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CAPITULO 1. Motivacion

Capitulo 1
Motivacion

El agua juega un papel muy importante en la estructura,ibgdtah) dinamica y por tanto
en la propia funcion de las biomoléculas. En particularabe gjue las moléculas de agua
gue estan cercanas a un soluto en una disolucion acuosataredéerencias tanto en su
organizacion como en sus propiedades termodinamicaséctliebs con respecto a las
moléculas de agua que forman parte del seno de la disolu@éhlamadas interacciones
hidrofébicas, denominadas asi precisamente en referahagua como solvente, son las
principales responsables de la mayoria de los niveles dmiaarion que se observan
en los organismos vivos y que incluyen la formacion de mgelasiculas, membranas
celulares y el propio reconocimiento molecular. A nivelamtolecular, el ejemplo méas
representativo del efecto de las interacciones hidro&shés el llamado plegamiento de
proteinas y otros biopolimeros.

El comportamiento de las moléculas de agua en el entornoedgrateina ha desperta-
do desde hace varios afios mucho interés. Trabajos reciamteterivado en el desarrollo
de nuevas técnicas experimentales destinadas a su estudjourante las ultimas dos
décadas se han invertido grandes esfuerzos en investigfaced del disolvente en la ac-
tividad de diversas enzimas. Principalmente, se trata gimeer la dependencia de éstas
con el medio acuoso. En algunos de sus trabajos, Zaks y kKiW&n4, 5, 6] encontraron

gue cuando se suspende una enzima en un medio organico esrcbagentraciones de
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Estabilidad _ Actividad

Flexibilidad <= Térmica Catalitica

Figura 1.1: Representacion esquematica de la relacion estabilidaxiipfle

dad y funcién de una enzima.

agua, la actividad catalitica es comparable a la que se puede en disolucion acuosa
y que, en general, dicha actividad aumenta con el porcet¢sggua en la mezcla. Estos
autores demostraron que cuanto mas hidrofobico es un digelvla cantidad de agua
necesaria para que la enzima sea capaz de realizar su f@samenor, y explicaron este
fendmeno en términos del reparto de las moléculas de agueatentorno de la proteina
y el propio solvente orgénico. A pesar de no disponer de etide a nivel microscépico,

los mismos autores argumentaron que las enzimas en un meg@imar forman puentes

de hidrégeno intramoleculares que las vuelven muy rigilismsembargo, al rodear a las
proteinas de una fina capa de moléculas de agua (del orden de dshesor), los puentes
de hidrégeno intramoleculares se rompen para interactuelas moléculas del entorno.
De esta manera las enzimas adquieren la flexibilidad neagsana recuperar su capa-
cidad catalitica. Esta capa de agua necesaria para quetédnaifancionese denomino

posteriormente agua bioldgica [7]. Basandose en expetasel® otros autores, realiza-
dos con proteinas suspendidas en medios organicos, o atamgssen micelas invertidas
con distintas concentraciones de agua, GOmez-Puyou y Tiee@@amez-Puyou discuten
en uno de sus trabajos [8] una interesante relacion entrexibifidad de una enzima,

su estabilidad térmica y su actividad catalitica. El agwédgica dota a la proteina de la

flexibilidad necesaria para experimentar los cambios cardoionales que requiere en
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Figura 1.2: Actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina en funcionlale

concentracion de agua (ver Referencia [9]).

el desempeiio de su funcion. A su vez, cuanto mas flexible eslicoia mas facil es
desestabilizarla térmicamente (ver Figura 1.1).

Asi, las proteinas en su evolucion buscan un balance entikilftéad y estabilidad
térmica que les permita realizar su funcién y al mismo tiemmamtener su estructura.
En este trabajo los mismos autores llaman la atencién sbbogpgrendente fendmeno de
la superactividad enzimatica, actividad catalitica eniogedrganicos con baja concen-
tracion de agua que para muchas proteinas es varias veegmsagda que muestran en
solucion acuosa [9] (ver Figura 1.2).

A pesar de los avances significativos y de la cantidad dejtrabalizado hasta el
momento, no existe ninguna técnica experimental que pecapw informacion a nivel
atomico, tanto de la proteina como de cada molécula delrselven escalas de tiempo
gue vayan desde los femtosegundos hasta los microsegli@ssado del arte en el que
se encuentran actualmente las simulaciones de dinamieulat, gracias al desarrollo
de campos de fuerzas mas precisos, de algoritmos que acklsrealculos sin pérdida
de exactitud y de procesadores de alta frecuencia, nostpeabordar de manera mas
realista este tipo de estudios con mucho detalle. Sin empangos pocos trabajos basa-

dos en simulaciones de dinamica molecular en los que se edtauestion, las escalas

3
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de tiempo que se han utilizado son relativamente limitad@msando desde unas pocas
decenas de picosegundos hasta los 5 nanosegundos [10sfidd.tiEmpos, aunque se
pueden considerar suficientes para el equilibrio local dedalenas laterales de los re-
siduos, son muy cortos en comparacion con lo que duran lésdosrde oscilacién de
blogues de estructura secundaria de proteinas e inclusio cpre tarda en equilibrarse
la propia macromolécula en solucién sometida al campo dedseon el que se realizan
las simulaciones.

Basandonos en los anteriores antecedentes, en este tnalsgooponemos realizar
simulaciones de dinamica molecular de la triosafosfatmesasa ddripanosoma cruzi
(TcTIM) en agua, en decano, y en mezclas agua-decano caeride concentraciones
de cada uno de los disolventes.

Para la seleccion de la enzima, fue decisiva su relaciérecemfermedad denominada
Mal de Chagas y el parasito que la produce. Hoy en dia, el M@hdgas es considerada
una de las enfermedades parasitarias mas serias y con rausgpnes socioeconomi-
cas en América Latina, en donde se estima que actualmentadmgde 20 millones de
personas infectadas [12]. Dada su importancia, numeraspog de investigacion de-
dican esfuerzos para tratar de combatir y erradicar dicfearaedad. Muchas lineas de
investigacion apuntan sus esfuerzos a la busqueda de uaddrgue sea capaz de in-
hibir la actividad enzimatica de la TcTIM, que es una enzita&ec para llevar a cabo
el ciclo glucolitico de donde el parasito obtiene la energieesaria para su existencia
[13, 14, 15, 16, 17, 18]. El disefio de inhibidores esta bapadoipalmente en el conoci-
miento estructural de la enzima, aunque suele obviarseplartancia del comportamien-
to dinamico de la misma porque esta informacidén no es adeestperimentalmente de
manera directa. Asi, este trabajo tiene como uno de suswalgjgiroporcionar informa-
cion fundamental a nivel microscopico, de utilidad en ebdeslo de las investigaciones
dedicadas al disefio de farmacos inhibidores de la TcTIM.

Existe un grupo grande de proteinas, en su mayoria enzimasieqpgen como carac-

teristica comun un patrén de plegamiento denominado kdrfilAproximadamente, un
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10 % de todas las enzimas presentan esta conformaciontasttuycdebido a que par-
ticipan en la catalisis de una gran diversidad de reaccisedsgn convertido en centro
de atencidn. La enzima TcTIM pertenece a esta familia. Suaata es homodimérica
compuesta de dos subunidades caracterizadas por un bamddo por ocho hebras

y ocho hélicesy en su estructura terciaria. Se espera que los resultadodegagui se
obtengan contribuiran al conocimiento del comportamielimémico de las enzimas que
siguen este patron de plegamiento.

Cuando la proteina que se estudia es relativamente graoah®, en el caso de la
TcTIM, se requiere de un importante numero de moléculas da pgra solvatar a la
enzima dentro de la caja de simulacién, lo cual se refleja enanemento del tiempo de
cémputo. La eleccion de un solvente no polar en lugar de agplbega a una disminucion
significativa en el costo computacional debido a que el teempolucrado en el célculo
de interacciones electrostaticas es nulo en el primer ¢aseste trabajo se utilizara
decano como disolvente principal, ya que la parametrizag& campo de fuerzas que
utilizamos para describir las interacciones de estas miagno incluye cargas parciales
netas asociadas a los atomos del decano como sucede en detagoa. Esto ultimo
permite aumentar la escala de tiempo de las simulacionemdmita molecular con un
ahorro de los recursos de cémputo hasta en un 70 %.

En resumen, las cuatro motivaciones principales que ertraugsinion justificarian
de manera individual, cada una por separado, el plantetordereste trabajo y que seran

cubiertas a lo largo del mismo son:

i. Describir a nivel atdbmico el comportamiento dinamico queestran las proteinas

en solventes no polares con bajas concentraciones de agua.

ii. Profundizar en el conocimiento de la estructura y cortgparento dinamico de la
TcTIM, con el objetivo de proporcionar elementos Utilesapewmbatir asi el Mal

de Chagas mediante el disefio de inhibidores selectivosatezima.
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iii. Extrapolar los resultados del analisis del comportamd dinamico de la TcTIM a

otras enzimas que compartan el mismo patrén de plegamieetd ¢/ 3).

iv. Proponer una metodologia Gtil para el estudio de mackérntas por medio de
dindmica molecular, que permita aprovechar al maximo losre®s computacio-

nales gracias al uso de sustancias apolares como disolentéal, junto con
bajas concentraciones de agua.
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Capitulo 2

Antecedentes

2.1 Enfermedades parasitarias

Las enfermedades parasitarias han estado presentes ela ldevihombre a lo largo de
su evolucion sobre la tierra. EI nUmero de especies parasita las que el ser humano
ha estado expuesto durante ese lapso de tiempo es impréasioAatualmente existen
al menos 300 especies de helmintos y mas de 70 especies diéqsapaotozoarios, de
las cuales aproximadamente 90 son causantes de las enfdelesquhrasitarias mas gra-
ves que afectan al ser humano. Algunos de los parasitos conepércusion en la salud
humana son: amibas (amibiasiGjardia (Giardiasis),Trypanosoma brucei gambienge
Trypanosoma brucei rhodesiendgnfermedad del suefid)eishmaniaLeishmaniasis),
diversas variedades de Plasmodium (Rglciparium, vivax ovale y malarie (mala-
ria), Toxoplasma gond{iToxoplasmaosis), microespiridinas;yipanosoma cruziMal de

Chagas) [19].

2.2 El Mal de Chagas

El parasito protozoari@ripanosoma cruz{T. cruz) que provoca el Mal de Chagas fue

descrito por primera vez en 1909 por el Dr. Carlos Chagas ElQjarasito se transmite
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al ser humano a través de la picadura de un insecto hematéfemgonmente llamado
chinche besuconaEl insecto o vector de transmisién adquiere el parasitouksspe
succionar su alimento de un reservorio infectado, que sisgemamiferos salvajes que
habitan las zonas tropicales. El parésito se reproducecdéatos intestinos del insecto.
Cuando el vector de transmision se alimenta de un nuevo bdésmo, defeca cerca de
la lesion las heces infectadas con los tripanosomas, quéseiarhuésped haréa llegar
al punto de picadura por medio de frotamiento. Posteriotepesh parasito alcanzara el
torrente sanguineo donde se gestara el crecimiento dahogoma que daré origen al Mal
de Chagas. Esta resulta ser la principal via de contagiou@use ha encontrado posible
la transmision a través de transfusiones sanguineas easd@sangre no controlados y
por transmisiones congénitas de madre a hijo.

El vector de transmision es un insecto hemato6fago pertemieca la familia de los
triatdmidos [21] y geograficamente se encuentra distrdeitdcasi toda América, prin-
cipalmente en América Latina. Las manifestaciones madesdal Mal de Chagas son
las llamadas cardiopatias chagasicas que se presentamende paros cardiacos, arrit-
mias, y tromboembolias [22]. Sin embargo, en la mayoria de&sos la enfermedad es
asintomatica en pacientes infectados, lo que agrava kcsituya que muchas veces no
es detectada para su tratamiento.

Con la finalidad de detener el crecimiento en el nUmero deopassinfectadas con
esta enfermedad parasitaria, por un lado se han implentecéaaparias de erradicacion
del vector en las zonas de mayor tendencia a su crecimieBly [@ busca el tamizaje
de la enfermedad en bancos de sangre. Por otro lado, laiga@én dirigida al disefio
de farmacos que combatan eficazmente la enfermedad ha idciewando. Los farma-
cos que actualmente se encuentran disponibles para el tooddaVial de Chagas son
nitrofuranos, como el nifurtimox, y nitroimidazoles, corabbenzinidazol, que fueron

descubiertos empiricamente hace al menos tres décadassAarmacos funcionan de

Llamado asi por su habilidad para picar en las zonas debrpsabios, en inglés kissing bug.
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manera efectiva en la fase agddasta los primeros afios de la fase crénica, aunque su
eficiencia varia de un individuo a otro. Su principal incameate son los efectos colate-
rales que provoca su uso, como anorexia, vomitos, neuaspatiermopatias, entre otros
[24].

