (RDF) g(r) de los oxigenos de las
aguas altededor de de los oxigenos de los carbonilos laterales de los
residuos Asp, pata las ptesiones de 1bar y 3kbar: (2) Asp18; (b) Asp48; (c)
Asp87; (d) Asp119. La funcién distribucién radial g(r) es la densidad de
probabilidad de encontrar una particula a la distancia r de la particula de
referencia, normalizada a una probabilidad igual a 1 para valores de r

grandes.

e. Analisis de la supetficie accesible al solvente (SAS)

La Figura 23 muestra la supetficie accesible al solvente (SAS) para los
residuos hidrofébicos e hidrofilicos de la lisozima a 1bar, mientras que la
Figura 24 muestra el grifico correspondiente para la lisozima a 3kbar.
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Esta SAS (o supetficie de Connelly) se calcula como el area expuesta a
una sonda esférica con un radio de 0,14nm, y fue calculada utlizando el

programa g_sas [114,117].

Se observa que a baja presion (Figura 23) la SAS hidrofilica es
predominante sobre la SAS hidrofdbica, resultados que resultan esperables@/
pata una situacién normal en la cual los residuos hidrofébicos evitan el
contacto con el agua. Sin embargo este comportamiento se revierte en el
sistema de alta presion.

El incremento relativo en el namero de residuos no-polares en
contacto con el solvente indica la pérdida del comportamiento regular de las
sustancias hidrofébicas en agua con el aumento de la presion.

Dado que la presion no tiene ningin efecto sobre las interacciones
directas la respuesta debe ser la de la pérdida, al menos parcial, del efecto
hidrofdbico con el aumento de la presion. Esto podtia explicarse mediante la
reduccion del grado de estructura presente en el seno del solvente acuoso con
el aumento de la presion [115].

Superficie Accesible al Solvente
1bar
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Figura 23: Supetficie Accesible al Solvente (SAS) hidrofébica e hidrofilica
vs. el tiempo total de simulacién para el sistema a 1bar. Las lineas rectas
representan el valor promedio para la corrida completa.
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Sin embatgo, tesulta correcto destacar la importante variabilidad en
los resultados mostrados en la Figura 23.

Resulta particulatmente notable el hecho de que, durante ciertos
petiodos, puede observarse una inversion de la relacion de SAS
hidrofilica/hidrofobica en el sistema de baja presién. Al comparar este
comportamiento con el de la grafica mostrada en la Figura 24, puede
observarse una disminucién de alrededor de 1nm® del rango entre los valores
minimo y méaximo, tanto pata la SAS hidrofébica como para la SAS
hidrofilica.

Esto, al analizatse a la luz de los resultados presentados en las
secciones antetiotes, refuerza la conclusiéon de que, para el caso de la lisozima,
la presion efectivamente actia como “Selector de Conférmeros”, reduciendo
consecuentemente la variabilidad estructural del sistema de alta presion.

Superficie Accesible al Solvente
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Figura 24: Supetficie Accesible al Solvente (SAS) hidrofébica e hidrofilica
vs. el iempo total de simulacion para el sistema a 3kbar. Las lineas rectas
representan el valor promedio para la corrida completa.

El efecto de la presién sobre la estructura del agua puede vetse
claramente reflejado en el debilitamiento de la red de puentes de hidroégeno
[116]. Dicha situacién redundaria claramente en una reduccién del efecto
hidrofobico.
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Resulta razonable esperar entonces que resulte mas facil exponer un
residuo a un solvente menos estructurado, lo cual se constituiria en la
principal fuerza motriz de los cambios conformacionales de las proteinas bajo
presion.

4. Conclusiones del capitulo

Este modelo no soélo ha sido exitoso para reproducir el
comportamiento global de la lisozima bajo presion, sino que también ha
podido dar cuenta del comportamiento aparentemente andémalo de ciertas
reglones especificas de la proteina, tal como fuese descripto recientemente a
partir de datos experimentales. Explicitamente, el modelo reproduce
exitosamente una compactacion global de la estructura bajo presion, a la vez
que describe correctamente el comportamiento de aquellas pocas regiones
que han sido recientemente descriptas como zonas que se alejan de la
estructura global bajo los efectos de la presion hidrostatica elevada.

También se ha tenido éxito en desctibir un aumento de la
homogeneidad estructural general bajo presiéon. En este sentido, al enfocarnos
sobre elementos estructurales especificos tales como las fluctuaciones en la
estructura secundatia regional, surgen nuevos elementos microscopicos que
proporcionan argumentos independientes que apuntan en la direccién de
confirmar el rol de “Selector de Conférmeros” recientemente asignado a la
presion, pata proteinas en solucion bajo presion.

En cuanto al estudio de la movilidad, una primera observacion de los
resultados presentados por el presente estudio de Dinamica Molecular
confirma las aseveraciones realizadas por estudios previos referidos a que la
presion produce una reduccion general de los grados de libertad estructurales
de esta proteina en solucién.

Aunque el punto de ofrecer una explicacién completa para el
incremento de movilidad, aparentemente anémalo, de ciertos residuos
superficiales cargados ain no ha sido plenamente resuelto, una primera
aproximacién preliminar parece apuntar en la direccion del cambio en la
esfera de hidratacién de estos residuos como un factor importante que podria
explicar, al menos parcialmente, dicho comportamiento.

La evaluacién del cambio en la superficie accesible al solvente (SAS)
con la presion muestra una clara inversién de la relacién de las SAS
hidrofilica/hidrofébica, cambio que es sostenido dinamicamente a la largo de
la totalidad del tiempo de simulacién. Dicha inversion de relacién constituye,
port lejos, el cambio mas notable en todo el sistema. Esta diferencia debe
interpretarse como una disminucién del efecto hidrofébico con el aumento en
la presion, cambio que razonablemente explicaria una gran parte de la fuerza
mottiz de los cambios conformacionales para las proteinas bajo presion.
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Capitulo 4

APOMIOGLOBINA EN H20 A
3KBAR:

1. Introduccion:

En el presente capitulo se presenta el estudio por Dinamica Molecular
del efecto de la presion sobre la estructura y movilidad de la Apomioglobina
de Cachalote, llevado a cabo a las presiones de 1bar y 3kbar.

Los resultados presentan un muy buen grado de acuerdo con los
datos expetimentales de mayor precision disponibles para alta presién [118].
Esto permite el analisis subsiguiente de otros aspectos del efecto de la presion
sobre esta proteina en solucion.

Del analisis de la evolucién de la estructura secundaria (SS) a la largo
de toda la corrida, puede observarse que la estructura de hélice-a se ve
favorecida con el aumento de la presion, a expensas de estructuras §, giros y
hélices-3’.

El estudio de la movilidad muestra que aunque la movilidad general se
ve restringida con el aumento de la presién, ciertos residuos especificos, por el
contratio, ven su movilidad aumentada.

Los estudios de la evolucién de la estructura terciaria muestran
importantes cambios conformacionales con el aumento de la presion.

La evolucién de la supetficie accesible al solvente (SAS) aumenta
notablemente con la presién, debido casi completamente a un aumento
sesgado del area hidrofébica expuesta, lo cual en consecuencia muestra que la
interaccién hidrofébica se vuelve considerablemente mas débil bajo
condiciones de alta presién hidrostatica.

Adicionalmente, los hallazgos presentados en el presente capitulo
indican que los importantes cambios conformacionales hallados ocurren en la
escala de tiempo de 10ns a 30ns, lo cual explica porqué las simulaciones de
Diniamica Molecular realizadas con anterioridad sobre proteinas solvatadas
bajo presion no lograron observar ningiin cambio estructural de envergadura
como consecuencia de la perturbacion a la presion.
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2. Materiales y métodos:

Las simulaciones de Dinamica Molecular se realizaron utilizando el
paquete GROMACS 3.2.1 [97,98]. Se utiliz6 el campo de fuerzas para todos
los atomos explicitos (ff2gmx) [99,100,101,102,103,104], tanto para los
procedimientos de minimizacién de energia y equilibrado del sistema, como
pata todos los pasos de simulacién por Dinamica Molecular.

