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INDICE DE FIGURAS

XVII

6.2.

6.3.

Parametro de orden, P, en funcién de la presiéon hidrosta-
tica ejercida sobre el sistema (caja de simulacién con agua
SPC/E). El modelo expresa la coexistencia de dos contribu-
ciones entrelazadas de hidratacién; es decir, una estructura
tetraédrica abierta y una hexagonal més compacta. Tomado
de [1]. .« o o oo
En A, distribucion de los puentes de hidrogeno (HB) en agua
SPC/E a 300 K y 1 bar (negro), 3 kbar (gris oscuro) y 10 kbar
(gris claro) obtenidos por MD. Podemos notar de que con el
aumento de la presién, la formacién de cuatro HB por molécu-
la disminuye, incrementando la poblacién de tres y cinco HB
formados, mostrando el debilitamiento de las red de HB con el
incremento de la presion. En B, distribuciéon de los HB a 280 K
a diferentes densidades en funcién de la presion. Al igual que
en A, para las altas presiones (§ = 1,10;1,30;1,40 g/cm?) se
observa una redistribucién de los puentes de hidrégeno de 4
a 3 y 5 HB por molécula de agua. Figura A y B, tomadas de
[2, 3], respectivamente. . . . . ... ...






Indice de Tablas

4.1.
4.2.
4.3.
44.

5.1.

5.2.

9.3.

Parametros usados en enlaces covalentes de TX100¢. . . . . .
Pardmetros usados para los angulos de TX100%. . . . . . . ..
Parametros usados para los angulos diedros en TX100°.

Cargas parciales por dtomo en TX100% . .. .. ... . ...

Informacion resumida de los sistemas de simulacion generados
para la frataxina. . . . . . . . .. ...
Valor promedio del nimero de residuos que conforman las es-
tructuras secundarias adoptadas por la frataxina en las dife-
rentes condiciones simuladas. . . . .. . ... ... L.
Superposicion y RMSIP entre los autovectores de los cinco pri-
meros PCs que definen el subespacio esencial en cada condi-

cion simulada, Ice I, 215 K, 293 K, 323 K, 3 kbar y P 1_3 okpar-110

XIX






Capitulo 1

Conceptos Basicos

Introduccion

Tal vez uno de los retos mas importantes que afronta la Biofisica ac-
tualmente, es el que refiere al plegamiento proteico. Con los avances en dis-
persion de rayos X [1| y resonancia magnética nuclear (RMN) [2], se han
logrado describir niveles de organizacién molecular caracteristicos durante el
plegamiento proteico, antes de la formacion de la estructura funcional nativa.
A pesar, de las distinciones estructurales (estructura primaria, secundaria,
terciaria, cuaternaria) que puede tener una proteina en su cinética de ple-
gamiento, hasta ahora no ha sido posible una caracterizaciéon dindmica que
permita predecir de forma global cual serd la organizacién geométrica que
optard una proteina funcional.

Al respecto, Levinthal sefiala que dado el alto niimero de grados de li-
bertad de una cadena polipeptidica, una proteina puede adquirir una gran
cantidad de configuraciones estructurales, 5 x 1047 configuraciones para una
cadena polipeptidica de 100 aminodacidos, y que si dichas configuraciones
son muestreadas a razén de 102 por segundo, se requeriran 10?7 afios pa-
ra obtener una estructura nativa. De lo anterior, Levinthal concluye que
las busquedas aleatorias no son una forma eficaz de encontrar el estado co-
rrecto de plegamiento proteico [3]. Por tanto, deberia existir un mecanismo
que conlleve a que los tiempos de plegamiento sean reducidos a escalas de
microsegundos.

La paradoja de Levinthal, expuesta anteriormente, solo tiene presente
dentro de sus variables conformacionales las interacciones entre aminoécidos.
Como sabemos las proteinas estdn inmersas en una matriz soluble, agua,
que en condiciones fisioldgicas presentan una concentracién de iones y pH
importantes para su estructura.

Para comprender la dindmica de plegamiento proteico, algunos autores
abordaron esta problematica analizando los perfiles termodinamicos de la
desnaturalizacion proteica. De igual forma, dado que la vida que conocemos
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se lleva acabo predominantemente en presencia de agua, el entendimiento de
las interacciones macromoleculares con agua ha sido durante varias décadas
uno de los desafios mas importantes de la bioffsica molecular, generandose
interrogantes como: ;jcuél es el rol del agua en la estabilizacién de estruc-
turas moleculares? ;Cuéles son las fuerzas que dominan en la organizacién
estructural? ; Cudles son los mecanismos dindmicos que rigen los movimien-
tos de organizacién agua-macromolécula y sus fluctuaciones estructurales?
O en otras palabras jcudl es el aporte del agua al paisaje de energia libre en
el autoensamble y organizacion estructural de macromoléculas? [4]

Para dar respuestas a estos interrogantes es necesaria una descripcion
termodindmica, cinética y estructural de las propiedades microscépicas de
la interface agua-macromolécula. Entonces, al abordar el nivel microscépico
encontramos que la temperatura es uno de los pardmetros mas importantes
que definen el comportamiento de la materia viviente, por ejemplo, una pro-
teina estable puede ser desnaturalizada por altas (~ 60 °C) o bajas (entre
0y ~ —20 °C) temperaturas [5, 6]. Aunque el término desnaturalizacion
es ampliamente entendido para la desnaturalizacién por calor, aquella que
ocurre por bajas temperaturas es conocida como desnaturalizacion en frio,
la cual también puede ser inducida por alta presion [6, 7]. Sin embargo, en
las ultimas décadas en el campo de la biologia, la presién hidrostatica se ha
convertido en una importante herramienta fisicoquimica para el estudio de
macromoléculas de interés biologico. A pesar de que a nivel microscopico,
presiones por debajo de 10 kbar, raramente rompen los enlaces covalentes,
los efectos predominantes de la presion estan implicados en las conforma-
ciones macromoleculares que son mantenidas, en condiciones normales, por
fuerzas débiles tales como puentes de hidrogeno, fuerzas de van der Waals
y efecto hidrofébico [8]. En este ultimo, haremos un vital énfasis dados los
paradigmas que encierran su definicién y modo de accién, y que a su vez, es
el eje central de estudio en la presente tesis.

De esta manera, el presente capitulo tiene como finalidad contextualizar
al lector en la problemética, las definiciones, los modelos y las teorias que
engloban el estudio de las fluctuaciones estructurales en funcién de la presion
y la temperatura centrandonos principalmente en proteinas y surfactantes.

El Efecto Hidrofébico

El termino efecto hidrofébico o también llamada interaccion hidrofébi-
ca denota la tendencia, de las sustancias no polares o escasamente polares,
a formar agregados en soluciones acuosas. Estas interacciones son impor-
tantes en procesos de interaccién enzima-sustrato, ensamble de lipidos en
biomembranas, agregacion de surfactantes, formacién de micelas, lamelas,
vesiculas, efectos cinéticos del solvente, etc. Especificamente en soluciones
acuosas donde predominantemente gobierna dicho efecto.
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A temperatura y presion moderada, los solutos no polares son insolubles
en agua. Al introducir estos compuesto en agua, esta forma una red extendi-
da de puentes de hidrégeno, conduciendo inevitablemente a la reorganizacion
de las moléculas de agua cercanas a la superficie de la molécula no polar. Es
importante resaltar que el agua es el Gnico solvente con la capacidad de for-
mar una red molecular de coordinacién tetraédrica, que al estar en contacto
con una, particula hidrofébica envuelve dicha particula optimizando entre si
sus puentes de hidroégeno, formando simultdneamente, una red molecular de
coordinacién hexagonal. Es por esta razon que el agua es considerada un
solvente pobre para compuestos no polares [9].

Uno de los primeros modelos propuestos, que después se convertirfa en
el primer prototipo para los subsecuentes estudios en el efecto hidrofébico;
fue propuesto por Frank y Evans en 1945 [10]. El modelo, generalmente
conocido como el modelo del Iceberg, explica la inusual perdida de la entropia
de los gases no polares en agua, en términos de la estructuraciéon de las
moléculas de agua cercanas a estos solutos. Esta idea serfa interpretada en
estudios posteriores, como una esfera de hidrataciéon rigida sobre los solutos
no polares, originando estructuras en forma de clatratos. Fenémeno referido
como hidratacién hidrofdébica.

Podriamos decir entonces, que la interaccién de moléculas de agua con
solutos no polares es entréopicamente desfavorable, lo que supondria, con-
tra intuitivamente, que la agregacion de estos en soluciones acuosas es un
proceso altamente entropico. En 1959 Kauzmann [11] introduce el concep-
to de interaccion hidrofébica. En él, sugiere que las interacciones atractivas
entre moléculas no polares en soluciones acuosas son producto del solvente,
resultando de la superposicién destructiva de las estructuras formadas du-
rante la hidratacion hidrofébica; lo que implica la liberacién de moléculas de
agua desde la esfera de hidratacion (Shell) hacia el agua bulk (aguas afuera
de la region de hidratacion) [9] (Ver figura 1.1). Por tanto, el concepto de
hidrofobicidad esta definido en términos netamente termodinamicos.

Estabilidad y Conformacién de Proteinas

Durante casi un siglo, el plegamiento y estabilidad de proteinas nativas
ha recorrido un arduo y extenso camino de investigacién. En la actualidad, es
ampliamente aceptado que el efecto hidrofobico juega un papel importante en
la estabilidad del plegamiento estructural de proteinas solubles en agua [12].
Es asi como la distribucion espacial de los aminoacidos no polares, dentro
de una proteina nativa, se organizan en un nicleo hidrofébico que minimiza
la exposicién al solvente, a lo que, como vimos anteriormente, Kauzmann
llamaria interaccion hidrofébica [9, 11|, en relacién a las interacciones en-
tre cadenas de aminoéacidos no polares determinantes en la estabilidad de
biopolimeros.
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Figura 1.1: Esquema representativo del efecto hidrofébico en la agregacion
de anfifilos. En la grafica se observa la hidrataciéon de la zona polar (Regidn
hidrofilica) y no polar (Region hidrofébica). En esta tltima, las moléculas de
agua se ordenan formando una red ordenada de hidratacion (Agua Shell) que
disminuye la entropia del sistema. Al aumentar la concentracién de anfifilos
estos se agregan liberando moléculas de agua hacia la region de aguas bulk,
aumentando asi la entropia del sistema.

Con este concepto Kauzmann causaria controversia y abre el debate de si
(7) la estabilidad de las estructuras proteicas es causada por las interacciones
de van der Waals entre cadenas hidrofébicas o si (77) es el agua la que induce
la formacion del nticleo no polar [9]. Al respecto, Privalov [12] argumenta que
la interaccién hidrofébica representa la acciéon combinada de los dos procesos.

De igual forma, dentro de la estructura nativa existe una variedad de fuer-
zas intermoleculares entre residuos aminodcidicos que estabilizan la proteina.
La primera contribucién a la estabilidad de proteinas la proveen los enlaces
covalentes, los cuales determinan la estructura y estabilidad del esqueleto
proteico. Sin embargo, las energias asociadas con los enlaces covalentes no
presentan diferencias significativas en los estados nativo y desnaturalizado
[13].

La contribucién dominante a la estabilidad de las proteinas involucra
fuerzas no covalentes como |9, 13]:

= Interacciones electrostaticas de largo alcance, que pueden ser intrapro-
teicas, de agua-proteina y de protefna con especies i6nicas presentes en
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el solvente. Estas tultimas de vital importancia en la superficie proteica.
Dependiendo del signo y la orientacién de los patrones de interaccién
estas pueden ser atractivas o repulsivas.

= Los puentes de hidrégeno que presentan una gran especificidad en su
interaccion, pueden ser intraproteicos, estabilizando las estructuras se-
cundarias, hélices o y hojas 3, ademés de la estructura terciaria. Los
puentes de hidrogeno entre las moléculas de agua alrededor de la pro-
teina definen las propiedades de la esfera de hidratacién, mientras que,
los puentes de hidrégeno entre grupos proteicos y el agua, internos y
superficiales, repercuten ampliamente en la flexibilidad de la proteina.

» Interacciones de atraccién y repulsion de corto alcance tipo van der
Waals.

» Las interacciones hidrofébicas que estan fuertemente correlacionadas
con la estructura del agua, ocasionando cambios en el volumen del
sistema y una disminucién de los grados de libertad configuracionales
de las moléculas. Asi, el nimero de puentes de hidrégeno por molécula
de agua con el soluto no polar es bajo cerca de la esfera de hidratacion.
Por tanto, estas moléculas de agua son estructuralmente restrictivas, ya
que maximizan el namero de puentes de hidrégeno entre moléculas de
aguas vecinas. Este aumento en la estructuracién disminuye la densidad
alrededor de la esfera de hidratacion en un 30 %. Entonces por razones
entropicas, el secuestro de grupos no polares al interior de la proteina
es energéticamente favorable.

= Los dipolos permanentes e inducidos, que generalmente son cuantifi-
cados como fuerzas de van der Waals, también son importantes en la
estabilizacion de la estructura nativa.

Otro tipo de contribucién a los pardmetros termodinamicos en la confor-
macién proteica se da por los cambios en la estructura del agua que rodea los
grupos polares y no polares, ya que ambos estructuran las moléculas de agua
a su alrededor de manera diferente. Por ejemplo, el campo electrostatico al-
rededor de los grupos polares ordena las moléculas de agua en interacciones
ion-dipolo y dipolo-dipolo. Por tanto, la energia de solvatacién es favorable
v la contribucién a esta es principalmente entalpica. Sin embargo, estudios
por difraccién de neutrones de alta energia muestran que las cargas idnicas
son disruptivas, lo que lleva a una disminucién en el nimero de puentes de
hidrégeno entre moléculas de agua. No obstante, el ordenamiento de las mo-
léculas de agua con la particula polar estd asociada con una reduccion en la
entropia que contribuye a la energia del proceso. Por su parte, en los residuos
no polares se ordena la estructura del agua y se optimizan los puentes de
hidrogeno entre las aguas. Se crea un fuerte entorno de hidrataciéon donde la
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autodifusién y la reorientaciéon de las moléculas de agua disminuye alrededor
de un 20 %, reduciendo la entropia [13].

Finalmente en la superficie de hidratacion, es posible encontrar moléculas
de agua internas que contribuyen en la estabilidad de la proteina y proveen
la flexibilidad necesaria para sus actividades biologicas [14].

Algunos Aspectos Termodinamicos

Para comprender los aspectos termodindmicos necesarios en la estabili-
dad proteica, en determinados casos, es suficiente con describir la transicién
entre dos estados, el estado nativo IV y el estado desnaturalizado D. Las tran-
siciones N-D en proteinas estdn dadas por procesos altamente cooperativos.
Un modelo simple para expresar la estabilidad en las proteinas es aquel que
considera el paso del estado plegado-desplegado como una transicién de fase.
Asi, los cambios en la energia libre estan asociados con la transicion AG =
Gp — Gp. Sin embargo, hay miltiples maneras de inducir la transicién en
AG, lo que lo convierte en una funcién multidimensional donde todos sus
parametros pueden estar variando independientemente en un experimento,
e.j. temperatura T, presiéon P, cosolvente z, concentracion del cosolvente cz,
pH, etc. Entonces,

AG = AGy+ f(T, P,cy,pH, ...), (1.1)

donde AGqy depende solamente del estado de referencia. La funcién f,
contiene todos los parametros del sistema que caracterizan la transicion de
desnaturalizacién de una proteina en agua. Es decir, cambios de entropia,
compresibilidad, calor especifico, expansién térmica, etc. Si estos parametros
no dependen fuertemente de las condiciones experimentales, una expansion
de segundo orden en términos de los pardmetros de control P, T, etc., es
suficiente para describir que el limite de la fase estd determinado por la
condicion AG = 0.

Ahora, de los parametros asociados con el solvente, consideremos que
son constantes y s6lo analicemos las variaciones en P y T. Entonces, la tran-
sicion estaria caracterizada por el calor latente, y consecuentemente estara
gobernada por la ecuacién de Clausius-Clapeyron.

dP/dT = AS/AV, (1.2)

AS y AV son los cambios de entropia y volumen asociados con la tran-
sicién, donde ambos valores son dependientes de P y T. Por tanto, con la
primera derivada del volumen con respecto a P y T obtendremos Br =
—(OV JOP)r y a = (0V/OT)p, donde los cambios en volumen respecto a
la presiéon y la temperatura estan fuertemente relacionados con la compre-
sibilidad y la expansién térmica de la proteina, respectivamente. Fn igual
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orden de ideas, la derivada de la entropia con respecto a Py 1 estard aso-
ciada con la expansion térmica y la capacidad calorica C, = T'(0S5/0T)p,
respectivamente.

Si AS y AV en la Ec. 1.2 depende linealmente de P y T, la ecuaciéon
puede ser integrada, resultando una curva de segundo orden en Py T que
puede ser de forma eliptica, parabélica, o hiperbélica.

aP? +bT? 4 2¢PT + 2f P + 2¢gT + const = 0 (1.3)

Los coeficientes a, b, ¢, etc., estan relacionados con los cambios en los
pardmetros del sistema, ABr, Aa, AC,, AV y AS alo largo de la transicién
N-D [13].

Estabilidad Vs. Altas Temperaturas

Durante la transicién al estado desnaturalizado inducido por la tempe-
ratura, la proteina pasa de un estado estructuralmente bien organizado a
otro con caracteristicas aleatorias, en el que por ejemplo, los aminoécidos
hidrofébicos pueden estar en contacto con el agua. Como hemos venido ob-
servando, las moléculas hidrofébicas en contacto con agua, ordenan la estruc-
tura de la misma en lo que denominamos iceberg. Este ordenamiento local
es caracterizado por una baja entropfa, asf como, una baja entalpfa dado el
alineamiento geométrico de los puentes de hidrégeno. Como consecuencia,
estas estructuras estan asociadas con un alto calor especifico, requiriendo
energia para fundirlas. Asi, los cambios en el calor especifico asociados con
la transicion N-D estan dados por ACp = C,p — Cpn, donde se asume que
este valor es generalmente positivo. Entonces, si AC), > 0, la diferencia en
entalpia, AH, en los estados N-D incrementa con la temperatura acorde
con AH(T) = H(T;) + AC,(T — T¢). Al mismo tiempo, la diferencia en la
entropia, AS, incrementa mientras la estructura del solvente se funde. De
esta forma a una temperatura critica (7.) o de transicion T' = T, el tér-
mino entélpico, AH, y el entrépico, —TAS, se cancelan y el cambio en AG
es igual a cero. En altas temperaturas, T' = T, y la transicién al estado
desnaturalizado es energéticamente mas favorable [12, 13].

Estabilidad Vs. Bajas Temperaturas

Un argumento similar al anteriormente expuesto, podria ser utilizado
para explicar la desnaturalizacién por bajas temperaturas. En este caso de-
nominaremos a la temperatura critica de desnaturalizacion, Ty. Asi T < Ty,
por ende, a bajas temperaturas el término entilpico decrece llegando a ser
negativo y compensando el término entropico, TAS, que se hace positivo
al disminuir la entropfa. Esto se observa mejor en la figura 1.2, donde el
comportamiento de AG para una proteina cualquiera, indica la presencia
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Figura 1.2: Energia libre de Gibbs AG(T') dependiente de la temperatura.
—TAS(T) y AH(T) hacen referencia a la energia entrépica y entalpica de
una proteina nativa. En el recuadro superior se observa la energia libre de
Gibbs en estado nativo y desnaturalizado para T, y Ty, que se explican en
el texto. (Grafica modificada de la referencia [6]).

de dos fases de transicion para AG(T) = 0. Dichas transiciones correspon-
den a T = T,, para altas temperaturas y T ~ —30 °C (1), para bajas
temperaturas [6, 13].

En proteinas tipicas como la analizada en la figura 1.2, la desnaturaliza-
cion en frio ocurre a temperaturas inferiores al punto de congelacion del agua,
la cual es una caracteristica indeseable desde el punto de vista de los estudios
experimentales, que para evitar este inconveniente utilizaban anticongelan-
tes, mutaciones puntuales en la proteina, desnaturalizantes quimicos, altas
presiones etc., [15, 16] modificando cualitativamente los T, y T, de las pro-
teinas. Sin embargo, hace poco se descubri6 que la frataxina, Ythl [17], tiene
la capacidad de desnaturalizar a 0 °C en condiciones fisiologicas, obteniendo
un mejor perfil termodindmico del proceso. Por ende, es el modelo proteico
elegido en la presente tesis para el estudio de la desnaturalizacién en frio que
se presenta en el capitulo 5.

Siguiendo con lo analizado en la figura 1.2, la desnaturalizacién en frio
en proteinas puede ser interpretada desde el punto de vista del efecto hi-
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drofébico. Por ejemplo, la transferencia de moléculas hidrofébicas en estado
liquido al agua puede ser entendida en términos de la energia libre de Gibbs
como: AG = G agua — Gsoluto- S1 AG es positivo, los solutos no polares se
organizan unos con otros, evitando las moléculas de agua (debido a que las
interacciones agua-agua son favorecidas en relacion a las interacciones agua-
soluto, los solutos no polares son segregados por el solvente), de esta forma
cuando mas positivo es el termino AG, hay una mayor tendencia de los so-
lutos a agregarse. Si AG es negativo, implica que las moléculas de soluto son
solubles en agua.

Un ejemplo de esto lo podemos ver con la energia de transferencia, 24,4
kJ mol™!, de moléculas de metano en agua a 25 °C. Donde la contribucion
entalpica al AG es negativa, —4,3 kJ mol~!, mientras que la contribucion
entropica,—T'AS, es positiva, 28,7 kJ mol~!. En otras palabras, la hidrata-
cion de solutos no polares se caracteriza por un pequeno valor favorable de
entalpia y un elevado valor desfavorable de entropia [6, 12].

Simplificando, en la hidratacién hidrofobica, la primera esfera de hidra-
tacion (Shell Water) es més ordenada y forma més puentes de hidrogeno que
las aguas fuera de esta esfera (Bulk Water). La formacion de cajas de clatra-
to minimizan la energia libre de las aguas en la shell, aunque, esta energfa
libre es mayor comparada con las aguas del bulk, por lo cual la energia libre
de hidratacién de positiva. Cuanto méas solutos son agregados al agua estos
se agrupan reduciendo en nimero de aguas en la shell. De esta manera en
la interacciéon hidrofébica, la agregacion de solutos incrementa la entropia
y la entalpia del sistema (Ver figura 1.1). Sin embargo, esta (la interaccion
hidrofobica) es estabilizada por la entropia y desestabilizada por la entalpia.
Asimismo, no debemos olvidar que la interaccion hidrofébica se debilita con
la disminucién de la temperatura, lo cual es algo contraintuitivo si tenemos
presente que la interaccién entre dtomos incrementa cuando la energia térmi-
ca disminuye. Al enfriar una proteina, el efecto estabilizante de la entropia y
el desestabilizante de la entalpia, incrementan, indicando que las diferencias
entre el agua bulk vy shell aumentan con el descenso de la temperatura. Aun
asi, los términos entrépicos y entéalpicos no tiene la misma tasa de cambio. La
penalidad entalpica incrementa mas rapido con el enfriamiento, conllevando
al debilitamiento de la interaccién hidrofébica [6].

De lo anterior, Privalov expone que en el microestado, el mecanismo de
desnaturalizacion en frio, es explicado por la solvatacién de los residuos de
aminodacidos presentes en el nicleo proteico, favorecida por la contribucién
entélpica en la hidratacién de los aminoacidos polares y no polares [12, 17,
18]. Sin embargo, Muller argumenta que la compensacion entalpica realmente
implica la optimizacién de los puentes de hidrégeno entre las moléculas de
agua presentes en la interfase agua-solutos hidrofébicos [19].

Recientemente, Dias y colaboradores [20], tratan de dar una descripcion
atoémica del mecanismo de desnaturalizacion en frio dependiente de la tem-
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peratura, modelando homopolimeros no polares utilizando el modelo de agua
Mercedes-Benz (MB) [21]. Las moléculas de agua interaccionan con un po-
tencial de van ders Waals y la interaccién de los puentes de hidrégenos son
modelados con un potencial Gaussiano, favoreciendo la distancia y orienta-
ciéon entre moléculas de agua. Los resultados de las simulaciones muestran
que la energfa de los puentes de hidrégeno es mayor en las aguas shell que
las aguas bulk. En este modelo, en soluciones congeladas es energéticamente
mas favorable el incremento de la superficie proteica expuesta al solvente,
induciendo la desnaturalizacién proteica. De esta forma, las moléculas de
agua forman cajas ordenadas al rededor de los residuos de la proteina por
interacciones fuertes en sus puentes de hidrégeno, disminuyendo la entropia
del agua e incrementando la entropifa asociada con el desplegado proteico,
aun asi, la entropia total del sistema decrece.

Estabilidad Vs. Alta Presion

El referirnos a la desnaturalizaciéon por presiéon, nos lleva a 1914 cuan-
do Bridgman reporta el efecto de la presion en la coagulaciéon de albumina
[22]. En este articulo, el autor describe cualitativamente los efectos de la des-
naturalizacién por presion, analizando ademads, el efecto aditivo que tienen
las bajas temperaturas en el fenémeno. De esta forma, cuando se somete la
albumina a 6000 atm a 0 °C ocasiona una rigidez mayor en la estructura
proteica en relacién a la producida por el sistema a 20 °C. Tal vez, lo més
interesante del trabajo de Bridgman es el interrogante que se abre al final
del mismo cuando expone:

“No he hecho ningiun intento en determinar si la naturaleza de
la coagulacion producida por presion es igual a la producida por
calor. ST uno puede juzgar por las apariencias, los dos pueden ser
diferentes.”

Después de esto, esta nueva e inadvertida problematica se mantuvo inac-
tiva por més de medio siglo. En 1976, Weber y colaboradores, demuestran
que la desnaturalizacién por presion de la lisozima y el quimiotripsinégeno
no ocurren a través de una simple transiciéon, sino por una pluralidad de
procesos. Esto propuso la primera evidencia que contradecia el dogma de la
desnaturalizacién proteica; en el cual, la desnaturalizacién estéd representada
por los estados de reaccion plegado-desplegado |8, 23].

En proteinas, la presiéon puede inducir cambios que van desde pequenos
efectos conformacionales, variaciones en la comprensibilidad y la fluctuacién
en la poblacion de estados intermediarios, hasta la completa perdida del
estado nativo. Sin embargo, la estructura secundaria no es sensitiva a la
presién, ya que los puentes de hidrégeno en las hélices o y las hojas S son
altamente incompresibles, incluso a presiones cercanas a 10 kbar [8].
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Con el paso del tiempo, muchos autores han propuesto teorias para la des-
naturalizacion por alta presion, llegando a un desacuerdo en lo que respecta
a la accion de la presion en la organizacién de los microestados proteicos.