2.3 Estructuray funcion de la triosafosfato isomerasa (TINM

Las proteinas son polimeros formados por cadenas de andasamidos entre si por
medio de enlaces peptidicos, con la capacidad de arreglangarios niveles de organi-
zacion de diferente complejidad. Poseen una conformacidmexio caracteristica, en
torno a la cual fluctdan, en el medio en el que desempefan sidfubiologica. Al ex-
perimentar cambios en la presion, temperatura o pH, emnos parametros, la proteina
pierde su arreglo estructural y por tanto su funcién.

El primero de los niveles de complejidad en los que se orgama proteina se defi-
ne por la secuencia de los aminoacidos que la componen. lLEtesa secundaria es la
estructura ordenada "local”, definida por enlaces de hardgrincipalmente dentro del
esqueleto peptidico. Los elementos mas comunes de esé&rsettundaria en las protei-
nas son hélices alfaxj y hojas betaf), aunque existen otras conformaciones como los
giros beta. Cuando grupos de héliceg hojas se unen e interaccionan, dando lugar a
la formacion de diferentes estructuras mas complejas, ts&enelel tercer nivel de orga-
nizacion llamado estructura terciaria. Existe un cuanelriestructura cuaternaria), que
es producto de la interaccidn no covalente de dos o mas wsdhkdestructuras terciarias
(ver Figura 2.1).

La estabilidad de una proteina se entiende como la capagideélsta tiene para man-
tener la estructura en sus diferentes niveles. Dicha @gteues estabilizada por enlaces

covalentes entre cisteinas, interacciones hidrofébiéasas y puentes de hidrégeno en-

2El Mal de Chagas presenta tres fases evolutivas despuésmtago, fase aguda, fase intermedia y

fase crénica
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-
Estructura
Terciaria

Estructura
undaria

(a)
Estructura Primaria

Estructura Cuaternaria

Figura 2.1: Niveles estructurales de la disposicion tridimensionalateami-

noacidos en las proteinas.

tre cadenas laterales y debido a las interacciones de VaWatds. La funcion biolégica
y la actividad de una proteina depende de su estructura gueyez, viene determinada
por la secuencia de aminoacidos y por el solvente en que serna disuelta.

La triosafosfato isomerasa (TIM) es una enzima homodiraéyie cataliza la inter-
conversion del gliceraldehido 3-fosfato y dihidroxiacetfmsfato, en el ciclo de la gluco-
lisis [25]. La glucdlisis es la secuencia metabolica, ¢zaala por la accion consecutiva
de un grupo de 11 enzimas, por la cual se oxida la glucosaaddetias células del or-
ganismo. El balance final de la glucdlisis es la producciodatemoléculas de piruvato,
dos equivalentes reducidos del NADH y dos moléculas de AaRjlucdlisis es la Unica
via por la cual los organismos vivos producen ATP en ausel@axigeno. En el proceso
se distinguen dos etapas principales. En la primera de &l@gucosa se prepara para
su catabolismo mediante su fosforilacion, en el segundosipdsos la triosafosfato iso-

merasa cataliza la reaccion que produce el gliceraldebvidsfato. En la segunda etapa,

10
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Primera fase Segunda fase
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i : Figura 2.2: Ciclo de la glucdlisis.
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Q:O

este Ultimo compuesto se convierte en acido lactico. Muohgemismos como dl. cruzi

obtienen su energia Unicamente mediante este ciclo (FigR)ya

Triosafosfato isomerasa del parasitdripanosoma cruz (TcTIM)

Los barrilesa/5 representan un patron de plegamiento formado por una saausdter-
nada de hélicea y hebrasis. Esta conformacion es la estructura terciaria mas comuin
de las estructuras cristalinas resueltas que se conocesxiAfadamente un 10 % de to-
das las enzimas presentan esta conformacién estruct@al & miembros de esta larga
familia, incluyendo la TcTIM, participan como catalizadseren diferentes tipos de reac-
ciones y precisamente esta diversidad las ha convertidergrocde atencion. El nombre
de barril 3/ se otorga a la topologia en la cual la secuencia de amin@caienza
con una hebra@, y de forma analoga el barril se denomin@ si la secuencia inicia con

una hélicen.

11



CAPITULO 2. Antecedentes

Figura 2.3: Representacion de la TcTIM. En azul se representa a las bebra
(3, en magenta a las hélices La imagen original se tom6 del PDB, cédigo

1TCD [13].

La estructura cristalina de la TIM deipanosoma cruzTcTIM) que hemos utilizado
en este trabajo se encuentra disponible en el Protein Data[Bd@] con el codigo 1TCD,
cristalizada por Maldonado y Col. con una resolucion de Ag33]. La TcTIM esta
formada por dos cadenas, cada una constituida por un(Bamii, que constituyen las
subunidades A y B de la enzima (Figura 2.3). Cada subunidedtaiwcon ocho hebras
[ que alternan con ocho hélicesunidas mediante lazosloops En la Figura 2.4 se

esquematiza la secuencia de aminoacidos que forman a I[MTasilcomo los bloques

12
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Loop8

Figura 2.4: Secuencia de aminoacidos y estructura secundaria de Isetfos-
fato isomerasa. En azul se representa a las hefgraen magenta a las hélices

a'y en gris a las hélicea que forman loops.

de estructura secundaria en que se encuentran distriburtkbeepresentacion de un barril
de la TcTIM se puede observar en la Figura 2.5.

Una caracteristica de los barriles de TIM es que la zona ndésftibica no es la parte
interna del barril, sino el espacio formado entre las hebnasas hélicesy [28]. El sitio
activo de casi todas las TIM, se encuentra en los atomos deraaterminales de las
hebrass, lo que indica que residuos pertenecientes a algunos dethadappsFa estan
involucrados en la topologia del sitio activo. Uosps 3o poseen una longitud variable,
pero generalmente son mas largos quddopsa/ [29]. También se ha encontrado que
losloopsa estan relacionados directamente con la funcion de la pegteiientras que
los loops a3 parecen tener una contribucion a la estabilidad del b&®oil. [Este mismo
patrén topoldgico se ha encontrado en TIM de otras espedew) en el caso de la TIM
de humano (ThTIM), TIM dd. brucei(TbTIM) y en otras especies de cuya estructura se
tiene conocimiento. Tipicamente, el nimero de residuosamomero es de 250, aunque

existen TIM’s con tan sé6lo 200.
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Figura 2.5: Representacion de un monémero de la TcTIM. En azul se repre-
senta a las hebrag, en magenta a las hélices La imagen original se tomé
del PDB, codigo 1TCD [13].

La estructura del sitio activo de la TcTIM ha sido estudiangpléamente. Se sabe
gue los residuos que participan de manera directa en elqoagalitico de esta enzi-
ma son Lys-14, His-96 y Glu-168 del mismo mondémero. El acetg estos residuos
observado en la estructura cristalina de la TcTIM es muylaiml que se encuentra en
la ThTIM y TbTIM, aunque existe una pequefa diferencia errientacion del Glu168
[13]. Durante el proceso catalitico, el ligando se aislesdklente como consecuencia de
los cambios conformacionales debp 6 que cubre el centro catalitico [31]. Enla TcTIM,
el loop 6 presenta diferentes conformaciones en los dos monémaras;onformacion
cerrada en uno de ellos y abierta en el otro [13]. Se ha sunegué las interacciones del
residuo Cys-15 con dbop 3 de la otra subunidad juegan un papel crucial en la estabi-

lizacion del dimero y en la accién enzimatica de la proteia B2, 33]. Los residuos
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Asn-12 y Glu-168 participan en la transferencia de protoreeesaria para la reaccion
entre el gliceraldehido 3-fosfato y la dihidroxiacetorsdébo. El residuo Glu-168 parece
tener importantes implicaciones en la catalisis porquemssstituido por un aspartato,
la cinética de la reaccion se ve fuertemente afectada.

Se sabe que las propiedades estructurales que generajmesgata una enzima en
un medio no polar con bajas concentraciones de agua no diBestancialmente de las
gue se observan en un medio acuoso [8]. Con la finalidad dedsert&l mecanismo
de la catdlisis en solventes organicos, la TcTIM fue ciisadl en presencia de hexano
[34]. La estructura cristalina de la TcTIM en hexano fue alata con una resolucion de
2 Ay se encuentra disponible en el Protein Data Bank con défjodtCl1. En ella se
puede apreciar que la enzima mantuvo su conformacién diengestructura secundaria,
no obstante, a que se encontraron algunas diferencias erefdagion de las cadenas
laterales de algunos aminoéacidos. En la superficie de lactsta cristalina (1CI1) se
encontraron tres moléculas de hexano y en la estructurean@ii CD) en esos sitios
especificos no se encontré alguna molécula de agua. La idricde las moléculas de
hexano no fue observada cerca de alguno de los dos sitid&icasade la TcTIM [34].
La primera molécula se encontré localizada a una distaneioma 4 A de los residuos
Arg-135, Thr-140 y Glu 186 de la subunidad B. Estos residoosi&n parte deloop 5
y la héliceas . La segunda y tercera molécula fueron encontradas a 3.8 Astinda
entre ellas, situadas en la zona hidrofobica que se fornma kst dos subunidades. Una
de estas moléculas fue localizada a 4 A de los residuos |[@89.03, Gly-104, lle-109,
y Lys-113 del monoémero A; y a 4 A de los residuos Tyr-102 y T§8 tlel monémero B.
La tercera molécula de hexano se situ6 a una distancia mehér del residuo Phe-75
del monémero Ay de los residuos Tyr-102 y Tyr-103 del monanief34].

En la estructura nativa de la TcTIM cristalizada en mediaaowse encontraron 165
moléculas de agua. En la estructura cristalizada en presdactexano se encontraron
236 moléculas de agua, de las cuales s6lo 127 se encontranparmo el mismo sitio que

en la estructura nativa, la 38 moléculas de agua restantésrpn haber sido desplazadas
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por moléculas de hexano. Asi, 109 moléculas de agua apameeie lugares en donde en

la estructura nativa no se habian detectado [34].

2.4 Inhibidores enzimaticos de la TcTIM

El comportamiento dinamico y estructural de los residu@sgarticipan directamente en
la accion catalitica de la enzima y en la estabilidad dimraé@si como los factores que
afectan estas caracteristicas, han sido punto de partid&lpdisefio de inhibidores de la
TcTIM.

En este contexto se ha encontrado que algunos derivadosrdaitiazol inactivan la
accion de la TcTIM en concentraciones micromolares. Adesgies mismos compues-
tos son capaces de inhibir la actividad enzimatica de laMrsHlo cuando se encuentran
en concentraciones mucho mayores [14]. En el trabajo deZFgHlencia y cols. [14]
se presenta un estudio con 10 diferentes moléculas, todasdelrivadas del benzotia-
zol, capaces de inhibir la accion de la TcTIM y otras TIM's.&€ldo 3-(2-benzotiazol-
litio)-1-propansulfonico (compuesto 8), se caracterindtg con la TcTIM por medios
cristalograficos, calorimétricos y por métodos bioquirsjqmara estudiar el efecto en la
inactivacion de la enzima, encontrandose que afecta laotsta de la interfase dimérica
de la TcTIM [15].

Las energias de interaccion entre diversos inhibidores @ieTIM derivados del ben-
zotiazol y la propia enzima se estudiaron también mediart®aos computacionales
[35, 36]. Los resultados confirman la hipoétesis de que losatios del benzotiazol de
mayor peso molecular son capaces de formar complejos ¢icargénte mas estables
con la TcTIM que con la ThTIM, mientras que los que poseen maie menor forman

complejos energéticamente similares con ambas enzimps [36
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Capitulo 3

Metodologia

3.1 Simulaciones moleculares

En el Apéndice 1 se describen con detalle los principalexriabgos utilizados en la rea-
lizacion de las simulaciones que se presentan en estedrd&bagste capitulo nos limi-
taremos a describir brevemente la técnica de simulacidimada y el nivel de célculo,
ademas de los valores de los parametros mas importantes quessderaron.

De manera general, el conocimiento a nivel atdbmico de aspestructurales y di-
namicos de sistemas organizados es de gran interés, ya iguibwage a comprender el
comportamiento de dichos sistemas. La aplicacion de t@smiomputacionales en Qui-
mica puede proporcionar informacién relevante a nivel adracerca de la estructura,
estabilidad y comportamiento dinamico del sistema mosealg estudio.

Ademas, existen algoritmos disefiados para estimar dde®ile energia de Gibbs
(entre otras propiedades termodindmicas), entre difeseestados de un sistema, asi
como técnicas destinadas a la descripcion y caracterizagdeacciones quimicas. La
descripcion de sistemas moleculares a temperaturas riéerele cero, requiere de la
generacion de un conjunto estadistico representativo iiggooaciones del sistema. A
este conjunto se le conoce tipicamente como ensamble. dpegdades macroscopicas a

determinar se definen a partir de promedios sobre el espacondiguraciones. La simu-
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lacion de un sistema finito de particulas esta asociada arnanoldeterminado de grados
de libertad que definen la precision y nivel de calculo corglos se describe el sistema.
Las simulaciones de dindmica molecular que se presentastetrabajo utilizan las
leyes de Newton de la mecanica clasica para predecir lagtsts y las propiedades de
las moléculas. La trayectoria de un sistema\datomos de masas; (i = 1,2....,N)
definida por los vectores de posicidnse describe por:
mi%:ﬁ, i=1,...,N. (3.1)
La fuerza que se ejerce sobre cada particula sometida a enciadfl; viene dada

por:

F, = —VV, (3.2)

Las simulaciones de dinamica molecular se basan en la og&olsimultanea de las
ecuaciones 3.1y 3.2 en pequefios pasos de tiempo. El pracesuite de manera iterati-
va a la vez se almacenan con cierta frecuencia las coordepagtocidades que resultan
del calculo. Opcionalmente, se pueden grabar otros pamsnaimo las fuerzas, tempe-

ratura, presion o distintas contribuciones energéticas, gu posterior analisis.