Se mantuvieron las restticciones topologicas para las longitudes de
enlace utilizando el algoritmo LINCS [96]. Las restricciones topolégicas de las
moléculas de agua se tesolvieron utilizando el algoritmo SETTLE [95]. Para el
calculo de las fuetzas electrostiticas se utlizé el método de Campo de
Reaccién [105]. Las interacciones de Lennard-Jones fueron calculadas
explicitamente dentro de un radio de corte de 1,4nm.

Para todas las simulaciones de este sistema se utilizd un cluster de 2
procesadotes Dual-Xeon, corriendo bajo GNU/Linux, utilizando para las
visualizaciones de trayectotias, estructuras y representaciones graficas el
softwate de distribucién libre Visual Molecular Dynamics (VMD), Swiss PDB
Viewer (SPDBV) y XMGrace respectivamente.

Como estructuras de partida para la Apomioglobina se utilizaron las
resueltas por ctistalografia de rayos X de alta y baja presién (codigos de PDB
1JP8 y 1VXD respectivamente) publicadas y disponibles en el “Protein Data
Bank”.

La topologia para la apomioglobina se generé utilizando la
herramienta PDB2GMX, con estados de protonacién estandar para todos los
aminoacidos (pH 06).

Se utiliz6 el modelo de agua SPC/E [107], tanto para el sistema de alta
presioén como para el de baja presion.

El sistema inicial consisié de una caja cdbica de dimensiones
X=Y=7=7,19617nm, con un volumen de 372,653n#’, conteniendo una
molécula de apomioglobina y 11663 moléculas de agua.

Sobre este sistema se tealizé una primera minimizacién de energia por
el método de “steepest descent” o pendiente pronunciada, la cual convergié al
valor de la precisién del cémputo. Luego se realizé una segunda minimtzacion
de enetgia por el método de gradientes conjugados, el cual logrd converger
dentro de los primeros 20 ciclos.

Luego de la minimizacién de energfa se permitié que el solvente se
relajara altededor de la proteina, realizando una breve simulaciéon pot
Dindmica Molecular (10ps) sobre el sistema, aplicando restricciones de
posicién sobre todos los atomos de la proteina.
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Desde el comienzo el sistema fue acoplado a un bafio débil, tanto de
temperatura como de presién, de manera de trabajar en el ensamble
isotérmico e isobarico [88], a la temperatura T=300K y presion P=1bar.

A continuacién se permitié que todo el sistema se relajata (se quitaron
las restricciones de posicion de todos los atomos) durante 200ps,
manteniendo el acoplamiento del sistema al terméstato y al barostato.

En este punto el sistema fue dividido en dos. La primera copia fue
sometida lentamente a presiones hidrostiticas ascendentes, mientras que la
segunda se mantuvo a presion atmosférica.

Al primer sistema se le aumentd la presion lentamente durante un
tiempo total de 2ns, utilizando una constante de relajacién muy lenta para el

bafio de presion (7, = 400ps ). Al segundo sistema se le permiti6 evolucionar

durante un tiempo equivalente (2ns) pero a presiéon de 1bar.

Habiendo alcanzado este punto se permiti6 que ambos sistemas
evolucionaran durante un petiodo adicional de 8ns, de modo de producir
puntos de partida equilibrados y comparables para ambos sistemas.

Una vez alcanzado este punto se realizé una simulacién de 16ns de
longitud, tanto para el sistema a 1bar como para el sistema a 3kbar. El sistema
de alta presién fue continuado por un tiempo adicional de simulacion de 34ns
debido al hecho de que la estabilidad conformacional no se habia logrado en
el periodo previo de 16ns.

Todos los resultados presentados a continuacién corresponden a estas
simulaciones de 16 y 50ns de duracion.

Todos los datos mostrados en los graficos y matrices presentadas en
el presente capitulo fueron calculados utilizando los programas
correspondientes del paquete GROMACS. La superficie accesible al solvente
(SAS o supetficie de Connelly) se calcul6 utilizando el programa g sas
[114,117] con una sonda esferica de radio 0,14nm.

3. Resultados y discusion:
a. Estructuras promedio de referencia y raiz de la
fluctuacién cuadratica media (RMSF):

Luego de equilibrar los sistemas tanto de alta como de baja presién
durante un tiempo total de 10ns, el Gltimo nanosegundo (ns) de dicho periodo
se utilizé para producit estructuras promedio de referencia adecuadas de toda
la proteina, como asi también para obtener los valores de referencia para la
desviacién estandar de todos los catbonos-a de la proteina.
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La Figura 25 muestra una representacién tipo cinta de ambas
estructuras superpuestas. Dicha superposicion se realizé a través de un ajuste
de cuadrados minimos de la estructura promedio (9ns a 10ns) de alta presion
(en color) contra la estructura promedio (9ns a 10ns) de baja presién (en
blanco).

Puede observarse en esta figura que el efecto general de la presion, en
este punto, puede describitse como una contraccidn, globalmente
homogénea, de la estructura terciaria de la proteina. Sin embargo cabe
destacar que dichas estructuras mantienen las asociaciones tridimensionales
generales (tal como puede observarse por el tono azul preponderante,
representando valores bajos de RMS, sobre la estructura de alta presion),
como asi también casi las mismas regiones para las estructuras secundarias, lo
cual esta indicando probablemente que estamos obsetvando basicamente
pequefias vatiaciones de un mismo conférmero.

Figura 25: Representacién tipo cinta de las estructuras promedio,
calculadas entre los 9ns y 10ns de simulacién, de la Apomioglobina, para
los sistemas de 1bar (en blanco) y 3kbar (en color). Las estructuras fueron
espacialmente ajustadas por cuadrados minimos una sobre la otra. El
c6digo de color sobre la estructura de 3kbar debe leerse: rojo = maxima
desviacién posicional; azul = minima desviacion posicional.

Los valores para las desviaciones estaindar de todos los catbonos-o
(RMSF) entte el nanosegundo 9 y el nanosegundo 10 se muestran en la Figura
26, tanto para el sistema a 1bar (negro) como para el sistema a 3kbar (rojo).
Las lineas horizontales representan el valor promedio para cada condicién. La
primera conclusién que puede extraerse de este grafico es que la movilidad
promedio de los carbonos-a a 1 bar resulta aproximadamente 1,5 veces mayot
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que la correspondiente movilidad promedio de los carbonos-a a 3kbar. Esto
resulta clerto para casi todos los carbonos-a, con la notable excepcién de
aquellos pertenecientes a los residuos 38, 39, 41, y 42. Por otro lado, la mayor
reduccién en la movilidad se produce alrededor de los residuos 112 a 126,
junto con el residuo terminal 153. Estos hallazgos serin abordados
nuevamente cuando discutamos los cambios en la esttuctura secundatia.
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Figura 26: Desviacion estandar (Raiz de la fluctuacién cuadratica media -
RMSF o 0 - alrededor de la posicién promedio) calculada para cada
carbono-u, utilizando todos los cuadros grabados en la trayectoria desde
los 9ns hasta los 10ns de simulacién. En negro estan representados los
valores calculados para el sistema a lbar, mientras que en rojo se
representan los correspondientes para el sistema a 3kbar. Las lineas
horizontales negra y roja representan el RMSF promediado sobre todos los
catbonos-a, para los sistemas de baja y alta presiéon respectivamente.

b. Anailisis de la raiz de la desviacion cuadratica media
(RMSD) de los carbonos-u a lo largo de todas las
trayectorias:

Para el cilculo del RMSD de los catbonos-a se utilizaron las
estructuras promedio calculadas y discutidas en la seccion anterior. Todas las
graficas correspondientes al RMSD de los carbonos-a fueron normalizadas
dividiéndolas por los valotes correspondientes de desviacién estandar para los
carbonos-a calculadas y discutidas en la seccién anterior.
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Esto se realizé6 de modo de poder comparar efectivamente los
resultados provenientes de estos dos sistemas, ya que ambos presentan
movilidades muy disimiles para sus carbonos-a.