Algunos autores proponen la disminucién del efecto hidrofébico con el
aumento de la presiéon, es decir, se desestabiliza el sistema solvente-proteina
y se exponen los residuos no polares al solvente [24-26]. Mientras que pa-
ra otros, las proteinas en alta presién son penetradas por el solvente, asi
las interacciones de corto alcance entre aminoéacidos son reemplazadas por
interacciones con el agua [7]. Esto tltimo, implica que la formacion de estruc-
turas nativas sea extremadamente dependiente de la formacién de cavidades
excluyentes de moléculas de agua [27].

Un ejemplo termodindmico simple, respecto al debate anteriormente ex-
puesto, del efecto de la presién en la constate de equilibrio X de un proceso,
esta dado por:

(8(111[{)) = —AV/RT, (1.4)
op T

donde AV es el cambio de volumen, R la constate universal de los ga-
ses, T la temperatura, y P la presién. Entonces, un proceso en el que sea
favorecido el aumento de la presién tendria como resultado la disminucién
del volumen del sistema (—AV'). Para el caso de la interaccion hidrofobi-
ca, la esfera de hidratacién cercana a la superficie de los solutos no polares
trasciende de un estado de baja a alta densidad, lo que hace pensar que la
presion optimiza la interaccion hidrofébica. Esta afirmacion solo es aplicable
en valores moderados de presién, ya que eventualmente con el aumento de
la presion la interaccién hidrofébica se ve debilitada. De esta forma, en altas
presiones la region de hidratacion de estructuras no polares, estd compuesta
principalmente por agua en alta densidad. Como consecuencia, la asociacién
de particulas no polares y la liberaciéon de las moléculas de agua de la esfera
de hidrataciéon no ofrece ninguna ganancia entrépica, lo que desfavorece la
interaccion hidrofébica [26].

Diagrama de Fase Proteico T-P

Generalmente, para un determinado valor de Ty P, los sistemas tienden
a minimizar la energia libre de Gibbs, que en nuestro caso viene dado por el
balance de energia libre entre las moléculas de agua y los residuos proteicos.
De esta forma, la diferencia entre los estados AG = Gp — Gy, esta dada
por:

AG = AH — TAS <0, (1.5)

donde AH = Hp — Hy, v AS = Sp — Sy. Ahora bien, la variacion
total en la entropia del sistema estd dada por AS = Sp + Sy, donde Sp
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Desnaturalizacién 5 g=g
por Presion

P AV<0
AS<0

AV=0

AV=0
AS>0

Estado Nativo
= /

Desnaturalizacion

____'___,.-r
Por calor

Desnaturalizacion
En frio

N\ T

Figura 1.3: Proyeccién en el plano P-T, que representa el diagrama de fase
eliptico de una proteina. Dentro del elipse la proteina conserva su condicién
nativa. Fuera de esta la proteina puede ser desnaturalizada por el aumento
en T (desnaturalizacion por calor) o P (desnaturalizacion por presion), y
por el descenso en T (desnaturalizacion en frio). Cada proceso N-D, esta
caracterizado por diferentes variaciones en AS y AV. (Modificado de la
referencia [28]).

y Sw hacen referencia a la variacién entrépica de los residuos proteicos y
las moléculas de agua, respectivamente. En la desnaturalizacién, la entropia
incrementa ASp > 0. De igual manera, la contribucion al AH es positiva,
AHp > 0; que como hemos venido analizando, la entalpia en las proteinas
aumenta al desplegarse. Por tanto, la contribucion al AG, por parte del
AHp — TASp, puede ser positivo o negativo dependiendo de la variacion
relativa de la temperatura, lo cual no garantiza que la Ec.1.5 sea satisfecha.
De alli la importancia del agua en el modelo.

Los datos experimentales del diagrama de fase de estabilidad proteica en
el plano de P-T, es consistente con la forma eliptica que se muestra en la
figura 1.3, segin el trabajo presentado en 1971 por Hawley [29]. En relacion a
este trabajo, es posible calcular el AG del sistema proteina-agua asumiendo
los dos estados N-D. Si tenemos en cuenta que la energia interna U del sis-
tema, podemos expresar la variaciéon infinitesimal dU, como funcién de dos
cantidades termodinamicas. Asi, si asumimos que el proceso de desnaturali-
zacion puede ser descrito por una transformacion infinitesimal cuasiestatica,
aplicando la primera ley de la termodinamica, tenemos:

dU = 6Q — 6W (1.6)
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donde 6Q) y W, son el calor infinitesimal absorbido y el trabajo infinite-
simal hecho por el sistema, respectivamente, a lo largo de la transformacion.
Ya que a T y P constate, QQ = TdS y §W = PdV, la variacién de energia
interna para un numero constante de particulas N, puede ser expresada de
la forma:

dU =TdS — PdV =dU(S,V), (1.7)
y para H = U + PV, obtenemos:

dH = dU + PdV + VdP = TdS + VdP = dH(S, P), (1.8)

y con G = H — TS, finalmente obtenemos:

dG = dH — TdS — SdT = —SdT + VdP = dG(T, P) (1.9)

Por tanto,

dAG = —ASdT + AVdP (1.10)

donde AS = Sp — Sy, y AV = Vp — V. Asumiendo que ASy AV son
T y P dependientes, obtenemos:

o 8AS() 8ASO
AS_ASO+( = )P(T T0)+( = )T(P R),  (L11)
B FINT BINY
AV-AVO+( = >P(T—T0)+< — )T(P—PO), (1.12)
integrando las Fc.1.11 y 1.12:
~ Ap 2
AG(P.T) = S-(P=Py)’ +2Aa(P - R)(T — )
— ACp(T —Tp) — To In(T'/Tp)]
+ AVp(P — Py) — ASo(T — Tp) + AGo, (1.13)

Asi, obtenemos una expresion de la forma predicha en la Ec. 1.3, donde
AGy, AVy, y ASy, son las condiciones de referencia cuando Py (0.1 MPa) y
To (298 K). Se asume que los parametros de segundo orden Af, Aa, AC,
son independientes de la presiéon y la temperatura.

De esta manera y retornando nuevamente a la figura 1.3, la presién ma-
xima a la cual se estabiliza una proteina, dAG/dT = AS =0, y a la tempe-
ratura maxima a la cual se estabiliza la proteina dAG/dP = AV = 0. Asi,
basados en la teoria de Hawley es posible hacer predicciones generales acerca
de los cambios en AV y AS| tal como se muestra en la figura 1.3.
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Ensamble de moléculas Anfifilicas

Como hemos venido analizando a lo largo del presente capitulo, en la
arquitectura molecular de proteinas el agua toma un rol importante en la
estructura tridimensional de la misma. De igual manera, la problemética en-
torno a las fuerzas que determinan el plegamiento proteico, son extendidas
al efecto que estés tienen en la arquitectura molecular de las moléculas anfi-
filicas ensambladas (el término anfifilico se da desde el punto de vista de la
solvatacion. Es una caracteristica dual que consiste en una regiéon no polar
hidrofébica, -usualmente cadenas hidrocarbonadas-, y una polar hidrofilica
relacionada comiinmente con el grupo de la cabeza; un ejemplo de esto es lo
observado en surfactantes como el dodecilsulfato s6dico o SDS) [30].

La agregacion de moléculas anfifilicas en soluciones acuosas puede gene-
rar una variedad de estructuras supramoleculares, dependiendo del anfifilo
en estudio, que van desde micelas esféricas, alargadas (rodlike), bicapas, es-
tructuras en multicapas como lamelas, fases cubicas, hexagonales, etc [31].
Es casi generalmente aceptado que el ambiente acuoso es un prerrequisito
indispensable para que se lleve a cabo el autoensamble de estas moléculas.
Lo cual no implica que no se puedan agregar en otros solventes, como por
ejemplo, hidrazina, formamida, etilenglicol, y nitrato de etilamonio [9].

Una de las fuerzas impulsoras generalmente aceptadas en la agregaciéon de
anfifilos es la interaccién hidrofébica [32]. En agua, la formacion de micelas
estd dada por una contribucién entropica favorable, ademas la entalpia y
entropia de formacién es fuertemente dependiente de la temperatura, por
ejemplo y al igual que en las proteinas, a elevadas temperaturas la formacion
de micelas es favorecida por la ganancia entdlpica y contrarrestada por la
pérdida entropica [33]. Por tanto, la dependencia con la temperatura en la
formacién de micelas en agua, es similar a la solvatacion de compuestos no
polares, lo que sugiere que este proceso de agregacién molecular puede ser
descrito en términos de la interaccion hidrofébica. Lo que al igual que en las
proteinas nos lleva al eterno debate referente a la interpretacién molecular de
la agregacién de moléculas anfifilicas. Al respecto, Evans y Miller enfatizan en
la importancia de las interacciones de van der Waals en la agregacion micelar,
y Ben-Naim [21], propone que es el solvente el que induce a la contribucion
de las fuerzas de van der Waals en las interacciones soluto-soluto [9].

Por otra parte, un efecto interesante presente en los anfifilos, es que
estos bajo presién presentan cambios de volumen que llegan a ser positivos
cuando la presién incrementa considerablemente. Varios autores demuestran
experimentalmente en surfactantes iénicos y no iénicos (SDS y Triton X-100,
respectivamente) que en rango de presion entre 100-200 Mpa, el namero de
agregacion de los monémeros disminuye, creando micelas de menor tamano,
pero una vez la presién supera 200 Mpa, el namero de agregaciéon aumenta,
generando micelas de mayor tamano. Estas fluctuaciones en el nimero de
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agregacion micelar evidencian cambios de voltimenes negativos a positivos en
funcién de la presion [34-36]. Sin embargo, como analizaremos en el capitulo
3, los cambios en el numero de agregacion en altas presiones conllevan a un
cambio en la geometria de agregacion que no se condice con la formacién de
micelas esféricas de mayor tamarfio.

Objetivos

A continuacion, se detallan los objetivos a partir de los cuales fue desa-
rrollada la presente Tesis.

Objetivos Generales

= Establecer el mecanismo de la desnaturalizacién proteica por bajas
temperaturas y alta presion, definiendo con mayor claridad el compor-
tamiento de la interaccién hidrofébica en el proceso.

= Estudiar el efecto de la presién y la temperatura en la agregacion y
desagregacién de surfactantes anfifilicos que permita incorporar infor-
macion referente a las transiciones estructurales en moléculas con ca-
racteristicas hidrofébicas.

Objetivos especificos

= Estudiar mediante simulacién por Dindmica Molecular la desnaturali-
zacion en frio de proteinas (bajas temperaturas y alta presion), apor-
tando informacion dindmica y estructural que esclarezca los mecanis-
mos que intervienen en el proceso.

= Por otra parte, se propone esclarecer la accién de la presién en el auto-
ensamblaje de sistemas anfifilicos, tipo surfactantes, con caracteristicas
altamente hidrofébicas, buscando incorporar nueva informacién en el
fenémeno de desnaturalizacién en frio por accién de la presion.
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Capitulo 2

Métodos y Analisis de
Simulacion

Introduccion

Antes de la década de los 507 el desarrollo de la ciencia dependia de la teo-
rfa y la experimentacién para interpretar los resultados de las mediciones y
hacer predicciones de los fen6menos analizados. Aunque, actualmente segui-
mos manteniendo este esquema como eje central, con el trascurso del tiempo,
hemos incluido en el proceso algunas nuevas metodologias de investigacion.
Tal vez, uno de los hechos que marca el inicio de una nueva metodologfa en
la ciencia se dio en 1953 cuando Metropolis y colaboradores [1], publican un
trabajo denominado Fquation of State Calculations by Fast Computing Ma-
chines donde introducen la simulacién computacional como una herramienta
para tratar sistemas de varias particulas en dos dimensiones.

Debemos destacar, que el surgimiento de las simulaciones computaciona-
les solo fueron posibles con el desarrollo de los computadores digitales. Por
esta razon la evolucién de las simulaciones van de la mano con el desarrollo
de la capacidad de calculo y la memoria en las nuevas computadoras. Asi
este método, de cardcter complementario y muchas veces alternativo a los
modos convencionales de hacer ciencia, el experimental y el tedrico, ha ejer-
cido un fuerte impacto en practicamente todos los campos de la misma. Por
esta razoén, cada dia es més dificil concebir el desarrollo de la ciencia sin el
apoyo del calculo computacional |2, 3].

Lo que un investigador cientifico busca con la simulacién computacional
es resolver los modelos tedricos, usando la resolucién numérica de las ecua-
ciones involucradas, o en otros casos, combinan los métodos analiticos ob-
tenidos por experimentacién con aproximaciones computacionales. Asi, para
estudiar el comportamiento de un sistema dado se hace necesaria la eleccién
e implementacién de un modelo adecuado cuyos resultados predice la teoria
y los evidencia la experimentacion. De esta forma, de una simulacién compu-
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tacional se obtendran predicciones teéricas segin sean las caracteristicas del
modelo usado, aun punto tal, de que con un buen modelo computacional
los resultados obtenidos por simulacién proveen valiosa informacién para la
verificacion de teorias [3].

Hasta ahora podemos decir que en una simulacién computacional es im-
portante, (i) el modelo y (i7) la capacidad de calculo. Sin embargo, el desa-
rrollo real de una simulacién se da en la aplicaciéon del método de simulacién.
En la actualidad, hay dos métodos de simulacién ampliamente extendidos:
Monte Carlo y Dindmica Molecular. El primero es un método probabilistico
con el cual se pueden obtener propiedades estaticas del sistema, mientras
que el segundo, es un método determinista con el que estudian las propie-
dades dindmicas del sistema o aquellas con dependencia temporal como la
viscosidad, la difusién, etc.

En el presente capitulo, nos centraremos en explicar los fundamentos de
la técnica de simulacién por Dinamica Molecular utilizada en el desarrollo
de la presente tesis.

Simulacién por Dindmica Molecular (MD)

La MD es un tipo de calculo de mecanica molecular que simula los mo-
vimientos de particulas, &tomos o moléculas de sistemas fisicos, a partir de
primeros principios y a través de la integraciéon numérica de las ecuaciones
clasicas de movimiento propuestas por Newton para todos las particulas,
atomos o moléculas del sistema, a medida que evoluciona temporalmente en
respuesta a las fuerzas que actian entre ellas.

Asi, las simulaciones por MD resuelven las ecuaciones de Newton para
un sistema de N particulas que interaccionan entre si:

821"2'

ot?

El elemento esencial para realizar una simulacién por MD es el estableci-
miento del potencial de interaccién, a partir del cual se derivaran las fuerzas
que determinaran el comportamiento del sistema. La fuerza F; que actia
sobre el atomo ¢ de masa m; se obtiene calculado la derivada de la funcién
del potencial V(ry,re,...,ry) con respecto a su vector de posiciéon r;:

oV
R=-% (2.2)

Inicialmente se atribuyen a los atomos velocidades en una distribucién
Maxwelliana compatible con una dada temperatura. Iniciando la simulacién
con una serie de pequenos incrementos de tiempo, y durante cada paso de
tiempo transcurrido se calcula la fuerza que actta sobre cada particula.
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Durante la ejecucién de las simulaciones las ecuaciones se resuelven si-
multdneamente en pequenos pasos mientras el sistema evoluciona; cuidando
de que la temperatura y la presiéon permanezcan alrededor de un rango de
valores requeridos. Las coordenadas atémicas son registradas a intervalos
regulares en el tiempo, lo cual representa la trayectoria del sistema.

La primera suposicién de caracter operacional que se realiza sobre el
potencial es que para las N particulas que componen el sistema, este puede
expresarse como la suma sobre todos los pares posibles.

N
V(I‘l,rg,...,I'N) :ZV;] (23)
1<J

De esta forma, la fuerza sobre cualquier 4tomo F; se computa a través del
calculo de la fuerza entre los pares de dtomos no-enlazados F; = 3, Fi; mas
las fuerzas debidas a interacciones enlazantes (las cuales pueden depender
de 1, 2, 3 o 4 atomos), mas las fuerzas de restriccion y/o externas (que
analiremos mas adelante).

Luego de los cambios iniciales, el sistema normalmente tiende a alcanzar
un estado de equilibrio en el que minimiza su energia. FEsto es importante,
ya que muchas propiedades macroscopicas pueden extraerse de los datos de
salida cuando se promedia sobre una trayectoria de equilibrio. Asimismo,
también es posible obtener valiosa informacion de estos sistemas cuando las
simulaciones se realizan fuera del equilibrio.

Dentro de las simulaciones por MD existen una serie de aproximaciones
llevadas a cabo por la técnica que son convenientes revisar.

Aproximaciones en MD
Las simulaciones son Clasicas

El uso de las ecuaciones de movimiento de Newton implica automatica-
mente el empleo de la Mecdnica Cldsica en la descripcion del movimiento
de los &tomos. Esto es correcto para la mayorfa de los atomos a tempera-
turas normales, pero existen excepciones. Los dtomos de hidrégeno, al po-
seer una masa tan pequefia, tienen movimiento de caracter esencialmente
mecanico—cuéntico. Por ejemplo, un protén puede moverse a través de una
barrera de potencial por efecto tanel, lo cual constituye una transferencia
del protéon a través de un puente de hidrogeno. Este proceso no puede ser
descrito por la mecanica clésica.

FEn la simulacién por MD se soluciona este problema tratando a los en-
laces covalentes y sus respectivos angulos como restricciones topoldgicas o
constraints (en el caso de los hidrogenos, se adsorben al atomo pesado al
que estdn unidos). Un motivo practico para dicho tratamiento resulta del
eventual aumento en el paso de integraciéon, lo cual resulta esencial a la ho-
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ra de permitir movimientos realistas, ademas de un recorrido completo del
espacio configuracional.

Los electrones se encuentran en el estado energético fundamental

En la MD utilizamos campos de fuerzas conservativos, los cuales son so-
lamente funcién de las posiciones de los atomos. Esto significa que los movi-
mientos electrénicos no son tomados en cuenta: se supone que los electrones
ajustan su dindmica instantdneamente al cambiar las posiciones atémicas
(aproximacion de Born-Oppenheimer), ademés de permanecer en un estado
cuéntico no excitado. Esto constituye una buena aproximacion en la mayoria
de los casos. Aunque, por supuesto, quedan excluidos los procesos de transfe-
rencia electrénica, como también aquellos con estados electrénicos excitados.
Por tanto, las reacciones quimicas en general se encuentran fuera del alcance
de ésta técnica. Aunque, estas ultimas pueden estudiarse localmente con el
empleo de herramientas hibridas como QM/MM (Mecénica Cuantica/Meca-
nica Molecular), con las que cuentan la mayoria de los paquetes de MD. En
estos casos, se estudia la regién de interés con técnicas mecénico-cuénticas y
el resto del sistema clésicamente.

Los Campos de Fuerza son efectivos

Las fuerzas son calculadas a partir de los Campos de Fuerza. Los cuales
estan compuestos por los potenciales de interaccién interatémica y los pa-
rametros que caracterizan a las mismas. Estos no son verdaderamente parte
del método de MD y son susceptibles de modificaciones segiin se necesite,
o bien se actualicen los conocimientos en la materia. Todos los campos de
fuerzas disponibles poseen limitaciones (en general no se pueden incorporar
polarizaciones y no poseen ajuste fino para los parametros de enlace, entre
otras). La existencia de un gran nimero de campos de fuerza permite la
utilizacion de diferentes parametrizaciones de acuerdo al tipo de sistema a
estudiar.

El Campo de Fuerzas es aditivo y analiza sélo 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 que no pueden describirse por interac-
ciones de a pares de 4tomos, cuyo ejemplo més importante lo constituye la
interacciéon a través de la polarizacién atémica, son representadas a través de
los potenciales efectivos de pares. Los mismos incorporan sélo contribuciones
promedio a las interacciones no-enlazantes, no descriptibles por interaccio-
nes de a pares. Esto también significa que las interacciones de a pares no
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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. En la préctica, los potenciales efectivos de
pares resultan ser una muy buena aproximacién, siempre que esta ultima
precaucion sea debidamente considerada.

Las interacciones de largo alcance son tratadas con radios de corte

En general se utilizan radios de corte o cut-off, tanto para las interaccio-
nes de Lennard-Jones como para las interacciones Coulémbicas. Debido a la
convenciéon de la minima imagen (s6lo una imagen de cada particula en las
condiciones periédicas de contorno es considerada para la interaccién de a
pares), el radio de corte utilizado no puede exceder la mitad de la dimension
més pequena del sistema (del lado més pequenio de la caja de simulacién).
Si no es tratado adecuadamente, esto puede presentar problemas para el
tratamiento de las interacciones Coulémbicas, tales como la acumulacion de
cargas en la frontera del radio de corte y /o errores muy groseros en los valores
de energia.

Tratamiento de las Condiciones de Contorno

i, Qué debemos hacer en los limites de nuestro sistema de simulacién? Una
posibilidad es no hacer nada en especial, es decir el sistema simplemente ter-
mina, y los 4tomos en la cercania de los limites tendran menos vecinos que
los 4tomos en el interior. En otras palabras, la muestra estaria rodeada por
las superficies. Esta no es una situacion realista, dado que, no importa cuan
grande sea el sistema simulado, el niimero de 4tomos N seria insignificante en
comparaciéon con el nliimero de 4tomos contenidos en una porcién macroscod-
pica de materia (del orden de 10%3), y la relacion entre el niimero de 4tomos
en la superficie y el nimero total de atomos serfa mucho méas grande que la
existente en un sistema macroscopico, haciendo que los efectos de superficie
sean mucho mas importantes de lo que deberian.

Para minimizar los efectos producidos en la frontera, en una simulaciéon
finita de una porcién de un sistema extenso, se utilizan las Condiciones Pe-
riodicas de Contorno (PBC). Los atomos del sistema a simular son colocados
en una caja poliédrica. Este poliedro debe cumplir con la condicién de que
el espacio normal de tres dimensiones pueda ser particionado en cajas que
sean copias idénticas trasladadas de la original. De este modo se eliminan
las fronteras del sistema (Ver figura 2.1).

Esto permite remover los problemas indeseados en los bordes que posee
un sistema aislado, pero introduce una periodicidad inexistente en el siste-
ma original. Esta caracteristica es beneficiosa para el estudio de sistemas
cristalinos, por ejemplo sélidos, donde también son utilizadas.

Por el contrario, si se desea simular sistemas no periédicos tales como
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liquidos o soluciones, se debera tener en cuenta la aparicién de errores debidos
a la imposicién de la periodicidad. Una manera de evaluar estos errores
es estudiar el efecto de la variacion del tamano del sistema (generalmente
caracterizado por el numero de particulas N). Usualmente estos efectos son
sustancialmente menores que los que aparecen en las simulaciones sin PBC.

Figura 2.1: Condiciones periédicas de contorno en 2D

Campo de Fuerzas

Un campo de fuerzas se compone de dos elementos claramente distingui-
bles:

» El conjunto de ecuaciones (las funciones potenciales) utilizadas para
generar las energias potenciales y sus derivadas, las fuerzas.

= Los pardmetros 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 autoconsistente. En ge-
neral debe tenerse mucho cuidado al hacer modificaciones ad-hoc de algin
subconjunto de parametros, ya que las distintas contribuciones a la fuerza
total son normalmente interdependientes.

Las funciones potenciales pueden subdividirse en tres categorias:

» Potenciales no-enlazantes: de repulsion-dispersion (Lennard-Jones o
Buckingham) y electrostéticas (Coulémbicas o Coulémbicas modifica-
das).

= Potenciales enlazantes: estiramiento del enlace covalente, dngulo de
enlace, diedros impropios, y diedros propios.

s Potenciales especiales: restricciones de posicién, restricciones de dis-
tancia, y restricciones de orientaciéon.
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En el presente trabajo las funciones potenciales utilizadas fueron las si-
guientes:

Potenciales no-enlazantes

Las interacciones no-enlazantes son aditivas de a pares y centro-simétricas:

V(ry,..oen) =Y Vij(ry); (2.4)
1<j
Vi (rij) tis
F,=— R ALY Vil R N 2.5
%: dT’Z‘j Tij 7 ( )

Donde r;; es la distancia entre el &tomo i y el &tomo j de nuestro sistema.

Las interacciones no-enlazantes contienen un término de repulsién, otro
dispersion, y un término Coulombiano. Los términos de repulsién y disper-
sion (Fuerzas de London, o de van der Waals) se encuentran combinados.
Se los puede modelar de diferentes maneras, ya sea mediante el potencial de
Lennard-Jones (o interaccion 12-6) o con el potencial de Buckingham (o in-
teraccién 6_6), entre otros. Ademads, atomos cargados (parcialmente) acttian
a través del término Coulombiano.

Interaccion de Lennard-Jones

El potencial méas utilizado para el modelado de las interacciones de van
der Waals es el potencial de Lennard-Jones, propuesto por John Lennard-
Jones. Este puede escribirse, para un par de dtomos dados, de la siguiente
manera [4]:

clz s
Vi (rij) = TJQ — T; (2.6)
) LY

1
6

2 representa la contribucion repulsiva,
se refiere a la contribucién atractiva.

Aqui, el término proporcional a r~
mientras que aquel proporcional a r~

Los parametros C’}j? y Cg dependen del par de dtomos considerado pa-
ra la interaccién; consecuentemente los mismos se toman de una matriz de
pardmetros de Lennard-Jones.

En general, los campos de fuerzas cuentan con tablas de estos parame-
tros de Lennard-Jones para la interaccién entre atomos del mismo tipo. Por
ejemplo, para los atomos i y j cuentan con:C%, C12, C]@j y lejz mientras que
los parametros cruzados se calculan con las siguientes expresiones (promedio

geométrico): CZ(’J = m y Cz‘le = Cz'lz'QCyle'

La fuerza derivada de este potencial resulta por lo tanto:



28 CAPITULO 2. Métodos y Anélisis de Simulacion

1.
I.
2& "
‘ 12
|
o)
| Tl 4 — -
L U (? )R =4 .
1 /
& '
" Termino Repulsivo
—
-~ N
v \'x_
= = S~
0 [ = — — =
U(r), =-4s| —
! A I/‘
e LN & Termino Atractivo
! 1
& Ill -
L . _ "6
T rn. =2
_2{._" £
1.0 L1 r/o

Figura 2.2: Curva potencial para la interacciéon repulsion-dispersién de
Lennard-Jones.