3.2 Campo de fuerza

Un campo de fuerza es un grupo de ecuaciones que determifoamkaen que la energia
potencial de una molécula varia en funcion de la ubicacidngi@tomos que la compo-
nen, asi como de la distribucion de los atomos de otras makede su entorno. Ademas
de las ecuaciones, la formulacion de un campo de fuerzadeygdior un lado, la defi-

nicion de una serie de tipos de atomos que caracterizan aucedde ellos dentro de
un contexto especifico y, por otro lado, la definicion de urjwtn de parametros que

relacionan las ecuaciones con los tipos de atomos.
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En este trabajo se utilizé un campo de fuecomservativoy se considerd que las
contribuciones al potencial son debidas Unicamente a lsisipnes de los atomos. Esta
suposicidn se basa en la Aproximacién de Born-Oppenheleneual considera que los
movimientos electrénico y nuclear estan desacopladosipéndice A). Debido al gran
tamanfo del sistema a estudiar y a que no se incluyen reasajoifiicas, esta aproxima-
cion se considera apropiada para describir el sistema.

En la literatura se puede encontrar una gran variedad decsadiefuerza con diferen-
tes niveles de aproximacion en el calculo y en algunas awesiespecificos de acuerdo
al tipo de sistema de interés. La eleccion de un campo dedfypenzicular dependera di-
rectamente de las propiedades del sistema a estudiarnagidmlas propiedades que se
desean determinar en el sistema.

El campo de fuerza tipico para un sistemad\datomos de masas,; (i = 1,2,..., N)

con posiciorr; tiene la forma siguiente [37]:

1
V(r,ra, . fy) = Y 51r(b[b—bo]2+ (3.3)
Enlaces
1
> SHKol0 — 0] + (3.4)
Angulos
1
> e -6+ (3.5)
_ diédros
impropios
Z K,[1 + cosnp — 0] + (3.6)
diédros
propios
> [Cualing)/rii = Coli5) /7] + (3.7)
pares(i,j)
> ] (3.8)
- Ldmege, )
pares(i,j)

El primer término (3.3) representa la energia asociada mfesacciones entre dos

atomos unidos entre si por un enlace covalente expresadantedn potencial armé-
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nico. La constanté, representa la longitud de enlace con el minimo potencidl, ya
constante de fuerza. Los paramettpy K, dependeran del tipo de atomos en cada en-
lace. El segundo término del potencial (3.4) describe lagéaesociada a la variacion
del angulo entre dos enlaces interatdmicos contiguos.geatio de libertad se simulara
también mediante un oscilador arménico que utiliza el mrépigulo como coordenada.
Las energias asociadas a las oscilaciones entre enlacdsrtes formados por 4 atomos
contiguos 1-4 se representan por los términos 3.5y 3.6.ib@epa de estas contribucio-
nes se describe nuevamente mediante un oscilador arm@rametrizado por el &ngulo
diédro que se puede definir entre los planos generados pdosogrupos de 3 atomos
sucesivos 1-2-3 y 2-3-4. Esta contribucion se utiliza pafind el movimiento que los
atomos que forman anillos experimentan perpendiculamrediglano de los mismos. La
contribucién 3.6 se refiere a los angulos diédradefinidos de la misma manera que el
angulo¢ del término 3.5, parametrizados ahora mediante una fustnsoidal que per-
mite giros completos de hasta 36&sta ultima contribucidn al potencial describe, por
ejemplo, las torsiones de los atomos de C en cadenas agfatios ultimos dos términos
3.7 y 3.8 describen la interaccion entre todos los paresoead que se encuentran a una
distancia de mas de tres enlaces covalentes. Dicha canénibse expresa mediante un
potencial de Lennard-Jones sumado a un potencial eletticus(de Coulomb) entre los

atomosi y j con cargasg; Y ¢; separados una distancig.

El listado de tipos de atomos es mas complejo que la clasdicagie aparece en la
tabla perioddica en funcién del nimero de protones. Por digrap un campo de fuerza
clasico se consideran de manera distinta los hidrégenos geupo hidroxilo a los hidro-
genos alifaticos, o los carbonos de un ciclo aromatico deddsonos de grupos acidos.
Para un mismo conjunto de ecuaciones dado dentro de un caenfuerda es posible
utilizar diferentes parametros, los cuales seran elegiddancion del tipo de atomos de

las moléculas a simular.
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3.3 Comportamiento dinamico de la TcTIM

Por medio de simulaciones de dinamica molecular se presengstudio del compor-
tamiento dinamico de la enzima TcTIM con diferentes solegijue son: decano, agua
y decano con bajas concentraciones de agua. Las simulaajoeese muestran en este
trabajo se realizaron con el paquete computacional GROM88339, 40, 41], version
3.2.1.

Como referencia para el analisis se realiz6 una simulaa@da groteina en agua (R)
y otra en decano (D). Para analizar la dinamica de la protimaezclas de agua-decano
se plantearon tres diferentes sistemas (D8), (D6) y (D4) diferentes concentraciones
de agua y decano. El nimero de moléculas de agua y decano gtikzaeon en cada
una de las simulaciones se presentan en la Tabla 3.1, la ohegdal utilizada para crear

dichos sistemas se describe con detalle en la secciéon 3.4.1.

Simulacién Agua | decano| Tiempo

Trayectoria (R) | 24825 0 60 ns
Trayectoria (D8)| 3579 | 3402 | 40ns
Trayectoria (D6)] 2336 [ 3208 | 40ns
Trayectoria (D4) 1185 | 2825 | 40ns
Trayectoria (D) 0 2587 | 40ns

Tabla 3.1: Disefo de las simulaciones.

3.4 Parametros de simulacion

Las simulaciones de dinamica molecular se realizaron caramlpo de fuerza GRO-
MOS96 (43a2) para la enzima y el decano. El agua se simul6 dermaxplicita me-
diante el modelo SPC (Simple Point Charge) [42]. Para mizanmel nimero de molécu-

las de disolvente se tomaron como base para las condicienéslipas cajas de forma
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dodecaédrica. Con esta geometria se optimiza tambiénttapéa de la periodicidad. La
temperatura, presion y el nimero de moléculas se mantumienostantes para todas las
simulaciones. Con este fin la caja de simulacidon se acopldlginreamente a un termos-
tato y a un barostato de Berendsen con una temperatura gmposieferencia de 298 K
y 1 bar [43]. Las constantes de acoplamiento utilizadaofude 0.1y 0.5 ps para cada
uno de los dos algoritmos respectivamente y el coeficientenipresibilidad utilizado se
tomd como un promedio entre el del agua y el decano, pondemad@as concentraciones
de ambos disolventes para cada simulacion.

Las interacciones entre atomos no enlazados covalenterfuemon consideradas de
la siguiente manera: para distancias menores a 0.9 nm,@dacah a partir de la ley de
Coulomb y fueron evaluadas en cada paso de tiempo. Las fuenta atomos separados
de 0.8 a 1.4 nm se calcularon de la misma manera, pero fueatumaelas cada 5 pasos
de tiempo manteniéndose constantes entre ellos; paradetamayores a 1.4 nm, se
consideré un medio continuo con una constante dieléctrie&8.0, valor con el que
fue parametrizado el campo de fuerza utilizado en nueséigsilos. El paso de tiempo
utilizado en todos los casos fue de 2 femtosegundos (fs)obgstudes de los enlaces y
el angulo H-O-H en el agua se mantuvieron constantes porondetialgoritmo SETTLE

[44].

3.4.1 Preparacion de las simulaciones en agua y en mezclasiag

decano

Para simular la TcTIM en agua se tomaron las coordenadasedérilectura cristalina que
aparecen en el Protein Data Bank con el codigo 1TCD. Dichraasta se coloc6 en
una caja dodecaédrica de tamario tal que la distancia mimtreaaialquier atomo de la
proteinay las paredes de la caja fuera de al menos 2 nm. Eliedipge entre la proteina
y la caja fue cubierto con pequeés cajas de agua previamguitdbeadas y el sistema

resultante se simulé durante 60 ns. De esta manera se crisdulacon de referencia
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(R). Las simulaciones en las que se utiliz6 una mezcla deyagaeano como disolvente
se realizaron a partir de la conformacion obtenida de lalsiomin R después de 20 ns de
dindmica molecular (a esta conformacion le llamaremos R20)

Por medio de un programa desarrollado en codigo awk, sesigpoin sucesivamente
todas las moléculas de agua que tenian algin atomo a unacihstie la proteina mayor
a 8, 6 y 4 A respectivamente, con lo que se obtiene asi 3 nuajasde simulacion. El
tamano de las cajas resultantes se aumentdé ligeramentendeantgie ningun atomo de
la proteina y del agua estuviese a mas de 2 nm de las paredemisria y los sistemas
resultantes se llenaron de moléculas de decano preeqddgibr A las simulaciones rea-
lizadas a partir de estas conformaciones las denominaréenagui en adelante D8, D6
y D4, respectivamente. Las fotografias iniciales de lasikioiones D8, D6 y D4, exclu-
yendo las moléculas de decano para mayor claridad, se muestias Figuras 3.1, 3.2y

3.3. Este disefio de las simulaciones se esquematiza erulaRBig.

Figura 3.1: Conformacion inicial de

la simulacién D8, con una capa de
agua inicial de 8 A (3579 moléculas de
agua). En azul se representa el moné-
mero A, en rojo el monémero B y en

magenta las moléculas de agua.
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Figura 3.2: Conformacion inicial de la
simulacién D6, con una capa inicial de
agua de 6 A (2336 moléculas de agua).
En azul se representa el monémero A,
en rojo el monémero B y en magenta

las moléculas de agua.
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En azul se representa el monémero A,
en rojo el monémero B y en magenta

las moléculas de agua.
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RO R20

20 ns (RO+AGUA) [N 40ns  (R20 + AGUA)

———————
‘ R

40ns (R20 + AGUA + DECANO)

ﬁ
D4 D6 D8

40 ns (RO + DECANO)

Figura 3.4: Esquema representativo del disefio de las simulacionezagials.

3.4.2 Simulacién en decano

Para la realizacion de la simulacion en decano puro seditdiestructura de la TcTIM
gue aparece en el Protein Data Bank [27] con el cédigo 1TCP [Eenzima se colocé
en una caja con geometria dodecaédrica capaz de llenarltegipagio cuando se repite
de manera periddica en las tres dimensiones del espaciamafib de los sistemas fue
seleccionado de tal manera que la distancia minima entteuieaatomo de la proteina
y las paredes de la caja fuera como minimo de 2 nm. A esta siidnlae le denominé

simulacion D.
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3.5 Métodos de analisis

En esta seccion se explicaran brevemente los métodosadtkzpara el analisis de las

distintas trayectorias.

3.5.1 Visualizacion de las trayectorias

La primera parte del analisis consistié en visualizar |asirtas trayectorias obtenidas
mediante el uso de los programas VMD [45] y Rasmol [46]. Bss@éccion visual del
comportamiento de las distintas moléculas del sistemanipeiitante de cara a disefiar las
siguientes fases del analisis. Mediante el empleo de laarh&mtas de visualizacion fue
posible monitorear el comportamiento de la enzima y deldisde. Un analisis estéatico
de las estructuras permite hacer comparaciones entretémossnicial y final. Ademas,
gracias a que se conoce la posicion y velocidad de todosdaosoétde la proteina y los
disolventes, es posible observar y analizar la evoluciciode el sistema en funcion del

tiempo.

3.5.2 Desviaciones cuadraticas medias (RMSD)

Para todas las trayectorias se calcul6 la desviacion dicairaedia, definida por la ecua-
cion (3.9), en funcion del tiempo. Este analisis calculadsvihcion cuadratica media de
algunos atomos en una molécula con respecto a una estrdetveferencia mediante el
programay_rmsd del paquete computacional GROMACS [38]. La primer taregpde!

grama es realizar un ajuste de la estructura por el métoddardemos cuadrados a otra de

referencia{y) y posteriormente calcular la RMSD:

1

2

N
RMSD(t,ty) = % > my | ri(t) = x(to) |° (3.9)
=1

dondeM = " m, y r;(t) es la posicién del &tomica un tiempa.
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Este andlisis proporciona una medida cuantitativa no é&sede la diferencia entre
cada una de las conformaciones en una trayectoria y unaestude referencia. Asi
también, la evolucidén de la curva RMSD vs tiempo en una ttayecde simulacion
proporciona un criterio que ayuda a considerar la escaleeadgo en la cual un sistema

alcanza el equilibrio.