RMSD Normalizado
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Figura 27: Raiz de la desviacién cuadratica media normalizada (RMSD) de
los carbonos-a, tanto para el sistema a 1bar (negro) como para el sistema a
3kbar (rojo), entre 10ns y 26ns de simulaciéon. El proceso de normalizaciéon
se llevé a cabo dividiendo valor de RMSD, calculado para cada cuadro
registrado (luego de realizar un ajuste por cuadrados minimos sobre cada
estructura contra la estructura de referencia), por el valor cotrespondiente
de RMSF (o0 o) ptomedio de los carbonos-a, representados por las lineas
horizontales en la Figura 26 de la seccién anterior.

La Figura 27 muestra la evolucién del RMSD normalizado tanto para
el sistema de alta presion (rojo) como para el de baja presiéon (negro), desde
los 10ns hasta los 26ns de simulacion. Al analizar este perfodo de simulacién
de 16ns puede obsetvarse un comportamiento muy razonable para el sistema
a 1bat. De hecho, durante todo este petiodo su valor fluctia alrededor de 1,3
unidades de 0 (desviacion estindar). Cabe destacar aqui que los 10ns de
estabilizacién tesultaron ser tiempo suficiente para que este sistema
evolucionara desde su estructura de holo-proteina hasta la correspondiente
estructura apo-proteica. Dicho de otro modo, en 10ns el sistema logrd
reaccionar completamente a la remocién de su grupo hemo.

Por el contrario, cuando analizamos el comportamiento del sistema a
3kbar, observamos un comportamiento drasticamente  diferente.
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Concretamente, los valores del RMSD normalizado sdlo oscilan alrededor de
1,3 unidades de 0 desde los 10ns hasta los 19ns, e incluso durante este corto
petiodo el comportamiento del sistema de alta presién se presenta como muy
erratico cuando es comparado con los resultados correspondientes del sistema
de baja presion. Entre los 19ns y 20ns el RMSD normalizado muestra un salto
muy claro, alcanzando lo que aparentaria ser un nuevo estado estacionario en
un valor de alrededor de 2 unidades de ¢ . Asi, podemos concluir que,
mientras que el sistema de baja presién ha alcanzado un punto de estabilidad
relativa, alrededor del cual fluctaa, el sistema de alta presion muestra un
comportamiento mucho mas inestable. Consecuentemente se continué con el
estudio de la evolucién del sistema a 3kbar, extendiendo el periodo de
simulacion de 26ns a 60ns totales.
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Figura 28: Raiz de la desviacion cuadratica media normalizada (RMSD) de
los carbonos-a, para el sistema a 3kbar (rojo), entre 10ns y 60ns de
simulacién. Al igual que para la Figura 27, el proceso de normalizacion se
llevé a cabo dividiendo valor de RMSD, calculado para cada cuadro
registrado (luego de realizar un ajuste por cuadrados minimos sobre cada
estructura contra la estructura de referencia), por el valor correspondiente
de RMSF (o o) promedio de los catbonos-a, representados por las lineas
horizontales en la Figura 26 de la seccién anterior.

La Figura 28 muestra la evolucion del RMSD normalizado para el
sistema a 3kbar, durante los 60ns totales de simulacién. Lo que resulta claro
de un primer analisis de esta figura es que el RMSD normalizado no converge
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hacia ningtn valor dado durante la totalidad del periodo entre los 10ns y los
60ns de simulacion. Esto indica que, lejos de estabilizarse en alguna
conformacién dada, la estructura tridimensional del la proteina sufre una
evolucién permanente durante Ja totalidad de la simulacién de alta presion.
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Figura 29: Matriz de valores de la raiz de la desviacion cuadratica media
(RMSD) para la totalidad del tiempo de simulacién del sistema a 1bar (de
10ns a 26ns). En este caso, el valor de RMSD se calculé de a pares,
cubriendo todas la posibles combinaciones entre cuadros registrados
durante la simulacién. Los resultados se presentan en formato de cédigo
de color. I.a batra muestra la equivalencia color/nanometro. El color
puede interpretarse en unidades de ¢ (o desviacién estandar) segin la
siguiente conversién: amarillo=1,36 ¢ ; verde=2,72 0 ; celeste=4,1 0 ;
azul=544 0 .

Las Figuras 29 y 30 petmiten un andlisis mas detallado del presente
aspecto. En el caso de la Figura 29, el cédigo de color de la referencia fue
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escalado en un factor de 1,44 (Cociente entre las desviaciones estandar:

aC
O, .. . ,
% =1,44) de modo de producir resultados que sean graficamente
0-3kbar
comparables con aquellos presentados en la Figura 30.

La Figura 29 muestra dos regiones estables (amarillo-naranja) que
dominan casi toda la simulacion, conectadas a través de una regién intermedia
con valores de fluctuacién levemente mayores (amarillo-verde).
Generalizando, a pattit de una interpretacion grafica de los datos podemos
decit que practicamente todas las fluctuaciones en la matriz (de la Figura 29)
se mantienen por debajo de valores de RMSD normalizado de 1,75 o
(amarillo=1,36 0 ; verde=2,72 0 ; celeste=4,1 0 ; azul=544 0 ). En este
sentido, la Figura 29 parece confirmar la primera impresién obtenida a partir
de la Figura 27. Concretamente, que la simulacién del sistema de baja presiéon
ha alcanzado una conformacion de relativa estabilidad, fluctuando levemente
alrededor de dicho punto.

Analogamente, a partir de un estudio grafico general de la Figura 30,
podemos concluir que las estructuras del sistema a 3kbar no tienden a
repetirse. De hecho, aun en los petiodos de relativa estabilidad (evidenciados
pot las regiones-verde amarillas) la mayoria de las estructuras difieren entre si
en valores mayores a 1,750 . La diferencia alcanza valores mayores que 50
cuando se comparan las primeras y las Gltimas estructuras de la simulacién
(tegiones azules). Por otro lado, a medida que avanzamos en el tiempo,
podemos obsetvat que los periodos de relativa estabilidad se vuelven cada vez
mas cortos, lo cual patece indicar, junto con las observaciones previas, en la
direccién de una progresiva pérdida de estabilidad debida probablemente a la
concomitante pérdida parcial de la conformacién nativa original de la
proteina.
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Matriz RMSD Carbonos-alfa

Tiempo (ps)

Tiempo (ps)
0 RMSD (nm) 0.334

Figura 30: Mattiz de valores de la raiz de la desviacién cuadratica media
(RMSD) para la totalidad del tiempo de simulacion del sistema a 3kbar (de
10ns a 60ns). Al igual que en la Figura 29, en este caso, el valor de RMSD
se calculé de a pares, cubriendo todas la posibles combinaciones entre
cuadros registrados durante la simulacién. Los resultados se presentan en
formato de cédigo de color. El cédigo de color se muestra al fondo de la
figura. Utilizando la batra, puede traducirse inmediatamente el color en
valotes de RMSD, en nanometros (nm), como se muestra en la leyenda. La
conversién de color a unidades de 0 (o desviacién estandar) puede
realizarse segun la siguiente equivalencia: amarillo=1,36 0 ; verde=2,720 ;
celeste=4,1 0 ; azul=544 0 .
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c. Anilisis comparativo de la Estructura Secundaria (SS) y
su evolucion:

El anilisis de la estructura secundaria se realizé utilizando las
definiciones del “Dictionaty of Secondaty Structure for Proteins” (DSSP)
[69], y se calculd utilizando el programa do_dssp, perteneciente al paquete de
GROMACS.

Estructura Secundaria
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Figura 31: Matriz de la evolucién temporal de la estructura secundaria (SS)
para la totalidad del tiempo de simulaciéon (10ns a 26ns) del sistema a 1bar.
El cédigo de color puede interpretarse a partir de la informacion presente
en la leyenda.

A continuacién se presenta un analisis comparativo completo de las
Figuras 31 y 32, presentadas en esta seccion:

Residuos 1 a 3: (Coill) ovillo aleatorio estable a 1bar, sin variaciones a 3kbar.
Residuos 4 a 19: (Helix1) a-hélice estable a 1bar, sin varaciones a 3kbar.
Residuo 20: oscila entre giro, vuelta y ovillo aleatorio, mayormente sin
variaciones a 3kbar.

Residuos 21 a 23: (Turnl) vuelta estable a 1bar, sin variaciones a 3kbar.
Residuos 24 a 35: (Helix2) a-hélice estable a 1bar, sin variaciones a 3kbar.
Residuo 36: oscila entre giro y ovillo aleatorio, mayormente sin vartaciones a
3kbar.