12 6
1: 6\
Fi(ry) = <12T;{2 -6 Tg) ﬁ (2.7)
1) 1)

Aunque, el potencial de Lennard-Jones suele escribirse también de la

siguiente manera:
12 6
Oij Oij
‘/LJ(I‘Z_]) — 452] (( Z]) _ < l]) ) (28)
Tij Tij

donde ¢;; es la profundidad del potencial, y o;; es la longitud de penetra-
cion (distancia a la cual el potencial vale cero) (Ver figura 2.2). Del mismo
modo que los paradmetros C’}f y C’g se obtienen mediante promedios geomé-

tricos, podemos calcular €;; y o0y; del siguiente modo: o;; = %(cm + Ujj) y
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€ij = /Eii€j5-
Interaccion Coulombica

La interaccién Coulombiana entre dos particulas cargadas esta dada por:

4i4;
Velri:) = f—= 2.9
c( z]) fgrrij, ( )
donde f = 747350’ go es la permitividad eléctrica del vacio ¢, la permitivi-

dad eléctrica relativa del medio, y g;, ¢; las cargas eléctricas de las especies 4
y j respectivamente. Dicho potencial se encuentra graficado en la figura 2.3.
Por tanto, la fuerza derivada de este potencial es igual:

4iqj Tij
Fi(ri;) = — 2.10
) = 7 2 (2.10)
00—
I — Coulomb
| . ----Con RF
51000_ RF_C
"T_CI L
E L
% L
}‘U‘ -
500
R BN RN I SN T
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r (nm)

Figura 2.3: Curva potencial para la interaccién Coulémbica entre particulas
cargadas de igual signo con y sin campo de reaccion (RF). En el ultimo caso
erf = 78y o = 0,9nm. Ambas lineas punteadas difieren sélo en el valor de
una constante C, pasamos de una a otra mediante la operacion RF-C.

Interaccion Coulémbica con Campo de Reaccion (RF)

La interacciéon Coulombiana puede ser modificada para sistemas relativa-
mente homogéneos, suponiendo la existencia de un medio dieléctrico continuo
por fuera de un determinado radio de corte 7. con permitividad eléctrica €, ¢
. Podemos expresar entonces dicha interacciéon del siguiente modo:
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q;q;
Tij

Verp = f 1+ (2.11)

2e, 5+ 173 re 2605+ 1

—_— ———
C

En la cual el término constante de la derecha lleva el potencial a cero para
r = r.. En la figura 2.3 puede verse la interacciéon Coulombiana modificada.
Por tanto, podemos reescribir la ecuacién como:

1
Vorg = Jaigj | — + kg1 — Crf] ; (2.12)
ij
donde:
1 &p—1
o= L 2.13
rf r3 (26,5 + 1) (2.13)
y
1 1 3e
R A P 2.14
CTf Te + T‘f/r'c r. (2€rf + 1) ( )

Por tanto la fuerza derivada de este potencial esta dada como:

1 rij
Fij(rij) = faiq; [TQ - rifrij] Tﬂ (2.15)
ij ij

Potenciales enlazantes

Las interacciones enlazantes se basan en una lista fija de atomos. Es-
tas no estdn compuestas exclusivamente por interacciones de a pares, sino
que incluyen también interacciones de 3 y 4 cuerpos, i.e. Interacciones de
estiramiento de la longitud de enlace (2 cuerpos), de angulo de enlace (3
cuerpos) y de angulo diedro (4 cuerpos). También se utiliza un tipo especial
de diedro (llamado diedro impropio) para que los d4tomos permanezcan en un
determinado plano, o bien para prevenir la transiciéon a una configuracion de
quiralidad opuesta (imagen especular). De esta manera, al diedro habitual
se lo llama diedro propio.

Potencial de estiramiento de la longitud de enlace
Potencial de Oscilador arménico

El estiramiento (o compresion) del enlace covalente entre dos atomos 7 y
7 puede representarse a través de un potencial armonico:

1
Vi, = 5]6% (Tij - bij)2 (216)
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Donde la fuerza viene dada por:

r;
Fy(rij) = kY (rij — bij) =~ (2.17)

Tij
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Figura 2.4: Principio del estiramiento de enlace (izquierda), y su correspon-
diente potencial armonico (derecha).

Potencial de Morse

Para ciertos sistemas donde se requiere un potencial no-arménico de en-
lace entre los atomos i y j , el potencial de Morse resulta una alternativa
muy aceptable [5]. Este difiere del potencial armoénico en que posee un po-
z0 asimétrico ademas de tener fuerza de enlace cero a distancia infinita. Su
forma funcional resulta:

2
VMorse(Tij) = DL] [1 - e_ﬁij(rij_bij)} (218)

Cuya fuerza correspondiente es:

FMorse(rij) — QDUBZ.jTijefﬁij(Tij*bij) [1 _ efﬁz‘j(rz‘j*bij)} :ﬂ (2_19)
1]

Donde D;; representa la profundidad del pozo potencial en kJ/mol, B;;
define que tan agudo es el pozo potencial (en nm™1!) y b;; es la distancia de
equilibrio en nm (Ver figura 2.5)

Potencial arménico de angulo de enlace

La vibracién del angulo de enlace entre un triplete de dtomos i-j-k puede
representarse también a través de un potencial armoénico sobre el angulo 8;5:
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Figura 2.5: El pozo potencial de Morse, para una longitud de enlace de
0,15nm.

Lo 0 \2
Va(0ijk) = ikijk(eijk —0k) (2.20)
Dado que la vibracién del dngulo de enlace se representa con un po-
tencial armoénico, su forma es la misma que para el potencial armoénico de
estiramiento de enlace (Figura 2.6).

Figura 2.6: Principio de vibraciéon de enlace (izquierda) y funcién potencial
de angulo de enlace (derecha).

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

dVa(ei k)
F=-——2"Y% 2.21
ir, (2.21)
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dia(gi k)
F. = a\7gk) 2.22
F dry ( )
donde, 0,1, = arccos L k)
TijTkj
F;=—F, - F, (2.23)

La nomenclatura i, j, k representa la secuencia de enlace de los 4tomos
1, j, k covalentemente enlazados. El 4tomo j se encuentra en el medio, los
adtomos i y k estan en los extremos.

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 algiin carbono asimétrico
(casi todos los aminoacidos). En la Figura 2.7 se representan dichos casos
esquematicamente.

Figura 2.7: Diferentes tipos de angulos diedros impropios. Distorsiones de
anillos fuera del plano (izquierda), sustituyentes de anillos (centro) y distor-
sion del tetraedro (derecha). El dngulo diedro impropio se define para todos
los casos como el dngulo entre los planos (i, j, k) v (4, k, 1).

El potencial que caracteriza esta interaccion estard dado por la siguiente
expresion:

Vai(&ijr) = ke(&ije — &)° (2.24)

Esto también resulta ser un potencial arménico y se encuentra represen-

tado en la Figura 2.8. Cabe destacar que, dado que es un potencial armoénico,

la periodicidad no es tomada en cuenta, por lo tanto resulta recomendable
definir un valor de &y lo mas alejado posible de +180° .

Potencial para diedros propios

La interaccién normal para los diedros propios puede ser abordada de dos
maneras diferentes; la funcién periddica clasica o bien una funcién basada en
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Figura 2.8: Funcién potencial para diedros impropios.

una expansion de potencias del cos¢ (el potencial de Ryckaert — Belleman).
Esta eleccién tiene consecuencias ya que, si se elige la funcion periddica, debe
incluirse una interacciéon especial entre el ler y 4to 4tomo de la tétrada que

define al diedro.

Diedros propios: Potencial periédico

Los angulos diedros propios de definen de acuerdo a la convencién TUPA-
C/IUB, donde ¢ es el dngulo entre los planos ijk y jkl, con el cero corres-
pondiente a la configuracion cis (dtomos i y | del mismo lado) (Ver figura
2.9).

Va(@ije) = ko(1 + cos(nd — ¢o)) (2.25)

Aqui, ¢ es el angulo diedro, ¢g es un parametro de corrimiento y n es la
multiplicidad del Potencial.

Diedros propios: Potencial de Ryckaert-Bellemans
Para alcanos suele utilizarse el siguiente potencial (Ver figura 2.10 )

5

Vio(ijie) = > Cnlcos(yh))" (2.26)

n=0

Donde 9 = ¢ = —180°
Notas:
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Figura 2.9: Principio para el dngulo diedro propio (izquierda, en configura-
cion trans) y el potencial periodico para el diedro propio (derecha).

= Puede lograrse la conversiéon de una convencién a la otra multiplicando
cada coeficiente Cy, por (—1").

= el uso de este potencial implica la exclusién de las interacciones 1-4 de
Lennard-Jones,

Interacciones Especiales

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

En el desarrollo del presente trabajo detallaremos las restricciones de
posicién que han sido usadas para equilibrar el sistema proteico.

Restricciones de posiciéon

Se utilizan para restringir particulas a una posicion fija de referencia R;.
Pueden emplearse durante el equilibrado del sistema de manera de evitar el
reacomodamiento drastico de zonas criticas (por ejemplo, para restringir el
movimiento de una proteina sujeta a fuerzas importantes debidas a un sol-
vente que ain no se encuentra equilibrado). Otra aplicacion es la de restringir
particulas alrededor del borde (cascara) de una region que se desea simular
en detalle. Asi, las restricciones mantendran la integridad del interior. Para
casquetes esféricos es recomendable utilizar una constante de fuerza para la
restriccién que dependa del radio, creciendo desde cero para el interior del
casquete hasta un valor elevado en el limite exterior del mismo.
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Figura 2.10: Funcién potencial para diedro propio de Ryckaert-Belleman

Se utiliza la siguiente forma general:

1
V;”P(ri) = ikrp ‘ri - Ri’2 (2.27)

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

1 X = A~ z A~
Vip(ri) = ) [krp(xi - Xi)Q"L' + k?p(yz - Y)Y+ kv'p(zi - Zi)zz)} (2.28)

Donde las componentes de la fuerza sobre la i-ésima particula son:

Fix = kfp<$z — X1> (2.29)
FY =kl (yi — Vi) (2.30)

Las restricciones de posicion pueden encender o apagarse para cada di-
mensioén espacial utilizando tres constantes de fuerza diferentes; esto significa
que los 4tomos pueden restringirse armoénicamente a un punto, un plano o
una recta.

Coémputo de fuerzas

Toda simulacién por MD requiere como entrada un conjunto de coordena-
das iniciales y, opcionalmente, velocidades iniciales para todas las particulas
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involucradas. Las primeras suelen provenir de datos experimentales (crista-
lografia de rayos X, Resonancia Magnética Nuclear, etc.), mientras que las
iltimas suelen ser generadas inicialmente a partir de una distribucién de
Maxwell-Boltzmann para una temperatura dada.

Condiciones iniciales
La topologia y el campo de fuerzas

La topologia, incluyendo la descripcion completa del campo de fuerzas,
debe ser provista. Estos elementos fueron descritos en detalle en la secci6n
anterior. Toda esta informacién es estatica y nunca resulta modificada du-
rante la simulacion.

Coordenadas y velocidades

Asi, antes de comenzar una corrida se requieren las coordenadas y veloci-
dades de las particulas, ademas de las dimensiones de la caja de simulacion.
El tamanio de la caja queda determinado por tres vectores by, bo, b3, los
cuales representan los tres vectores que definen la periodicidad de la caja.

Si la corrida comienza en t = ty , las coordenadas en ¢t = ¢ty deben
ser conocidas. El algoritmo leap — frog o de salto de rana, utilizado para
actualizar el paso de integracion 6t (ver seccion 2.2.4.4); requiere que se
conozcan las velocidades en t = tg + %. Si las velocidades v;,i = 1,..,.3N
no son conocidas, estas pueden generarse a partir de una distribucién de
Maxwell-Boltzmann para una dada temperatura 1" :

2
ml 771’1,7'/172.
p(vi) = /5 me T (2.32)

Donde p(v;) es la probabilidad de que una particula tenga una velocidad
v;. k es la constante de Boltzmann.

Movimiento del centro de masas

La velocidad del centro de masas normalmente se lleva a cero en cada
paso. No existe ninguna fuerza neta externa actuando sobre el sistema y la
velocidad del centro de masas deberia permanecer constante. En la practi-
ca, de cualquier manera, el algoritmo de actualizacién desarrolla un cambio
lento en la velocidad del centro de masas, y por tanto, en la energia ciné-
tica total del sistema, especialmente cuando se acopla un bafio térmico. Si
estos cambios no se amortiguan, eventualmente se desarrolla un movimiento
apreciable del centro de masas para corridas largas, lo cual resultard en una
significativa mala interpretaciéon de la temperatura. Lo mismo podria suce-
der con el movimiento de rotacién global, pero solamente cuando se simula
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un cluster de particulas 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.

Biasqueda de vecinos

Como se mencioné en la seccién 2.2.2; las fuerzas son generadas, ya sea
por listas fijas (estaticas) de atomos, o bien por listas dinamicas. Estas tulti-
mas son generadas debido a las interacciones no-enlazantes entre un par de
particulas cualesquiera.

Generacion de listas de pares

Las fuerzas entre pares no-enlazantes necesitan calcularse solamente para
aquellos pares 4,j para los cuales la distancia r;; entre la particula ¢ y la
imagen més cercana de la particula j sea menor que un dado radio de corte
R.. Algunos de los pares de particulas que satisfacen este criterio 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 en un entorno (dentro de R, de una dada particula. Esta
bisqueda involucra condiciones periédicas de contorno y por lo tanto la
determinacién de la imagen mas cercana.

El paquete GROMACS utiliza la convenciéon de la imagen mds cercana:

s Al calcular las interacciones de corto alcance se tendré en cuenta so-
lamente la imagen mas cercana de todas las correspondientes a una
particula.

= En el caso de las interacciones electrostaticas de largo alcance, esto no
siempre es lo suficientemente exacto, y por tanto se utilizan otros mé-
todos de célculo como Reaction Fields [6], Sumas de Fwald |7|, Particle
Mesh Ewald (PME) [8] o Particle-Particle Particle-Mesh (PPPM) [9].

Sin condiciones periddicas de contorno debe usarse un algoritmo simple
O(N?). Con condiciones periodicas de contorno puede aplicarse una bus-
queda tipo grilla (grid-search), la cual resulta O(N), y por lo tanto menos
costosa en términos computacionales.

Calculo 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 resul-
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ta de la suma de varias 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:

1 N
Ecin = 5 ; miv? (2.33)

De aqui, la temperatura absoluta T' puede ser computada utilizando:

1
5 NakT = Eein (2.34)

Donde k es la constante de Boltzmann y Ny; es el niimero total de grados
de libertad, los cuales pueden calcularse a partir de:

Ny = 3N — N. — Neom (2.35)

Aqui N, es el ntimero de restricciones impuestas sobre el sistema. Cuando
se realiza una simulacion por MD deben ser restados adicionalmente Ny, =
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
simulacion es realizada en vacio, puede restarse también la rotacién alrededor
del centro de masas, en este caso Ny, = 6.

Cuando se utiliza més de un grupo de particulas acoplados independien-
temente al bano de temperatura, el nimero de grados de libertad para el
grupo ¢ es:

3N — N. — Neom
3N — N,
La energia cinética puede ser escrita también como un tensor, lo cual

resulta necesario frecuentemente para el célculo de la presion, o bien para
sistemas en donde se imponen fuerzas de corte:

= (37 = N

(2.36)

1
Eein = 5 Z Nmiv; @ v; (2.37)

=1

La presion y el virial
El tensor de la presion P se calcula como la diferencia entre la energia
cinética E.;y, y el virial = :

P = = (Eecin — E) (2.38)

2
Vv
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Donde V es el volumen de la caja de simulacién. La presion escalar P, la
cual puede utilizarse para el acoplamiento al bano de presiéon para sistemas
isotropicos, puede calcularse segin:

P =traza(P)/3 (2.39)

El tensor = del virial se define como:

(1]

1
= =5 2_Tij ® F (2.40)
i<j

Actualizacién de la configuracion

El algoritmo utilizado para la integracién del las ecuaciones de movi-

miento es el denominado leap — frog o de salto de rana [10]. Este algoritmo

utiliza posiciones r a tiempo t y velocidades v a tiempo ¢t — % ; actualiza

tanto posiciones como velocidades utilizando las fuerzas F'(t) determinadas
por las posiciones al tiempo ¢ :

v (t + A;) — (t - A;) 4 if)m (2.41)
PE+ A8 = () 40 <t + A;) At (2.42)

El algoritmo puede visualizarse en la Figura 2.11. Es equivalente al algo-
ritmo de Verlet [11]:

X N X
.-"'.-- "--.__;;:" -:"_,:-r’:\:- "-.._L_‘.\
S N SN AN
/ / V4 \ Y,
! { L ¥ k!
0 1 2 t —

Figura 2.11: Método de integracion de leap — frog o salto de rana. Recibe
este nombre debido a que r y v saltan uno sobre el otro alternadamente al
estilo del salto de rana.

Pt 4+ A8 = 2(t) -1t — A) + L2 fo(ar)  (243)

m
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Este algoritmo es de 3" orden en r y es reversible en el tiempo. Las ven-
tajas de este algoritmo y su comparacién con otros algoritmos de integraciéon
temporal pueden encontrarse en la referencia [12].

Las ecuaciones de movimiento se modifican para incorporar el acopla-
miento a los banos de presién y temperatura, ademas de ser extendidas para
incluir la conservacién de las restricciones, todo lo cual se describe a conti-
nuacion.

Acoplamiento térmico

Por varios motivos (durante el equilibrado del sistema, derivan como
resultado del truncado de fuerzas y errores de integracién, calentamientos
debidos a fuerzas externas o de friccion, entre otras), se vuelve necesario
controlar la temperatura del sistema. Para esto puede utilizarse el esquema
de acoplamiento débil de Berendsen [13], el acoplamiento conocido como
Velocity rescale (V-rescale) [14], o el esquema de ensamble extendido de
Nosé-Hoover [15] .

Acoplamiento térmico de Berendsen

El algoritmo de Berendsen reproduce un acoplamiento débil a un bafio
térmico externo de una dada temperatura Ty, con cinética de primer orden.
El efecto de la aplicacion de este algoritmo es el de corregir una desviacion
térmica de T del sistema segin:

T Ty-T
dt T

(2.44)

Lo cual significa que una dada desviacién térmica decae exponencial-
mente 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
variarse, adaptidndose a las necesidades del sistema: para llevar un sistema
al equilibrio puede utilizarse una constante pequena (0,01ps), mientras que
para lograr corridas confiables de un sistema en equilibrio puede utilizar-
se una constante mucho mayor (0,5ps) en cuyo caso préacticamente no se
afecta la dinamica conservativa [16]. Usualmente se utiliza una constante de
acoplamiento de 0,1 ps.

El flujo de calor desde o hacia el sistema es realizado escalando a cada
paso las velocidades de cada particula mediante un factor A(¢), dado por:

At) = {1 + f; {T(t_TOAt/Q) - 1” v (2.45)

El valor del parametro 71 es cercano al de la constante de acoplamiento
T , aunque no exactamente igual:
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2C, 7
T =
Nk

(2.46)

Donde C), es la capacidad calorifica total del sistema, k es la constante
de Boltzmann y Ny es el nimero total de grados de libertad. La razén por
la cual 7 # 7 es que el cambio en la energia 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 7/7p va desde
1 (gas) a 2 (solido armoénico) a 3 (agua). El parametro 77 es comunmente
llamado constante temporal de acoplamiento térmico.

El algoritmo de Berendsen resulta estable hasta valores de 7p =~ At.

Acoplamiento térmico Velocity-rescaling

Este acoplamiento térmico re-escala la velocidad de las particulas con
un término estocastico. A continuacién podemos ver cémo actta sobre la
energia cinética del sistema de particulas,

dt , [ERE. aw
T Ny /11

donde dW representa ruido blanco gaussiano y E.0 es la energia cinética
del sistema a la temperatura del bano (energia cinética de referencia).

dE. = (E? — E,)

(2.47)

Este termostato utiliza también una constante de acoplamiento 7, pero
el segundo término estocastico asegura un ensamble canénico adecuado. Sin
el término estocastico esta ecuacion se reduce a la del termostato standard de
Berendsen. En el limite 70 = 0, la evolucién estocéstica hace que el sistema
termalice instantaneamente. Cuando un sistema esta lejos del equilibrio, la
parte determinista de la expresién domina, y el algoritmo conduce a un
rapido equilibrio térmico como con el termostato de Berendsen. Una vez que
el equilibrio se alcanza, el termostato garantiza un muestreo compatible con
un ensamble canénico.

Acoplamiento de presion

Analogamente al acoplamiento térmico, el sistema puede ser acoplado
también a un bario de presién. Para ajustar el valor de la presién del sistema
puede utilizarse el algoritmo de Berendsen [13]| o el esquema de ensamble
extendido de Parinello-Raman. Ambos pueden combinarse con cualquiera
de los algoritmos para el acoplamiento térmico descritos con anterioridad.
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Baréstato de Berendsen

El algoritmo de Berendsen re-escala las coordenadas y los vectores de la
caja a cada paso de la integracion con la matriz u, lo cual tiene un efecto de
una cinética de relajaciéon de primer orden sobre la presién, hacia un valor
dado de referencia Py de presion:

dP Py—P
T 24
La matriz p de escalado viene dada por:
At
frij = 0ij — Tﬁij{POij — P;(t)} (2.49)
TP

Aqui B;; es la compresibilidad isotérmica del sistema. En la mayoria de los
casos esto serd una matriz 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 f8;; solamente tiene influencia
sobre la constante temporal no critica de la relajaciéon de la presién sin afectar
el valor promedio de la presion.

Cuando el escalado es completamente anisotropico, 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 nor-
malmente menor que 10~%. La matriz de escalado x es:

, Pz Moy + Uyz Pz + M2z
K= 0 Hyy Hyz + [zy (2.50)
0 0 Hzz

Las velocidades no se rotan ni se escalan.

El escalado de Berendsen puede también realizarse isotrépicamente, lo
cual significa que puede utilizarse una matriz diagonal de tamano traza (P)/3
en lugar de la matriz P .

Baréstato de Parinello-Raman

Para los casos donde las fluctuaciones de la presiéon o el volumen son
importantes per se (en el calculo de propiedades termodinamicas), puede
resultar problemético, al menos tedricamente, que el ensamble exacto no
esté correctamente definido por el esquema del acoplamiento débil.

Para resolver esto pueden realizarse simulaciones utilizando la proxima-
cion de Parinello-Raman [17], el cual resulta similar al acoplamiento térmico
de Nosé-Hoover.

Con el bardstato de Parinello-Raman los vectores de la caja se repre-
sentan a través de la matriz b y obedecen la siguiente ecuacién matricial de
movimiento:
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db? Lt
ﬁ — VW b (P - Pref) (251)

El volumen de la caja estd dado por V | y W es el pardmetro matricial
que determina la fuerza del acoplamiento. Las matrices Py P,y representan
las presiones instantanea y de referencia respectivamente.

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

Algoritmos de restricciones topolégicas

Las restricciones topolégicas pueden resolverse utilizando diversos algo-
ritmos desarrollados para este fin. En este apartado explicaremos el algoritmo
LINCS (Linear Constraint Solver) [18] usado en el desarrollo de la presente
tesis.

Algoritmo LINCS

LINCS es un algoritmo que reconstituye enlaces a su longitud correcta
luego de una actualizaciéon no-restringida. El método es no-iterativo, dado
que siempre se resuelve en dos pasos. Aunque LINCS est4 basado en matrices,
no precisa de la resolucién de multiplicaciones entre matrices. El método es
rapido y estable, pero sélo puede utilizarse con restricciones de longitud de
enlace y restricciones de dngulos de enlace aislados, tales como el dngulo del
protén en el enlace OH.

Consideremos un sistema de N particulas, con posiciones dadas por un
vector 3N, denominado r(t). Para la MD las ecuaciones de movimiento vie-
nen dadas por las ecuaciones de Newton:

0?r 1
52— M™F (2.52)

Donde F' es el vector 3N de la fuerza y M es la matriz diagonal 3N x 3N,
conteniendo las masas de las particulas. El sistema se encuentra restringido
topolégicamente por K ecuaciones de restriccion, dependientes del tiempo

9i(r) = |rin — ri2| — d; = 0, (2.53)

donde i =1,..., K.

En el esquema de integracion numeérica LINCS es aplicado luego de una
actualizacion no-restringida. El algoritmo trabaja en dos pasos (ver figura
2.12). Durante el primer paso se llevan a cero las proyecciones del nuevo
enlace sobre el viejo. En el segundo paso se aplica una correccién por estira-
miento de enlace debido a la rotacién. Puede verse una derivaciéon completa
del algoritmo en la referencia 18] .
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Figura 2.12: Actualizaciones de posicidon requeridas para cada paso de inte-
graci6n. La linea punteada representa el viejo enlace de longitud d, mientras
que las lineas llenas representan los nuevos enlaces. En A, actualizacién no
restringida. En B, eliminacién de las fuerzas que acttian sobre los enlaces.
En C, correccion del estiramiento por rotacion. | = deosd y p = (2d* — 1?)1/?

Métodos de Analisis

En esta seccién explicaremos de manera general algunos de los anali-
sis implementados en nuestras simulaciones durante desarrollo del presente
trabajo.

Funciones de Distribucion Radial

La Funcién de Distribucién Radial (g(r)) de una funcién de correlacion
de a pares g4p(r) entre las particulas del tipo A y B se define de la siguiente
manera;

{p5(r))

gap\r) = ——+— 2.54
( ) <pB>local ( )
_ %A: %B: 3lry —r) (2.55)

<pB local V. 'LEAzeB 47TT2 ’

donde (pp(r)) es la densidad de particulas de tipo B a una distancia r
alrededor de las particulas de tipo A, y (pB)iocar €5 la densidad de particulas
de tipo B promediada sobre todas las esferas alrededor de las particulas de
tipo A con radio rpqz -

Normalmente el valor de 7,4, es la mitad de la minima longitud de la
caja. En la préactica, la funcién de densidad de particulas § es reemplazada
por un histograma construido dividiendo el sistema en casquetes esféricos
(que van desde r hasta r + dr ).
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Raiz de la Desviaciéon Cuadratica Media

Podemos calcular la Raiz de la Desviacion Cuadratica Media (RMSD)
de un grupo de atomos en una molécula con respecto a una estructura de
referencia. Para esto se realiza primero un ajuste por Minimos Cuadrados
de la estructura dada a la configuracién de referencia y luego, mediante el
calculo del RMSD, se estudia la desviacién de la estructura respecto de la
referencia. Este ajuste inicial se hace para evitar considerar en el andlisis
el movimiento de traslaciéon y rotacién de la molécula estudiada como un
todo, y asf poder considerar s6lo los cambios conformacionales que en ella
se producen. Puede calcularse el RMSD de toda la molécula de interés o
de parte de ella. Por ejemplo, es muy comin el estudio del RMSD de los
carbonos « al estudiar la estabilidad de proteinas.