3.5.3 Fluctuaciones cuadraticas medias (RMSF)

El analisis de las fluctuaciones cuadraticas medias fualealo con el program@ rms f

del paquete computacional GROMACS [38]. El programa caltag fluctuaciones cua-
draticas medias, es decir, la desviacion estandar de ledda entre las posiciones ato-
micas en una conformacion del sistema ajustada a otra estude referencia. Los re-

sultados se presentan como un promedio para cada residuo.

N

RMSF(i) = ((Ar}) )2 = ( [t = (x)]? ) (3.10)

3.5.4 Estructura secundaria

Este andlisis consistid en calcular la estructura secimdarcada residuo a partir de la
trayectoria del sistema. Para lograr este objetivo sez@tédi programalo_dssp del pa-
guete computacional GROMACS. Este programa utiliza larm#xion del codigo DSSP
para el calculo de la estructura secundaria en la protef@&PBes un acrénimo para "Dic-
tionary of Protein Secondary Structure”. El DSSP [47] idexat por medio de un codigo
de una letra a cada tipo de estructura secundaria. Seglobdsge, la estructura se asigna
en base a los patrones de enlaces de tipo puentes de hidEmgea@minoacidos, pro-
puestos inicialmente por Pauling. Las hélicese representan con la letra H y las hebras
[ con la letra E. Si las hélices y hebrasj que se forman son muy cortas, éstas son
designadas por las letras T para las hélicgB para las hebra8. Existen otros patrones

de estructura secundaria los cuales no se presentan erabsie.t
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3.5.5 Interaccion de la TcTIM con el disolvente

Esta parte del analisis consisti6 en monitorear el nUmenmaléculas de agua que se
encontraban a una distancia menor de 4 A de los atomos querctf cada residuo.

Para esto fue necesario elaborar un programa que calcuktdaaa entre los oxigenos
de las moléculas de agua con respecto a los atomos de catleordsilas proteinas y que
posteriormente elimina aquéllos que no cumplen con laicegin de encontrarse a una
distancia menor de 4 3e disefié un procedimiento similar para cuantificar el narder

atomos de decano pertenecientes al decano que se encomtrana distancia menor de

4 A del centro de masas de cada atomo de la TcTIM.

3.5.6 Dinamica de las moléculas de agua en el sistema

Durante la simulacidén se almacenan, a cada paso de tiensgmdaciones de los atomos
del sistema. Para el andlisis se utiliz6 este archivo. laimécion se analiz6 a través de un
programa en codigo awk desarrollado especificamente paramdlisis. Este programa
calcula la distancia entre el centro de masas de cada oxgragua y cada uno de
los atomos de la proteina en cada conformacién. El anaksfseduencias consistié en
calcular el nimero de veces que una misma molécula de aguecapauna distancia
menor a 4 A de un residuo de la TcTIM.

Por ejemplo en el sistema donde fue simulada la TcTIM con @500léculas de
agua (simulacion R), el programa tomo cada uno de los 4862d&tale la proteina y
calculo la distancia a cada uno de los 25000 oxigenos perégrtes a las moléculas de
agua durante una trayectoria de 20 ns. Después de cadaoc@lq@rograma almaceno
las coordenadas e identificadores de aquellas moléculaapamecieron a una distancia
menor a4 A 6 2 A de un residuo de la TcTIM. Este proceso se teitdirmtivamente sobre
2000 conformaciones de la trayectoria. El archivo genecadtiene la informacion que
permite cuantificar el tiempo de residencia de una mismaculaé&e agua cercana a

un residuo durante la simulacion. Si se calcula el nUmercedessen que una molécula
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aparecio a distancia menor a 4 A 6 2 A de un residuo dado, senebit frecuencia de
incidencia de las moléculas de agua en los residuos de EiipaoEn un analisis posterior
se realiz6 una suma de las moléculas de agua totales querg®isran en cada residuo
en un entorno definido (4 A 6 2 A) durante un tiempo neto de 244480 ns.

El tiempo de cOmputo que se requiere para hacer el calculsan2900 conforma-
ciones es comparable a una simulacion molecular. Debid@aalagpsto computacional se
decidié no extender el célculo hasta las 4000 conformasidae las simulaciones D8,

D6 y D4 se sigui6 el mismo procedimiento.

3.5.7 Puentes de hidrogeno

Un puente de H es un tipo particular de interaccion eledtigstatractiva localizada entre
un hidrégeno con una carga parcial positiva y un atomo aceptprotones. Existen dife-
rentes criterios geometricos que se utilizan en la inspaabeé conformaciones atomicas
para contabilizar puentes de H [38]. Para este analisislz® @ programay_hbonds del
paquete GROMACS. Los parametros que utiliza el programeagefinir la formacién de
un enlace de este tipo son una distancia maxima entre elgeidody el grupo aceptor
de 3.5A ¢ <ryp = 3.5 A), y un angulo maximo de 30(a< ayp = 30°), entre los
atomos X-H—A, donde X representa al atomo al cual el H estdaucovalentemente.
Este calculo puede realizarse tanto entre atomos de la misriéeula (puentes de H in-
tramoleculares) como entre atomos de moléculas diststagp-soluto, soluto-solvente,

etc (puentes de H intermoleculares).
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Capitulo 4

Resultados y discusion

4.1 Analisis visual de las trayectorias

Un analisis visual de las trayectorias permite observauraién del tiempo la evolucion
de la estructura de la proteina, ademas del ordenamiemicdeladisolvente en el entorno
de ésta. Debido a la diferencia en polaridad de los disadgermti comportamiento y la
interaccion con la enzima resulta de gran interés. La coitiposdel disolvente en los
sistemas simulados es diferente en cada caso, en las sibmés® y D los disolventes
fueron agua pura y decano puro respectivamente. En lasaiiones D8, D6 y D4 se
utilizé como disolvente una mezcla agua-decano con difesaroncentraciones de ambos
compuestos en cada una de ellas. Las Figuras 4.1, 4.2 y 4 &rmanuénagenes de las
configuraciones inicial y final, después de 40 ns de simutad@dinamica molecular,
obtenidas de las trayectorias D8, D6 y D4. En ellas se muestiacolor magenta las
moléculas de agua totales empleadas en cada sistema, yoerveale los atomos de
moléculas de decano que se localizaron a menos de 4 A de lm&n2bmo se explicd
con detalle en el Capitulo 3, las configuraciones iniciakeslidhas trayectorias fueron
creadas a partir de la conformacion de la trayectoria R dssga 20 ns de simulacion
manteniendo una capa de agua alrededor de la proteina d€[3%){ 2336 (D6) y 1185

(D4) moléculas, respectivamente.
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A través de las imagenes que se presentan es posible obseavdistribucion no
homogénea del disolvente alrededor de la proteina al térdercada trayectoria. En los
tres casos una gran parte de las moléculas de agua que alforiciaban una capa de
agua de espesor uniforme, se movieron para acumularse gpeei@ que se forma entre
los dos mondémeros de la enzima. La formacién de este conghoimele moléculas de
agua, que se observa en todas las figuras, es consecuerainagtgubilidad entre los dos
disolventes. Su formacion se relaciona también con la prpgdmetria de la proteina que
proporciona una regién favorable para que el agua mininaisgperficie interfacial con
el decano.

En los tres casos, el espacio que dejaron las moléculas deabhgwdarse a la cavi-
dad de la enzima durante los 40 ns de simulacién fue ocupadagléculas de decano.
Ademas es importante sefialar que una cantidad importantebizulas de agua ocu-
paron sitios especificos alrededor de la enzima y muy pocaflatese fueron al seno
del disolvente apolar, como ya era de esperarse debido atagimidad entre ambos

solventes.

4.2 Analisis cuantitativo de la dinamica de la proteina

Un primer analisis de la dinamica de la proteina se realifmutzndo la desviacion cua-
dratica media (RMSD) de la enzima y las fluctuaciones cuadsatmedias (RMSF) de
los diferentes residuos en cada trayectoria.

La RMSD se calcul6 para todos los atomos de la proteina ago e la trayectoria.
De manera independiente, este mismo parametro se evalmdogaitomos que forman
la cadena central y para los atomos que pertenecen a lasasddégrales de todos los
residuos. Analogamente, el valor de RMSF se evalué corsiderdos grupos de atomos
diferentes, en un grupo se incluyeron todos los atomos detaipa y en otro indepen-
diente los atomos que soélo pertenecen a las cadenas latégata Ultima seleccion de

atomos excluye a la parte mas rigida de la proteina). Endgedtorias D8, D6, D4 y
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Figura 4.1: Conformaciones inicial y final de la proteina en la simulacio

D8, con una capa de agua inicial de 8 A (3579 moléculas de agu@mo

a la proteina). En azul se representa al monémero A, en rojp@émero B,
en magenta a las moléculas de agua y en verde se represestatolnos de
carbono pertenecientes a las moléculas de decano encastaadna distancia

menor a 4 A.

D el analisis de RMSD que se presenta se evaluo a lo largo dilas de simulacion

y en la trayectoria R éste fue evaluado sobre los ultimos 4fengn total de 60 ns de
simulacién. El calculo de RMSF en las trayectorias D8, D6y fue realizado sobre

los dltimos 30 ns de simulacién ya que los primeros 10 ns ssideraron como tiempo
de equilibracion del sistema. Para la realizacion de esiksaen la trayectoria R Uni-
camente se utilizaron los ultimos 30 ns de simulacion. Laagnos 30 ns se excluyeron
con el objetivo de igualar los tiempos sobre los cuales szaean todos los calculos en

las diferentes trayectorias.
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Figura 4.2: Conformaciones inicial y final de la proteina en la simulacié

D6, con una capa de agua inicial de 6 A (2336 moléculas de agtmreo a

la proteina). En azul se representa al mondmero A, en rojo@dmero B,
en magenta a las moléculas de agua y en verde se represestatolnos de
carbono pertenecientes a las moléculas de decano encastadna distancia

menor a4 A.

4.2.1 Desviaciones cuadraticas medias (RMSD)

El valor de la RMSD calculada para cada trayectoria nos pobqoa una medida neta,

no especifica, de los cambios conformacionales que tiemgam &n la estructura de la
proteina respecto a la estructura que se toma como referé&mcia Figura 4.4 se presen-
tan los valores de la desviacion cuadratica media (RMSDa gredteina en funcion del

tiempo para las trayectorias R, D8, D6, D4 y D. En la Figurasé.presenta Gnicamente
el calculo de RMSD para los atomos pertenecientes a la cagairal obackboneComo

referencia para el calculo de RMSD en todos los casos queesergan se utilizaron las
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Figura 4.3: Conformaciones inicial y final de la proteina en la simulacio
D4, con una capa de agua inicial de 4 A (1175 moléculas de agtmreo a
la proteina). En azul se representa al mondmero A, en rojo@dmero B,
en magenta a las moléculas de agua y en verde se represestatolnos de
carbono pertenecientes a las moléculas de decano encastaadna distancia

menor a 4 A.

coordenadas de la estructura cristalizada de la TcTIM.

En las Figuras 4.4 y 4.5 se observa que los valores de RMShidbgepara cada
trayectoria son ligeramente diferentes entre si. Aprodanzente durante los primeros
10 ns, es posible observar que la tendencia de la RMSD eattiggite creciente y que a
partir de los 10 ns lo que se observa son fluctuaciones corggliosaparentemente cons-
tantes en todos los casos. Las fluctuaciones en los valoieM&® en la region donde
el promedio es practicamente constante podrian atribainsmsiciones reversibles en la
estructura secundaria de la proteina; bajo esta hipotesis analisis posterior se presen-
ta un estudio mas especifico de este nivel de estructura.faadib acuoso, la proteina

adquiere la flexibilidad necesaria para experimentar losboas conformacionales que
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Figura 4.4: Desviacion cuadratica media (RMSD) de todos los atomogpert
necientes ala TcTIM. Como referencia se utiliz6 la estnactuistalina 1TCD
PDB. Curva verde: Trayectoria R; curva roja: Trayectoria D&irva negra:
Trayectoria D6; curva azul: Trayectoria D4, curva magenifiaayectoria D.

Cada punto en las curvas representa un promedio sobre 200 ps.

se requieren para lograr su funcién catalitica, por lo @ahizima no puede encontrarse
rigida y debe ser normal observar transiciones localessiges en su estructura.

El mismo calculo de RMSD se realiz6 sobre las cadenas lateeadcluyendo a los
atomos de la cadena principal de la proteina y los resulsglpsesentan en la Figura 4.6.
En esta grafica se encuentra que la tendencia de las curzaslganzar un valor estable
durante la simulacién es similar a la que se observa en lad#yd. En promedio el valor
de RMSD es ligeramente mayor cuando se evalla para los atpradsrman las cadenas
laterales de la proteina, ya que éstos estan compuestasspatoimos que mas cambios
conformacionales presentan y que se encuentran mas expatsdisolvente. En el caso
de la Figura 4.5, donde fue considerada Unicamente la cadei@l de la proteina para
su evaluacién, se obtuvieron los valores mas bajos. Loiant&s consecuencia de que

la cadena principal esta formada solo por los atomos quewruoah el esqueleto de la
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Figura 4.5: Desviacién cuadratica media (RMSD) de todos los atomos per-
tenecientes a las cadenas centrales de la TcTIM. Se tom6 edarencia la
estructura cristalina 1TCD PDB. Los colores de las curvanhdén la misma

notacion de la Figura 4.4.

estructura terciaria y que por tanto manifiestan una magataz.