Residuos 37 a 38: (pre-Helix3) oscila entre o-hélice y vuelta a 1bar,
estabilizindose como a-hélice a 3kbar.

Residuos 39 a 42: (Helix3) a-hélice estable a 1bar, sin variaciones a 3kbar.
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Residuos 43 a 48: (Helix3) oscila entre giro, vuelta y ovillo aleatorio (e incluso
a veces hélice-3’ para los residuos 46 a 48). Toda esta regidén es estabilizada
como a-hélice, con la unica excepciéon del residuo 43, el cual actia como
bisagra conectado la Helix3 con la Helix3’ a la presion de 3kbar.

Residuos 49 a 50: (Coil2) ovillo aleatorio estable a 1bar, sin variaciones a
3kbat.

Residuo 51: giro mayormente estable a 1bar, sin variaciones a 3kbar.

Residuos 52 a 57: (Helix4) a-hélice estable a 1bar, sin variaciones a 3kbar.
Residuo 58: oscila entre giro y ovillo aleatorio, sin variaciones a 3kbar.
Residuos 59 a 77: (Helix5) a-hélice mayormente estable a 1bar, notando que
los residuos 73 a 76 tienden también a formar vuelta (e incluso a veces hélice-
3’). A 3kbar toda esta regién es estabilizada como «-hélice, extendiendo con
frecuencia la hélice hasta el residuo 77.

Residuos 78 a 80: oscila entre giro, vuelta y ovillo aleatorio, mayormente sin
variaciones a 3kbar.

Residuos 81 a 82: (Coil3) ovillo aleatorio estable a 1bar, sin variaciones a
3kbar.

Residuos 83 a 86: (pre-Helix6) oscila entre o-hélice y vuelta a 1bar,
estabilizindose como a-hélice a 3kbar.

Residuos 87 a 91: (Helix6) a-hélice estable a 1bar, notablemente extendida
desde el residuo 83 hasta el residuo 94 a 3kbar.

Residuos 92 a 94: (post-Helix6) oscila entre o-hélice y vuelta a 1bar,
estabilizindose como a-hélice a 3kbar.

Residuo 95: predominantemente a-hélice a 1bar, estabilizindose como vuelta
a 3kbar.

Residuo 96: vuelta mayormente estable a 1bar, sin variaciones a 3kbar.
Residuo 97: giro mayormente estable a 1bar, sin variaciones a 3kbar.

Residuos 98 a 100: (Coil4) ovillo aleatorio estable a 1bar, sin variaciones a
3kbar.

Residuos 101 a 118: (Helix7) a-hélice estable a 1bar. Esta region se ve
mayormente afectada por la alta presion en el residuo 101, el cual
practicamente deja de participar de la a-hélice, al igual que los residuos 113 a
118, los cuales solo logran volver a la configuracion de a-hélice luego de 20ns.
Sin embargo a partir de este punto la a-hélice parece constituir una
configuracién muy estable para estos residuos bajo condiciones de alta
presién. Debeos hacet notar en este punto que son estos residuos los que
vieron su movilidad mas disminuida con la presion.

Residuos 119 a 124: esta regién no posee una estructura secundaria definida,
ni 2 baja ni a alta presién. Sin embargo, tanto el residuo 119 como el residuo
124 parecen tener una preferencia por la conformacién de ovillo aleatorio,
mientras que el testo de los residuos de esta region fluctian mayormente
entre las estructuras de vuelta y giro. También resulta notoria la ausencia total
de puente-f entre los residuos 120 y 123 a 3kbar (el cual se presenta
esporadicamente a 1bar).

Residuos 125 a 149: (Helix8) o-hélice estable a 1bar, mayormente sin
variaciones a 3kbar, con la excepcién de los residuos de los extremos de esta
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regién (tesiduos 125, 126, 148 y 149) los cuales fluctian entre las
conformaciones de hélice y vuelta a alta presion.

Residuo 150: oscila entte giro y vuelta, mayormente sin variaciones a 3kbar.
Residuos 151 a 153: (Coil5) ovillo aleatotio estable a 1bar, sin variaciones a
3kbar.

Nota: los nombres de las regiones para la estructura secundaria de la
apomioglobina, escritos entre paréntesis, se dejan en inglés para facilitar la
compatacion con las publicaciones citadas como referencia experimental en el
presente manuscrito.

Estructura Secundaria
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Figura 32: Matriz de la evolucion temporal de la estructura secundaria (SS)
para la totalidad del tiempo de simulacién (10ns a 60ns) del sistema a
3kbar. El cédigo de color puede interpretarse a partir de la informacion
presente en la leyenda.

Resumen de las observaciones sobte la estructura secundaria (SS) y su
comportamiento bajo presion:

La mayotia de las regiones permanecen sin cambios con el aumento
de la ptresion, aunque si aparecen ciertos cambios de caricter local que deben
ser mencionados.

Casi todos los cambios observados en la estructura secundaria con el
aumento de la presién obedecen a alguno de los siguientes patrones:

1bar 3kbar
Vuelta — o-hélice
Giro —  a-hélice
hélice-3> —> a-hélice

Esto es cierto pata todos los cambios observados, con la excepcion de
los residuos 95, 125, 126, 148 y 149, los cuales obedecen a un patrén de
cambio de a-hélice a vuelta. Cabe igualmente destacar que ninguno de estos
residuos llega a perder completamente su conformacién de a-hélice, sino que
mas bien se obsetva es algtn grado de pérdida de estabilidad de la misma.

79



Por ultimo, si bien los resultados presentados en esta seccidon parecen
apuntar en la direcciéon de una menor reduccién en la movilidad de aquellos
residuos que participan de una a-hélice, tal conclusién requiere de un analisis
mis detallado y sistemadtico de los efectos observados a través de la simulacién
por dinamica molecular de sistemas de alta presion.

d. Anilisis comparativo de la Superficie Accesible al
Solvente (SAS) y su evolucion:

A modo de corroboracion grafica de las observaciones y conclusiones
extraidas a partir del analisis y discusion detallados de los datos de RMSD y
estructura secundatia presentados en las secciones previas, procederemos a
visualizar la estructura de la proteina.

Figura 33: Representaciéon tipo cilindro (o “cartoon”) de la estructura
promedio, de 10ns a 26ns, del sistema a 1bar (cyan) superpuesta por
cuadrados minimos sobre de la estructura promedio, de 58ns a 59ns, del
sistema a 3kbar (purpura).

La Figura 33 muestra una representacién tipo cilindro (o “cartoon”)
de las estructuras promedio, de 10ns a 26ns del sistema a 1bar (cyan) y de
58ns a 59ns del sistema a 3kbar (parpura), superpuestas una sobre la otra por
cuadrados minimos. Una primer mirada rapida de esta figura podria darnos la
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impresion errénea de que, a pesar del analisis previo, parecieran no haber
ocurrido cambios conformacionales de relevancia entre los sistemas de baja y
alta presion.

Sin embargo, cuando elegimos la representacién algo mas realista
(aunque mas incomoda y computacionalmente mas pesada) de la superficie
proteica accesible al solvente (SAS 6 superficie de Connely) vemos
completamente revelado el cambio conformacional hacia el cual todos los
datos previamente analizados apuntaban. La superficie accesible al solvente
para las estructuras promedio de baja y alta presion representadas en la Figura
33, se presentan por separado en las Figuras 34 y 35, respectivamente.

Figura 34: Superficie Accesible al Solvente (SAS o superficie de Connely)
calculada para la estructura promedio, de 10ns a 26ns, del sistema a 1bar.
Para el calculo de la superficie se utilizé una sonda esférica de radio 1,4A.
La otientacién presentada en esta figura es exactamente la misma que la
elegida para la Figura 33, tal cual queda de manifiesto al observar la
orientacién de los ejes en la esquina inferior 1zquierda de ambas figuras.