Si el nimero de atomos a considerar para el calculo es IV, obtenemos el
RMSD a un dado tiempo t, respecto de una estructura de referencia (con
posiciones r;(0) y masas m;,7 = 1, N ) mediante la siguiente expresion:

LN 1/2
RMSD(t) = MZmiHri(t)—ri(O)HQ , (2.56)
=1

donde M = SN m; y ri(t) son la suma de las masas de los N atomos
considerados y sus posiciones al tiempo ¢, respectivamente.

Calculo del Radio de Giro

También podemos tener una medida aproximada de cuan compacta es la
estructura a estudiar y como cambia esa distribucién de masa en funcion del
tiempo analizando el radio de giro (Ry) de la molécula, definido como:

N 1/2
>, IITi(t>||2mi> (2.57)

Rg(t) = ( M

donde las distancias r;(t) (i = 1, N) son las posiciones de los N atomos
de la molécula considerados para el andlisis, tomadas desde su Centro de
Masas. m; es la masa del ¢-ésimo adtomo y M = Zi]\il m; la suma de las
mismas.

Superficie Accesible al Solvente

El estudio del Area Superficie Accesible al Solvente (SASA) [19], consiste
en recorrer la superficie proteica (o de algin otro sistema que se esté estu-
diando) utilizando una sonda esférica de radio igual al del modelo de solvente
utilizado. De este modo puede identificarse cudl es esta superficie expuesta,
diferenciando a su vez el comportamiento de regiones hidrofilicas e hidrofo-
bicas. Este dltimo puede estudiarse en funcion del tiempo, permitiendo la



2.3. Métodos de Analisis 47

identificacién de posibles cambios conformacionales como los observados en
la formaciéon de micelas.

Dinamica Escencial (ED)

Las transiciones conformacionales en las proteinas son esenciales para su
funciéon. Sin embargo, el acceso a los movimientos atémicos de una proteina
en solucién durante dichas transiciones no son del todo facil. Para esto, las
metodologias por simulacién computacional son herramientas valiosas para
estudiar el detalle atémico de las dindmicas conformacionales en proteinas.
Aunque, la extraccién de los movimientos funcionalmente relevantes en una
simulacién no es sencillo.

Una solucién para superar esta dificultad es el uso de coordenadas co-
lectivas para definir el subespacio (que se obtiene al reducir la dimension de
un conjunto de datos), en el que se espera que el movimiento funcional de la
proteina tenga lugar. Debido a que estos movimientos principales podrian,
en muchos casos, estar vinculados a la funcién de proteinas, la dindmica en
el subespacio generado por estos movimientos se denomina Dindmica Esen-
cial(ED).

Un método para definir el subespacio escencial e identificar los movi-
mientos colectivos en una proteina es el Analisis de Componentes Principales
(PCA). E1l PCA es un analisis estadistico multivariante que implica diagona-
lizacién de una matriz de correlacién para un conjunto de observables de los
cuales se obtendran los componentes principales. Asi, un PCA puede llevarse
a cabo en un gran numero de configuraciones generadas por una trayectoria

MD.

Fundamento teoérico

Consideremos un N de observables dindmicos x1, xo, ...,zy (representa-
do por el vector columna N-dimensional x) que define el espacio de estados
en un sistema de interés. Para cualquier distribucién de tales caracteristicas
observables, y proporcionando el comportamiento estadistico de x en cual-
quiera del total de estados en el espacio o dentro de una subparte del mismo,
podemos definir la N x N matriz de correlacién C de la distribucién a través
de:

C = (AzAzT), (2.58)

Az = — Ty, (2.59)

donde . es un valor de referencia arbitrario de x que se elije de acuerdo
con el tipo de observables y la informacién cosiderada, AzT es la transposi-
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cion de Az (i.e., en el vector fila N-dimensional), y () representa el promedio
de la distribucion.
Para las ecuaciones 2.58 2.59 tenemos que :

[Cliy = (A Axp)l, I = 1,2, ..., N, (2.60)

Indicando que cuando z,.f = (x) (como en la mayoria de las aplicaciones
en coordenadas atomicas, la referencia es igual a la media de las posiciones)
la matriz de correlacion coindice con la matriz de covarianza, es decir, cada
elemento de la matriz provee la covarianza de dos observables. Ademés, la
ecuaciéon 2.60 muestra que C es una matriz simetrica con autovalores reales
y autovectores ortonormales. Por lo tanto, la matriz de transformacion T
proporciona

TTOT = (TT AzA2™T) = (AqAqT) = A, (2.61)

donde A es la matriz de correlacién diagonalizada con los autovalores A
v Ag = TT Az son los vectores observables expresados en un conjunto de
autovectores (n). Asi, de la ecuacion 2.61, se deduce que:

<anAl‘A$Tnl/> = <A1‘TTLZA£CTTLl/>:<AqlAql/> (262)
= )\Z(Sl,l/) (263)

Asi, C' es una matriz positiva donde sus autovalores estan dados por
la media cuadratica de la proyeccion de Ax dentro de los autovectores n
de la matriz de correlacién. Por tanto, dichos autovectores pueden servir
para definir un nuevo conjunto base ortonormal y describir el espacio de
estados del sistema proporcionando un nuevo N de observables dindmicos
(Aq1, Ago, ..., Aqn,) dado por las combinaciones lineales de los originales.

Si ahora consideramos un vector unitario v arbitrario expresado en el
conjunto base de autovectores

N
v = Zaml, (2.64)
=1

N
> ap =1, (2.65)
=1

podemos obtener la proyeccién cuadratica media de Az en v como:

((Az"v)?) (2.66)

- { <A§>> -{ (i A>> (2.67
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N N N
= > > war{AqAq) =) aik, (2.69)

N N
doaih =M+ > ai(h— ). (2.70)
=1 =2

Ordenando los autovalores en orden decreciente, es decir, Ay > A;, tene-
mos que, le\ig a?(\; — A1) <0, por tanto,

A > ((AzTw)?), (2.71)

de esta forma,

(AzTv)?) < (AzT)n,)?). (2.72)

En esta tltima ecuacién se observa claramente que el autovector de la
matriz de correlacién correspondiente al mayor autovalor proporciona la di-
reccién en el espacio de estados maximizando la proyeccidon cuadrética media
de los vectores observables en Ax. De esta misma forma como obtuvimos es-
pacio ortogonal de el primer autovector podemos obtener el mismo resultado
para el segundo autovector y para cualquier otro autovector en el subespacio.

Al final, los autovectores en la matriz de correccién proporcionan un
nuevo conjunto de datos, equivalente a una rotacién en los ejes originales,
adecuando a los observables en una mejor distribucién que se traduce en la
maximizacién de la media cuadratica de las proyecciones en Ax.

Para las distribuciones anisotrépicas un procedimiento de este tipo per-
mite definir un subespacio de pocas dimensiones (subespacio esencial) que
describe la mayor parte del comportamiento del sistema, en otras palabras,
las propiedades de los observables originales pueden ser en gran parte re-
construidos mediante el uso de un conjunto limitado de nuevos observables
que se definen por los autovectores del subespacio esencial [20, 21].
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Capitulo 3

Agregacion micelar en
surfactantes 16nicos

Introduccion

La agregacion y estabilidad de surfactantes anfifilicos bajo efectos de pre-
sion y temperatura son temas ampliamente discutidos en la literatura [1-5].
Los resultados obtenidos por técnicas experimentales como: conductividad,
dispersion de la luz, sondas fluorescentes y dispersion de neutrones de dngulo
reducido, indican que las micelas son formadas en solucién acuosa a 1 bar
de presiéon cuando las moléculas de surfactantes alcanzan la concentracidn
micelar critica (CMC).

En el caso particular del Dodecilsulfato Sodico (SDS) con el incremento
de la presién el nimero de agregacion decrece alrededor de 1 kbar, desensam-
blando las micelas. Con aumentos progresivos de presion se hace evidente la
aparicién de grandes agregados que son interpretados como una re-entrada
a la fase micelar con un mayor namero de agregacion [1-6]. Como es amplia-
mente aceptado el efecto hidrofébico es el responsable del ensamble micelar.
Sin embargo, es sabido que a presiones superiores a 1 kbar el agua cambia
su estructura, la red de puentes de hidrégenos se empieza a debilitar y el
efecto hidrofébico se hace despreciable. Este hecho parece ir en contra de
la formacién de grandes agregados micelares en alta presién. Recientemente
Baltasar y colaboradores |7| usando ultrasonido en soluciones de dodecano-
ato de sodio en agua, reportan que este sistema en alta presion, sufre una
transicion de fase con estructura lameloidea a 2,5 kbar.

Con el fin de contribuir en la aparente discrepancia, hemos estudiado el
comportamiento del SDS en solucién acuosa, tomando como hipotesis que si
el rol mas importante en la agregaciéon micelar esta dado por la estructura
del solvente, el efecto hidrofébico deberia verse favorecido si la red de puentes
de hidrogenos del agua es més fuerte, y por ende la cinética de agregacion
micelar en funcion de la presion deberia cambiar en agua y agua pesada.
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En el presente capitulo analizaremos estos planteamientos, desarrollando un
modelo de agregaciéon micelar con el surfactante iénico SDS usando para esto
simulaciones por Dindmica Molecular (MD).

Materiales y Métodos

Los sistemas empleados en este estudio fueron una mezcla de moléculas
de Dodecilsulfato Sédico en agua y agua pesada. Para esto empleamos cajas
cubicas de simulacién que contenfa moléculas de SDS en agua a una concen-
tracion de 500 mM, variando el modelo de agua en cada caja. Asi, para agua
pura, HoO, usamos el modelo Simple Point Charge (SPC/E)[8] y para agua
pesada, D20, el modelo Simple Point Charge Heavy Water (SPC/HW) [9].

Autoensamble micelar

Las simulaciones se llevaron a cabo utilizando el paquete Gromacs 4.5.3
[10, 11]. Para el estudio del ensamble micelar de surfactantes anfifilicos se
generaron micelas de SDS mediante autoagregacién, usando el modelo mole-
cular de SDS desarrollado por Sammalkorpi y colaboradores [12] (Ver figura
3.1).

(.:9 c11

}0/\

C12

02

Figura 3.1: Modelo molecular de dodecilsulfato implementado en nuestras
simulaciones (O = Oxigeno; S = Azufre; C = Carbono).

Inicialmente, preparamos dos sistemas de partida que contenian 70 y 200
mondémeros de SDS e igual niimero de iones de sodio, ubicados aleatoriamen-
te en una caja cubica (X =Y = Z = 6,07 nm, sistema de 70 mondmeros
y X =Y = Z = 8,03 nm sistema de 200 monoémeros) que contenia 6667 y
16972 moléculas de agua, respectivamente. El campo de fuerza utilizado fue
el Gromos 43A1 [13]. El sistema fue equilibrado con un ensamble NpT a 300
Ky 1 bar de presion, utilizando el termostato V-rescale [14] y el barostato de
Berendsen [15], con constantes de acople de 0,1 ps y 1,0 ps, respectivamen-
te. Para el calculo de las interacciones electrostaticas y de Lennard-Jones se
aplico un radio de corte de 1,2 nm; usado para el calculo de las interacciones
electrostaticas el método de Reaction Field [16]. El paso de integracion du-
rante las simulaciones fue de 2 fs, manteniendo las restricciones topologicas
para las moléculas de SDS mediante el algoritmo LINCS [17].
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Sistemas de simulacién

Los sistemas simulados en este trabajo contenian moléculas de SDS, agua
y contraiones de sodio, ubicados aleatoriamente. Para el modelo de agua
SPC/E variamos el numero de moléculas de soluto y solvente, generando dos
sistemas que contenian 70 y 200 moléculas de SDS, equilibrando las cargas
del surfactante con igual nimero de contraiones. La concentracién final en
cada caja de simulacién fue de ~ 500 mM. El mismo proceso fue realizado
para el modelo de agua pesada SPC/HW.

Las cuatro cajas se simularon a 1 bar de presién y una temperatura de
300 K. El tiempo total de simulacién para la micelizacion fue de 100 ns para
los 70 monémeros y 200 ns para los 200 monémeros, tomando para nuestros
analisis los datos producidos durante todo el tiempo de simulacién.

Efectos de la presién

Para estudiar el efecto de la presiéon tomamos como sistema de partida la
micela ya formada. Para esto acoplamos los sistemas de 70 y 200 mondmeros
de SDS a presiones crecientes de 1 a 4000 bar. El sistema con 70 moléculas
SDS fue simulado durante 10 ns para cada presion (aumentos de presion
cada 100 bar) y se analizaron los 5 ns finales después de equilibrar el sistema.
Para el sistema con 200 moléculas de SDS se simulé para cada presion 100
ns (aumentos de presion cada 500 bar) y se colectaron para los analisis datos
correspondientes los 50 ns finales.

Analisis de Cluster

Para los anélisis de agregacion micelar se utilizé el criterio de conectividad
de Stillinger [18], el cual se basa solamente en la distancia entre particulas.
Asi, consideramos que dos moléculas son miembros del cluster (grupo) cuan-
do la distancia entre los dtomos de carbono Cg (Ver figura 3.1) es menor o
igual a 3/2 de su didmetro o ( Ry = 0,60 nm). Para la seleccion de las
moléculas usamos el algoritmo de Stoodart [19] calculando la conectividad
durante cada paso de simulacion.

Podemos definir la probabilidad, Ps, de encontrar un cluster de s moné-
meros como [20] :

(3.1)

donde n(s) es el nimero de agregados de s monémeros y N el nimero
total de monoémeros. El cociente n(s)/N puede ser considerado como una
frecuencia relativa. Asi, P satisfase la condicién de normalizacion.
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> Po=1 (3.2)

El proceso de agregacion también fue analizado utilizando la funcién de
distribucion radial, g(r), para todos los pares de moléculas de SDS, tomando
el primer pico de la g(r) entre los d&tomos de carbono Cy y Cya (Ver figura
3.1) en funcion de la presion. El area superficial accesible a solvente (SASA)
del SDS fue calculada usando el algoritmo g_sas [11] con un radio de sonda
de 1,4 A.

Resultados y Discusién

Autoensamble micelar

Nosotros estudiamos la formacién micelar de 70 y 200 moléculas de SDS
en agua SPC/E y SPC/HW a T =300 K y P =1 bar. El valor de tempera-
tura utilizado es ligeramente mayor a la temperatura micelar critica (CTM)
reportada para el SDS [21]. Consideramos un sistema pequeno de 70 mono-
meros acorde con el numero de agregacion experimental del SDS, 55—75 [22].
Por su parte, el sistema de 200 mondémeros de SDS fue elegido para evaluar
el modelo de agregacién, ya que se reporta que un alto nimero de moléculas
de SDS no muestra diferencias significativas en el proceso de autoensamble
micelar [12].

El criterio adoptado para definir la formacion micelar estd basado en una
clasificacién geométrica definida por la distancia de los atomos de carbono
seis, Cg, presentes en todas las moléculas de SDS (Ver figura 3.1), tal como
se explico en la seccién 3.2.1 de Materiales y Métodos.

SPC/E 1 SPC/HW

2 e o4
rS = w
1 Ll I
T T T
| | 1

Frecuencia Normalizada n/Fn
2
=
|
T
|

(=]
T

Numero de Agregacion

Figura 3.2: Namero de agregacion de moléculas SDS para las micelas forma-
das en agua SPC/E y SPC/HW. Cada sistema posee en total 70 monoémeros.
El término n hacen referencia al nimero de monémeros que conforman el
cluster y Fn a su frecuencia durante la simulacion.
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En la figura 3.2, se muestra el tamano del cluster normalizado en relacion
a su nimero de agregaciéon. El nlimero méximo de agregacion para el sistema
de 70 moléculas de SDS en SPC/E fue de 62 mondmeros, en tanto que bajo
la misma concentracion en SPC/HW se formaron micelas de tamafo entre
65 y 67 mondémeros.

El aumento en el ntmero de agregacion micelar en agua SPC/HW en
relacion al agua SPC/E, es consistente con los datos experimentales. Asi,
el D20 favorece el efecto hidrofobico dadas las diferencias energéticas que
hacen a los puentes de deuterio mas fuertes que los puentes de hidrogeno,
cambiando la propiedades fisicoquimicas del agua pesada (respecto al agua:
viscosidad, 23 % mayor; Temperatura de méaxima densidad, 11,23 °C; y ca-
pacidad calérica, 12 % mayor) |23-27].

Para determinar si los resultados de nuestro modelo dependian del ta-
mano, generamos un sistema de 200 mondémeros a 500 mM. Los resultados
muestran que no hay diferencias significativas durante la formaciéon de mice-
las con el aumento en el tamano del sistema (Ver figura 3.3).
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- w 23
] 4 B 31
Af g ]
& 2,000 £ 2000
S o ]
E 1.500 £ 1500
- =
= 1.000 & 1000
=] - [=]
kil
£ 500 2 s00
S _ 5
0 © 0
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
Niimero de Agregacion Niimero de Agregacion
g +000 w 4000
C 3 1 D & 1 SPC/HW
=
3 3.000 g 30004
3 : E
£ 3
o 20007 = 2,000
= . <
£ 1000 5
! g 1000
S 1 S
0 S O o !
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Nimero de Agregacion Niimero de Agregacién

Figura 3.3: Distribucion en el ntmero de agregacion de moleculas de SDS en
el tiempo total de simulacién a 1 bar y 300 K. En A y B, 70 moleculas de
SDS en agua (SPC/E) y agua pesada (SPC/HW). En C y D, 200 moleculas
de SDS en agua y agua pesada

Por otra parte, nosotros monitoreamos la cinética de agregacién mice-
lar calculando el area superficial accesible a solvente, durante el tiempo de
simulaciéon. En la Figura 3.4, se observa el SASA para el sistema de 200
monomeros en 16972 moléculas de agua y agua pesada, SPC/E y SPC/HW,
respectivamente. Nosotros observamos que las micelas son formadas alrede-
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dor de los primeros 20 ns, pero hacia el final del tiempo de simulacién el
area expuesta al solvente es menor en agua pesada, con una disminucién del
SASA del 18 % respecto al agua, indicando la formacion de agregados mas
compactos en SPC/HW.

600 — SPC/E
1 — SPC/HW 200
(]
g ]
400+
- ]
z
200+

0 50 100 150 200
Tiempo / ns

Figura 3.4: Area superficial accesible al solvente. Agregacion micelar en fun-
cion del tiempo en SPC/E y SPC/HW con 200 monémeros de SDS.

En los analisis experimentales, la diferencia de polaridad entre HoO y
D50, afecta la hidrofobicidad de los surfactantes conllevando a la disminucién
de la CMC en D30 [23]. Nuestros resultados por MD son similares a los
experimentales, debido a las diferencias de carga parcial en los dtomos de
O, H y D correspondientes a cada modelo; donde el momento dipolar en
SPC/HW es 3 % mayor que en SPC/E [8, 9, 28|.

Micelas bajo presién

Nosotros analizamos el comportamiento de las micelas en funcion de la
presion, calculando el namero de clusters (Nepys¢) v numero de agregacion
(Nagg) de los monémeros de SDS en SPC/E y SPC/HW. En la figura 3.5
observamos que micelas en agua SPC/E a presiones superiores a los 1000 bar
el Ny4¢ disminuye y alcanza su minimo cerca de los 1400 bar. En el rango
de los 1500 — 2000 bar el N 444 llega a su méaximo valor y con el aumento
progresivo de la presion el sistema se estabiliza mostrando un N 44, mayor al
inicial. Por su parte, la curva de Ny, alcanza su méximo a los 1200 bar y
desciende monotonicamente hasta los 2200 bar, disminuyendo el Ny con
el aumento de la presion.

En SPC/HW observamos un desplazamiento de los valores en funciéon
de la presion sin cambios aparentes en su comportamiento en relacién al
sistema en SPC/E. Asi, para SPC/HW el N 444 presenta un minimo entre
1000 — 1200 bar y un méaximo entre los 1400 — 1600 bar. El N¢jys¢ e hace
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Figura 3.5: Promedio normalizado del nimero de clusters (N¢yyse €n Negro) y
el nimero de agregacion (N 444 en rojo) en funcion de la presion para micelas
en SPC/E y SPC/HW.

méximo cerca 1400 bar.

Nuestros resultados son consistentes con los reportes experimentales,
donde presiones superiores a los 1000 bar disminuyen el N 444 € incrementan
la concentracién de mondmeros libres (aumenta CMC), ocasionando la re-
distribucién de las moléculas de surfactante en micelas de menor tamano y
por tanto incrementando la concentracion micelar (Neyyst). Por encima de
los 1500 bar se promueve el incremento del nimero de agregacion (desciende
la CMC), el descenso de la concentracion micelar y la formacion de micelas
(Clusters) mas grandes [1, 5, 6, 29].
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Figura 3.6: Primer pico de la g(r) normalizada para los C;—Cj2 en funcion
de la presién a T' = 300 K. La fase micelar se observa a 1 bar, con el aumento
de la presion (escalado de presion representado en la grafica inferior derecha)
se evidencian cambios estructurales en la micela.

Sin embargo, nosotros proponemos que para presiones superiores a 1500
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bar, la geometria inicial se pierde y los agregados podrian formar otro ti-
po estructuras que promuevan el incremento en el nimero de agregacion.
En la figura 3.6, caracterizamos los efectos de la presién sobre las micelas
formadas, acoplandolas a presiones crecientes en el rango de 1 — 4000 bar
a T = 300 K. Las estructuras fueron evaluadas tomando el primer pico de
la funcién de distribucién radial de los atomos de carbono C;—Cjg en fun-
cion de la presiéon. Se observé que con el aumento de presion el sistema no
pierde totalmente su estado de agregacion, pero si su geometria. El C; de
una molécula de SDS se invierte 180°en relacién con el C; de la molécula
de SDS adyacente, asi la distancia interatémica entre los primeros vecinos
C1—C12 disminuye en funcién de la presiéon una vez esta supera los 1500
bar generando agregados monoémericos de mayor tamano.Por tanto, en nues-
tras simulaciones observamos que con el incremento de la presion se generan
grandes agregados con geometria lamelar. Esto indicaria que no podemos
concluir que con el aumento de la presiéon obtendremos micelas esféricas de
mayor tamano.
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Figura 3.7: Area de SDS expuesta a agua (linea negra) y agua pesada (linea
roja) en funcién de la presion. Las imagenes inferiores muestran los cambios
de geometria obtenidos durante la simulacién.

Cuando analizamos la cinética de agregacién en altas presiones calcu-
lando el SASA para cada valor de presion, como se representa en la figura
3.7, observamos que a 1 bar las moléculas anfifflicas de SDS forman micelas
esféricas bien definidas ya que su cabeza polar interactiia con los contraio-
nes en solucién, mientras las colas hidrofébicas se orientan hacia el centro
de la micela. Cuando la presién incrementa cerca de los 1500 bar, el agua
pierde su estructura tetraédrica, debilitando el efecto hidrofobico [30, 31], lo
que expone parcialmente el ntcleo interno de la micela al solvente causando
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el desensamble micelar. Con un aumento mayor en la presion (4000 bar) se
forman agregados de mayor N 444 con geometria lamelar, los cuales son inter-
pretados experimentalmente como micelas de mayor tamafio que conservan
la geometria observada a 1 bar [1].

Sin embargo, recientemente en un trabajo publicado por Baltasar y co-
laboradores [7], donde se analiza el efecto de la presion en la agregacion de
monomeros de Dodecanoato de Sodio, se observa que con el aumento de la
presién ocurre una transicién de la fase micelar hacia una fase en gel con
geometria lamelar, la cual es posible gracias a los cambios estructurales que
sufre el agua en alta presion. Asi, el agua presenta una transicion de liquido
de baja densidad a liquido de alta densidad una vez supera los 250 Mpa,
favoreciendo la orgamnizacion de las moléculas de surfactante en estructuras
de mayor tamano.

Lafigura 3.7 muestra una estructura lamelar con el aumento de la presion.
Sin embargo, como se observa en la figura 3.8, al cambiar la perspectiva de
la imagen correspondiente al sistema a 4000 bar, indica que la fase lamelar
no es consistente en su estructura con un bicapa extendida, por el contrario,
presenta pequefias piezas en bicapas en forma de discos [32]. Un efecto similar
es observado por Chen y Ruckenstein [33, 34| quienes reportan los efectos
de la selectividad del solvente en los cambios de la morfologia de agregacion

de copolimeros utilizando simulaciones por dinamica disipativa de particulas
(DPD).

Figura 3.8: Estructura de los agregados de SDS a 4000 bar. La figura A,
sugiere la presencia de pequenias estructuras apiladas de forma lamelar, sin
embargo en la figura B (rotando 90°A), se observa que la estructura realmen-
te se agrega en discos apilados formando una varilla. El sistema empleado
en este ejemplo posee 200 monémeros de SDS. De igual forma, el cambio de
geometria es apreciable en el sistema con 70 mondémeros
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Solvente de Lennard-Jones

Dada la importancia de la estructura del agua en el efecto hidrofébico
y en los cambios de geometria de agregacién con el aumento de la presion,
quisimos evaluar el efecto de un solvente de Lennard—Jones (LJ) sobre las
micelas de SDS. Para esto, reemplazamos las moléculas de agua por el sol-
vente LJ en una caja de simulacién con micelas formadas. Los pardmetros
del potencial LJ corresponden a un diametro efectivo o de 0,3166 nm y un
minimo de energia de 2,72 kJ/mol. Los sistemas fueron simulados por 50 ns.

En solventes no estructurados con caracteristicas apolares es evidente
la pérdida total del efecto hidréfébico. En nuestro solvente de LJ, las colas
hidrocarbonadas se exponen al solvente y el estado de agregaciéon se rige
por las interacciones electrostaticas [35, 36|, observandose la perdida de la
estructura esférica en la micela, reordendndose hacia una micela inversa en
Worm—like (forma de lombriz) que evita el confinamiento de los contraiones
de sodio y los redistribuye a lo largo de su eje donde neutralizan sus cargas
con las cargas de los atomos de azufre (Ver figura 3.9 ).

Agua Solvente de Lennard-Jones

Figura 3.9: Representacion grafica de una micela de SDS en agua y en solven-
te de LJ. En los recuadros inferiores se observa las respectivas g(r) para cada
tipo de solvente, evidenciando la importancia de la estructura del solvente
en la geometria de agregacion.

Efectos de la temperatura

La agregacién micelar es un proceso termodindmicamente favorable y
espontaneo, i.e., el cambio en la energia libre, AG, es negativa [37]|. En la
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micelizacién a temperatura ambiente, la mayor contribuciéon a la energfa libre
es el termino entropico, —T'AS, que favorece el efecto hidrofébico. Por tan-
to, si la temperatura decrece la contribuciéon del término entropico, —TAS,
decrece también. Por otra parte, a altas temperaturas la entropia del sistema
incrementa y la agregacion de las regiones no polares no generaria entropia
adicional, como consecuencia esperariamos que la agregacién de monémeros
dependiera principalmente de la interaccion polar (AH) 21, 37|. Para vali-
dar esta hipdtesis construimos cinco cajas de simulacién que contenian 200
monoémeros de SDS ubicados al azar a 1 bar de presiéon para las tempera-
turas 253, 273, 300, 363, y 700 K, donde cada uno de estos sistemas fueron
simulados por 200 ns.