Las gréficas de los valores de RMSD en funcion del tiempo siées (gara obtener
un primer criterio de equilibrio en las simulaciones de @istuEl analisis sugiere que es
aconsejable descartar los primeros 10 ns de cada trayed&iido a la evolucion que la
RMSD muestra en este primer intervalo. Por esta razon, enatises de fluctuaciones

gue a continuacion se presenta se utilizaron sélo los UdtB0ms de cada trayectoria.

4.2.2 Fluctuaciones cuadraticas medias (RMSF)

La movilidad de los residuos de cada monomero se cuantifitérerinos de la RMSF.
Como se explica en el Capitulo 3 en este analisis se calcdkesldacion estandar de la
distribucion de las posiciones atomicas para cada resideduyieron lugar durante una

trayectoria. Para realizar este célculo es necesaricajestia estructura de la trayectoria
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Figura 4.6: Desviacion cuadratica media (RMSD) de los atomos perteneci
tes las cadenas laterales de la TcTIM. Se tomé como refardm@structura
cristalina 1TCD PDB. Los colores de las curvas tienen la nasisratacion de

la Figura 4.4.

a una de referencia, por lo cual en todos los casos se utliathiina conformacion de la
proteina en cada sistema.

Este analisis nos permitira identificar zonas de difereetalilidad o rigidez que a
simple vista o en una estructura fija dada es imposible denars&l calculo de RMSF
se realiz6 de manera independiente para dos grupos de atelnposnero formado por
todos los atomos de la proteina y el segundo Unicamente patdmos que pertenecen a
las cadenas laterales de cada residuo.

Los valores de RMSF calculados para todos los &tomos deteipacen cada una de
las trayectorias se muestran en la Figura 4.7. Como se nm@naideriormente, la enzima
triosafosfato isomerasa es homodimérica, es decir, quecseptra formada por la misma
cantidad y tipo de residuos en su secuencia, estructuradaca y terciaria en cada
uno de los mondmeros. Por esta razon los resultados se aegaEra cada subunidad

de la proteina por separado haciendo coincidir la secuelecaminoacidos entre cada
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una de ellas. Esta representacion de los resultados pedratigg comparaciones entre
monomeros. Para facilitar el analisis se coloco en la papersor de cada figura una
representacion grafica que indica los bloques de estrustarandaria hoja o hélicex
en funcion de la secuencia en la TcTM

El perfil general que se observa en las graficas de la Figurasdriiuy similar en
todas las simulaciones asi como para los diferentes mowd&mesis zonas con mayor
movilidad en la proteina estan representadas por los Esiclin los valores mas altos
de RMSF y éstas coinciden entre si en la mayoria de los casodeEesperarse que las
zonas con residuos que forman hebsgresentaran los valores mas bajos de RMSF ya
gue éstas, ademas de ser una estructura muy estable, setearcpeotegidas en la parte
interna del barril, y limita su exposicion directa al solieerAl observar las graficas, lo
anterior result6 ser cierto en la mayor parte de los casos.

De la misma figura se puede concluir que, en términos gesetakeregiones de la
proteina cuya estructura secundaria corresponde a hebaaslas mas rigidas, siguiendo
de mayor a menor rigidez las hélicesy finalmente los lazos entre blogues. Se puede
observar que los lazos en general coinciden con los valoassattos de las distribucio-
nes. La diferencia en los valores de RMSF entre las distirdgsctorias para un mismo
aminoacido, pueden ser debidas a los diferentes medios euéla proteina fue simu-
lada o simplemente a que los tiempos de simulacién son @davios para explorar con
suficiente intensidad todo el espacio de configuracionesadN@! perfil general en todos
los casos es comparable, aunque se observa que el perfildubpana la trayectoria D se
aleja mas del resto.

Como ya se ha mencionado, en todas las trayectorias aredizgivalores mas altos
de RMSFfueron obtenidos en residuos pertenecientes a lazos queblogpues de héli-
cesa con hebrag’ o viceversa. En particular, los lazos mas flexibles en cadedmero

resultan ser los que unen-gs(residuos 32-37)ys-03 (residuos 56-60)7,-a4 (residuos

'Esta herramienta sera llamada a partir de ahora GRE@esentacion Grafica Lineal de Estructura

Secundaria
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Figura 4.7: Fluctuaciones cuadréaticas medias (RMSF) por residuo delHW calculados

sobre los ultimos 30 ns de cada simulacién. Las letras A y Beggmtan a cada monémero
de la proteina. Las notaciones R, D8, D6, D4 y D correspondeada una de las trayecto-
rias realizadas. En la parte superior de la gréafica se indit&ipo de estructura secundaria

correspondiente a la secuencia de aminoacidos de la TcTIM.

95-106),05-a5 (residuos 129-139) ¥s-ag (residuos 169-179). Los residuos 129-139 que
enlazan &s-a; Yy los residuos 169-179 que enlazafisaag son un claro ejemplo de re-
giones de mayor flexibilidad de la proteina en todas las ttayi@s y en cada monémero
de la TcTIM. Al comparar estas dos Ultimas regiones en laeseza de la TcTIM se
observa que en las trayectorias D8 y D6 presentan en todasyastorias los valores
de RMSF mas altos en ambos monomeros. En la trayedi@idel monomero B desta-

can particularmente los residuos Gly-174 y Tyr-175 delorést residuos con valores de
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RMSF de 0.5417 nmy 0.4560 nm, respectivamente. En la trayad?6 los residuos del
monomero A con los valores de RMSF mas altos fueron los sitgselle-173, Gly-174

y Tyr-175 con los valores 0.5111 nm, 0.5980 nm y 0.4903 nnectyamente.
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Figura 4.8: Fluctuaciones cuadraticas medias (RMSF) de las cadenasdlas de
cada residuo por monémero de la TcTIM, calculados sobreltbads 30 ns de simu-
lacion. Las letras Ay B representan a cada mondmero de laprat Las notaciones
R, D8, D6, D4y D corresponden a cada una de las trayectoriakzadas. En la par-
te superior de la gréfica se indica el tipo de estructura seleuia correspondiente a

la secuencia de aminoéacidos de la TcTIM.

En la figura 4.8 se muestra una gréafica donde se comparan tvevdeRMSFde los
atomos pertenecientes exclusivamente a las cadenasdatérquellos residuos donde el

valor de RMSF es cero corresponden a residuos de tipo gliciya cadena lateral esta
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formada sélo por un atomo de H, no considerado de forma égatic el campo de fuerzas
utilizado. De la misma manera que en el caso anterior, lostae®s se presentan para las
subunidades A y B de la proteina de forma separada. Paracelaal igual que en la
Figura 4.7, se consideraron Unicamente los ultimos 30 nadke ttayectoria. Los valores
de RMSF que se obtienen después de excluir a los atomos quarfda estructura central
son de manera general mas altos que los encontrados al @@mndimtos los atomos que
conforman a la enzima. Los resultados de las diferentesdrayas que se presentan en
la Figura 4.8 sugieren, al igual que en la Figura 4.7, un pedy similar entre si, con la
trayectoria D como excepcion ya que muestra valores de RMSReshor magnitud.

En la Figura 4.9 se presentan los valores de RMSF acumuladasada una de las
gréficas de la Figura 4.7 y de la Figura 4.8, es decir, la sumasdealores de RMSF
sobre los residuos de cada mondémero en las diferentestwagsc Al comparar el valor
acumulado para cada mondémero en las simulaciones no esguafsilmar que existe una
diferencia significativa entre las trayectorias R, D8, D64 Bn cambio, si se compara
el valor de RMSF acumulado para la trayectoria D, se encaente el resultado si es
significativamente menor que cuando el solvente es acuos@a onezcla agua-decano.
La rigidez que presenta la proteina al estar simulada en diome polar es observable
con mayor claridad en el valor acumulado de RMSF calculadarér jgle los resultados
de la Figura 4.8, donde so6lo se consideran las fluctuacioméssdcadenas laterales de
los aminoéacidos. En la figura 4.9(b) se observa que el val®®M8F acumulado en la
trayectoria D es significativamente menor que el calculadia® simulaciones con agua
como parte del disolvente.

A partir de estos resultados no es posible afirmar que hayiterantia significativa
entre la movilidad de los dos monémeros de una misma protingue cabe hacer notar
gue en cuatro de las cinco trayectorias la RMSF acumuladiégeramente mayor para
el mondémero B. Los resultados de la RMSF de toda la proteia&WMSF calculada para

las cadenas laterales de los residuos presentan la misdentéa.
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Figura 4.9: Fluctuaciones cuadraticas medias acumuladas para cadaemdm
de la TcTIM en las diferentes trayectorias. (a): RMSF acadas obtenidos
a partir de los valores de la Figura 4.7; (b): RMSF acumuladogenidos a
partir de los valores de la Figura 4.8. Las notaciones R, D8, D4y D corres-
ponden a cada una de las trayectorias. Las subunidades A yé&psesentan

en color negro y gris, respectivamente.

4.2.3 Estructura secundaria
Estructura secundaria de la TcTIM

Este analisis consistié en calcular el nimero de residueda@man hélicesy, hebras
[y giros 5 en cada conformacion de la simulacion. En la Figura 4.10 egeptan los
resultados obtenidos en cada una de las simulaciones (RD®&)4 y D). El criterio
utilizado para definir el tipo de estructura secundaria esiletado en el Diccionario de
Estructura Secundaria para proteinas, (DSSP, Dictiorfdyobein Secondary Structure)
[47].
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Figura 4.10: Estructura secundaria de la TcTIM segun el codigo DSSP. £arul:
hélicesa; curva naranja: hebras3; curva verde: giros. Las lineas continuas repre-

sentan al monémero Ay las lineas en color mas tenue al moodner
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Al comparar los resultados de cada sistema presentado$muta 4.10 se puede ver
gue R, D8, D6 y D4 presentan comportamientos similares. &grkgicas correspondien-
tes a dichas trayectorias se observa que la estructuradse@igque mas contribuye a la
estructura de la proteina es la presencia de hélicesguido de los residuos que forman
hebrass y en ultimo lugar se encuentran los residuos que forman.gialferencia de
los otros sistemas en la trayectoria D la cantidad de resigue forman giros rebasa a los
gue forman hojagr. Respecto a las hélicesen esta Ultima trayectoria a pesar de ser la
estructura secundaria en mayor proporcion, sus residumsralcanzan las 100 unidades
como en las trayectorias R, D8, D6 y D4.

En todas las simulaciones, el nimero de residuos formanua$)e fue de aproxi-
madamente 35 unidades; esta estructura fue la que presentisrfiuctuaciones en las
trayectorias, lo cual indica que el barril central formado lpebras? es la estructura mas
estable.

En cada trayectoria independiente se pueden observardtiches en los resultados
para un determinado tipo de estructura, mismas que puetkpretarse como transi-
ciones reversibles en la estructura secundaria de la paotedr ejemplo, a los 12 ns el
numero de hélicea en R parece disminuir en unas 10 unidades que se recuperan vol
viendo a su valor inicial alrededor de los 20 ns. Estas fleabm@s concuerdan con el
argumento de que la proteina es muy flexible cuando se emawentisolucion acuosa,
dando pie a la formacion y destruccion reversible de estrae nivel local. Los tipos de
estructura secundaria con mayores fluctuaciones durasitalgacion corresponden a las
hélicesa y a los giros. En algunas ocasiones se observan diferentiaslas hélices
y los giros de cada mondmero en una misma trayectoria, pompége en las simulacio-
nes D6 y D a los 40 ns de simulacion el nimero de residuos quoefohélicesy en el
monomero A es aproximadamente 10 unidades mayor que en éineoa B.

En la trayectoria D se observa una diferencia mayor en laasata secundaria de
ambos monomeros. Al término de la simulacion el mondmeroehtaiaproximadamente

con 85 residuos formando hélicesunos 15 residuos mas que el monémero B. Cuando se

44



CAPITULO 4. Resultados y discusion

analizan los residuos que forman giros, se observa unadder de la misma magnitud
a la anterior pero que favorece al monémero B. A partir de @s$émencia, se puede
relacionar la pérdida de hélicescon el aumento en la cantidad de residuos formando
giros que perdieron cierto grado de estructura a lo larga darulacion.

Debido a los cambios conformacionales que se obtienen éeaélisis y al diferente
comportamiento dindmico que presenta la enzima en lagdifes trayectorias, se elaboré
un analisis individual de los principales bloques de hélicg hebras? que conforman

el barril.