Mientras que en la Figura 34 podemos ver una superficie
medianamente regular, lo cual resulta razonable dado el caracter globular de
una proteina como la apomioglobina, la Figura 35 muestra, por el contrario,
una forma de lo mas irregular.
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Una observacion mas detallada de las imagenes tevela la existencia de
una gtieta en la estructura promedio del sistema de alta presion, que esta
ausente de en el sistema a baja presién. Esta grieta corresponde a la notable
separacion entre la regién a3 (a-hélice) y la region a6 (a-hélice), lo cual da
cuenta de gran patte del cambio conformacional. Esta grieta facilita el acceso
del solvente al intetior de la proteina, y puede ser el resultado del descenso en
la interaccion hidrofébica con el aumento de la presion, como discutiremos a
continuacion. Resulta importante destacar en este punto que la separacion
entre las regiones o3 y o6 ha sido observada experimentalmente por
resonancia magnética nuclear [118].

Figura 35: Supetficie Accesible al Solvente (SAS o superficie de Connely)
calculada para la estructura promedio, de 58ns a 59ns, del sistema a 3kbar.
Para el cilculo de la supetficie se utilizé una sonda esférica de radio 1,4A.
La otientacién presentada en esta figura es exactamente la misma que la
elegida para la Figura 33, tal cual queda de manifiesto al observar la
otientacion de los ejes en la esquina inferior izquierda de ambas figuras.

Con el objetivo de lograr una perspectiva mas minuciosa que permita
el anslisis de la fuerza principal que gobierna el cambio conformacional
observado con el aumento de la presién, se han calculado y graficado las SAS
para la totalidad de las trayectorias de alta y baja presion.
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Las Figuras 36a, 36b y 36¢ muestran la evolucion temporal de la SAS
para la trayectoria completa del sistema de 1bar, de 10ns a 26ns, presentando
separadamente las superficies hidrofébica, hidrofilica y total, expuestas al
solvente. Una vez mds puede observarse que el sistema a lbar fluctia
alrededor de valores aparentemente estables de SAS. Las lineas rectas
presentes en las Figuras 36a, 36b y 36¢, muestran el valor promedio para cada
grafica.
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Figura 36: Evolucién temporal de la SAS para el tiempo total de
simulacién del sistema a 1bar, mostrando separadamente: a) SAS total
(verde); b) SAS hidrofébica (negro); ¢) SAS hidrofilica (rojo). Las lineas
horizontales en a), b), y ¢) muestran los correspondientes valores promedio
para cada figura.

Anilogamente, las Figuras 37a, 37b y 37c muestran la evolucion
temporal de la SAS para la trayectoria completa del sistema de 3kbar, de 10ns
a 60ns, presentando separadamente las superficies hidrofébica, hidrofilica y
total, expuestas al solvente. Contrariamente a lo observado para el sistema de
baja presién, el sistema a 3kbar muestra un comportamiento relativamente
estable solamente para la superficie hidrofilica expuesta al solvente, mientras
que la superficie hidrofébica expuesta muestra un permanente inctemento a
lo largo de la totalidad del periodo de 10ns a 60ns de simulacién. Lo mismo
puede decitse de la supetficie accesible total, 1o cual se debe obviamente en su
mayortia al aumento en la SAS hidrofébica.
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Para lograr una comparacién efectiva entre los sistemas de alta y baja
presion, las lineas rectas presentes en las Figuras 37a, 37b y 37c corresponden
a los valores promedio a 1bar, no a los promedios del sistema a 3kbar. De este
modo, podemos obsetvar que la SAS total suftre un incremento de alrededor
de 8nm’, desde el comienzo hasta el final de la simulacién, alcanzando valores
aun mayores al promedio para la SAS total del sistema a 1bar.
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Figura 37: Evolucién temporal de la SAS para el tiempo total de
simulacién del sistema a 3kbar, mostrando separadamente: a) SAS total
(verde); b) SAS hidrofébica (negro); ¢) SAS hidrofilica (rojo). A diferencia
de la Figura 36, las lineas horizontales en a), b), y ¢) muestran los
correspondientes valores promedio del sistema a 1bar, no a los promedios
del sistema a 3kbar.

Al analizar el comportamiento especifico de las SAS hidrofébica e
hidrofilica separadamente, deben notarse dos aspectos relevantes. El primero
lo constituye el hecho de que, analizando la SAS hidrofilica, el sistema a 3kbar
casi nunca alcanza el valor promedio para el sistema a 1bar, y nunca lo supera.

El segundo aspecto lo constituye el hecho de que mientras que la SAS
hidrofébica muestra una clara tendencia de aumento sostenido hacia valores
de exposicion mayores, no puede decirse lo mismo respecto del
comportamiento de la SAS hidrofilica. Por dltimo, volviendo al
comportamiento de la SAS hidrofobica, puede observarse que su evolucion a
lo largo de la totalidad de la simulacién de alta presion la lleva a valores que se
encuentran claramente por encima del valor promedio para el sistema de baja
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presion, durante practicamente toda la segunda mitad de la simulacion de alta
presion.

Por lo tanto, a la luz de los datos presentados, puede decirse que la
evolucion del sistema de alta presion puede seguirse a través del incremento
del area proteica total expuesta, el cual se debe casi con exclusividad al

aumento de la SAS hidrofdbica.

Una explicacién plausible para esta observacion podria lograrse
prontamente si asumimos que la presiéon actia rompiendo la estructura
natural del solvente, reduciendo pot lo tanto la capacidad del solvente de
estabilizar efectivamente la estructura proteica nativa a través del efecto
solvofobico (especificamente hidrofobico en este caso). Este debilitamiento
de la interaccién hidrofébica se debe a la ruptura de la red de puentes de
hidrégeno a causa del aumento de la presién, hecho que ha sido demostrado
tanto expetimentalmente [119] como por simulacién [116,120].

Un mayor sustento para la afirmacién previa puede encontrarse
cuando obsetvamos el lapso de tiempo que debe transcurrir en la simulaciéon
pata que dichos cambios se vuelvan evidentes. Al revisar ya sea las figuras de
la seccion correspondiente al analisis del RMSD, o bien los graficos de la SAS
de la presente seccién, podemos obsetvar que cualquiera de los parametros
estudiados tarda un minimo de entre 4ns y 10ns en manifestar una tendencia
clara, y pot lo tanto volverse evidente. Esto dltimo indicarfa que esta es en
efecto la escala de tiempo en la cual la proteina es capaz de explorar su
repentinamente accesible espacio conformacional (o ensamble), debido a un
cambio en un factor entrdpico de estabilidad, tal como lo es la reduccion del
efecto hidrofébico del agua, causado por un incremento en la presion ejercida
sobre el sistema.

4. Conclusiones del capitulo:

El estudio comparativo de la apomioglobina en solucién 2 baja y alta
presién, llevado a cabo por medio de la técnica de stmulacién por dinimica
molecular, permite un analisis detallado de los cambios en la conformacion de
la proteina bajo los efectos de la presién. Sin embargo, resulta claro que no es
posible detectar los efectos de la presién en una simulacién corta (de una
duracién del orden de las unidades de nanosegundos. Para que dichos efectos
se vuelvan evidentes, los tiempos de simulacién deben entrar en el orden de
las decenas de nanosegundos. También es de destacar que, en el caso de la
apomioglobina, la reaccién completa de la proteina a los efectos de la presion
requiere de una extension de tiempo de simulacién que no ha sido cubietto en
el presente trabajo. De todos modos pueden extraerse datos interesantes a
partit de la evolucién parcial observada para la estructura de la proteina.
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El primer efecto causado por la presion es la compresion global de la
proteina, con mportante preservacion de la estructura tridimensional global.
A medida que el proceso continia esta primera afirmacién pierde validez, y la
proteina comienza a perder su forma compacta, incrementando de manera
sostenida su superficie accesible al solvente. El solvente penetra en el interior
de la proteina, produciendo asi la separacién entre ciertas a-hélices especificas.

Este efecto puede explicarse conociendo el hecho de que la presion
produce la ruptura de la red de puentes de hidrégeno del agua, la cual resulta
esencial para garantizar la existencia del efecto hidrofébico. Este efecto puede
ser visto claramente al observar el aumento de la superficie hidrofébica
expuesta al solvente, lo cual significa que la “repulsién” entre los grupos no-
polares y el agua se ha visto disminuida de modo notable. Esta ruptura en la
red de puentes de hidrégeno del agua parece resultar de fundamental
importancia en relacién con la desestabilizacién de la conformacién proteica
nativa bajo presién, siempre y cuando la presion exceda los valores debajo de
los cuales el agua mantenga un comportamiento regular.