En la figura 3.10 se muestran los cambios estructurales a 1 bar desde 253
a 700 K. Los analisis a 253 K mostraron que el sistema a bajas temperaturas
podria evolucionar a una estructura en rod-like similar a las altas presiones.
Con el aumento de la temperatura, 273 K, se observa un estado intermedio
antes de la formacién de micelas con geometria regular observadas a 300 K.
A temperaturas de 363 K, la geometria cambia y se observa la aparicion de
estructuras de mayor tamafio cuyos mondémeros interactian con un mayor
grado de desorden perdiendo su geometria esférica. Por dltimo, a 700 K,
observamos la presencia de una micela inversa debido al cambio de estado
de las moléculas de agua, fase de vapor, donde la interacciéon polar es la
responsable del cambio de geometria.

253 K 273 K 300 K 363 K 700 K

Figura 3.10: Efectos de la temperatura en la geometria de agregacion.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que las micelas de
SDS en agua son desensambladas a presiones superiores a 1 kbar e inferioes
a 1,5 kbar. Con el aumento de la presion se evidencia el rearreglo de la
geometria micelar hacia estructuras lamelares en forma de pequetnos discos.
Estos cambios en funcién del aumento en la presién son explicados al con-
siderar el cambio en la estructura del agua, donde la estructura tetraédrica,
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baja densidad, cambia a una estructura predominantemente hexagonal, alta
densidad. Estos cambios en el solvente ocasionan una inhibicién gradual del
efecto hidrofébico con el aumento de la presién. Por tanto, las micelas son
formadas en condiciones normales de presiéon por la asociacién de las cadenas
no polares en las moléculas de SDS, exponiendo la cabeza polar al solven-
te donde su carga es neutralizada por los contraiones de sodio. Alrededor
de 1 kbar, el efecto hidrofébico se debilita permitiendo la exposiciéon de las
cadenas no polares. Con un mayor incremento en la presién, el sistema se
compacta, las cadenas no polares se asocian por una débil atracciéon y se
expone parte de su superficie al solvente sin una mayor restricciéon por parte
de las moléculas de agua. Al mismo tiempo, las cabezas polares se asocian
con sus contraiones produciendo una estructura mas compacta que favorece
el aumento del nimero de agregacion. Estos resultados se relacionan amplia-
mente con los resultados experimentales, que demuestran la perdida de la
estructura esférica y la presencia de estructuras lameloideas en alta presién
[7].

Con respecto a los efectos de la temperatura, nosotros observamos que
para bajas temperaturas se producen estructuras similares que en altas pre-
siones. Esto es explicado si consideramos que el efecto hidrofébico depende
de la contribucion entropica (—TAS) a la energia libre. Sin embargo, para
bajas y altas temperaturas la asociaciéon de solutos no polares no incrementa
la entropia del sistema pero si modifica la estructura de agregacion.

Finalmente, los procesos de variacién geométrica en la cinética de agre-
gacion observados en surfactantes anfifflicos son similares a los procesos de
desnaturalizaciéon de protefinas bajo la acciéon de la temperatura y la pre-
sion [38], brindando valiosa informacién para la compresion del plegamiento
proteico.
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Capitulo 4

Agregacion micelar en
surfactates no 16nicos

Introduccion

Las micelas pueden ser consideradas un prototipo de moléculas biolégicas
cuya forma se auto-organiza a partir del autoensamble de surfactates anfifili-
cos [1]. La estructura, funcion, termodindmica y dindmica conformacional de
estos sistemas son generalmente estudiados por perturbacién térmica, pre-
sién o por alteraciones en las condiciones de la solucién e.g. adicién de sales
o aditivos [2-5].

Un interés particular radica en los estudios por alta presiéon, ya que a
pesar de los datos experimentales sobre los efectos de la presiéon en micelas
y proteinas, aun no ha sido posible crear un marco de referencia que ex-
plique totalmente el proceso [5, 6]. Un punto particular de controversia se
da en los cambios de volumen en funcién de la presiéon. Segun el principio
de Le Chatelier el incremento de la presién es un proceso acompanado por
un cambio negativo en el volumen del sistema [7]. Aunque la magnitud de
cambio del volumen puede llegar a ser muy pequetio con el incremento de la
presion (i.e. en moléculas de tipo proteico) [6], algunos estudios confirman
que la magnitud del cambio podria estar relacionada con el tamano de las
cavidades presentes en el sistemal8]. Aun asi, este no es el inico parame-
tro que se ve influenciado con el aumento de la presiéon. Sin olvidar, que la
formacién de cavidades depende de la naturaleza quimica de la molécula y
que lo realmente complicado es la cuantificacién precisa de la contribucién
de aquellos parametros implicados en el cambio de volumen del sistema, i.e.,
hidratacion, interaccién hidrofébica, cavidades y electrostriccion.

A diferencia de la proteinas que se pueden desnaturalizar con el aumento
de la presion, los agregados micelares no se desnaturalizan al ser comprimidos
isotrépicamente y en algunos casos pueden presentar nuevos tipos de arreglos
conformacionales 9, 10]. Por tanto, en las micelas los efectos de la presion

69



70 CAPITULO 4. Agregacion micelar en surfactates no i6nicos

subyacen en aquellas interacciones capaces de reflejar los cambios ocurridos
en el limite de las fases con el incremento de la presion [9-11].

En el presente capitulo quisimos estudiar el ensamble de moléculas neu-
tras en agua, buscando representar el confinamiento geométrico y la reduc-
cion de volumen del sistema, para asi lograr una representacién real que
posteriormente nos permitiera obtener informacién fidedigna una vez el sis-
tema, es sometido en alta presién. Para esto, nosotros analizamos los efectos
de la presion en micelas de surfactante no i6nico, Triton X-100 (TRX100),
mediante simulaciones por Dinamica Molecular (MD)

Materiales y Métodos

Parametros de Optimizacién

Regién Hidrofilica
CH,- OA

Regién Hidrofdbica
CR1- C-CH,

\2

Figura 4.1: Molécula de TX100. Se observan las regiones hidrofilica e hi-
drofébica y el tipo de atomos implementando la nomenclatura de la libreria
Gromacs. La fraccién correspondiente a los tres primeros metilos de la cade-
na polioxietileno se clasificé dentro de la regiéon hidrofébica por razones que
se explican en el texto.

Debido a que las moléculas de surfactante de TX100 no se encuentran
incluidas en los campos de fuerza de Gromacs, nosotros desarrollamos y
optimizamos sus parametros moleculares con el fin de crea una micela capaz
de autoensamblarse. Para esto, se incluy6é dentro de la libreria de Gromacs
el campo de fuerza Gromos 53A6pxy+p calibrado y optimizado para éteres
y poliéteres [12].

Seguidamente, se construy6 una topologia molecular para el TX100 basa-
dos en los calculos por Mecanica Molecular (MM) del campo de fuerza Gro-
mos 53A6pxy+p ¥ optimizamos su geometria a partir de célculos mecénico
cuanticos (QM) con el nivel de aproximacion teérica B3LYP/6-311+G(d)
[13] implementando Gaussian03 [14]. Creando asi, una molécula de TX100
con 9,5 unidades de oxietileno, como se observa en la Figura 4.1, y cuyos
parametros son presentados en las Tablas 4.1-4.4.
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Tabla 4.1: Parametros usados en enlaces covalentes de TX100%.

Tipoi Tipoj by (nm) ky (105 kj mol~! nm~2)
CR1 CR1 0,139 10,8
CH,, CH, 0,153 7,15
CH, C 0,153 7.15
CR1 OA 0,136 10,2
CH,, OA 0,143 8,18

@ Se incluye la longitud del enlace by y la constate de fuerza de oscilacion del enlace kp .

Las constantes de fuerza son simétricas i1 — j = j — 4.

Tabla 4.2: Pardmetros usados para los angulos de TX100°.

Tipoi Tipoj Tipo k Angulo ¢q kg (kj mol~! rad=2)
C CH, C 109,5 520,0

CH,, C CH,, 109,5 520,0

CH, C CR1 109,5 520,0
C CR1 CR1 120,0 560,0

CR1 CR1 CR1 120,0 560,0

CR1 CR1 OA 120,0 560,0

CR1 OA CH, 111,0 530,0

OA CH, CH,, 111,0 530,0

CH, OA CH, 111,0 530,0

@ ¢o hace referencia a los angulos de enlace y kg a la constante de fuerza de flexién en ¢q.

Las constantes de fuerza son simétricas it —j —k =k —1¢ — j.

Como se puede observar en la Tabla 4.3, se presentan tres dngulos diedros
consecutivos e idénticos (indicados con el superindice ©) del tipo O —C —C —
O, organizados en una serie de tres conférmeros del orden gauche — gauche —
trans que se repiten a lo largo de las 9,5 unidades de oxietileno. Por su parte,
los angulos diedros del tipo C' — C — O — C (indicado con el superindice ),
solo presentan una unica conformacién en trans que se extiende a lo largo
del polioxietileno.

La seleccion y asignacion de los parametros para los dngulos diedros se
fundamenta en el trabajo de Funchs y colaboradores [12], quienes comparan
los perfiles de energia entre los angulos diedros O —C —-C -0y C —-C —
O — C para diéteres vecinales y poliéteres. Ellos demuestran, que cambios
progresivos en la conformacién de angulos diedros O —C —C — O de trans a
gauche, y de dngulos diedros C—C —O—C de gauche a trans, reproducen las
propiedades de hidratacién experimentales para este tipo de sistemas. Esto
es debido a que en los angulos diedros O — C — C' — O de un diéter vecinal
se induce una preferencia por la configuracién gauche en relacion a la trans,
“efecto gauche”, reduciendo la repulsion electrostatica oxigeno-oxigeno.
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Tabla 4.3: Parametros usados para los angulos diedros en TX100¢.

Tipo ¢ Tipoj Tipok Tipol kg, cos dgp m Mgy
C CH, C CH, 544 +1 3
CH,, C CH,, C 5,44 +1 3
CH,, C CRI CRl 418 1 2
CR1 CR1 OA CH, 7,11 -1 2
CH, CH, OA CH, 0,931 -1 1°
OA CH, CH,, OA 6,787 +1 3¢
OA CH, CH, OA 6,787 +1 3¢
OA CH, CH,, OA 6,787 -1 1€

% mgnp es el factor de multiplicidad, cos 64, coseno del cambio de fase y kg,

la constante de fuerza de torsion para el angulo diedro.

bLos parametros para los angulos diedros C' — C — O — C fueron seleccionados

para una Tnica conformacion en trans a lo largo del polioxietileno segiin la referencia [12].

¢ Los parametros para los angulos diedros O — C' — C — O fueron seleccionados

en tres conférmeros sucesivos, gauche — guache — trans , para las 9,5 unidades de oxietileno

presentes en la molécula de TX100 segtn la referencia [12].

Por otra parte, en la tabla 4 se detallan los grupos de cargas utilizados
en la molécula de TX100 para cada grupo de dtomos acorde al campo de
fuerza Gromos 53A60xy+p [12]. Asimismo, la asignacion de los grupos de
carga estd dada segun las regiones hidrofilica e hidrofébica en la, molécula
de TX100 (Ver figura 4.1). Para definir estas regiones, nos basamos en datos
experimentales por Resonancia Magnetica Nuclear (RMN), Espectroscopia
nuclear de efecto Overhauser 2D (NOESY), y Espectroscopia de Difusion
Ordenada por RMN 2D (DOSY) [15]. Por lo tanto, a pesar de que la molé-
cula de TX100 no presenta un limite hidrofébico e hidrofilico bien definido
[2, 15], los datos por NOESY 2D revelan la presencia de interacciones inter-
moleculares que correlacionan, las resonancias de los grupos metilo terminal
y los protones aromaticos de la region hidrofébica, p-ter-octil fenil, con los
tres primeros grupos metileno en la cadena de polioxietileno de moléculas
de TX100 adyacentes, durante el proceso de micelizacion [15]. Definiendo asi
estos tres grupos metilo como hidrofébicos.

Parametros de la Simulacion

En este trabajo se llevaron a cabo simulaciones por Dindmica Molecular
utilizando el paquete Gromacs 4.6.3 [16, 17| e implementando el campo de
fuerza Gromos 53A6pxy+p [12]. Como modelo de agua usamos el Simple
Point Charge (SPC/E) [18] y como modelo de estudio para autoensamble
micelar de surfactantes no iénicos en agua, creamos un modelo atémico de la
molécula de Triton X-100, tal como se explico en el apartado anterior (4.2.1).
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Tabla 4.4: Cargas parciales por d4tomo en TX100%.

Tipo i q (eV)

C 0,000

CH,, 0,000

CR1 0,000

OA 20,580

CH,, (enlazados a OA) 0,290

@ Las cargas parciales fueron asigandas segun la referencia [12].

Inicialmente, hidratamos una caja cubica de dimensiones X =Y = 7 =
11,826 nm con 200 moléculas de TX100 y 49034 moléculas de agua, total-
mente distribuidos al azar. El niimero de moléculas de TX100 usado en estas
simulaciones se seleccioné de acuerdo con los reportes del namero de agrega-
cion (Nag9) experimental observado en la formacion de este tipo de micelas;
el cual puede variar segtin la técnica, la concentracion, el pH y adicién de
sales [2-4, 15].

Posteriormente, se realiz6 una primera minimizaciéon de energia sobre el
sistema con el método Steepest Descent durante 5000 pasos; seguido de una
segunda minimizacion por el método Conjugate Gradient [27| para un valor
de convergencia, < 10 kJ mol~! nm™!.

Después de la minimizacién de energia el sistema fue acoplado a un bafio
de temperatura usando el termostato V-rescale [19], T = 300 K, en un
ensamble NpT con el barostato de Berendsen, p = 1 bar [20]. Las constantes
del tiempo de acople fueron de 1.0 y 0.1 ps para el barostato y termostato,
respectivamente.

Las interacciones de Lennard-Jones y las fuerzas electrostaticas fueron
calculadas dentro de una radio de corte de 1,0 nm. Por su parte, calculo
de las fuerzas electrostaticas se llevo acabo por el método de Particle-Mesh
Fwald (PME) [21]. El paso de integracion en las simulaciones fue de 2 fs,
manteniendo las restricciones topoldgicas para la longitud en los enlaces del
sistema utilizando el algoritmo LINCS [22]. En todas las simulaciones se
usaron condiciones periddicas de contorno en cada direccién. El tiempo de
simulacién para el autoensamble micelar fue de 100 ns.

Efectos de la presién

Una vez el sistema logra por si solo autoensamblarse, tomamos la nueva
micela como sistema de partida para estudiar el efecto de la alta presién.
Acoplamos el sistema micelar a incrementos progresivos de presion cada 200
bar hasta alcanzar los 4000 bar de presiéon. Cada incremento fue simulado
durante 20 ns (para un total de 400 ns), analizando los 5 ns finales de cada
valor de presién una vez el sistema logra el equilibrio.
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Resultados y Discusién

Autoensamble micelar

Como una primera validacién del modelo molecular propuesto para el
TX100 evaluamos la cinética de autogregacion y formacion de estructuras
micelares. Para esto, creamos una caja cubica de simulacién que contenia
agua y TX100 en una concentraciéon de 200 mM. La Concentracion Mice-
lar Critica (CMC) experimental para esta molécula oscila entre 0,15 — 0,25
mM [5, 23-25]. Debido al costo de calculo computacional que tiene simular
a escala atémica este tipo de sistemas en contracciones tan bajas, hemos
seleccionado 0,2 M de acuerdo a estudios en MD hechos por Yordanova y
colaboradores, en sistemas de la serie Triton X—100 y 114. Los cuales ob-
tienen excelentes resultados en la validacién de pardmetros como: el tamano
micelar, el niimero de agregacion y el coeficiente de particién, en funcién de
la temperatura y concentracion de surfactante [26].

La cinética de agregacion micelar es monitoreada en funcién del tiempo,
calculando el Area Superficial Accesible al Solvente (SASA) hidrofilica, hi-
drofébica y total. Como se observa en la figura 4.2 las micelas son formadas
durante los primero 20 ns de simulacién. Como es de esperarse, debido a que
la formaciéon de micelas es un proceso dominado por el efecto hidrofébico,
la cinética de agregacién parece ser dominada por la asociacién de la region
no polar en la moléculas de TX100, formandose el nucleo hidrofébico de la
micela rededor de los primeros 10 ns de simulacién.

Por su parte, la cadena de polioxietileno es expuesta al solvente y re-
quiere mas tiempo para compactase y estabilizar el sistema micelar. Esto
posiblemente es debido a su capacidad de asociacién con el agua, tomandole
mas tiempo establecer sus esferas de hidratacion.

Otro aspecto importante en el autoensamble micelar, es el andalisis del
ntmero de agregacion, N 444, y €l niimero de micelas (cluster), Noyy s, durante
el tiempo de simulacién. Para esto, utilizamos el algoritmo de agrupacién no
jerarquica GROMOS [28], el cual toma las estructuras con el mayor nimero
de vecinos como el centro del cluster y a partir de este re-define sus primeros
vecinos y calcula el tamano del cluster. El criterio de agrupacién es calculado
por medio de un radio de corte de distancia (r¢,:) entre estructuras. Asi, para
determinar la distribucién del tamafno de los agregados durante el tiempo de
simulacién usamos un re,: = 0, 35 nm.

En la figura 4.3A (Méximo N 444 ) v 4.3B (N 444 promedio) es evidente que
la micela se autoensambla. Una vez el sistema supera los 80 ns de simulacién
se forma una tnica micela con un Nygg = 200 moléculas de TX100. Asi
mismo, la figura 4.3C confirma lo observado en el analisis por SASA de
la figura 4.2, donde el ntimero de micelas o clusters desciende rapidamente
durante los primeros 20 ns de simulacién, formado un agregado con un N 44
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Figura 4.2: Cambios en el SASA durante el autoensable micelar. En el cua-
dro principal (linea negra) SASA total. En los recuadros superiores SASA
hidrofobico e hidrofilico (linea azul y roja, respectivamente). Los valores SA-
SA fueron calculados usando el algoritmo g_sas [16] con un radio de sonda
de 14 A.

méaximo de 150 monoémeros (Ver figura 4.3A). Sin embargo, a pesar de que
la micela de TX100 se agrega durante los primeros 20 ns de simulacién,
se observa un segundo descenso en su SASA una vez superados los 70 ns
(Ver figura 4.2), este hecho esta relacionado con el aumento en el nimero de
agregacion (Ver figura 4.3A y 4.3B) y la formacién de una tnica micela (Ver
figura 4.3C).

Por ltimo, si nosotros definimos la probabilidad, P;, de encontrar un
cluster de ¢ monémeros de TX100, como:

p="00 (4.1)

donde n(t) es el namero de agregados de ¢t monoémeros y N ndmero total
de monomeros. Entonces, n(t)/N es considerada como una frecuencia relativa
y P; satisface la condiciéon de normalizacion.

N
Y p=1 (4.2)
t=1

Por tanto, podemos calcular el ntimero de agregacién més probable du-
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rante el tiempo total de simulacién, que como se observa en la gréafica 4.3D
es de 150 mon6émeros.
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Figura 4.3: A y B ntmero méaximo y promedio de agregacién en micelas de
TX100 durante el tiempo de simulacién, respectivamente. En C, nimero de
cluster formados en funcién del tiempo. En D, El ntmero de agregacién mas
probable.

Definida la cinética de agregacion, el N 449 v €l Neyyst, quisimos analizar
algunos parametros estructurales en la micela. Asi, para obtener la geometria
del agregado usamos el parametro de excentricidad, € , definido como:

[ .
e=1- (4.3)
avg

donde I, es el momento de inercia a lo largo del eje principal de menor
magnitud y I,.4 es el promedio de los momentos de inercia para los tres ejes.
Los valores de evaluacion de €, van de 0 a 1. Asi, agregados con un € = 0
corresponden a formas altamente simétricas con geometria esférica. Por su
parte, altos valores de € corresponden a progresiones hacia formas elipticas
[26, 29, 30].

En la figura 4.4A, analizamos el comportamiento de £ en funcion del
tiempo observando que el factor de excentricidad durante toda la trayectoria
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Figura 4.4: Parametros estructurales. En A, factor de excentricidad. En B,
momento de inercia para los principales ejes de la micela. En C, Radio de
giro total (linea azul) y por ejes XYZ (lineas verde, roja y negra, respecti-
vamente). En D, momento de inercia calculado en B. Solo se observa los 20
ns finales de la trayectoria simulada, para un ntamero de agregaciéon de 200
monoémeros (Ver figura 4.3A).

oscila entre 0,2—0, 3. Por tanto, la geometria de agregacién no es totalmente
esférica y podria tratarse de un esferoide. Al analizar el radio de giro (Ry)
(Figura 4.4C) durante el tiempo de simulacion, observamos que el eje Z
tiene un comportamiento diferente a los ejes XY. Si nosotros calculamos a
partir del R, los ejes principales de inercia en la micela, podemos obtener
los semiejes a,b y ¢ y establecer una relacion entre los ejes. Asi, si hay dos
ejes largos de longitud aproximada y otro corto estaremos ante un elipsoide
en oblato. Por su parte, si uno de los ejes es largo y los otros dos mas
cortos (aproximadamente iguales) obtendremos un elipsoide en prolato [31]
(Ver figura 4.5). En la figura 4.4 B y D calculamos los momentos de inercia
durante el tiempo total de formacion de la micela (Figura 4.4B), observando
que una vez esta se autoemsambla hay dos ejes largos. Al llegar a los 80 ns
uno de ellos se hace mas corto, quedando tan solo un eje de mayor longitud
(Figura 4.4D), lo que parece indicar una posible transicion esfera-elipsoide
prolato, durante el tiempo de simulacién.
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Figura 4.5: Autoagregacion de moleculas de TX100. En A, condiciones de
partida con los monémeros distribuidos aleatoriamente. En B, configuracion
final de autoensamble donde se observa una micela en prolato. Se han remo-
vido las moléculas de agua del sistema para su mejor visualizacién.

Esta misma tendencia es observada en estudios por RMN NOESY, donde
al aumentar la agregacién micelar por efectos de la concentracion las micelas
esfericas cambian su forma a elipsoides [15]. Un efecto similar es observado en
estudios de simulacion con técnicas hibridas de MD-CG (Dinamica Molecular
de Grano Grueso) donde micelas de TX100 con Njgg > 140 se estabilizan
en forma de prolato [31].

Efectos de la presion

Para estudiar el efecto de la presion, hemos generado una micela por au-
toensamble usando el sistema TX100 — Agua en una caja de simulacién con
conformaciones totalmente al azar. Obteniendo asi, una micela con geome-
tria esferoide en prolato donde sus cadenas hidrofébicas se orientan hacia en
interior y son protegidas por una cubierta externa hidrofilica compuesta por
grupos éter (Ver figura 4.5).

En la figura 4.6A, podemos observar el efecto de la presion en la geometria
del sistema. Cuando la micela es sometida a altas presiones su valor de
excentricidad desciende por debajo de 0,1; indicando que con el incremento
de la presion la geometria de la micela tiende a ser mas esférica.

Asumiendo que en altas presiones la micela es esferica y calculando su
radio de giro como la media cuadratica de la distancia entre el centro de
masa y la superficie, podemos obtener el radio de la micela, R, en relacion
al Ry como [26, 30]:
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5
R, = \/;Rg (4.4)

En la figura 4.6B, podemos observar que el radio de la micela decrece
con el aumento de la presién. Sin embargo, en las regiones de baja presion
(< 1,5 kbar) y alta presion (> 1,5 kbar) se observan leves aumentos en el
radio de la micela. Por ejemplo, entre los 1 — 1,5 kbar hay un leve aumento
en el valor de Rs. Una vez se supera los 1,5 kbar de presiéon Rs desciende
nuevamente hasta ~2,2 kbar. Una vez aqui, su valor vuelve a incrementar
hasta alcanzar los 2,6 kbar.
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Figura 4.6: Efectos de la presion en la geometria de la micela. En A, calculo
de la excentricidad. En B, cambios en el radio de la micela. Los puntos de
colores y las barras de error, representan los valores promedio y la desviacién
estandar, respectivamente.
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Es evidente que existe una dindmica en R, cuando la micela es sometida
a altas presiones. Cuando nosotros calculamos las variaciones en el SASA
por efectos de la presién, notamos que los leves incrementos observados en
el radio de la micela son debidos al efecto del solvente (Ver figura 4.7).

420

SASA Total /nm®
|

| 1.000 2.000 3.000 4.000

23
=
|
==
L

360 —

SASA hidrofilico / nm®
1
Y
—&—
—a—
—e—
H—e—

1 1000 2000 3.000 4,000

40 _E“E

30 —_ \EMEE

i 3
20 — iii’i

SASA Hidrofdbico / nm?

\I—igigiiiii

I T I T I T I T I
1 1000 2.000 3.000 4000

Presian f bar

Figura 4.7: Efectos de la presién en el area superficial accesible al solven-
te, total (circulos verdes), hidrofilica (circulos rojos) e hidrofobica (circulos
azules). Los puntos de colores y las barras de error, representan los valores
promedio y la desviacién estandar, respectivamente.

En otras palabras, con el aumento de la presion el SASA total e hidrofilico
de la micela incrementa entre los 1 — 1,5 kbar; posteriormente desciende y
alrededor de los 2,3 kbar volvemos a observar un incremento en los valores.
Es importante notar que, y en comparacién con el SASA total, el SASA
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hidrofilico tiende a incrementar levemente con la presién. Por tanto, esto
parece indicar que las fluctuaciones en el Rg son debidas en su mayoria a
un incremento en la solvataciéon del area hidrofilica. Por su parte, el SASA
hidrofébico disminuye con el incremento de la presion v no evidenciamos un
posible contacto con el solvente. Debido quizés, al gran tamano de la regién
de cabeza de la micela (Ver figura 4.1, region hidrofilica) que resguarda el
ntcleo hidrofébico y dificulta el contacto con las moléculas de agua.

Un efecto similar se observa al estudiar la dindmica de solvatacion del
agua en micelas de TX100 y dodecilsulfato soédico (SDS) en alta presion, por
espectroscopia de fluorescencia resuelta en el tiempo. Donde, debido al alto
nimero de agregacién y a una mayor area en el grupo de cabeza, capaz de
formar una red de puentes de hidrégeno con el agua, se genera una esfera
de hidratacién de mayor espesor y mas organizada en micelas de TX100 en
relacién con las micelas de SDS. Lo que sugiriere diferencias en la estructura
de hidratacién al rededor de las micelas con el incremento de la presién
[1, 32].
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Figura 4.8: Funcion de distribucion radial, g(r), de los atomos de oxigeno
del agua al rededor de la region hidrofilica (4tomos de oxigeno del poliéter)
de la micela de TX100 en altas presiones. Las flechas indican la direccion
del incremento de la presion. En el recuadro inferior se detallan los cambios
de densidad cada 1,0 kbar. El valor ¢ de normalizacién hace referencia al
diametro de una molécula de agua (0,275 nm).