Desviacion cuadratica por bloque de estructura secundaria

Este analisis consiste en calcular la desviacién cuadratedia a lo largo de cada trayec-
toria, de cada una de las héliceg hebras? que forman el barrib /o en cada monoémero.
Los resultados se presentan de manera separada paradasdglpara las hebras; en
donde la RMSD fue calculada para todos los atomos que coafooada bloque de es-
tructura. Este calculo permite identificar los bloques deuetira que mantienen menos
similitudes con la estructura de referencia a lo largo dentaulsicion. Ademas permite
hacer comparaciones entre mondémeros de una misma prote¢nasy caso, encontrar
diferencias entre las diferentes trayectorias. Los residwe conforman cada bloque de
estructura se especifican en la Figura 2.4. Como se explieG@mente, cada barril esta
formado por 8 hebrag y 8 hélicesa, ademas de los lazos que unen estos bloques de
estructura.

Los valores de RMSD calculados se presentan en las Figutasy44.12. Los re-
sultados se muestran en forma de una matriz cuyo eje haalzamresenta a cada una
de las trayectorias y el eje vertical a los 8 bloques de residue forman la estructura
secundaria de interés (hélicesy hebras3). Las hebrass y las héliceso se enumeran
con un subindice del uno al ocho siguiendo la notacién y oatlatilizado para describir
la estructura cristalizada (ver Figura 2.4). En las figuess|ineas que se encuentran de

color negro, representan al monémero Ay en color gris al m@ré B. Para obtener la
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RMSD, como en los casos anteriores, se utilizé también ca&fevencia a la estructura
cristalizada de la TcTIM [27].

En la Figura 4.11 se presentan los valores de RMSD calcufzatadas ocho hélices
« que pertenecen a un barril en la TcTIM. Al analizar estosltados se observa que de
manera general existe una similitud entre los resultaddasdemulaciones D8, D6, D4
y D con la estructura de referencia R. Al comparar los valol#enidos para un mismo
bloque de estructura secundaria entre mondmeros de unarreyectoria se observan
diferencias significativas en algunos casos. Por ejemgplo, lel monémero B presentd
una desviacion aproximadamente de 0.15 nm mayor que el mednen la mayoria
de las trayectorias. Como cada mondémero esta compuestd pigsreo namero Yy tipo
de residuos, se esperaria un comportamiento similar emrddioale estructura secunda-
ria en ambos mondémeros. Sin embargo, en la Figura 4.11 sevabhsgomportamientos
distintos. Las hélicea que mayores diferencias entre mondmeros presentan som, las
as, ag Y ar. En cambio, otras hélices, como el bloque de residuos queaftac,, pre-
sentaron un RMSD similar en los dos mondémeros en todas kasctaxias, sin aumentos
considerables.

En la Figura 4.12 se presenta una matriz de los valores de RdMEBDIados para las
hojas# de la TcTIM. En general, los resultados obtenidos en todagdgectorias son
similares. En algunos casos, las estructuras se alejaalinente de la referencia para
alcanzar el equilibrio nuevamente sin alguna tendencisggeera la pérdida progresiva
de estructura secundaria. En las graficas se pueden obseradgunos casos diferen-
cias entre monémeros de una misma trayectoria. Por ejefagieprag, del monémero
B present6 un valor mayor de RMSD a lo largo de todas las ttagias. La hebras,

y la hebrags fueron los bloques de hebrasque presentaron menos diferencias entre
mondmeros, lo mismo se puede afirmar si se realizan compaezcentre los diferentes
sistemas simulados.

De la gréfica se pueden observar algunas fluctuaciones ereladue representa la

RMSD en forma de elevacion o joroba como la que se encuenfeat@brags del mo-
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la TcTIM. Como referencia se utilizé la estructura cristaide la TcTIM. Las nota-

ciones R, D8, D6, D4 y D corresponden a cada una de las tragiastoealizadas.

Las lineas que se encuentran de color negro representan mbmero A y en color

gris al monémero B. Cada punto en las curvas representa um@dio sobre 200 ps.

nomero B de la trayectoria D8. Alrededor de los 30 ns la lineargpresenta la RMSD
sugiere un alejamiento de la estructura de referencia quméena un equilibrio tempo-
ral por unos nanosegundos al cabo de los cuales regresaatieadquibrio inicial. Este
cambio ocurre de manera repentina en varias de las hglijas se estudiaron. En algu-
nos casos la RMSD regresa a su valor original, en otros laatsta adquiere una nueva
conformacion de equilibrio tal como en la helitadel mondmero B de la trayectoria D4
y hebra#,; del monomero B de la trayectoria D4.

En las Figuras 4.11y 4.12 se puede notar que los valores d®RM&se obtienen en
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la trayectoria D son los que menores fluctuaciones preseRtarel contrario, las lineas

gue presentaron mayores fluctuaciones fueron obtenidasteyectoria R.
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Figura 4.12: Matriz comparativa de RMSD para las hebrédsde cada barril 3/«

en la TcTIM. Como referencia se utilizé la estructura criigada de la TcTIM. Las
letras Ay B representan a cada subunidad de la TcTIM. Lasanates R, D8, D6,
D4 y D corresponden a cada una de las trayectorias realizatlas lineas que se
encuentran de color negro representan al mondmero Ay emn goi®al monémero

B. Cada punto de las curvas representa un promedio sobre 200 p

Estabilidad de las hélicesy de la TcTIM

En la La Figura 4.13 se presenta un analisis de la estruotgtandaria de los residuos
gue en la estructura cristalina de la TcTIM componen las béfioesx principales de los

barriles/3/a. En cada paso de tiempo de la trayectoria, se evalu6 el nieer@siduos
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gue se encuentran formando parte de estas ocho hélipgacipales en la enzima. Los
resultados que se obtienen son congruentes con los resuladRMSD presentados en
la Figura 4.11. En la Figura 4.13 destacan los resultad@nats para las hélices, oz

y a7, en ella se observa que el nimero de residuos que confornieimes thélices en el
mondmero A disminuye considerablemente durante la sindulge incluso se hace cero.
Estos resultados se aprecian mejor en una representaéficagen donde se compara
la estructura plegada original y las conformaciones otitende las simulaciones. En la
Figura 4.14 se muestra una representacién de la conforménal de la hélicev; del
monomero A en cada trayectoria y como referencia se pretehgice«; del mismo
monomero extraida de la estructura cristalina (1TCD.pdb}(4). En la Figura 4.14(f)
esta representada la héliag-a los 40 ns de la trayectoria D, en ella se puede apreciar cla-
ramente la pérdida de estructura secundaria. Otro conmpi@réo importante es el que
corresponde a la hélicer en la trayectoria D4. En la grafica correspondiente se oaserv
qgue, después de los 10 ns de simulacion, el nimero de regidieoforman hélices:
disminuye en ambos mondémeros. Este nuevo valor se mantes¢éaote aproximada-
mente por 10 ns de la trayectoria y después de este tiempongralde aminoacidos en

la estructura se recupera casi a su valor inicial.

4.3 Interaccion de la TcTIM con el disolvente

En las Figuras 4.15 y 4.17 se muestra el numero de moléculagwdey el nimero de
atomos de carbono pertenecientes al decano que estan a deedod, medido desde
cualquier atomo de cada residuo para cada uno de los mon®r&eoalculo fue realizado
sobre la ultima conformacion de cada trayectoria.

Este andlisis es util para identificar a los residuos de Igefita que interaccionan
directamente con el disolvente aun cuando pertenezcanragiia interna de la proteina.
Ademas es posible identificar la afinidad de algunos resiploios! disolvente hidrofébico

0 acuoso.
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Figura 4.13: Numero de residuos que se encuentran formando héliasfuncion
del tiempo para cada uno de los 8 segmentos helicoidalesayoeah el barril 5/«

de la TcTIM. Las notaciones R, D8, D6, D4 y D corresponden aaath de las
trayectorias realizadas. Las subunidades A y B se reprasean barras de color

negro y gris, respectivamente.

4.3.1 Agua

Para calcular el nUmero de moléculas de agua que se presdatigura 4.15, se elaboro
un programa de analisis en cédigo awk capaz de sumar el n@deenmléculas a menos
de 4 A de cada residuo. El programa se ejecuté sobre la Gltmfamnacion del sistema
en cada trayectoria. En la Figura 4.15 se puede observarl qpezfie mostrado en las
graficasR4 y Rg, donde el Unico disolvente es el agua, se reproduce en latasiones
D8, D6y D4. En todas las graficas se observa que en la mayolda dasos los residuos

gue forman hebras estan en zonas con poco acceso al solvente.
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(@) (b) (© (d)

S Y

() (f)

Figura 4.14: Representacion de la hélieg formada por los residuos 13-29
del mondmero A de la TcTIM, en la ultima conformacién de catmde las
trayectorias. (a): segmente; de la estructura cristalina; (b): segmentq de
la trayectoria R; (c): segmenta; de la trayectoria D8; (d): segmente; de
la trayectoria D6; (e): segmenta; de la trayectoria D4, (f): segmento; de

la trayectoria D.

Los resultados que se presentan en la Figura 4.15 se muestranuna suma acu-
mulada por monémero en cada trayectoria en la Figura 4.18ndlizar la magnitud de
estos resultados acumulados se observa que para algunésieros el nimero de aguas
gue se contabilizan para cada trayectoria es superior amide moléculas de agua que
fueron colocadas en cada caja de simulacion. Esto es delojde ana misma molécula
de agua puede estar simultaneamente a menos de 4 A de masedeuo de la TcTIM.
Las barras mas altas en la Figura 4.16 corresponden a laesiidicon agua como unico

disolvente. En esta simulacion, se encontraron aproximadte unas 500 moléculas de
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B1 al B2 a2 B3 a3 B4 o4 BS as B6 o6 B7 o7 B8 a8
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Figura 4.15: Namero de moléculas de agua en el entorno de la TcTIM caleslad
en la conformacion final de cada trayectoria, a una distantienor o igual a 4 A
de cada atomo de la proteina. Las letras A y B representan a cashémero de la
TcTIM. Las notaciones R, D8, D6 y D4 corresponden a cada uagigayectorias
realizadas. En la parte superior de la gréfica se indica ebtige estructura secun-
daria correspondiente a la secuencia de aminoacidos de TAM&n su estructura

cristalina.

agua mas que en el resto de las simulaciones. En las tragsdi@, D6 y D4 el nUmero

de moléculas de agua encontrado es comparable en cualdeilescasos.
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Figura 4.16: Nimero de moléculas de

agua totales que se encuentran a una
distancia menor a 4 A de cualquier ato-
mo de la TcTIM, para cada monémero
en cada una de las trayectorias. Calcu-
lado a partir de los resultados presen-

tados en la Figura 4.15. Las notaciones

# MOLECULAS DE AGUA

R, D8, D6 y D4 corresponden a cada

una de las trayectorias. La subunidad

D8 D6 D4 Ay B se representan en color negro y

TRAYECTORIA ) _
gris, respectivamente.

4.3.2 Decano

En la Figura 4.17 se presentan las graficas que contabilizameero de &tomos de car-
bono a menos de 4 A de cada residuo en las simulaciones D8,2D6DDEn las gréaficas
se observa que las moléculas de decano tuvieron mayor ateEseesiduos que pertene-
cen ala hélicexs en los dos mondémeros y que el residuo hidrofobico Trp-194@ostios
casos resulta ser el residuo mas expuesto al solvente. Alificar el nUmero de atomos
de carbono que estuvieron cerca de los residuos pertetecadrsitio catalitico: Asn-12,
Lys-14, His-96 y Glu-168 se observa que en todos los casoscasmgaron en zonas de

baja concentracion de solvente apolar.

En la Figura 4.18 se presenta el nimero de atomos de carbanukdos en cada
trayectoria y para cada monomero. Los valores que se ohtpara las simulaciones D8,
D6 y D4 son comparables entre si; sin embargo, el valor aadowara la trayectoria D
es incluso del doble de tamafio que el resto de las trayext@imD el Unico disolvente

es decano y por esta razon, su presencia en los alrededdeeprdéeina es mucho mas
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Figura 4.17: Numero de atomos de carbono del disolvente decano en ehenter
la TcTIM calculadas en la Gltima conformacion de cada trdgga, a una distancia
menor o igual a 4 A de cada atomo de la proteina. Las letras A giBesentan a
cada monomero de la TcTIM. Las notaciones D8, D6, D4 y D cporden a cada
una de las trayectorias realizadas. En la parte superior @etafica se indica el
tipo de estructura secundaria correspondiente a la sedaete aminoacidos de la

TcTIM en su estructura cristalina.

abundante. En la simulaciones D8, D6 y D4 el decano se ve ichppdra acercarse a los
residuos de la proteina por la capa de agua que se colocdliméite alrededor de éstay

gue en muchos de los casos se mantuvo en esa posicion.
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Figura 4.18: Nimero de atomos de
1500

. carbono del disolvente totales que se

— encuentran a una distancia menor a 4

1050 A de cada residuo de la TcTIM, para

%0 cada monémero en cada una de las tra-
750
yectorias. Calculado a partir de los re-
600

250 sultados presentados en la Figura 4.17.

# ATOMOS DE CARBONO

300 Las notaciones D8, D6, D4y D corres-

%0 ponden a cada una de las trayectorias.

D8 D6 D4 La subunidad A y B se representan en
TRAYECTORIA _ _
color negro y gris, respectivamente.