Podtia especularse que, de mantenerse la presion durante suficiente
tiempo, la proteina se desplegaria completamente, perdiendo todo vestigio de
su conformacién nativa. Sin embargo, dentro de los lapsos de tiempo
explorados en el presente trabajo, la presién parece estabilizar la estructura
secundaria de a-hélice, lo cual podria implicar que el estado no-nativo podria
no resultar una estructura de ovillo aleatorio bajo condiciones de alta presion.
La elucidacién de tal planteo trequiere, por supuesto, de ulteriores
Investigaciones.
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Capitulo 5

AGUA PURA A IBAR Y 3KBAR:

1. Introduccion:

En el presente capitulo se discuten los resultados del estudio de
simulaciones por Dindmica Molecular de agua pura tanto a la presion de
referencia de 1bar como asi también a la presién de 3kbar.

Se ha prestado especial atencién al anilisis detallado de aquellos
parametros que puedan ofrecer informacién clara sobre el grado de
estructuracién de las moléculas en el seno del agua, como asi también a la
comparacion de dichos tesultados entte las condiciones de alta y baja presion

utilizadas.

Se intenta ademas establecer en este capitulo una relacién mds clara
entre los cambios estructurales en el seno del agua y el comportamiento del
efecto hidrofébico, una propiedad de naturaleza esencialmente entrépica.

Las propiedades del agua y los efectos causados por la presién sobre
la misma han sido largamente estudiadas, especialmente aquellas que
ptesentan un comportamiento frecuentemente denominado “anémalo”.

En este sentido, una notable explicaciéon cualitativa para el
comportamiento “anémalo” del coeficiente de auto-difusién del agua para
diferentes densidades [121,122] habia sido propuesta en base al cambio en la
distribucién de los puentes de hidrogeno [123]. La misma ha sido
recientemente corroborada mediante métodos de simulacion [116],
estableciendo un posible punto de contacto entre dicho comportamiento
“an6malo” y el cambio en la solubilidad de ciertas substancias hidrofobicas de
interés biolégico en tales condiciones [124,125], aunque atin no se ha podido
elaborar ninguna explicacion definitiva para tales eventos.

Es posible que, dada la parcialidad de las respuestas halladas hasta el
momento, una explicacién cabal y acabada precise atn de algunos afios de
postetiores estudios, ademas de la elaboraciéon de una teoria mas abarcativa.

En este punto surge entonces la necesidad de realizar el analisis
especifico del efecto de la presion sobre la estructura del seno del agua, bajo
las condiciones especificas de perturbacién aplicadas en los capitulos
anteriores.
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En este capitulo presentamos los resultados del analisis sobre dos
simulaciones de agua pura, a las presiones de 1bar y 3kbar. Se computaron
tres aspectos diferentes, aunque complementarios de la distribucién de los
puentes de hidrégeno, como asi también la funcién de distribucion radial
(RDF) entre los atomos de oxigeno del agua, ademas del calculo de la
evolucién temporal del nimero total de puentes de hidrégeno en ambas
condiciones referidas.

Los resultados muestran que, pata todos los parimetros estudiados,
existen vatiaciones que van desde lo moderado hasta lo notorio e indican una
clara pérdida de estructura con el aumento de la presion.

2. Materiales y métodos:

Las simulaciones de Dinidmica Moleculat se realizaron utilizando el
paquete GROMACS 3.2.1 [97,98]. Se utiliz6 el campo de fuerzas para todos
los 4tomos explicitos (ff2gmx) [99,100,101,102,103,104], tanto para los
procedimientos de minimizacién de energia y equilibrado del sistema, como
para todos los pasos de simulacion por Dinamica Molecular.

Se mantuvieron las restricciones topoldgicas para las longitudes de
enlace utilizando el algoritmo LINCS [96]. Las restricciones topologicas de las
moléculas de agua se resolvieron utilizando el algoritmo SETTLE [95]. Para el
calculo de las fuetzas electrostaticas se utilizé6 el método de Campo de
Reacciéon [105]. Las interacciones de Lennard-Jones fueron calculadas
explicitamente dentro de un radio de corte de 1,4nm.

Para todas las simulaciones de este sistema se utilizé un cluster de 2
ptocesadores Dual-Xeon, corriendo bajo GNU/Linux, utilizando para las
visualizaciones de trayectotias, esttucturas y representaciones graficas el
software de distribucién libre Visual Molecular Dynamics (VMD), Swiss PDB
Viewer (SPDBV) y XMGrace respectivamente.

Como estructuras de partida para la el seno del agua se utilizaron
téplicas apiladas de una caja de 216 moléculas de agua, previamente
estabilizadas.

Se utilizé el modelo de agua SPC/E [107], tanto para el sistema de
alta presion como para el de baja presion.

El sistema inicial consisti6 de una caja cubica de dimensiones
X=Y=7=3,72529mm, con un volumen de 57,69878nm’, conteniendo 1728
moléculas de agua.

Sobre este sistema se realizd una primera minimizacién de energia por
el método de “steepest descent” o pendiente pronunciada, la cual convergio al
valor de la precisién del computo. Luego se realizé una segunda minimizacién
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de energia por el método de gradientes conjugados, el cual logté converger
dentro de los primeros 20 ciclos.

Luego de la minimizacién de energia se realizé una breve simulacion
pot Dinamica Molecular (20ps) sobre el sistema, con el objeto de lograr la
relajacion del solvente.

Desde el comienzo el sistema fue acoplado a un bafio débil, tanto de
tempetratura como de presién, de manera de trabajar en el ensamble
isotérmico e isobarico [88], a la temperatura T=300K y presion P=1bar.

A partir de este punto el sistema fue dividido en dos. La primera
copia fue sometida lentamente a presiones hidrostaticas ascendentes, mientras
que la segunda se mantuvo a presién atmosférica.

Al primer sistema se le aumentd la presién lentamente durante un
tiempo total de 0,5ns, utilizando una constante de relajacion lenta para el bario

de presion (7, =100ps). Al segundo sistema se le permitié evolucionar

durante un tiempo equivalente (0,5ns) pero a la presién de 1bar.

Habiendo alcanzado este punto se permitié que ambos sistemas
evolucionaran durante un periodo adicional de 0,5ns, de modo contar con
simulaciones equilibradas y comparables para ambos sistemas.

Todos los resultados presentados a continuacidon corresponden a
estas Ultimas simulaciones de 0,5ns de duracion.

Todos los datos mostrados en los graficos y curvas presentadas en el
presente  capitulo  fueron  calculados utlizando los  programas
correspondientes del paquete GROMACS, con la excepcién de la Figura 40
cuyos datos fueton calculados utilizando un programa desarrollado
primariamente por el Dr. Ernesto Caffarena, y luego levemente modificado
por mi.

3. Resultados y discusion:
a. Funcion distribucion radial (RDF) para los oxigenos

En esta seccién se presentan tanto los resultados del cilculo de la
funcién  distribucién  radial acumulada (CN-RDF), como también los
obtenidos para el calculo de la funcién distribucion radial propiamente dicha

RDP).

En la Figura 38 se observan las graficas de las funciones distribucion
radial acumulada (CN-RDF) para el sistema a 1bar (negro) y para el sistema a
3kbar (rojo).
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Figura 38: Funciones distribucién radial acumulada (CN-RDF) para el
sistema a 1bat (negro) y pata el sistema a 3kbar (rojo).

Un anilisis directo de esta grifica muestra un incremento claro en el
nimero de moléculas vecinas, para cualquier radio analizado, con el aumento
de la presion. Tal resultado no es mas que lo esperable, dado el aumento en la
densidad que acompafia al incremento de la presion. Cabe destacar que a
partit de dicha curva no es posible extraer ninguna conclusién directa
respecto a los cambios estructurales sufridos en el seno del agua, mas alla del
hecho previamente mencionado respecto de la compactacion sufrida por este
sistema a presiones elevadas.

En la Figura 39 se observan las graficas de las funciones distribucién
radial propiamente dicha (RDF) para el sistema a lbar (negro) y para el
sistema a 3kbar (rojo). .
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Figura 39: Funciones distribucién radial propiamente dicha (RDF) para el
sistema a 1bar (negro) y para el sistema a 3kbar (rojo).