82 CAPITULO 4. Agregacion micelar en surfactates no i6nicos

Por lo anterior, quisimos confirmar si los incrementos en el SASA y el R,
podria estar asociado con la entrada de agua al interior de la micela. Para
esto, calculamos la densidad de moléculas de agua al rededor de la region
hidrofilica por medio de una funcién de distribucion radial, g(r). Como se
observa en la figura 4.8, el primer y segundo pico de la g(r) aumentan con el
incremento de la presion, indicando una mejor compactaciéon de las moléculas
de agua al rededor de la regién hidrofilica de la micela. Asi, a pesar de
que incrementos en la presién comprimen la micela reduciendo el ndacleo
hidrofébico (Ver figura 4.7), el incremento en el SASA total e hidrofilico es
debido al ingreso de agua al interior de la micela.
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Figura 4.9: Imagenes instantéaneas de la micela de TX100 a 0,1 kbar (A)
y 4,0 kbar (B). En la imagen se observa un corte transversal de la micela
(en amarillo), y las moléculas de agua a su alrededor (oxigenos en rojo,
hidrogenos en blanco).

De esta forma, las variaciones en el radio de la micela solo pueden ser
explicadas teniendo en cuenta la naturaleza de la region de cabeza del surfac-
tante. De manera tal, que los cambios en la esfera de hidratacion al rededor
de la region hidrofilica es la responsable de los cambios en la dindmica es-
tructural de la micela.

Estudios realizados en micelas de tipo C; E; (n-alquilpoli-oxietilen-eter)
por dispersion de neutrones de dngulo reducido (SANS) indican, que en altas
presiones los cambios en el volumen parcial de la micela estdn determinados
por la perdida de la esfera de hidratacion alrededor del poliéter [33]. Por su
parte Hara y colaboradores [25] sugieren que un efecto primario de las altas
presiones en micelas de TX100 es el cambio en la CMC, que a su vez esta
estrechamente relacionado con el ingreso de agua a la micela. En nuestras

simulaciones, este ultimo efecto se puede se inspeccionar visualmente en la
figura 4.9.
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Conclusiones

En el presente capitulo, nosotros generamos, optimizamos y validamos
la topologia molecular del TX100 que sirvié como modelo para la agrega-
ci6én y formaciéon de una micela no iénica, con pardmetros geométricos y de
agregacion acordes con los registros experimentales. Al final de 100 ns de
simulacién logramos obtener por autoensamble de monémeros libres una mi-
cela elipsoide en prolato con un nimero de agregacién mas probable de 150
monomeros.

Asi, una vez la micela es acoplada en alta presion se observd como la geo-
metria inicial sufre una transicion elipsoide-esfera y como su radio presenta
leves incrementos debido a cambios en la dindmica de solvatacion.

Como es sabido, la estructura del gua se ven fuertemente influenciada por
la presion, la cual genera anomalias en la geometria del agua liquida [34, 35].
De esta forma las primeras esferas de coordinacién alrededor del soluto son
desestabilizadas, se re-distribuyen los puentes de hidrégeno y la densidad
del agua cambia [35]. Por tanto, la perdida de la red de hidratacion y los
cambios de densidad llevan al agua a comportase como un liquido simple no
estructurado [36], y a penetrar al interior de la micela. Asi mismo, dadas
las caracteristicas moleculares de la micela de TX100, donde el gran tamano
de su regién hidrofilica de cabeza permite el ingreso de moléculas de agua,
como si se tratase de un elemento poroso.

A pesar de que en nuestras simulaciones no evidenciamos la exposicién
del nucleo hidrofébico hacia el solvente, si observamos que los cambios en el
radio de la micela estdn ifntimamente ligados con el ingreso de agua y que
este efecto se relaciona con los cambios en el volumen parcial de la micela
observados experimentalmente [5, 25].

Finalmente, aunque en nuestras simulaciones con TX100, y a diferencia
de aquellas con SDS en el Capitulo 3, nosotros no observamos cambios en
el N g4y de la micela por efecto de la presion. Esto es debido principalmente
al tamano del sistema el cual fue simulado a una concentracién mil veces
mayor a la CMC del surfactante y por lo tanto la caja de simulaciéon po-
dria no tener espacio suficiente para disgregar la micela y generar esferas
de hidratacién para cada uno de los mondémeros libres. En otras palabras,
haria falta un mayor ntimero de moléculas de agua que incrementarian el
costo computacional, y que no estamos en condiciones de poder afrontar con
nuestra actual capacidad de calculo. Aun asi, la dindmica de agregacion,
geometria y propiedades de solvataciéon han sido bien representadas por el
modelo en concordancia cualitativa con los datos experimentales.
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Capitulo 5

Modelo Proteico

Introduccion

La desnaturalizacién en frio de proteinas, principalmente aquella que se
da por la transicion del estado plegado-desplegado en funcién de las bajas
temperaturas, es una propiedad general de las proteinas globulares [1-4]. A
pesar de que los detalles referentes a la desnaturalizacién por bajas tempe-
raturas esta sujeto a debate, una de las mejores predicciones, hasta ahora,
la ofrece la ecuacion de Gibbs-Helmholtz la cual propone la disminucién de
la interaccién hidrofébica, incrementando asi la hidratacién de los grupos no
polares de la proteina a bajas temperaturas [1-3].

Uno de los problemas que presenta el estudio de la desnaturalizacién
por bajas temperaturas, es el acceso experimental al punto de transicién
de los estados plegado-desplegado para los modelos proteicos en estudio,
debido a que la transicién ocurre a temperaturas inferiores a los 0°C [2—4].
Por tanto, gran parte de los estudios modifican los sistemas usando agentes
desestabilizantes como elevados valores pH, desnaturalizantes quimicos, altas
presiones; combinado algunas veces con la insercién de mutaciones puntuales
que disminuyen la estabilidad de la proteina |5, 6].

La modificacion de los sistemas para los estudios por bajas temperaturas
surgieren cambios en las condiciones nativas del buffer que hacen muy dificil
extrapolar los resultados a condiciones fisioldgicas. Un adelanto significativo
a esta problemética experimental es la identificacién de la proteina, Yfhl,
cuya desnaturalizacién ocurre cerca de los 0° C en condiciones fisiologicas
[5-7], evitando uno de los problemas mas importantes en el estudio de la
desnaturalizaciéon por bajas temperaturas, el congelamiento del agua.

La proteina Ythl de Saccharomyces cerevisiae, es ortologa a la frataxina
humana, hfra, responsable de la enfermedad neurodegenerativa de Friedreich,
denominada, ataxia de Friedreich (FRDA) [8]. La FRDA es una enfermedad
autosoémica recesiva neurodegenerativa que afecta el sistema nervioso central
y periférico. El gen X25 ubicado en el locus FRDA del cromosoma 9q13 es el

89
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responsable de codificar los 210 aminoéacidos que conforman la frataxina en
humanos y que presenta homologos bien caracterizados en Escherichia coli,
Caenorhabditis elegans y Saccharomyces cerevisiae |6, 9].

Asimismo, las frataxinas son proteinas con caracteristicas inusuales de
union a hierro, por ejemplo la Yfh1 se une a dos iones de hierro. A diferencia
de otras proteinas que coordinan hierro a través de cisteinas y que pueden
ser co-ayudadas por histidinas y grupos acidos, las frataxinas lo hacen a
través de glutamatos y aspartatos expuestos a su superficie[10]. Estudios
indican que el aumento en la concentracion de hierro conlleva a la formacion
de agregados oligoméricos de hasta 48 subunidades de Yhfl capaces de unir
hasta 48 d4tomos de hierro. Esta capacidad de secuestrar &tomos de hierro de
forma no téxica, sugiere que la Ythl puede tener un funcionamiento similar
a la ferritina [11]. Por tanto, sin el correcto funcionamiento de las frataxinas
las células no serian capaces de soportar el estrés oxidativo que producen las
mitocondrias por el aumento de las concentraciones toxicas de hierro, el cual
es uno de los principales factores de causa para la ataxia de Friedreich [§].

La Yfhl se caracteriza por presentar la méas baja estabilidad térmica
por bajas temperaturas en comparacion con sus ortologos [12]. La resolucion
estructural de la Frataxina por espectroscopia de Resonancia Magnética Nu-
clear (RMN) [13] es consistente con el motivo o— 8 sandwich. Inicialmente la
regién N—terminal presenta 11 residuos no estructurados, mientras los resi-
duos 12 — 15 forman una hélice 319. Los 18 residuos de la regiéon N—terminal
son de naturaleza dindmica y es la regiéon de unién al dominio globular de la
proteina. El dominio globular esté formado por dos a—hélices terminales [re-
siduos 19—42 (H1) y 109—120 (H2)| orientadas en forma paralela. La region
de las hojas (3, esta formada por cinco hojas 3 antiparalelas entre los residuos
50—55 (S1), 60—65 (S2), 69—74 (S3), 79—84 (S4) y 88—94 (S5). Adicional-
mente una sexta hoja § formada por los residuos 97—100 (S6) que se conecta
a la hélice H2 por un loop de ocho aminoacidos, regién denominada dominio
S6—loop (Ver figura 5.1) [10, 13]. El bajo punto isoeléctrico de la Ythl, 4.34,
evidencia una carga neta negativa de —15, producto de los 23 residuos de
Asp y Glu presentes en la superficie de los elementos estructurales H1—S1 y
S2, de los cuales 11 residuos estdn altamente conservados entre los ortélogos
[13].

Materiales y Métodos

Las simulaciones por Dinamica Molecular (MD) fueron realizadas utili-
zando el paquete Gromacs 4.6.3 [14, 15] bajo el campo de fuerza Gromos
54A7 [16, 17]. Para los estudios de desnaturalizacion en frio utilizamos la
estructura de la frataxina de S. cerevisiae resuelta por RMN, disponible
en Protein Data Bank, codigo 2GA5 [13], usando como modelo de agua, el
Simple Point Charge (SPC/E) [18].
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Figura 5.1: Frataxina Yfhl. Los elementos estructurales de la proteina se
explican en el texto.

Sistemas de simulaciéon

Como sistemas de partida se crearon cinco cajas cubicas de simulacion,
con dimensiones X =Y = Z = 6,75 nm, las cuales contenian una molécula
de frataxina y 9630 moléculas de agua. Para bajas temperaturas se crearon
dos sistemas que se simularon a 215 K y 1 bar de presién. Las condiciones
de partida para uno de estos sistemas contenia agua en estado solido (hielo
Ip,) (Ver figura 5.2A). En los sistemas de simulacion restantes se utilizaron
moléculas de agua ubicadas aleatoriamente y en estado liquido (Ver figura
5.2B). Asi, el segundo sistema de bajas temperaturas fue simulado a 215
K en agua liquida. Como sistema control, se simulo la frataxina a 293 K.
Adicionalmente, simulamos para altas temperaturas un sistema a 323 K. Los
sistemas anteriormente mencionados a 1 bar de presiéon. Para altas presiones,
la frataxina fue simulada a 3 kbar y 293 K (Ver Tabla 5.1).

El valor de baja temperatura para la simulacion fue elegido segtn la tem-
peratura de fusiéon del modelo SPC/E, 215 K [19, 20]. Asimismo, la tempera~
tura del sistema control se asigné dada la temperatura de maxima estabilidad
experimental de la frataxina, ~293 K [5,26].
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Figura 5.2: Configuracién inicial de los sistemas simulados. En A, se repre-
senta la frataxina dentro de una caja con agua en estado solido, hielo I, a
215 K y 1 bar de presién. En B, frataxina en agua liquida ubicada aleatoria-
mente. Esta configuraciéon fue usada como sistema de partida para 215, 293
y 323 K a 1 bar de presién y para el sistema 3 kbar a 293 K.

Metodologia de Simulacién

Sobre los sistemas de simulacién se realiz6 una primera minimizacién de
energia por el método Steepest Descent durante 5000 pasos y una segunda
minimizacion por el método de Conjugate Gradient [21] para un valor de
convergencia, < 10 kJ mol~! nm~'. Durante la minimizacién de energia se
restringio la posicion de los atomos del Backbone (esqueleto peptidico) de la
proteina, usando una constante harménica de 1000 kJ mol~! nm~! en cada
direccién Cartesiana, permitiendo la organizaciéon del solvente alrededor de
la protefna.

Después de la minimizacién los sistemas fueron acoplados a un bano
de temperatura, usando el termostato V-rescale [22| sin acople de presion,
ensamble NVT, manteniendo la restricciéon de posicién sobre los atomos del

Tabla 5.1: Informacion resumida de los sistemas de simulacién generados
para la frataxina.

Sistemas Temperatura Presiéon Distribucién del agua Fase del agua

(K) (bar)
Ice I, 215 1 Hexagonal Solida
215 K 215 1 Aleatoria Liquida
293 K 293 1 Aleatoria Liquida
323 K 323 1 Aleatoria Liquida

3 kbar 293 3000 Aleatoria Liquida
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backbone en la proteina, durante 5 ns. A continuacion, aun manteniendo la
restriccion, los sistemas fueron acoplados a 1 bar de presiéon, ensamble Np'T,
durante 5us.

Seguidamente, eliminamos la restriccién de posiciéon sobre el backbone
proteina. Los sistemas fueron simulados en un ensamble NpT para las corres-
pondientes temperaturas, usando el barostato de Parrinello-Rahman [23].
Las constantes del tiempo de acople para el barostato y termostato fueron
de 1.0 y 0.1 ps, respectivamente. El tiempo de simulacién de cada sistema
fue de 500 ns.

Las interacciones de Lennard-Jones fueron calculadas dentro de una radio
de corte de 1,0 nm. Para el cdlculo de las fuerzas electrostaticas se utilizo el
método de Particle-Mesh Ewald (PME) [24]. El paso de integraciéon en las
simulaciones fue de 2 fs, manteniendo las restricciones topolégicas para la
longitud en los enlaces de la proteina utilizando el algoritmo LINCS [25]. En
las simulaciones se utilizaron condiciones periédicas de contorno en todas las
direcciones.

Es muy importante resalta que para los andlisis de nuestras simulaciones
hemos eliminado la regién laxa no estructurada de la frataxina, comprendida
desde el residuo 1 al 18, con el fin de minimizar el ruido en nuestros analisis,
va que esta region presenta un moviendo aleatorio que sobrestima la fluctua-
cion conformacional de la proteina. Hecho constatado en una anélisis previo
de los resultados.

Resultados y Discusiéon

Nosotros presentamos para el estudio de la desnaturalizacién proteica en
frio y por altas temperaturas, como sistema de simulacién, la frataxina Yfh1
en solvente explicito. Para esto planteamos un sistema con agua estructurada
hexagonalmente del tipo hielo I, basados en el concepto del efecto hidrofo-
bico, donde la estructuracién del solvente es muy importante para que este
se lleve acabo. Dado que la frataxina es la primera proteina en reportar des-
naturalizacion a 0° C de manera natural [7], quisimos analizar los cambios
estructurales que esta sufre al estar sometida a la temperatura de fusién. De
igual forma, realizamos nuestros andlisis en sistemas en agua liquida a 215,
293, 323 K, esta ultima para estudiar la desnaturalizacién por altas tempera-
turas, asi como en altas presiones, donde sometimos la frataxina a presiones
hidrostaticas de 3 kbar.

Analisis Estructural

Para el analisis de las trayectorias nosotros utilizamos el tiempo total,
500ns, de cada una de las simulaciones, las cuales se realizaron para cinco
diferentes configuraciones: (i) 215 K, agua solida en hielo I}, (Ice I); (ii) 215
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K, agua liquida; (7i7) 293 K, agua liquida; (iv) 323 K, agua liquida; hasta
aqui los cuatro primeros sistemas a 1bar de presion, (v) 3 kbar, agua liquida
a 293 K (Ver figura 5.2).

Inicialmente analizamos el efecto de la temperatura y la presién sobre
la estructura global de la proteina, para esto monitoreamos la Raiz de la
Desviacion Cuadratica Media (RMSD) de los atomos del backbone durante el
tiempo total de simulacion (Ver figura 5.3). Este anéalisis nos permitio evaluar
la divergencia estructural de la proteina durante el tiempo de simulacién en
relacién a su estructura inicial de referencia obtenida del PDB.

0,6

I I I I I
0 100 200 300 400 500
Tiempo / ns

Figura 5.3: Raiz de la Desviacion Cuadratica Media (RMSD) en los 4dtomos
del Backbone de la frataxina para cada condicién simulada. El andlisis se
llevo acabo durante el tiempo total de simulacién y en relaciéon a su estructura
inicial de referencia obtenida por RMN [13]

La proteina a 215 K en Ice I, presenta una desviacién inicialmente cre-
ciente hasta ~ 240 ns, adoptando una conformaciéon mas estable alrededor
de los 0,38 nm (Ver figura 5.3). Sin embargo, cerca de los 100 y 200 ns el
sistema parece tener conformaciones levemente estables que va explorando
durante la simulacion. Cerca de los 420 ns, observamos un leve aumento del
RMSD cerca de los 0,4 nm. Esto se puede ver mas claramente en la figura
5.4, donde la Raiz Cuadratica Media (RMS) de la distribucion de los pares
de atomos que definen la estructura, muestra que la proteina en Ice Iy, pre-
senta 4 poblaciones bien definidas a 0,11; 0,16; 0,19; 0,24 nm de distancia de
la estructura de referencia durante el tiempo de simulaciéon. E1 RMSD del
sistema a 215 K converge alrededor de los 0,36 nm después de los 200 ns
(Ver figura 5.3) y se observo la distribucion de sus valores de RMS centrado
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en dos poblaciones muy proximas a 0,09 y 0,13 nm (Ver figura 5.4), con una
pequena poblaciéon no muy bien definida cerca de los 0,18 nm. Asimismo,
el sistema 215 K mostré una menor distribucion de sus valores RMS (de
0,4 a 2,4 nm) en comparacion con el sistema Ice I, (0,4 a 3,4 nm) lo que
indica una mayor estabilidad en 215 K en relacién a la proteina en Ice Ij.
El sistema a 293 K present6 un RMSD bastante estable durante el tiempo
de simulacién, alcanzando durante los primeros 20 ns un valor de RMSD de
0,4 nm que se mantendra hasta los 450 ns, donde seguidamente evidencia-
mos un leve aumento hacia 0,42 nm (Ver figura 5.3). Sus valores de RMS
muestran dos poblaciones definidas en 0,14 y 0,22 nm (Ver figura 5.4). Para
323 K, nosotros observamos la mayor distribucion de los valores RMS, desde
0,8 hasta 4,2 nm, con la presencia de una poblacién definida a los 0,28 nmn y
otra no tanto a los 0,15 nm. Acorde con el RMS; el anélisis por RMSD para
este sistema mostrd el valor mas alto, que oscila alrededor de los 0,48 nm.
Por ultimo, en RMSD para sistema en alta presion, fue estable durante la
simulacion, con un valor de desviacién de ~ 0,38 nm, lo cual concuerda con
el RMS que mostro la existencia de un tinico grupo bien definido en 0,14 nm
vy uno muy leve a 0,19 nm.

Ldx10’ PR

1,2><107—: — 3kbar |
] — 323K [
1,0x107 203K
so><10"—: — 215K |

=1 ] Ice I,
< 60x10° o
4,0><10"é 7
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0F——L= r—r+ v 1 v v Tt 1 T T r r T T r T 7T :
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RMS / nm

Figura 5.4: Distribucion de las distintas conformaciones en relacién a las
distancias mostradas en el RMSD de la figura 5.3

Es de remarcar, que el sistema Ice Iy, presenta una mayor fluctuacion en
relacién al sistema a 215 K en estado liquido, esto es debido posiblemente
a la transicién que realiza el agua de estado sdlido a liquido durante la
simulacién, originando una mayor perturbacién en la estructura proteica.
Por otra aparte, el sistema a 293 K presenté un RMSD estable tal como se
indica experimentalmente para esta temperatura [5, 26]. Como es de esperar
el sistema con mayor perturbacién térmica, 323 K, presenté los mayores
valores de RMSD y RMS. Sin embargo, este ultimo indica una predilecciéon
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del sistema por una conformacién bien definida, efecto muy parecido a lo
ocurrido en alta presiéon solo que con valores menores de RMSD y RMS.
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Figura 5.5: Analisis del contenido de estructura secundaria durante el tiempo
total de simulacion usando las definiciones del DSSP [27]

Teniendo en cuenta los analisis anteriormente expuestos, hemos mostra-
do que la frataxina presenta variaciones conformacionales en funcién de la
temperatura y la presién. Para determinar si los sistemas estan presentando
procesos de desnaturalizacién evaluamos el contenido de estructura secun-
daria utilizando las definiciones del Dictionary of Secondary Structure for
Proteins (DSSP) [27].

En la figura 5.5 representamos la evolucion temporal del recuento total de
los residuos que hacen parte de los diferentes tipos de estructuras secundarias
presentes en la frataxina para cada una de las condiciones simuladas. En un
primer anélisis podemos observar en la frataxina a 323 K, que el recuento de
residuos de la estructura total (Calculada como la sumatoria de los residuos
de a—hélice + Hoja 8 + Puente 8 + Giro) empieza a disminuir después de los
250 ns de simulaciéon. Esto puede analizarse con mas detalle en la Tabla 5.2,
donde se observa para 323 K el menor valor de estructura total en relacion
a las condiciones simuladas, siendo notoria la perdida de estabilidad de las
a—hélices y las hojas § durante el tiempo de simulacién; lo que explicaria
su alto valor de RMSD. En relacién a los demés sistemas simulados, estos
presentan un recuento de estructura total sin cambios significativos (Ver
tabla 5.2). Sin embargo, el sistema a 3 kbar presenta el mayor ntimero de
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Tabla 5.2: Valor promedio del nimero de residuos que conforman las estruc-
turas secundarias adoptadas por la frataxina en las diferentes condiciones
simuladas.

Ice I, 215K 293 K 323K 3 kbar
Estructura 74,77 74,64 74,52 68,96 74,81

Hojas 3 24,52 28,67 27,72 2420 27,15
Puente 3 2,09 0,9 1,37 1,43 1,12
Giro 12,47 11,13 9,76 10,53 7,91

Hélice o 35,67 33,94 35,66 32,80 38,63

residuos en las a—hélices, indicando una mayor estabilidad con el aumento
de la presion. En relacién a sus hojas (3, estas permanecen invariantes en
relacién al sistema control a 293 K. Por otra parte, las hojas S son méas
estables a 215 K en relacion a todas las condiciones simuladas, pero presenta
una disminucién en la estabilidad de sus a—hélices. Caso contrario ocurre
en Ice Ij, donde observamos a—hélices estables y hojas § inestables.

Es importante notar que el sistema control no presenta variaciones sig-
nificativas en su estructura, permitiendo una adecuada comparacién entre
sistemas. De igual forma, no evidenciamos perdida de la estructura secun-
daria en ninguna de las condiciones simuladas, debido a que este proceso
requiere mas tiempo de simulacién, pero si una tendencia en el comporta-
miento de la proteina bajo cada condicién simulada que iremos explorando
en los siguientes apartados.

Analisis de Movilidad

Como es de esperar la movilidad de los 4tomos en la proteina aumenta en
relacién directa con la temperatura. Por tanto, nosotros comparamos la Raiz
de la Fluctuacion Cuadratica Media (RMSF) de los atomos del backbone
para cada residuo de la frataxina en las cinco condiciones simuladas (Ver
figura 5.6).

Nosotros observamos que el patrén de fluctuacion en Ice Ij, es mas alto
de lo que se esperaba, superando el sistema a 215 K. Sin embargo, la region
N—terminal de H1, comprendida entre los residuos 28—38 presenta baja
fluctuacién, lo que podria interpretarse como una persistencia a mantener su
formacion en a—hélice. Contrario a esto, H2, presenta una mayor fluctuaciéon
de los residuos C'—terminales, aunque la region con estructura secundaria
que presenta la mayor fluctuacién corresponde a los tltimos residuos, 40—42,
presentes en H1. Seguidamente, encontramos una region laxa (loop) de union
a la primera hoja (3, S1, que presenta el mayor valor de fluctuacién para este
sistema (Ver figura 5.6). Para las estructuras en hojas (3, S3 presenta la
mayor movilidad y en menor medida S4 y S5.

Al comprar estos resultados con el sistema a 323 K, observamos un au-
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Figura 5.6: Raiz de la Fluctuacion Cuadréatica Media (RMSF) de los atomos
del Backbone en la frataxina.

mento en la fluctuaciéon de H1, que inicia desde el residuo 34 y se extiende
hasta el residuo 54 de S1. Asi mismo, S1 presenta una alta fluctuacién en
todos sus residuos (50—55), lo que parece indicar una tendencia a perder
la estructura de hoja B. De igual forma, S2, S3, S4 y S5, presentan una
mayor movilidad en las regiones C'—terminales que estdn en contacto con
los giros de unién a hojas 8. Por ultimo, la regién H2, presenta una movi-
lidad creciente desde la region C—terminal hasta la N—terminal, indicando
posiblemente, su tendencia hacia la desnaturalizacién. Cabe destacar que la
regiéon comprendida entre los residuos 120—123, son residuos terminales no
estructurados y de alli sus altos valores de fluctuacion, en especial para los
sistemas con mayor movilidad térmica.

Los resultados observados en nuestra simulacién, para los sistemas en
alta y baja temperatura, son acordes con los resultados experimentales |7,
26|, donde la frataxina a bajas temperaturas presenta una persistencia de
a—hélice en H1, mientras que en altas temperaturas H1 no mantiene su
estructura local. Sin embargo, para ambas temperaturas hay una mayor per-
sistencia de H1 en relaciéon con H2, al igual que en nuestras simulaciones. Por
otra parte, aunque las hojas 8 se despliegan completamente en ambas tem-
peraturas, en nuestras simulaciones esta tendencia es mas evidente a 323 K,
donde S1 muestra altos valores de RMSF para todos sus residuos. Aun asi,
todas las hojas f3, a excepcién de S6—loop, mostraron altos valores de RMSF
en sus residuos C'—terminales, tendencia que en Ice Ij, solo se evidencia en
S3 v S4.