4.4 Dinamica de las moléculas de agua en el sistema

El comportamiento del disolvente alrededor de la protesnaey importante porque de
ello depende la funcién de la misma. En el analisis que amoation se presenta se
contabiliza la frecuencia de incidencia de una moléculagile &n determinado residuo
de la proteina a lo largo de las trayectorias. Esto permdtetificar de manera especifica
residuos de la proteina que tienen cierta tendencia a édtatddos con moléculas de
agua en mayor proporcion que el resto de los residuos. Eatesiarcomplementa la
busqueda de zonas hidrofébicas que se realiz6 en el aralisigor.

Para la realizacion de este calculo se elabord un programédigo awk, descrito en
la seccion 3.5.6. Como frecuencia se entiende el nUmeroaiss epie, sobre un total de
2000 conformaciones totales (que corresponden a 20 ns déasign), una molécula de
agua se encontré dentro de un circulo con radio menor a distencia. Las frecuencias
con las que se encontraron moléculas de agua en un radio m2fode cualquier &tomo
para cada residuo de la proteina se presentan en las Figligag 4.20. En las Figuras

4.22 y 4.23 se presentan los resultados correspondientesadio de corte de 4 A. Cabe
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recalcar que el andlisis que aqui se presenta se realizé golrtrayectoria compuesta
por 2000 conformaciones diferentes, a diferencia del sisaljue se presenta en 4.3 el
cual se hizo sobre una conformacion fija. Aqui las frecuesnoie las que aparece cada
molécula de agua en el entorno del mismo residuo se traducéengpos. Si una misma
molécula se encontré 200 veces a 2 A del mismo residuo, yaersido que la diferencia
de tiempos entre 2 conformaciones consecutivas es de 1@ psiesle deducir que esa
molécula estuvo ligada al residuo durante 2 ns.

Las Figuras 4.19 y 4.20 presentan los resultados con unaefie@ de incidencia
entre 2y 4 ns, los resultados de las Figuras 4.22 y 4.23 pamegn a una frecuencia de
incidencia entre 4y 20 ns.

Si se observa la Figura 4.19, se puede notar que las baresdds parad? 4 y Rp
son muy pequefias comparadas con el resto de las traye¢taitase que la escala en
todas las graficas es la misma). Este comportamiento sevalbsetodas las figuras que
se presentan para este analisis.

Al comparar el nimero de moléculas acumuladas en cada gdéfitacuencias (Fi-
guras 4.21 y 4.24), es facil notar una gran diferencia ertréi@ero total obtenido en
las simulaciones donde el solvente es agua pura y en lasagiimés con mezclas agua-
decano. La interpretacion de este fendmeno puede ir en tdle@® que las moléculas
de decano forman una capa que restringe el movimiento dedé&cutas alrededor de
la enzima. Dado que el decano no es polar, el agua demuestiraayor afinidad a la
superficie de la proteina que por el medio hidrofébico quedza. En la Figura 4.21 se
puede observar lo descrito anteriormente.

En este analisis, como el que se presenta en la seccion 4.3pisma molécula de
agua puede estar cerca de dos residuos diferentes en el pgsmale tiempo, aunque,
debido a las restricciones de distancia y tiempo, la prdidabi de que esto suceda es

mucho menor.
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Figura 4.19: Incidencia de moléculas de agua a menos de 2 A cada residua de |
TcTIM, con tiempos de permanencia entre 2 y 4 ns. El anélésigalizé sobre los
primeros 20 ns de trayectoria. Las letras A y B representara@gacmonémero de
la TcTIM, las notaciones R, D8, D6 y D4 corresponden a cadadméas trayec-
torias realizadas. En la parte superior de la grafica se irdal tipo de estructura

secundaria correspondiente a la secuencia de aminoacidda TcTIM.
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Figura 4.20: Incidencia de moléculas de agua a menos de 2 A de cada resiliao d
TcTIM, con tiempos de permanencia de entre 4 y 20 ns. El anélksrealizd sobre
los primeros 20 ns de trayectoria. Las letras A y B represeataada monémero de
la TcTIM, las notaciones R, D8, D6 y D4 corresponden a cada dmdas trayec-
torias realizadas. En la parte superior de la grafica se irdal tipo de estructura

secundaria correspondiente a la secuencia de aminoacidda TcTIM.
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Figura 4.21: Frecuencias acumuladas para la incidencia de moléculas-a me
nos de 2 A de la TcTIM. (a): Frecuencias acumuladas calcidaalpartir de
los resultados de la Figura 4.19 con una frecuencia entre 2ng;4(b): Fre-
cuencias acumuladas calculadas a partir de los resultadofad=igura 4.20
con una frecuencia entre 4 y 20 ns. Las notaciones R, D8, D6 gdb#s-
ponden a cada una de las trayectorias. La subunidad A y B segeptan en

color negro y gris, respectivamente.
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Figura 4.22: Incidencia de moléculas de agua a menos de 4 A de cada resa&uo d
la TcTIM, con tiempos de permanencia de entre de entre 2 y Elnsnalisis se
realizd sobre los primeros 20 ns de trayectoria. Las letragB\representan a cada
monémero de la TcTIM, las notaciones R, D8, D6 y D4 corresporal cada una

de las trayectorias realizadas. En la parte superior de lafga se indica el tipo de

estructura secundaria correspondiente a la secuencia da@idos de la TcTIM.
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Figura 4.23: Incidencia de moléculas de agua a menos de 4 A de la TcTIM, con
tiempos de permanencia entre 4 y 20 ns. El analisis se reabibde los primeros
20 ns de trayectoria. Las letras A y B representan a cada merduhe la TcTIM,
las notaciones R, D8, D6 y D4 corresponden a cada una de la®dtarias reali-
zadas. En la parte superior de la grafica se indica el tipo deuetura secundaria

correspondiente a la secuencia de aminoacidos de la TcTIM.
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Figura 4.24: Frecuencias acumuladas para la incidencia de moléculas-a me
nos de 4 A de la TcTIM. (a): Frecuencias acumuladas calcidamartir de

los resultados de la Figura 4.22 con una frecuencia entre 2ng;4(b): Fre-
cuencias acumuladas calculadas a partir de los resultadofad-igura 4.23
con una frecuencia entre 4 y 20 ns. Las notaciones R, D8, D6 gdbés-
ponden a cada una de las trayectorias. La subunidad A y B segeptan en

color negro y gris, respectivamente.
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4.5 Puentes de hidrogeno

En la Figura 4.25 se presenta el numero de puentes de hidragesimoleculares de la
proteina para las simulaciones R, D8, D6 y D4 en funcion datpio a lo largo de 40 ns
de dinamica molecular. En la literatura se suelen explasdlferencias en el comporta-
miento de enzimas en medios de diferente polaridad en famg@bnimero de puentes de
H intramoleculares y del nimero de puentes de H que se forntesla macromolécula

y el propio disolvente [3].
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Figura 4.25: Namero de puentes de hidrégeno intramoleculares de la TG IV
largo de las trayectorias R, D8, D6 y D4. Curva verde: Trapeiet R; curva roja:
Trayectoria D8; curva negra: Trayectoria D6; curva azul:alectoria D4. Cada

punto en las curvas representa un promedio sobre 200 ps.

En general, el nUmero de puentes de H intramoleculares éelneayor para medios
de baja polaridad. Como se puede observar, el nimero degsugatH que se forman
entre grupos de la propia proteina es similar en las cuatrolaciones a lo largo de toda

la trayectoria.
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Cuando se compara el resultado del andlisis de la simulacidecano (Figura 4.26),
se observa una diferencia aproximadamente de 170 puentéskita diferencia se ex-
plica en funcién de la polaridad del disolvente, ya que ehdees un solvente apolar y
en ese medio la formacién de puentes de hidrégeno puedesidoseon atomos de la
propia proteina.
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Figura 4.26: Numero de puentes de hidrégeno intramoleculares de la TG IV
largo de las trayectorias R, D8, D6, D4 y D. Curva magenta:igamion en decano
puro; curva verde: Trayectoria R; curva roja: Trayectoria8Dcurva negra: Tra-
yectoria D6; curva azul: Trayectoria D4. Cada punto en lasvas representa un

promedio sobre 200 ps.
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Capitulo 5

Conclusiones

En este trabajo se estudio el efecto de la concentracionudeeagel comportamiento di-
namico y en la estabilidad estructural de la triosafosfedmierasa d€ripanosoma cruzi
TcTIM, por medio de simulaciones de dindAmica molecular.r&dizaron ademas la dis-
tribucion y la rapidez de intercambio de las moléculas dabirdisolvente en el entorno
de la enzima en funcién del tiempo. Para ello se realizasssimulaciones de la TcTIM
con diferentes concentraciones de decano y agua, una sidmulzon agua como unico
disolvente y otra més utilizando exclusivamente decana gaivatar a la enzima. De los
resultados obtenidos se concluye que para mantener tagstriectura como el compor-
tamiento dinamico de la TcTIM es necesaria una minima catitd moléculas de agua
distribuidas de manera especifica interactuando con destos grupos de la enzima.
Aunque las simulaciones no permiten extraer conclusiomestds acerca de la actividad
catalitica de la proteina, a partir de nuestros resultaglpsade sugerir, en términos de la
relacion flexibilidad-actividad-estabilidad explicadaed capitulo 1 de esta memoria, que
la movilidad de la enzima en las simulaciones donde existeminima cantidad de agua
es suficiente para que ésta realice su funcion biologicarésastados aqui obtenidos en
términos de flexibilidad, nimero de puentes de hidrégento tamtramoleculares como
con el disolvente y de movilidad del agua en el entorno dedéefma podrian extrapo-

larse para explicar a nivel atdmico la capacidad de otrasnaszpara realizar su funcion
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en solventes organicos. La equivalencia del comportamidinmico de la proteina en
las simulaciones que contienen pegag cantidades de agua respecto a la simulacién en
agua pura contribuye a validar el estudio sisteméatico des atracromoléculas de interés
biolégico en las mismas condiciones, ahorrando hasta und®t®émpo de calculo en las
interacciones de largo alcance. Por ultimo, este trabajpgsciona informacion a nivel
atomico que permite entender el comportamiento dinamida @eTIM en disolucion en
escalas de tiempo de varias decenas de ns, asi como lasdidaes con el disolvente,
por lo que se espera que estos resultados sean Utiles eansl desfarmacos que inhiban

la funcion de la enzima.
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Apéndice A
Dinamica molecular

El conocimiento a nivel atbmico de aspectos estructuratiedmicos de sistemas orga-
nizados es un tema de gran interés, ya que contribuye a aamt@icbmprension de los
sistemas moleculares. Una de las ramas de la Quimica quégadantrarse en el com-
portamiento microscépico de los sistemas molecularesa@sitaica computacional, que
por medio de la aplicacion de programas informaticos tratengestigar a nivel atdmico
la estructura, comportamiento dinamico y estabilidad détsa molecular de interés en
relacion al medio y las condiciones en que se encuentra.

Actualmente existen distintos paquetes de programas quatpe realizar calculos
computacionales de moléculas a distintos niveles. Estedguser productos comercia-
les o bien de libre distribucion. De acuerdo a su nivel deigde@ntre los que realizan
calculosab initio destacan GAUSSIAN y GAMESS. A nivel clasico los mas popwlare
son CHARM, AMBER y GROMACS.

Para todas las simulaciones realizadas en este trabajdizé lat version 3.2.1 del
paquete GROMACS [38, 39, 40, 41] que, con diferencia, es @ligt@ mas optimizado
en cuanto a velocidad de calculo en simulaciones de Dinédktidacular (DM). Este es
un programa de libre distribucion al cual se puede acceséorde gratuita y, de ser
necesario, permite consultar e incluso modificar su cédigo.

En este apéndice se proporciona una descripcion detalldasdcaracteristicas y
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algoritmos utilizados por GROMACS para la realizacion desianulaciones de dindmica

molecular que se presentan en este trabajo.

A.1 Simulaciones de dinamica molecular

Las simulaciones de dinamica molecular se basan en la cé&olde las ecuaciones de
Newton del movimiento. Un sistema de N atomos con masaé = 1,2...., N) i,
definidas por los vectores de posiciresta descrito por:

021'1'

miw:Fi,izl,...,N. (Al)

La fuerza ejercida sobre una particula dentro de un campot@adgalr, esta dada

por:

Las ecuaciones (A.1) y (A.2) se resuelven simultdaneameanigequefios pasos de
tiempo de forma iterativa para hacer evolucionar el sistéthsistema se monitorea du-
rante determinado intervalo de tiempo, cuidando que la¢eatpra y presion permanez-
can dentro de los valores requeridos para reproducir ladidones experimentales. Las
coordenadas resultantes del movimiento de los atomos seafhan en un archivo de sa-
lida a intervalos regulares de tiempo. La informacién coid@ en este archivo se puede
entender como unt@ayectoria Si se realizan calculos sobre los datos almacenados, es
posible determinar las propiedades macroscopicas dehgstiue proporciona nuestro

modelo molecular.