A diferencia de la grafica anterior, en la Figura 39 pueden observarse
los primeros indicios claros de los cambios estructurales dramaticos sufridos
por el sistema a 3kbar.

Podemos observar en primer lugar una pequefia disminucién en el
maximo del primer pico, con el aumento de la presién. Esto se debe
primariamente al incremento en la densidad promedio del seno, el cual se ve
reflejado solo levemente sobre la primera esfera de hidratacién, lo cual
redunda en una disminucién neta del valor maximo del pico merced al
proceso de normalizacién aplicado sobre la curva. Por el contrario, la posicion
del maximo no sufte variaciones, lo cual indica que el acercamiento de
cualquier molécula a su primera esfera de hidratacién, aunque resulta
razonable suponer que ocurte, resulta ser de relevancia despreciable.

Sin embatgo, el resultado mas notable lo constituye la virtual
desapaticién concertada del primer valle y el segundo pico. Es este resultado
el que nos indica con mayor claridad la evidente pérdida de estructura,
evidente a partit de estos resultados esencialmente alrededor de la segunda
esfera de hidratacion.
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b. Distribucion de los puentes de hidrégeno por molécula
de agua

Para el calculo de los puentes de hidrogeno que se presenta en esta
seccién se ha utilizado un criterio geométrico en el cual el enlace puente de
hidrogeno se considera formado cuando éste cumple simultineamente con
los siguientes dos criterios, a saber:

e La distancia entre el aceptor y el protén es menor o igual a 0,24 nm.
e Elangulo O-H-O pertenece al intervalo comprendido entre 0%y 45°.

El crtetio utilizado fue el mismo, tanto para el sistema a 1bar como
para el sistema a 3kbar.

En la Figura 40 puede observarse la distribucién de los puentes de
hidrégeno por molécula de agua para el sistema a 1bar (negro) y el sistema a
3kbar (rojo).

Distribucion de puentes hidrogeno
Modelo SPC/E - 0.50s - 300K
I T I T | T T I T

| bar
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= < =
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0 1 2 3 4
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Figura 40: Distribucién de los puentes de hidrégeno por molécula de agua
pata el sistema a 1bar (negro) y el sistema a 3kbar (rojo), a 300K.

Se puede observar rapidamente a partir de dicha grafica que ha
ocurtido una notable redistribucién de los puentes de hidrégeno por molécula
de agua con el aumento de la presion.

Concretamente se observa que los estados con 1 y 4 puentes ven
disminuida su poblacién relativa en condiciones de alta presién.
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En el caso del estado con un solo puente establectdo, dicha
disminucién aparece como razonable dado que, al implicar un estado de bajo
namero de coordimnacién, deberia verse mas desfavorecido que el resto de los
estados con el aumento de la densidad.

En cuanto al estado con cuatro puentes, esta disminuciéon puede
solamente ser mnterpretada como una pérdida en el grado de estructuracién
promedio del seno del agua al aumentar de la presion, producto del aumento
del nimero de coordinacién (la presion favoreceria una estructura hexagonal
compacta contra la regular del agua - tetragonal abierta).

Al analizar los estados con 2, 3, y 5 puentes de hidrégeno
establecidos, podemos ver que son éstos cuya poblacion se ve favorecida a
3kbat.

Para el caso de los estados con 2 y 3 puentes establecidos sélo cabe
mencionar que su aumento relativo es resultado directo y complementario de
las disminuciones en los estados con 1y 4 puentes establecidos.

Para analizar el caso del incremento poblacional del estado con 5
puentes cabe recordar que éste solo es posible si existe una importante
distorsion en todos los puentes formados, en términos de la longitud pero
sobre todo en cuanto a los angulos de los mismos. Asi, este aumento
poblacional relativo, lejos de interpretarse como un aumento en el
establecimiento de la ted de puentes de hidrégeno en el seno del agua, debe
interpretarse como una pérdida neta en el grado de estructuracion.

c. Distribucion de distancias de los puentes de hidrégeno a
1bar y 3kbar

En esta seccién se presenta el calculo de la distribucion de distancias
de los puentes de hidrégeno. Se utiliz6 para tal fin un critetio geométrico,
aunque mas abarcativo que el de la seccion anterior, en el cual el enlace
puente de hidrogeno se considera formado cuando éste cumple
simultaneamente con los siguientes dos criterios, a saber:

e La distancia entre el aceptor y el protén es menor o igual a 0,25 nm.
e FElangulo O-H-O pertenece al intervalo comprendido entre 0° y 60°.

El cnterio utlizado fue el mismo, tanto para el sistema a 1bar como
para el sistema a 3kbat, y se establecieron criterios mas abarcativos que los de
la seccion antetior con el sélo objeto de presentar los efectos de la presion
sobre dichas distribuciones con una mayor claridad.

En la Figura 41 puede observarse la distribucién de distancias de los
puentes de hidrégeno para el sistema a 1bar (negro) y el sistema a 3kbar

(rojo).
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Figura 41: Distribucién de distancias de los puentes de hidrégeno para el
sistema a 1bar (negro) y el sistema a 3kbar (rojo).

De la comparacién entre ambas curvas de distribucion surgen las
sigulentes tres observaciones.

Por un lado vemos que la posicién del maximo resulta invariante para
ambos sistemas. Sin embargo el valor del mismo muestra una pequefia
disminucion para el sistema a 3kbar. Adicionalmente, puede verse un leve
angostamiento del pico de la distribucién, acompafiado de un corrimiento de
la curva hacia distancias menores, lo cual resulta solidario con el efecto
general del aumento de la densidad con la presién. Por dltimo se puede
observar un incremento neto de la distribuciéon para valores mayores que
0,22nm.

Estas Ultimas tres observaciones deben ser interpretadas
conjuntamente como el resultado de un incremento en la dispersion de la
distribucién de distancias para el sistema a 3kbar. Esto Gltimo debe traducirse
como un acortamiento de la distancia de los puentes de hidrégeno formados
por el sistema de alta presion.
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d. Distribuciéon de angulos de los puentes de hidrogeno a
1bar y 3kbar

En esta seccion, analogamente a lo presentado en la seccién anterior,
se presenta el calculo de la distribucion de angulos de los puentes de
hidrégeno. Se utihizé para tal fin el mismo criterio geométrico que para la
seccion antetior, en el cual el enlace puente de hidrogeno se considera
formado cuando éste cumple simultaneamente con los sigutentes dos
criterios, a saber:

e [a distancia entre el aceptor y el protén es menor o igual a 0,25 nm.
e Elangulo O-H-O pertenece al ntervalo comprendido entre 0%y 60°.

Al igual que en la seccion antertor, el criterio utilizado fue el mismo,
tanto para el sistema a 1bar como para el sistema a 3kbar. También para esta
seccion vale la aclaracion de que se establecieron criterios mas abarcativos con
el sélo objeto de presentar los efectos de la presién sobre dichas
distribuciones con una mayor claridad.

En la Figura 42 puede observarse la distribucion de angulos de los
puentes de hidrégeno para el sistema a lbar (negro) y el sistema a 3kbar

(rojo).

Distribucion de Angulos de los Puentes Hidrogeno
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Figura 42: Distribucién de angulos de los puentes de hidrégeno para el
sistema a 1bar (negro) y el sistema a 3kbar (rojo).
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De la comparacién entre ambas curvas de distribucidén surgen varias
observaciones, las cuales ratifican y amplian lo discutido a partir de la Figura
41 de la seccion anterior.

Por un lado vemos que la posicién del maximo, a diferencia de lo
descripto en la seccion anterior, sufre dos cambios notorios. No solo se
desplaza hacia valores algo mayores, sino que sufre una importante
disminucion para el sistema a 3kbar. Respecto del ancho del pico, éste no se
vuelve mas agudo sino que presenta mas bien los efectos de un aplastamiento
general. Por altimo, el incremento neto que presenta la distribucién para el
sistetna a 3kbar resulta mas notorio, ademas de abarcar una mayor proporcion
de la distribucién, que lo observado para la distribucién de distancias.