En la totalidad de la estructura el sistema a 293 K se mantiene estable,
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con un aumento de su RMSF en la region C—terminal de S3 y como es de
esperarse por la fluctuacion térmica, en los residuos 120—123. Por su parte
215 K presento valores de RMSF bajos, pero con patrones de fluctuacion
similares, en algunas regiones, a 3 kbar. Al analizar este ultimo sistema, es
evidente que el aumento de la presién restringe la movilidad de los residuos
en la proteina. Curiosamente desde el residuo 19 hasta el 60 observamos un
patrén de fluctuacion similar a 215 K. Aun asi, el sistema a 3 kbar tiende a
ser levemente mas fluctuante. H1 presenta menor RMSF que H2, y al igual
que 323 K, la region C—terminal de union a los giros de S2,53,54 y S5 son
las que presentan mayor fluctuacion.

Hasta ahora nuestros analisis parecen indicar, que las regiones en hojas
5 presentan similitudes en el comportamiento de sus residuos para las dife-
rentes condiciones simuladas, en tanto que las a—hélices tienden a mostrar
patrones de diferenciacion.

T | | Akbar |

] — 323K |
S

g 1 355 \Mll J"M_ | .;'Mlurllf"m 'Il\ M 'W'Ml"wl Ipl MI | - IIce Ifl ( 7
1,3{ 7
1,25:|.,, ..:

I I
300 400

Tiempo / ns

Figura 5.7: Calculo del Ry de la frataxina en las diferentes condiciones simu-
ladas.

Adicionalmente, analizamos el Radio de Giro (Rgy) de la frataxina para
cada una de las condiciones simuladas. Nosotros observamos que el R, se
ve disminuido con el aumento de la presion (Ver figura 5.7). Este resulta-
do sugiere que el sistema bajo esta condicién ve disminuida su movilidad al
compactarse, de all{ la restriccién en la movilidad de sus residuos observada
en el RMSF de la figura 5.6. Una tendencia similar la observamos en el siste-
ma a 323 K, que a pesar de presentar una alta fluctuacién en el R, durante
el tiempo de simulacién, (al igual que RMSD, el R, indica que el sistema
posiblemente explora una variedad de estados conformacionales), cerca de
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los 300 ns observamos que el sistema ve reducido su R, de aproximadamente
1,36 nm a 1,32 nm. En comparacién con los sistemas a bajas temperaturas,
en especial Ice Ij, que presenta el valor mas alto de Ry, este parece indicar
que la frataxina a bajas temperaturas se expande.

Nuestros resultados por simulacién son similares a los resultados expe-
rimentales reportado por Schuler y colaboradores [28], donde la frataxina
disminuye su Ry con el aumento de la temperatura. Por tanto, durante la
desnaturalizacién por calor ocurre un colapso en la estructura que disminu-
ye su Ry, mientras que en la desnaturalizacion en frio la expansiéon de la
proteina es la responsable del aumento en el Ry.

Las variaciones conformacionales analizadas hasta ahora, muestran que
existen caracteristicas diferenciables entre la desnaturalizacién térmica y por
presiéon. Sin embargo, parecen haber similitudes entre la desnaturalizacion
por bajas temperaturas y la desnaturalizacién por presién. Para corroborar
de manera més detallada, si existen similitudes entre los diferentes métodos
de desnaturalizaciéon nosotros realizamos un anélisis de las trayectorias que
nos permitié estudiar el comportamiento esencial de nuestra proteina.

AnAlisis por Dindmica Esencial

Con el objetivo de realizar una evaluacién detallada de los movimientos
relevantes ocurridos en nuestras dindmicas, nosotros analizamos las trayec-
torias por medio de Analisis de Componentes Principales (PCA). Con este
andlisis, es posible obtener de forma detallada la direcciéon y la amplitud
de los movimientos proteicos implicados en los cambios conformacionales de
la proteina [29]. Asi, podemos obtener los movimientos esenciales de nues-
tra proteina durante la simulacién. En otras palabras, podemos describir su
Dinamica Esencial (ED).

Para este andlisis hemos agregado un nuevo sistema de simulacién, que
inicia con la frataxina en la misma configuracion inicial de los sistemas re-
presentados en la figura 5.2B, donde mantuvimos invariantes los procesos de
minimizaciéon de energia y ensamble NVT con restricciéon de posicién sobre
los 4tomos del backbone en la proteina. Una vez estabilizado el sistema, fue
acoplado a un rango de presion de 1 bar a 3 kbar (Pg1-30kbar), €n pasos
crecientes de 100 bar, donde el sistema se simul6 para cada presion durante
10 ns, obteniendo un total de 310 ns de simulacién. La Metodologia de Si-
mulacidn se mantuvo tal y como se presenta en la seccién 5.2 de Materiales
y Métodos .

Para el PCA nosotros diagonalizamos las posiciones atomicas de los Ca
en una matriz de covarianza durante todo el tiempo de simulacién. Cada
elemento de la matriz de covarianza C esta representado por:

Cij = (@ — (@) {aj — (q)), (5.1)
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donde ¢; y g; son las coordenadas de los atomos i y j. Con esto obtene-
mos la proyecciéon de la trayectoria en autovectores con sus correspondientes
autovalores.

Con el calculo de los autovalores nosotros podemos obtener la contribu-
cion de la fluctuacion de cada componente principal (PC) a la fluctuacion
total en la proteina. La figura 5.8 muestra el porcentaje de varianza acumu-
lada que aportan los 100 primeros componentes principales de cada sistema
simulado, o dicho de otra manera la contribucién de cada componente al
movimiento total de la proteina.
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Figura 5.8: Porcentaje de varianza acumulada para los 100 primeros com-
ponentes principales calculados. Cada componente muestra la contribuciéon
acumulada al movimiento total de la proteina.

Nosotros seleccionamos como relevantes para nuestros andlisis los cinco
primeros componentes (mayor amplitud) que representan al rededor del: 82 %
de los movimientos en Ice I, 65% en 215 K, 66 % en 293 K, 65% 323 K,
61% en 3 kbar y 66 % en Pg1_30kber. Es interesante notar que el primer
componente del sistema Ice I, representa el 61,12% de los movimientos en
la frataxina, siendo el valor més alto para este componente en relacion a
todos los sistemas simulados.

Obtenido el subespacio esencial, responsable de los movimientos que ocu-
rren en nuestras dindmicas, proyectamos dentro de los primeros cinco compo-
nentes cada una de las trayectorias representadas en RMSF de la figura 5.9.
Los patrones de fluctuacion obtenidos por la proyeccion de las trayectorias
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muestran que el primer componente, PC1, para todos los sistemas, ha excep-
cion de Po 13 okpar, presentan fluctuaciones en sus residuos muy similares a
las obtenidas para el RMSF del backbone de la proteina de la figura 5.6. No
obstante, es importante notar que (i) la fluctuacion de los residuos pertene-
cientes a la primera a—hélice en Ice I}, es la mayor en relacién con los otros
sistemas, y (i7) en los primeros dos PCs recae la mayor fluctuacion atémica
de los sistemas simulados (Ver figura 5.9). Si bien, el sistema P 1_3 oxpar 1O
presenta una fluctuacién dominante en ninguno de los cinco PCs analizados,
debemos tener presente que el aumento de la presién restringe la movilidad
de los 4tomos, tal como se observa en el sistema 3 kbar, lo cual no impide que
podamos seguir analizando los cambios estructurales que puedan presentar
la frataxina bajo estas condiciones.

Por tanto, centramos nuestros andlisis de movimientos esenciales en la
proteina, en el aporte de los dos primeros componentes para cada condicién
simulada.

Como evaluacién control de nuestros analisis por ED, analizamos la corre-
lacion de los movimientos difusivos en random (Aleatorios) con el movimiento
de la proteina por medio del Contenido Coseno en los dos primeros compo-
nentes. Este andlisis permite determinar si el movimiento representado en
cada PC durante la simulacién es un proceso aleatorio. Por tanto, si el con-
tenido coseno es cercano a 1, los movimientos observados son representativos
de una distribucién en random [30].

De esta forma, el contenido de coseno, C;, del componente principal, p; ,
es obtenido por [31]:

s = % ( / cos(mt)pi(t)dt>2 ( / pf(t)dt)l, (5.2)

donde t es el tiempo total de simulaciéon. Adicionalmente por medio del
andlisis de contenido coseno podemos obtener informacioén acerca de los cam-
bios conformacionales que ocurren en la proteina durante la MD [32].

En la figura 5.10 nosotros evaluamos el contenido coseno en funcion del
tiempo, observando en PC1 que el sistema a 323 K presenté el mayor valor
de los sistemas simulados cerca de los 100 ns (~0,47) para después caer a
valores muy cercanos a cero pasado este tiempo. Seguidamente, cerca de los
250 ns, los sistemas a 215 K y 3 kbar presentaron valores coseno de 0,45 y
0,39 respectivamente. Por su parte el sistema Ice I tuvo un valor de 0,22
cerca a los 200 ns, mientras que el contenido coseno del sistema control, 293
K, fue muy bajo durante toda la simulaciéon. Es importante senalar que la
variacion en estos picos coinciden con los periodos de variacion del RMSD de
la figura 5.3, confirmando asi las transiciones conformacionales en la proteina
que venimos evidenciando en el contenido de estructura secundaria y R, de
cada condicién simulada.

Por su parte, en PC2 observamos que el contenido coseno es més alto en
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Figura 5.10: Contenido coseno en los dos primeros PCs en funcién del tiempo.
Linea naranja, Ice Ip; linea azul, 215 K; linea verde, 293 K; linea roja, 323
K; y linea negra, 3 kbar.

los sistemas de bajas temperaturas y alta presion, llegando hacer, cerca de
los 350 ns, de 0,77 en Ice I, v 0,44 en 3 kbar.

Dado que el sistema frataxina acoplado a presion creciente, (Po 1-3 okbar);
presenta una escala de tiempo diferente a los sistemas anteriormente expues-
tos v una presién variante durante el tiempo de simulacién, hemos analizado
el contenido coseno de este sistemas en funcién de la presion. En la figura
5.11A, se observa en PC1 un primer aumento del contenido coseno a los 700
bar, para después caer casi a cero. Unas vez alcanzado los 1700 bar el conte-
nido coseno empieza a incrementar levemente hasta tomar su méaximo valor
(0,50) a los 2300 bar. Esto parece indicar que la frataxina sufre una transi-
cion antes de los 1000 bar y una segunda pasados los 2000 bar, tal como se
evidencia en el Ry de la figura 5.11B. De igual forma, el Ry parece indicar
que la proteina sufre un proceso de compresién y expansion en funciéon de la
presiéon. Por ultimo en PC2 el contenido coseno llegar a ser mas alto que en
PC1 0,64 a 1200 bar.

Finalmente, nuestros anélisis por contenido coseno permiten obtener in-
formacién de los cambios conformacionales ocurridos durante las MD, indi-
cando que los tiempos de simulacién son éptimos para evidenciar la conver-
gencia de los movimientos colectivos en las estructuras, lo cual es indicador



5.3. Resultados y Discusién 105

>

Contenido Coseno

8 8
= ]

¢
T U
n 0
[ -

ﬁ
[=]
.
1 1 1
. ]

T
1

. |
.

"
’
5
]
N
L]
v
]
.
.
-
s
.
4
o
[ ]
e
! -
"
n
»

L3+ —— T T
0 500 1.000 1.500 2.000 2.500 3.000

Presion / bar

Figura 5.11: Frataxina acoplada a presiéon creciente de 1 a 3000 bar con

incrementos cada 100 bar. (A) Contenido coseno en los dos primeros PCs.
(B) Radio de giro.

de un buen muestreo en cada una de las condiciones simuladas |30, 31].

Movimientos Esenciales

Nosotros analizamos los movimientos dominantes en nuestras simulacio-
nes proyectando las trayectorias dentro de los dos primeros componentes
para cada condicién simulada, representando en la figura 5.12, las proyec-
ciones de las estructuras promedio en PC1 y PC2. En esta representacion
la direccién de los movimiento de cada Ca provee una proyeccién extrema
para los dos componentes, donde los autovectores de cada Ca (direccion) son
proporcionales a la magnitud de sus autovalores (amplitud). En un primer
analisis observamos que los movimientos en los dos primeros componentes
varian en cada sistema. Sin embargo, estos presentan una tendencia relacio-
nada, primero, con el cierre y apertura de la estructura y segundo, con el
movimiento giratorio de sus hélices.

EI PC1 en Ice I, mostré en H1 un movimiento rotativo que relaja y abre
la hélice. Igualmente se observo alta actividad en las hojas S3, 54 y S5 que
tienen a separarse entre ellas. Por su parte, en PC2 observamos una expan-
sién en la estructura que aleja las a—hélices. Estos movimientos concuerdan
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con lo analizado en el Ry y el RMSF de la figura 5.7 y 5.9, respectivamente.
Por su parte a 215 K, observamos que en PC1 la frataxina tiende a abrir sus
hojas S4 y S5. En las a—hélices evidenciamos movimientos de flexién que os-
cilan entre el acercamiento de H2 con la regiéon C—terminal de H1, mientras
la region N—terminal en H1 se aleja de las hojas S6- S5, esto explica la dina-
mica de su de Ry (Ver figura 5.7). En PC2, H2 tiende a rotar y abrir su region
C—terminal, mientras S1 y S2 tienden a separarse. A 293 K, no observamos
movimientos relativos a la rotaciéon de las a—hélices y separacién de las ho-
jas B. Tal como observamos en el RMSF de la figura 5.9 la zonas de mayor
fluctuacién y por ende de mayor movimiento son las zonas laxas de unién
entre H1-S1, S1-52, S3-S4 y S6-H2 y los residuos C—terminales no estruc-
turados en H2, que presentan alta amplitud en sus movimientos; ademas de
un desplazamiento paralelo entre las a—hélices, sin evidenciar acercamiento
o distanciamientos entre ellas. En PC2 se observan movimientos similares
a PC1 solo que en sentido opuesto y en menor amplitud. Este comporta-
miento en 293 K es de esperarse ya que bajo esta condicién la estructura
presenta la mayor estabilidad. En el caso de la frataxina a 323 K, para PC1
observamos que H1 es més estable durante el tiempo de simulacién, por su
parte en H2 el movimiento de rotacién tiende a abrir su estructura cerca de
la region N—terminal, mientras que las hojas 8 S1 y S2 tienden a separase.
Asi mismo, la region C—terminal de H2, al igual que en 293 K y debido a
la fluctuacion térmica, presenta altos valores de fluctuacion (Ver figura 5.9)
as{ como una alta amplitud en sus movimientos. PC2 por su parte, en H1
presenté movimientos de rotacién que abre la estructura cerca de su regién
C—terminal al igual que una elevada amplitud en los movimientos entre el
loop de unién H1—-S1 y S6-loop—H2.

FEn los anélisis por alta presién para el sistema acoplado directamente a
3 kbar, observamos en PC1 un movimiento de curvatura en H1 debida a la
compresion, lo cual concuerda con su bajo Ry (Ver figura 5.7). Por su par-
te H2, presenté6 movimientos de rotacién antihorario, mientras las regiones
laxas de la estructura se compactan, lo que tiende a deformar las hojas 8
52, S3, 54, y 85, que presentan mayor fluctuacién en el RMSF de la figura
5.9. Por su parte PC2 present6 desplazamiento entre las estructuras secun-
darias, en direccién opuesta a PC1 y con alta amplitud en el movimiento
de la region C—terminal de H2. El sistema de frataxina acoplado a presion
creciente, Pg 1 _sgpar, €n PC1 presenté apertura en sus a—hélices H1 y H2 en
las regiones N—terminal y C—terminal, respectivamente. Siendo esta ultima
la que presenta mayor amplitud en sus movimientos (Ver figura 5.12). Por
otra parte, solo se observan movimientos en las zonas laxas de unién entre
S1-52, S3-54, S6-loop—H2, esta ultima en mayor amplitud. En PC2, se man-
tiene la misma tendencia que en PC1, en direcciones diferentes y con menor
amplitud. Sin embargo, H1 presenta movimientos de rotaciéon en su region
C—terminal (Ver figura 5.9 y figura 5.12) que buscan abrir la hélice.
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Para obtener una mejor descripciéon de la direccién y amplitud de los
movimientos en cada sistema y su correlacion, calculamos la superposicién de
los cinco primeros componentes principales que definen el subespacio esencial
en cada sistema. Con esto, los cinco primeros autovectores, que poseen el
mayor autovalor, fueron evaluados computando la Raiz Cuadratica Media
de los Productos Internos de cada vector (RMSIP):

1/2

1 5 5
RMSIP = : > (niwvy) : (5.3)
i=1j=1

donde n; y v;, son los autovectores en los diferentes sistemas. De forma
tal que, 1 determina una perfecta superposiciéon de los movimientos.

La tabla 5.3 muestra los valores de superposicion y RMSIP, calculados
para los cinco primeros PCs que definen el subespacio esencial en cada si-
mulacién. Como venimos describiendo en la interpretaciéon cualitativa de los
movimientos, la proyeccion de las trayectorias presentan una baja similari-
dad en sus movimientos. Al analizar los valores de superposicién entre los
componentes de cada sistema observamos que no existe una correspondencia
de superposicion entre cada uno de los cinco primeros PCs para los sistemas
a bajas temperaturas, altas temperaturas y alta presiéon. Es decir, podemos
observar sistemas que muestran en PC1 valores de superposicién igual a cero,
por tanto sus autovectores son ortogonales. Esto parece indicar que bajo las
diferentes condiciones de temperatura y presiéon las cinéticas de desnaturali-
zacién en la frataxina no son dominadas por movimientos colectivos intrin-
secos de la estructura proteica. Sin embargo, algunos PCs entre sistemas se
superponen con valores > 0,5 (Ver tabla 5.3), indicando patrones globales
de correlaciéon de los movimientos. Asi, el RMSIP indica que el subespacio
esencial entre algunas de la condiciones simuladas se superponen, indicando
algiin parentesco global entre las cinéticas de desnaturalizacion.

En el caso de Ice Iy, este sistema no alcanza valores de RMSIP superiores
al 0,5. Sin embargo, presenta la mayor superposicion del espacio con el siste-
ma de frataxina a presion creciente P 1_3 okpar, 0,476; seguido del sistema a
215 K y 3 kbar. Dado que Ice I}, presenta el mayor porcentaje de varianza en
el subespacio esencial (Ver figura 5.8) y la mayor fluctuacion en sus residuos
(Ver RMSF de la Figura 5.9 y Ry de la Figura 5.7) parecerfa que la frataxina
bajo estas condiciones explora un espacio conformacional con varios minimos
locales [31] debido a los cambios conformacionales (Transicion solido-liquido)
que sufre el agua bajo esta condicién. De igual manera podemos observar que
el subespacio esencial presenta una mayor superposicién entre los sistemas
de bajas temperaturas y alta presion, tal es el caso de la frataxina a 215
K—3 kbar y 215 K—Pg 1-3,0kbar, con valores de superposicion de 0,6061 y
0,5298 respectivamente. Pero no observamos superposiciones superiores al
0,5 entre los sistemas a bajas temperaturas con los de altas temperaturas,
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Ice 1;,—323 K (0,39); 215 K—323 K (0,42). Caso contrario, con los sistemas
en alta presién y altas temperaturas, donde el RMSIP de 323 K—P  1_3 oxpar
es de 0,57.

Es interesante resaltar, que en todos los sistemas, a excepcién de Ice I,
presentan superposiciones superiores a 0,5; con 293 K. Esto parece indicar
que los sistemas guardan similitud en sus movimientos con el sistema control
v que la cinética de desnaturalizacién se caracteriza por cierre y apertura de
la estructura y el movimiento giratorio de sus hélices, los cuales no se evi-
dencian en este sistema y que a su vez son més notorios en Ice Iy, siendo
determinantes en la desnaturalizacién por bajas temperaturas de la frataxi-
na.

Subespacio PC1/PC2 : Conformacién Temporal

Para comprender la dindmica conformacional de la frataxina en el espacio
muestreado, nosotros proyectamos los componentes PC1 y PC2 de nuestras
trayectorias en funcién de su secuencia temporal para las seis condiciones
simuladas (Ver figura 5.13 y figura 5.14). Con la secuencia temporal podemos
entender la transicién entre los estados conformacionales en relacién a su
estructura original (resuelta por RMN).

Nosotros observamos que el espacio conformacional muestreado cambia
en cada condicién. En Ice I la proteina explora un mayor rango de estados
conformacionales en relacion a 215 K, tal como se observa en el RMS de
la figura 5.4. Por otra parte, Ice I, progresa durante los primeros 300 ns
entre diferentes estados conformacionales para llegar, pasado este tiempo,
a conformaciones vecinas durante los ultimos 200 ns. A 215 K la frataxina
presenta una vecindad de estructuras una vez superados los 200 ns iniciales.
Seguidamente, a 293 K el sistema tiene mayor exploracién del espacio confor-
macional presentando una vecindad de conformaciones muy préoxima durante
los primeros 300 ns, para después transitar un segundo grupo de conforma-
ciones estructurales vecinas durante los 200 ns finales. Con el aumento de la
temperatura, 323 K, el sistema explora homogeneamente el espacié confor-
macional, siendo esta exploracién muy amplia durante los primeros 100 ns,
lo que se relaciona con lo observado en el RMSD de la figura 5.3 y Ry de la
figura 5.7.

En el caso de los sistemas de frataxina en alta presion, a 3 kbar el sis-
tema parece salir de su conformacién inicial y pasados los 300 ns, regresar
a conformaciones mas proximas a su estado inicial. Este fen6meno se obser-
va mejor en la figura 5.14, donde la frataxina es analizada en funcién de la
presion. Al igual que lo observado en el Ry de la figura 5.11B, entre los 500
y 1000 bar, la proteina se aleja de su configuracién inicial, para retornar a
configuraciones cercanas a esta superados los 2000 bar.
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Tabla 5.3: Superposicién y RMSIP entre los autovectores de los cinco prime-
ros PCs que definen el subespacio esencial en cada condicién simulada, Ice
Ih, 215 K, 293 K, 323 K, 3 kbar y PO,l*B,OkbaT"

PC5 [ 0,02 | 0,29 | 0,20 | 0,10 | 0,19 PC5 | 0,17 | 0,30 | 0,28 | 0,26 | 0,21
PC4 [0,24 | 0,10 | 0,21 | 0,20 | 0,50 PC4 [ 0,10 | 0,06 | 0,24 | 0,11 | 0,17
215K | PC3 [ 0,14 | 0,29 | 0,05 | 0,30 | 0,10 | | Po1oakbar | PC3 [ 0,09 | 0,04 | 0,24 | 0.16 | 0,34
PC2 [0,05 ] 0,29 | 0,16 | 0 | 0,06 PC2 [ 0,49 | 0,23 | 0,15 | 0,27 | 0,18
PC1 [027 | 0,24 | 0,05 | 0,10 | 0,11 PC1 [ 0,06 | 0,18 | 0,43 | 0,24 | 0,28
RMSIP PC1 PC2 PC3 PC4 PCh RMSIP PC1 PC2 PC3 PC4 PCs
0,4569 Ice Ih 0,5298 215 K
PC5 [ 0,08 | 0,21 | 0,19 | 0,40 | 0,21 PC5[ 0,11 | 005 | 0,23 ] 0,05] 0
PC4 [ 0,13 | 0,40 | 0,15 | 0,10 | 0,29 PC4 [ 0,12 | 0,15 | 0,61 | 0,06 | 0,37
203K | PC3 (0,00 | 042 | 0,01 | 0,10 | 0,17 323K | PC3 [0,59 | 0,34 | 0,15 | 0,02 | 0,05
PC2 [ 0,03 ] 0,08 | 0,05 | 0 |020 PC2 [ 0,27 | 0,12 | 0,38 | 0,35 | 0,09
PC1 [ 0,15 | 0,35 | 0,13 | 0,10 | 0,18 PC1| 0 | 032 0,24 0,20 | 0,02
RMSII PClI PC2 PC3 PC4 PCh RMSIP PClI PC2 PC3 PC4 PCh
0,4566 Tce Th 0,5786 293 K
PC5 [ 0,23 | 0,05 | 0,34 | 0,10 | 0,10 PC5 | 0,32 | 0,17 | 0,16 | 0,27 | 0,37
PC4 [0,11 | 0,29 | 0,04 | 0,10 | 0,27 PC4 [ 0 | 025 0,00] 0,04 0,07
323K | PC3| 0 [0,03]0,19010]0,6 3kbar | PC3 [ 0,12 | 0,22 | 0,40 | 0,02 | 0,16
PC2 [0,03 | 0,29 | 0,14 | 0,10 | 0,14 PC2 [0,50 | 0,50 | 0,10 | 0,09 | 0,02
PC1 [ 0,12 | 0,13 | 0,22 | 0,20 | 0,25 PC1 [ 0,05 | 0,09 | 0,26 | 0,27 | 0,47
RMSIP PC1I PC2 PC3 PC4 PCh RMSIP PC1I PC2 PC3 PC4 PCs
0,3951 Tce Ih 0,5662 293 K
PC5 [ 0,02 | 0,08 | 0,06 | 0,10 | 0,19 PC5 | 0,46 | 0,16 | 0,35 | 0,12 | 0,50
PC4 [ 0,12 ] 0,10 | 0,27 | 0,10 | 0,17 PC4 [ 0,03 | 0,28 | 0,03 0,16 | 0,07
3kbar | PC3 [0,07 | 0,23 | 0,00 | 0,50 | 0,05 | | Po1_somar | PC3 [ 0,35 | 0,10 | 0,21 | 0,21 | 0,46
PC2 [0,10 | 0,35 | 0 | 0,10 | 0,36 PC2 [ 0,25 | 0,32 | 0,50 | 0,24 | 0,19
PC1 [ 0,02 ] 044 | 0,33 | 020 | 0 PC1 [ 0,32 | 0,54 | 0,10 | 0,32 | 0,31
RMSIP PClI PC2 PC3 PC4 PCh RMSIP PClI PC2 PC3 PC4 PCh
0,4455 Tce Th 0,6900 293 K
PC5 [ 0,03 | 0,51 | 0,06 | 0,10 | 0,19 PC5 | 0,06 | 0,07 | 0,41 | 0,04 | 0,09
PC4 [005] 0 | 027 0,10 | 0,17 PC4 [ 0,39 | 0,04 | 0,05 | 0,08 | 0,05
Po1 osber | PC3 [ 0,03 ] 0,18 | 0,09 | 0,50 | 0,05 3kbar | PC3 [ 0,40 | 0,04 | 0,18 | 0,21 | 0,13
PC2 [0,12] 0,32 | 0 | 0,10 | 0,36 PC2 [ 0,14 | 0,47 | 0,33 | 0,06 | 0,15
PC1 [ 0,15 | 0,19 | 0,33 | 0,20 | 0 PC1 [ 0,00 | 0,02 | 0,13 | 0,11 | 0,42
RMSIP PCI PC2 PC3 PC4 PCh RMSIP PCI PC2 PC3 PC4d PCh
0,4766 Tce Ih 0,4877 323 K
PC5 [ 0,02 | 0,20 | 0,21 | 0,44 | 0,08 PC5 [ 0,10 | 0,40 | 0,24 | 0,03 | 0,03
PC4 [ 0,28 | 0,42 | 0,11 | 0,21 | 0,01 PC4 [ 0,28 | 0,24 | 0,07 | 0,03 | 0,11
293K | PC3 [ 0,19 | 0,33 | 0,09 | 0,12 | 0,04 | | Poi_s.0maer | PC3 | 0,10 | 0,00 | 0,11 | 0,35 | 0,07
PC2 [ 0,20 | 0,01 | 0,43 | 0,04 | 0,24 PC2 [ 0,33 | 0,24 | 0,51 | 0,56 | 0
PC1 [ 0,12 | 0,09 | 0,18 | 0,04 | 0,44 PC1 [ 0,26 | 0,32 | 0,39 | 0,07 | 0,03
RMSIP PC1I PC2 PC3 PC4 | PCh RMSIP PC1I PC2 PC3 PC4 PCh
0,5079 215 K 0,5696 323 K
PC5 [ 0,07 | 0,10 | 0,15 | 0,07 | 0,02 PC5 [ 0,47 | 0,44 [ 0,19 | 0,09 | 0,04
PC4 [0,04 | 0,25 | 0,07 | 0,19 | 0,01 PC4 [ 0,16 | 0,13 | 0,07 | 0,37 | 0,04
323K | PC3 [0,26 | 0,05 | 0,03 | 0,01 | 0,40 | | Po1_s0kbar | PC3 [ 0,00 | 0,19 | 0,07 | 0,12 | 0,44
PC2 [ 0,14 | 0,32 | 0,41 | 0,07 | 0,10 PC2 [ 0,01 | 0,07 | 0,51 | 0,06 | 0,10
PC1 [ 0,30 | 0,08 | 0,09 | 0,30 | 0,16 PC1| 0 | 0,58 0,15 0,03 0,38
RMSIP PC1I PC2z PC3 PC4 PCh RMSIP PC1I PC2 PC3 PC4d PCh
0,4249 215 K 0,5779 3 kbar
PC5 | 0,05 | 0,19 | 0,02 | 0,13 | 0,33
PC4 [ 0,02 ] 0,14 | 0,19 | 0,10 | 0,24
3kbar | PC3 [ 0,41 | 0,40 | 0,06 | 0,32 | 0,16
PC2 [0,08 | 0,18 | 0,64 | 0,21 | 0,32
PC1 [ 0,06 | 0,46 | 0,03 | 0,48 | 0,25
RMSIP PC1 PC2 PC3 PC4 PCh
0,6061 215 K

T En rojo valores > 0, 5.
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Figura 5.13: Proyeccion bi-dimensional (2D) de las trayectorias para cada
condicion simulada dentro PC1 y PC2. Cada punto representa un conférme-
ro transitorio adoptado por la proteina durante su secuencia temporal. La
estructura original resulta por RMN se representa por el rombo blanco. Fl
codigo de colores representa la secuencia temporal.

Paisaje de energia libre

Si nosotros determinamos el promedio de ensambles estructurales de la
proteina que convergen durante la trayectoria, podriamos determinar la dis-
tribucién mas probable que esta adopta y extraer propiedades termodiné-
micas de los sistemas simulados. Para esto, analizamos el paisaje de energia
libre (FEL) usando como coordenadas de reaccion los dos primeros compo-
nentes principales obtenidos en el andlisis por ED. Asi, considerando las dos
coordenadas de reaccién ¢; y gj, la representacion 2D del FEL, esta dada

por:

P(q;,qj)
Gii=—-KpTlh | —27 1| 5.4
7 b lPMam(Qi7Qj) ( )

donde Kp , es la constante de Boltzman, T la temperatura de simula-
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Figura 5.14: Proyeccion bi-dimensional (2D) de la trayectoria de la frataxi-
na acoplada a presién creciente dentro de los primeros componentes prin-
ciapales. Cada punto representa un conférmero transitorio adoptado por la
proteina en funcién de la presion. La estructura original resulta por RMN
se representa por el rombo blanco. El codigo de colores representa el rango
en el aumento de la presién. Los recuadros de menor tamano muestran los
subestados de la proteina para cada rango de presién analizado.

cion, P(g;,q;j) es una estimado de la densidad de probabilidad durante la
simulacion y Parqz(gi, qj) es el estado conformacional més probable.

En figura 5.15, se muestra el paisaje de energfa libre a lo largo de PC1
y PC2 para todas las condiciones simuladas. En Ice Ij la frataxina explora
estados conformacionales que la alejan de su estado inicial (Ver figura 5.13),
observandose varios minimos locales cuya mayor densidad de subestados se
observa después de los 300 ns. Por su parte, la proteina 215 K, tiene una
menor exploracion del espacio conformacional y menor cantidad de minimos
locales. El aumento de la densidad conformacional se logra una vez sobrepasa
los 200 ns. Esto parece indicar que la frataxina en agua estructurada tipo
hielo, genera mayor perturbacién en la estructura proteica y juega un papel
importante en la desnaturalizacién por bajas temperaturas.

Por su parte, en la frataxina a 293 K observamos que el muestreo del
espacio conformacional cae en dos minimos locales, que en referencia con la
figura 5.13, se forma durante los primeros 200 ns de simulacién y esta més
cerca de la estructura inicial de la proteina. Pasados los 300 ns, la proteina
fluctda hacia un segundo minimo local méas alejado de la estructura origi-
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Figura 5.15: Analisis de FEL en cada condicién simulada, utilizando como
coordenadas de reaccién las proyeccion de los Ca en PC1 y PC2. Los valores
de energia libre se dan en kcal mol~! indicado por la escala a color.

nal, indicando que durante el tiempo de simulacién la proteina describe una
transicion entre dos estados metaestables. Seguidamente, con el aumento de
la temperatura, la frataxina a 323 K muestrea ampliamente el espacio con-
formacional alcanzando otras regiones de minima energia donde algunos de
estos guardan parentesco con la regiones metaestables de 293 K en concor-
dancia con el RMSIP de la Tabla 5.3.

En aquellos sistemas donde la frataxina es expuesta a alta presién y a
diferencia de los sistemas expuestos a desnaturalizacién térmica, la proteina
tiende a regresar a conformaciones vecinas mas cercanas a la estructura ini-
cial. Aun asi, presentan un muestreo conformacional més amplio en relacion
a los sistemas de bajas temperaturas, aunque, el acceso a regiones apartadas
de su estructura nativa es energéticamente desfavorable. Esto es debido a
que las altas presiones disminuyen la entropia conformacional y el acceso de
la frataxina a regiones muy alejadas de su estructura nativa no es favore-
cida. Por tanto, la proteina en altas presiones se desnaturaliza adquiriendo
conformaciones estructurales inactivas cercanas a su estado nativo, dadas
las restricciones conformacionales impuestas por la presiéon. Este hecho pa-
rase ser una caracteristica impuesta por la presién ya que estudios hechos en
alta presién por RMN vy cristalografia en Lisozima y Mioglobina, respectiva-
mente, muestran valores de RMSD bajos entre las estructuras nativas y las
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desnaturalizadas por alta presion [33, 34].

Figura 5.16: Representacion estructural de maxima probabilidad en (A) Ba-
jas Temperaturas, (B) Alta Presion y (C) Altas Temperaturas. Conformacion
inicial trasparente, estructura de mayor probabilidad en rojo.

El analisis de las estructuras de mayor probabilidad para las condiciones
de desnaturalizaciéon dadas, y comparadas con su estructura inicial (Ver fi-
gura 5.16), sugiere que el acceso de la frataxina a nuevas conformaciones en
bajas temperaturas esta dada por la marcada actividad en sus a—hélices.
Tal como se observa en nuestras simulaciones y se reporta experimentalmen-
te por Adrover et.al. [7] H1 es la responsable del colapso y permanencia de
la estructura secundaria, donde la region C—terminal es la mas flexible (Ver
figura 5.16A). Por otra parte, cuando comparamos el subespacio escencial
entre los sistemas de alta v baja temperatura concluimos que los sistemas
presentan cinéticas de desnaturalizacion diferentes (Ver tabla 5.3), tal como
lo indican los resultados por RMN [26]. En nuestra simulacién encontramos
que al contrario de los sistema a bajas temperaturas, la desnaturalizaciéon por
alta temperatura tiene una mayor incidencia sobre H2 y hojas 5, en especial
S1(Ver figura 5.16C). Por ultimo, el alineamiento estructural de la frataxina
en alta presién en relacién con sus movimientos indica que su cinética de
desnaturalizaciéon comprende el despliegue parcial de regién terminal de sus
a—hélices y S1, sumando a esto la compactaciéon de la estructura.

Dado que no observamos un mecanismo cinético de desnaturalizacién pro-
teica en comun entre la desnaturalizacién en frio y por altas temperaturas,
esto podria estar indicando que los movimientos intrinsecos de la proteina
estan determinados por el efecto que causa la presiéon y la temperatura en
la estructura del solvente. Asi, hemos notado que el aumento de la presion
restringe la fluctuacion de los residuos en la proteina (Ver figura 5.9) y por
tanto, la frataxina ve limitado su espacio conformacional adquiriendo confi-
guraciones inactivas con vecindades conformacionales cercanas a su estado
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nativo (Ver figuras 5.13 y 5.14). Al respecto, la perdida de la estructura del
agua por el aumento de la presién ocasiona un colapso en la estructura nativa
de la proteina debido a la perdida del efecto hidrofébico y la compactacién
de la estructura (Ver figura 5.7 y 5.15). Efecto que es presentado en detalle
en la figura 5.17, donde observamos que el area superficial accesible al sol-
vente (SASA) hidrofilica e hidrofobica disminuye con la presion y presenta
el menor valor entre los sistemas estudiados. Sin embargo, es interesante no-
tar que al analizar la frataxina en funciéon de la presion (Ver figura 5.17 C
y D) vemos que al acercarse a los 1000 bar la proteina aumenta su SASA
hidrofilico e hidrofébico muy cercano a su valor nativo (teniendo en cuenta
las barras de desviacion estandar). Con el subsecuente aumento de la presion
el valor SASA disminuye, manteniéndose relativamente constante cerca de
los 2300 bar donde decae a su minimo valor. Es en este punto, 2300 bar,
donde el modelo SPC/E representa la transicion de las propiedades del agua
(Baja densidad-Alta densidad) observadas experimentalmente en alta pre-
sion [35, 36|, perdiendo su estructura tetrahédrica y reduciendo el volumen

de la proteina.
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Figura 5.17: Area superficial accesible al solvente (SASA).En (A) y (B) SA-
SA hidrofobica e hidrofilica, respectivamente. Los datos fueron recolectados
durante 500 ns de simulacion. Frataxina en Ice Ij, (amarillo), agua liquida a:
215 K (azul), 293 K (verde) 323 K (rojo) y alta presion 3 kbar (negro).SASA
hidrofébica (C) e hidrofilica (D) a presion creciente (Pg 13 ogpar) Los pun-
tos y las barras de error representan el promedio y la desviacién estandar,
respectivamente.

En otras palabras, presiones cercanas a 1 kbar debilitan el efecto hidro-
fébico y se hace posible la exposicién de los residuos hidrofébicos al solvente.
Seguidamente, presiones superiores compactan el sistema, reducen su volu-
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men y por tanto desciende la exposicién de los residuos. Este aumento en
el SASA en alta presion puede ser correlacionando cualitativamente con lo
observado experimentalmente en la lisozima. Donde el aumento en la pre-
sién puede causar una expansién local en la estructura ocasionando cambios
positivos y negativos en el volumen en funcién de la presion [33].
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Figura 5.18: En A, promedio de puentes de hidrogeno (PH) entre el agua
y la frataxina para cada aumento de presion (las barras de error indican la
desviacion estandar). En B, conteo de los pares donor-aceptor (D-A) para
un radio de corte Royr = 0,24nm. Como se observa, con el aumento de la
presiéon el namero de pares D-A incrementa. Entre los 600-900 bar, los PH
y los pares D-A aumentan con la presion. Una vez se alcanza los 1000 bar
el nimero de PH descienden, mientras los pares D-A se mantienen estables
hasta ~1700 bar. Esto indica que con el aumento de la presién la poblacion
de pares de D-A incrementan por efecto de la compresién, pero esto no
supone la formacién PH entre el agua y la proteina. En este cdlculo se uso6
como criterio geométrico una distancia donor-aceptor de 0,24 nm y un angulo
D — H — A entre 0 — 45°

Es interesante notar que cuando calculamos el nimero de puentes de
hidrégeno formados entre el agua y la proteina, estos aumentan en determi-
nados valores de presion, tal como se observa en la figura 5.18. Por tanto, en
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regiones cercanas a 1 kbar los puentes de hidrégeno formados en el sistema
incrementan en relacion con el SASA de las figuras 5.17 C y D. Asimismo, la
compresién en el sistema ayuda a incrementar el ntmero de pares de dtomos
donor-aceptor disponibles para la formacion de puentes de hidrogeno (figura
5.18 B). Sin embargo, esto no certifica la formacion de los mismo, ya que
como se observa en la region entre 1-1,7 kbar de la figura 5.18 A el namero
de puentes de hidrégeno desciende. Por encima de los 2000 bar observamos
que los pares donor-aceptor y los puentes de hidrogeno aumentan nuevamen-
te, pero sabemos que para estos valores de presion el agua ya ha perdido su
estructura y la poblacion de puentes de hidrogenos se ha re-distribuido (esto
se analizara en mayor detalle en el siguiente capitulo).

En los sistemas a bajas temperaturas, el SASA hidrofobico es el mas
alto de los sistemas simulados. Este efecto se relaciona directamente con
las caracterfsticas de desnaturalizacién por bajas temperaturas reportadas
experimentalmente para la frataxina donde se exponen los grupos no polares
al agua [5-7, 26] tal como se observa en la figura 5.17 A y B. En los sistemas
donde la desnaturalizaciéon proteica depende de la temperatura, notamos
que poseen una mayor libertad del espacio conformacional en relacién con
las altas presiones, aun asi, el creciente aumento en la estructuraciéon de
la moléculas de agua al rededor del soluto a bajas temperaturas, parecen
generar una ligera restriccién en la proteina, lo que no permite un amplio
muestro del espacio conformacional como en el caso de las altas temperaturas
(Ver figura 5.15).

Por tanto, con la disminucién en la temperatura hay una perdida del
efecto hidrofobico, ya que la contribucion entrépica (—TAS) a la energia
libre disminuye, esto explicaria la disociacién de los grupos no polares y la
consecuente disrupciéon de la estructura globular compacta de la proteina in-
crementando la SASA. Un efecto parecido ocurre en altas temperaturas solo
que en este caso la entropia del sistema incrementa por accién de la tempera-
tura colapsando la estructura proteica y disminuyendo su SASA (Ver figura
5.17 A y B), tal como se observa experimentalmente en la desnaturalizacion
térmica para bajas y altas temperaturas [28].

Conclusiones

El modelo de frataxina en nuestros estudios de desnaturalizacién en frio y
por altas temperaturas mostré una amplia similitud con los resultados expe-
rimentales, a diferencia de los andlisis reportados por MD para este sistema,
donde la frataxina a bajas temperaturas permanece en un minimo local y
no explorar nuevas configuraciones que permitan analizar este proceso [26].
Nuestros analisis de MD por ED permitieron obtener informacion valiosa al
respecto, v a pesar de que no observamos la pérdida total de la estructura
proteica, s{ evidenciamos su tendencia a la desnaturalizacién y las caracte-
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risticas de sus respectivas cinéticas.

Los anéalisis por dindmica esencial muestran que las regiones de mayor
fluctuacién en la frataxina observadas en nuestras simulaciones son las res-
ponsables de los cambios conformacionales, relacionandose con los resultados
experimentales de Adrover etal. (2010) |7] para la fraxina en bajas tempera-
turas.

El espacio esencial en cada condicién simulada, mostré patrones de pa-
rentesco entre las diversas variantes, es decir, notamos que el subespacio
esencial en Ice I, y 215K tienen a explorar casi con la misma amplitud su
espacio conformacional. Este mismo hecho se observa al aumentar la fluc-
tuacién térmica, 293 y 323 K donde el espacio conformacional recorrido por
la frataxina es mayor. Para el caso de los sistemas bajo presion, 3 kbar y
P 0,1-3,0kbar, s notable observar que los dos sistemas retornan a configura-
ciones vecinas con su estado nativo. Esto indica de que a pesar de que las
condiciones iniciales fueron diferentes para aquellos sistemas que compartian
similitudes entre el tipo de desnaturalizacion (altas, bajas temperaturas y al-
ta presion), observamos tendencias que marcaron caracteristicas relevantes
en al dindmica de los mismo, indicando que el modelo de frataxina converge
acorde con las condiciones simuladas.

Los analisis de los movimientos esenciales evidenciaron que los sistemas
no tienen patrones de movimiento correlacionando y que son sensibles a los
cambios térmicos v por presion aqui analizados. Ademas, la influencia de
la estructura del agua modifica la dindmica conformacional en la frataxina,
apoyando la hipétesis de la importancia en la alteracién del efecto hidrofébico
en el proceso de la desnaturalizaciéon de protefnas en condiciones extremas
de presiéon y temperatura.
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Capitulo 6

Conclusion

Como se ha podido observar a lo largo de la presente tesis, hemos trata-
do de presentar los paradigmas de la desnaturalizaciéon en frio de proteinas,
haciendo relevancia en la contribucién que tiene el efecto hidrofébico en el
proceso. Por tanto, siguiendo esta idea, creamos dos sistemas de simulacién
fuertemente dependientes de la interaccion hidrofébica, como lo es la agre-
gacion y formacion de estructuras micelares. Esto es, surfactantes anfifilicos
ionicos, e.g., Dodecilsulfato Sodico (SDS) y no iénicos e.g., Triton X-100
(TX-100) y los sometimos a efectos de la presion y la temperatura, ana-
lizando la tendencia de sus resultado y observando que ocurre bajo estas
mismas condiciones en el sistema proteico, frataxina Yfhl. Asimismo, hemos
abordado esta problemética mediante un estudio por simulaciones compu-
tacionales empleando como herramienta de analisis la Dindmica Molecular y
la Dinadmica Esencial (esta ultima exclusiva de sistemas proteicos).

En el sistema SDS es notable que el efecto de la presién ocasiona una
reestructuracion de la geometria micelar debido a la perdida del efecto hi-
drofébico que lleva al sistema a configuraciones geométricas totalmente dife-
rentes a su estado de referencia, direccionado en parte por las interacciones
electrostaticas vigentes entres los iones y contraiones del sistema. Asimismo,
un sistema neutro carente de iones en alta presién nos muestra una dindmica
totalmente diferente. Para TX-100, el gran tamano en su regiéon hidrofébica
al igual que su gran region hidrofilica de cabeza lleva a que el sistema tenga
una dindmica de hidratacion tal, que podamos ver el ingreso de agua con el
aumento de la presién.

Tanto en sistemas micelares id6nicos y neutros, observamos que los cam-
bios en la estructura del agua ocurren en valores similares de presiéon, asi
para los mismo valores, de lo que se denomina baja presién, < 1,5 kbar, y
alta presién, > 1,5 kbar, los sistemas presentan dindmicas de sus areas acce-
sibles al solvente (SASA) con tendencias similares. Cuando analizamos estos
efectos en proteinas utilizando el modelo frataxina, es evidente que existe
una expansién en el volumen del sistema en la regiones de baja presién, que
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se ve traducido en el incremento del SASA de la proteina, y que a su vez se
correlaciona con la disminucion en el nimero de agregacién en el SDS y con
los incrementos en el radio y el SASA hidrofilico de la micela de TX-100.

Entonces, los resultados en los tres sistemas parecen indicar, que las mo-
dificaciones en la estructura del agua son importantes en el mantenimiento
de la interaccién hidrofébica y que son estas las que contribuyen en la des-
naturalizaciéon en frio en proteinas. Incluso al someter las micelas de SDS a
un solvente no estructurado de Lennard-Jones, observamos un cambio en la
geometria que expone la cola hidrofébica de los anfifilos al solvente y oculta
la regién hidrofilica y sus contraiones.

En trabajos previos publicados en nuestro grupo, considerando al agua
en estado liquido como una combinacién de estructuras de baja (tetraédrica)
y alta (hezagonal) densidad estrechamente entrecruzadas, se ha propuesto
un parametro de orden, P,, que permite dicha caracterizacién mediante el
analisis de la Funcién de Distribucion Radial (g(r)) del agua SPC/E (Ver
figura 6.1) [1].

g(r)

Figura 6.1: Cambios en la g(r) con el aumento de la presion. Cada g(r)
muestra el cambio de ordenamiento estructural del modelo SPC/E, obser-
vandose la pérdida gradual de estructura tetraédrica con el aumento de la
presion. En el recuadro superior (linea negra continua) se aprecia la posicion
del segundo pico, a 1 bar de presion, revelando el componente tetraédrico
de la estructura del agua bajo estas condiciones, contrastado con la posicién
del segundo pico de la g(r) que muestra la presencia la de una estructura
simple de geometria hexagonal para el argon liquido (curva a trazos). Asi, el
incremento de la presion modifica la g(r) del agua haciéndola méas parecida
a la del argon (curva punteada a 10 kbar).
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Asi, utilizando simulaciones por MD bajo diversas condiciones de tempe-
ratura y presion se demostré que para SPC/E, P, sigue un comportamiento
monétonamente decreciente con la presion, identificandose el valor de presién
en el cual no existe prevalencia de ninguna de las contribuciones estructurales
tetraédrica y hexagonal (P. = 0) o punto de crossover estructural; estable-
ciendo el punto en el que se produce el cambio en la predominancia de una
contribucién estructural sobre la otra (2,3 kbar en SPC/E) (Ver figura 6.2).

D.2

Crossover

I L T Lo, ¥ N USSR p——

0.2 1

0.4

P / kbar

Figura 6.2: Parametro de orden, P,., en funcién de la presion hidrostatica
ejercida sobre el sistema (caja de simulacion con agua SPC/E). El modelo
expresa la coexistencia de dos contribuciones entrelazadas de hidratacion;
es decir, una estructura tetraédrica abierta y una hexagonal més compacta.
Tomado de [1].

Este resultado es interpretado bajo el argumento de que la presién modi-
fica la red de puentes de hidrogeno que une las moléculas de agua, tal como
se demuestra en el trabajo de Grigera y McCarthy (2010) [2], los cuales
estudian el efecto de la presion en la desnaturalizacién de la lisozima y la
apomioglobina, reportando una redistribucién de los puentes de hidrégeno
por molécula de agua con el aumento de la presion (Ver figura 6.3A). Este
efecto también es analizado por Caffarena y Grigera [3] quienes estudian la
distribucién de los puentes de hidrégeno en la estructura del agua relacio-
nando los efectos de la presion y los cambios en la densidad de la misma (Ver
figura 6.3).

De igual manera, dos fenémenos coexisten bajo alta presion, (i) el de-
bilitamiento de interaccién hidrofébica a bajas presiones, lo que permite la
exposicion de los residuos hidrofébicos y que conduce a un aumento en el vo-
lumen; y (i) con el aumento de la presion el volumen del sistema disminuye
debido a el incremento en la compresibilidad.
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Figura 6.3: En A, distribucién de los puentes de hidrogeno (HB) en agua
SPC/E a 300 K y 1 bar (negro), 3 kbar (gris oscuro) y 10 kbar (gris claro)
obtenidos por MD. Podemos notar de que con el aumento de la presién, la
formacién de cuatro HB por molécula disminuye, incrementando la poblaciéon
de tres y cinco HB formados, mostrando el debilitamiento de las red de HB
con el incremento de la presion. En B, distribucién de los HB a 280 K a
diferentes densidades en funcion de la presion. Al igual que en A, para las
altas presiones (6§ = 1,10;1,30;1,40 g/cm?3) se observa una redistribucién
de los puentes de hidrogeno de 4 a 3 y 5 HB por molécula de agua. Figura
A y B, tomadas de [2, 3|, respectivamente.

Podemos decir entonces, y sin el animo de generar conclusiones tajantes,
que a diferencia de la desnaturalizacion térmica, la cual varia segin la pro-
tefna en cuestion, pareceria posible que exista tal vez no una tnica, pero si
una acotada region de presion en la cual todas la proteinas sufran los efectos
de la desnaturalizacién, ya que independientemente de la proteina, una vez
se pierde la interaccién hidrofébica por el incremento de la presion esta deja
de ser funcional.

Por otra parte, y no tan alejados de esta problemética de la estructura
del solvente, hemos notado que las bajas temperaturas ocasionan una redis-
tribucién en la geometria de los surfactantes, como en el caso del SDS, donde
las fases lamelares no son solo evidentes en alta presién. De igual forma, el
efecto de la desnaturalizacion en frio por bajas temperaturas en proteinas, es



127

observado en nuestras simulaciones para la frataxina en concordancia con los
datos experimentales para este sistema, que hasta ahora representa el primer
y lnico sistema capaz de desnaturalizarse antes de los 0 °C en condiciones
fisiologicas. Asi, nuestro datos parecen indicar que al igual que con la presion
la. disminucién en la temperatura lleva a una perdida del efecto hidrofébico,
que ocasiona que el sistema exponga sus residuos hidrofébicos al solvente.

Finalmente, solo cabe mencionar que los modelos aqui propuestos han re-
presentado caracteristicas y comportamientos en una notable concordancia
cualitativa con los datos experimentales, que nos permiten obtener informa-
ci6on valiosa referente al papel que juega en efecto hidrofébico en la estructura
de proteinas.
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Capitulo 7

Perspectivas

Si bien el presente trabajo a estudiado el efecto de la interaccién hi-
drofébica en la desnaturalizacion en frio de proteinas por medio de analisis
dindmicos y estructurales, no hemos abordado el aporte energético de las
interacciones no covalentes al sistema proteina-proteina y proteina-solvente,
dadas las limitaciones de la Dinamica Molecular, e.g., en representar tran-
siciones de fase liquido-s6lido. Esto abre una perspectiva en el estudio del
aporte energético de las interacciones no covalentes en los cambios confor-
macionales de las proteinas en solucién en relaciéon al diagrama de fase p-T,
analizando la organizaciéon de los microestados proteina-solvente y los apor-
tes entropicos y entalpicos a la energia libre del proceso.

De esta forma seria interesante y valioso poder analizar por medio de
un algoritmo de muestreo multidimensional el paisaje de energia libre de
estos sistemas y poder comparar con los datos experimentales los valores
termodindmicos, dindmicos y estructurales, de forma tal que nos permita
comprender la magnitud del aporte energético y la dindmica de accién de las
interacciones no covalentes en la estructura y funcién de proteinas.
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