St bien estas ultimas tres obsetvaciones difieren algo de las
presentadas en la seccién anterior, al ser interpretadas conjuntamente también
deben ser leidas como el resultado de un incremento en la dispersiéon de la
distribucion, en este caso de angulos, para el sistema a 3kbar. Esto dltimo, atin
mas notablemente que en la seccién anterior, debe traducirse como una
disminuciéon de la calidad de los puentes de hidrégeno formados por el
sistema de alta presion, en este caso en relacion al angulo.

e. Evoluciéon temporal del nimero total de puentes de
hidrégeno a 1bar y 3kbar

Para el cilculo de los puentes de hidrogeno que se presenta en esta
seccién, al igual que para el estudio de la distribucion del los puentes de
hidrégeno por molécula de agua, fue utilizado un criterio geométrico en el
cual el enlace puente de hidrogeno se considera formado cuando éste cumple
simultineamente con los siguientes dos critetios, a saber:

e la distancia entre el aceptor y el protén es menor o igual a 0,24 nm.
e FElangulo O-H-O pertenece al intervalo comprendido entre 0°y 45°.

El criterio utilizado fue el mismo, tanto para el sistema a 1bar como
para el sistema a 3kbar.

En la Figura 43 puede obsetvatse la evoluciéon temporal del nimero
total de puentes de hidtégeno a 1bar (negro) y 3kbar (rojo). Las lineas
horizontales representan el valor promedio correspondiente a cada sistema,
calculado para los 0,5ns totales de simulacion de equilibrio.
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Figura 43: Evolucién temporal del nimero total de puentes de hidrégeno a
1bar (negto) y 3kbar (rojo). Las lineas horizontales representan el valor
promedio cortespondiente a cada sistema, calculado para los 0,5ns totales
de simulacion de equilibrio.

En este caso la interpretacion de la curva resulta simple y directa.
Resulta clato que durante casi todo el lapso simulado el nimero total de
puentes de hidrégeno formados fue menor en el sistema a 3kbar que en el
sistema a 1bat.

Ambos sistemas muestran un comportamiento de oscilaciones
alrededor de un valor de equilibrio propio, lo cual permite suponer que un
mejor analisis puede extraerse al comparar los valores promedio para ambas
curvas. Al hacer esto lo que se manifiesta resulta ser una disminucién en el
numero total de puentes de hidrégeno de casi el 1%, con el aumento de la
presion.

Podemos decit por lo tanto que el aumento de la presién produce una
disminucién en el nimero total de puentes de hidrégeno que un determinado
nimero de moléculas de agua es capaz de formar.

4. Conclusiones del capitulo:

A modo de resumen de lo observado y discutido en las secciones
previas podemos decit que todos los parimetros relacionados con la
estructura del agua, analizados en el presente capitulo, muestran una
disminucién, desde moderada hasta notable, con el aumento de la presion.
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Concretamente se ve que, con el aumento de la presion, el agua sufre
varios cambios estructurales. Por un lado pierde una moderada proporcién de
su caracteristica estructural tetraédrica. Por otro lado resulta claro que
disminuye notablemente la calidad de los puentes de hidrégeno formados,
analizados ya sea desde el punto de vista de la longitud o el angulo de dicho
enlace. Por ltimo se vetifica una disminucién en el nimero total de puentes
de hidrégeno formados.

Analizando desde esta perspectiva las consecuencias de la alta presion
sobre la red de puentes de hidrégeno formada en el seno del agua deberiamos
decir que ésta estara formada por un menor niimero de enlaces, los cuales a su
vez seran de menor calidad (al estar mas distorsionados), y un menor nimero
de molécula de agua con coordinacién tetraédrica. No obstante el nimero de
cootdinacion resultatia mayor, segin lo observado en la figura 38.

En pocas palabras mayor presion sobre el agua significa: menos
estructura, menos enlaces y de menor calidad.

En cuanto a la aspiracién presentada al comienzo del presente
capitulo respecto a establecer una relacién mas clara entre los cambios
estructurales en el seno del agua y el comportamiento del efecto hidrofébico,
parece razonable plantear que, dado que en general es vilido decir que el
efecto solvofébico (hidrofobico en este caso) depende directamente del grado
de estructuracién presente en el seno del solvente, al volverse éste menos
estructurado disminuye consecuentemente el aporte que el mismo es capaz de
realizar hacia la estabilizacion de tal propiedad.
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Capitulo 6

CONCLUSIONES:

Validacion de los sistemas estudiados:

Todos los sistemas estudiados mostraron resultados cualitativa e
incluso cuantitativamente compatibles con los resultados experimentales
disponibles hasta el momento.

En el caso de la lisozima, el modelo reproduce exitosamente una
compactacion global de la estructura bajo presion, a la vez que reproduce
cotrectamente el comportamiento de aquellas regiones recientemente
descriptas como zonas que se alejan de la estructura global bajo los efectos de
la alta presion.

También se ha tenido éxito en describir un aumento de la
homogeneidad estructural general bajo presion para dicha proteina.

Los resultados experimentales para la apomioglobina bajo presion no
petmiten comparaciones estructurales directas con la simulacién, debido a que
ésta se despliega a partir de los 1-2kbar. No obstante, el modelo ha resultado
exitoso en la reproduccion de un estado globular homogéneo a la presion de
1bar, a la vez se pudieron observar cambios conformacionales “plasticos” a
3kbar, compatibles con los primeros pasos del desplegamiento registrado
experimentalmente para la misma presion.

En cuanto al sistema de agua pura, se verifico que dicho modelo
reproduce con éxito la pérdida de estructura de la red de puentes de
hidrégeno, hecho que ha sido descripto experimentalmente desde hace ya
algtn ttempo. Por otro lado, también se obtuvieron datos compatibles con los
resultados previos existentes en literatura, provenientes de simulaciones
realizadas bajo esquemas levemente diferentes al utilizado en estos trabajos.

Adicionalmente se ha establecido que, cuando se comparan escalas de
tlempo similares, los resultados obtenidos a partir de los presentes estudios
resultan totalmente compatibles con aquellos presentes en literatura,
provenientes de estudios previos de dinamica molecular a presiones elevadas.

Diferencias de comportamiento entre los modelos:

Un aspecto notable que resulta del analisis de los resultados es la
marcada diferencia de comportamiento entre ambos sistemas proteicos.
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Mientras que la lisozima reduce su variabilidad estructural con el aumento de
la presién, la apomioglobina, muy por el contrario, comienza a desplegatse sin
llegar a estabilizarse en ninguna conformacion determinada durante todo el
periodo simulado.

Esta tltima observacién constituye la validacion mas valiosa para los
modelos estudiados, en cuanto a su capacidad para reproducir el
comportamiento experimental. Gracias a estudios recientes de RMN-2D
sobre soluciones bajo presion, tanto de lisozima como de apomioglobina, hoy
sabemos que la presién actia sobre la lisozima como “selector de
conférmeros” [106] mientras que sobre la apomioglobmna produce
directamente el desplegamiento [118].

Estas diferencias de comportamiento observadas a la presion de
3kbar, tanto experimentalmente como por simulacién, podrian explicarse
merced a la existencia de los puentes disulfuro presentes en la lisozima pero
ausentes en la apomioglobina.

Por un lado, se sabe que la adicién de un unico puente disulfuro
previamente inexistente en la estructura de una proteina [126] puede lograr la
estabilizacion térmica de dicha estructura en valores de hasta 29 °C.

Por otro lado, desde el punto de vista microscopico, la existencia de
puentes disulfuro agrega importantes barreras de estrés topolégico que deben
superarse para que la proteina pueda sufrir cambios conformacionales de
envergadura.

Por dltimo, desde el punto de vista mecanico-estadistico, el agregado
de restricciones covalentes no-locales, como los puentes disulfuro, disminuye
notablemente el numero de conformaciones accesibles al estado desplegado,
lo cual resulta en una disminucién de la ganancia entrépica (conformacional
de la proteina) inherente a la transicién plegado/desplegado [127,128,129].

A partir de estas Gltimas observaciones resultaria razonable que una
perturbacién en la presién del orden de los 3kbar, aunque resulte suficiente
para causar el desplegamiento de la apomioglobina, seria insuficiente para
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