Nivel de célculo

Un sistema molecular puede representarse como un sistemas#s puntuales que se
mueven bajo un potencial efectivo que, generalmente, eampa de potencial conser-

vativo (es decir que soOlo depende de las coordenadas agmstantaneas). La dinamica
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de particulas puntuales es, en buen grado de aproximacberrmpda por las leyes de la
mecanica clasica. Esta consideracion conlleva variasdaioines. Por ejemplo, el movi-

miento a bajas temperaturas (0-10 K) no es descrito de fodeeuada y no es posible

simular la dinamica de atomos ligeros como el hidrégenaswh 278 K. Finalmente, la

descripcion de reacciones quimicas queda fuera de los ogtledsimulacion basados en
la mecénica clasica ya que no consideran intercambio deodtentre moléculas.

Asi, las simulaciones basadas en la mecanica clasica,togest una buena apro-
ximacién en la mayoria de sistemas en donde el movimientosliédtbmos se efectlia
a temperaturas normales. Cuando se estudia el movimienio distema de atomos li-
geros como el hidrégeno o el helio en determinadas condisjoel calculo obligado
es esencialmente cuantico. El comportamiento de un osciathénico clasico, difiere
apreciablemente de un oscilador cuéntico cuando la fretaiele resonancia es igual
o0 mayor akpT/h (en la Tabla A.1 se muestran los diferentes tipos de graddibete
tad intramoleculares que aparecen en las simulaciones deuas tipicas, asi como el
periodo de resonancia que los describe). A temperaturaaras a 298 K, el numero de
ondar = % = 7, en dondéw = kgT', es aproximadament#) cm~t. Por lo tanto, to-
das las frecuencias de resonancia que superen este valodramse descritas mediante
mecanica molecular clasica.

A continuacién se describen dos maneras de abordar esterpab

a) Si se hace una simulacién de DM modelando los enlaces ntediaciladores
armonicos, se debe corregir la energia total intéfna Ey;, + E,.; Y el calor especifico
Cv (también la entropi&y la energia libreA o G, si son calculadas). Las correcciones a

la energia y al calor especifico de un oscilador unidimema$imon frecuencia son:

1
UM — gl 4 k(= =14 ——— (A.3)
2 erp® — 1
2 T
CoM = Ol 4 e 2P (A.4)
(cap — 17

dondez = hv/kT. El oscilador clasico absorbe mucha enefdgiamientras el oscilador
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cuantico de alta frecuencia esté en su estado basal dea(ergil/2 hv).

b) Se puede restringir el movimiento de los enlaces y anglda=nlace en las ecua-
ciones del movimiento. Esto esta basado en que un osciladatico en su estado basal
se parece mas a un enlace rigido que a un oscilador clastecaliEesnativa, tiene la gran
ventaja de que nos permite utilizar pasos de tiempo méasdaeliminar los grados
de libertad de mayor frecuencia. GROMACS utiliza esta @tismproximacion para los

enlaces y angulos de enlace.

Tabla A.1: Periodos de oscilacion de movimientos atomicos [48].

Periodo(fs)

Tipo Experimental Tedrico
Distancia de enlace, H 10 10
Distancia de enlace, atomos pesados 30 20
Agua, vibracion - 20
Agua, rotacion - 1300
Angulo, H 32 20
Angulo, &tomos pesados 154 45
Angulo,-NH; C—N—-H 32 22
Angulo, —-NH; H—- N — H 23 13
Angulos diédros impropios - 28
Angulos diédros propios — 27
Angulos diédros, enlace peptidico 489 28
Angulos diédros,-NH; 489 89
Angulos diédrosQH 53 43
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Aproximaciones de los campos de fuerza

En las simulaciones clasicas de DM se utiliza un campo dedueonservativo y las
contribuciones al potencial se calcularon sélo en funcetlad posiciones atémicas. Esta
aproximacion es conocida como Aproximacion de Born-Oppenér, la cual considera
gue los movimientos electronico y nuclear estan desacopldeh ella se supone que
los electrones ajustan su dindmica inmediatamente cuangosicién atbmica cambia
y permanecen en su estado basal. Esta aproximacion impiggisgsprocesos en los
gue hay transferencia de electrones o atomos en estadted@sciCuando se excluyen
reacciones quimicas en el sistema en condiciones no exdramaelativamente seguro
asumir que el sistema esta descrito por las leyes de la noecdasica.

Algunas de las caracteristicas y limitaciones del campaoeeé utilizado, se enume-

ran a continuacion:

i. El campo de fuerza es aditivo por pares en todos sus tésmneixaepto en la contri-
bucién de las interacciones electrostaticas de largo edcdfsto quiere decir que
todas las fuerzas entre atomos no enlazados resultan dadedalas interacciones
entre pares. Como consecuencia, no es posible evaluarce efela polarizabili-

dad de manera natural.

il. Es necesario utilizar un radio de corte para las intacses de Lennard-Jones y
de Coulomb. Debido a la convencion de minima imagen el raglicodte no puede

exceder la mitad del tamafio de la caja de simulacion.

lii. Las condiciones de contorno o de frontera son artifgsalComo el tamafo de los
sistemas es pequefio, una parte considerable de partiadiadrentera del siste-
ma tendra una superficie de interaccion con el entorno, gegeguser vacio o algun
otro medio mas o menos realista. Para evitar este problemagr pimular una fase
homogénea, se utilizan condiciones periédicas, es dedirasen copias del siste-
ma en tres dimensiones espaciales. Esto resuelve en pprabkima. Ademas, se

debe tener cuidado cuando se selecciona el tamafio de laecajmdlacion y la
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distancia de corte para evaluar las interacciones elé¢gtices sobre todo en siste-
mas pequefos, ya que pueden presentarse correlaciofiembasi en la estructura
o el movimiento. En muchos casos es recomendable realizabas comparativas
con cajas de simulacion de distintos tamafios antes de kElsgiimensiones finales

del sistema.

A.2 Meétodos de busqueda y minimizacion de energia

Las simulaciones de un sistema molecular, requieren denargeon de un conjunto
estadistico de configuraciones representativo del sistdentemperatura de estudio para
gue, a partir de éste, sea posible calcular las propiedage@®satopicas del sistema. Si se
parte de una configuracion fuera del equilibrio, las fueemaxiadas al potencial pueden
resultar muy grandes y en consecuencia la dindmica moledelsistema puede fallar.
Para eliminar este problema es necesario recurrir a un métoohinimizacion de energia.
La energia potencial de un sistema macromolecular es ur@fumuy compleja
gue, para ser representada graficamente, necesitariarracun extenso y complicado
numero de dimensiones. La funcién poseeninimo globalque es el punto mas profun-
do de la hipersuperficie a la que daria lugar en dicho espagitidimensional. Existen
ademas muchaminimos localegue se encuentran representados dentro de esta hipersu-
perficie. Si se conocieran todos los minimos y puntos de idfieseria posible identificar
estructuras y conformaciones relevantes. Ademas, podbi@merse sus energias libres,
la dindmica del sistema y las diversas transiciones esgtales. Desafortunadamente, el
numero de dimensiones y de minimos locales del espacio diga@ationes es tan alto
gue no es posible barrerlo con la intensidad suficiente ccame lpacer un estudio com-
pleto. No existe ningin método que garantice la determbmeael minimo global en una
cantidad practica de tiempo. Pero en cualquier caso, a partina estructura inicial es
posible encontrar ehinimo localméas cercano. Cercano en este contexto implica el mi-

nimo que puede ser alcanzado por un movimiento sistemasijmto paso a paso el
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gradiente local. Si lo que se quiere es alcanzar minimosmprtaximos pero de menor
energia, se pueden hacer aumentos y disminuciones sigtasnde temperatura con la
finalidad de saltar barreras de potencial capaces de cogfisstema en una determina-
da conformacion. Esta técnica se llasimulated annelinggque se podria traducir como
recocido simuladgor los sucesivos calentamientos y enfriamientos. Engreriétodos

mas utilizados para minimizar la energia de un sistema mlaledestacan los siguientes:

e Aquéllos que requieren Unicamente evaluar la funcion. @ada se realiza en base

al resultado de la evaluacion previa.

e Los que utilizan las derivadas de la energia potencial Zasrpara avanzar hacia

el minimo.

e Aguéllos basados en la segunda derivada de la funcién pakeBstos métodos

son de gran eficiencia en cuanto a su convergencia cerca miehmi

El métodosteepest descertisponible en GROMACS, es de la segunda clase. Sim-
plemente toma un paso en la direccidén del gradiente negsitivoinguna otra conside-
racion.El método del gradiente conjugado, que utiliza farimacién obtenida en pasos
previos, es muy efectivo para converger hacia el minimd joe@ su funcionamiento es
limitado cuando se encuentra lejos del minimo. Este métsderegeneral, mas lento que
el steepest descepero mas eficiente para localizar el minimo energético. EORBRCS
también se encuentra disponible el método L-BFGS, cuyddnamiento es comparable

al método del gradiente conjugado y, en ocasiones, puaghe besuperarlo en rapidez.

A.3 Definiciones y unidades

En célculo computacional es importante tener cuidado calefiaicion de las unidades
gue se van a utilizar. El paquete GROMACS utiliza un grupo nidades consistentes

gue producen valores cercanos a la unidad para la mayowda dealgnitudes moleculares
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Tabla A.2: Unidades basicas

Cantidad Simbolo| Unidades

Longitud r nm = 10"m

Masa m u = 1,6605402(10) x 107*"K g
(1/12 la masa de un a4tom@acC)

Tiempo t ps=10"1%s

Carga q e=carga del electrén

= 1,60217733(49) x 107 C

Temperaturg T K

Tabla A.3: Unidades derivadas

Cantidad Simbolo| Unidad

Energia EV | kJmol™!

Fuerza F kJ mol™ nm™!

Presion p kJ mol nm? = 10*° /N,y Pa
Velocidad v nm ps—! = 1000 m/s

Momento dipolar enm

Potencial eléctricg kJ mol= e™! = 0,010364272(3) Volt

kJ mol™' nm™' e™! = 1,0364272(3) x 10" V/m

mil® |=

Campo eléctrico

mas relevantes. Las unidades basicas en este sistema sambatetro ¢m), el pico-
segundo ks), el Kelvin (K), la carga del electrore) y la unidad de masa atémica)(
gue se encuentran listadas en el cuadro A.2. Las unidadas delgnitudes derivadas se

encuentran listadas en el cuadro A.3.
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A.4 Campo de fuerza

Un campo de fuerza es un grupo de ecuaciones que definen la éorgue varia la ener-
gia potencial del sistema. Las ecuaciones describen Emationes atobmicas mediante
un conjunto de parametros que caracterizan, dentro de uextorspecifico, a cada ele-
mento del sistema. En la literatura se puede encontrar wamavgiriedad de campos de
fuerza, con diferentes niveles de aproximacion en el oaldid eleccién de un campo
de fuerza especifico dependera directamente de las prdpgedal sistema a estudiar, asi
como de las propiedades que se desean medir en el sistentarhpss de fuerza no for-
man parte de GROMACS, pero este paquete permite utilizaratifes campos de fuerza
como GROMOS96 [49, 50, 51], OPLS [52], AMBER [53], CHARMM [b4ntre otros,
de los cuales sus parametros son refinados y optimizadaswamiente por grupos de
investigacion especializados.

La funcion que expresa la energia potencial del sistemaepdesglosarse en tres

contribuciones principales:

i. Términos de no enlace: Potenciales de Lennard-Jonegiigiam, Coulomb o
Coulomb modificado; que definen las interacciones entre@gom enlazados cova-

lentemente.

ii. Términos de enlace: distancias entre enlace, angulossiohes. Estos términos se
refieren a interacciones entre atomos que estan unidos [amesrcovalentes de

manera directa o a través de otros atomos (hastdistenciade tres enlaces).

lii. Especiales: como potenciales relacionados con fisespareimpuestas al sistema,
con objetivos especificos como restringir el movimientolgoraa direccion deter-

minada, separar dos moléculas que estan interactuandordearfavorable, etc.
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Figura A.1: Fuerzas de Lennard-Jones.

A.4.1 Interacciones entre a&tomos no enlazados

Las interacciones entre atomos no enlazados se consiabtizaspor pares y con sime-

tria esférica.

V(I‘l,...,I'N) = Z‘/Z](rw), (A5)
i<j
Vi (ri5) Ty
= —-F. A.
Z 87’,j Tij J ( 6)

Las interacciones entre atomos no enlazados contienerrmimtéde repulsion, un
término dispersivo y uno mas para las interacciones CoultiasblLos términos de repul-
sion y dispersion se combinan en el potencial de LenardsJonaternativamente, en el
potencial de Buckingham. Por su parte, los atomos parcrdbr@rgados actian a través

de un potencial de Coulomb.

Potencial de Lennard-Jones

El potencial de Lennard-Jones para dos atomos del mismegipapresa por:

c2 o s
VLJ(Tij) = TJZ 6J (A?)

ij Tij

Los parémetroé‘?j y C}]? dependeran del tipo de pares de atomos para los cuales se

realize el calculo. La fuerza derivada de este potencial es:
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cr o,
Fi(rij) = (125 —6—) 2 (A8)

ij Tij 7 Tij
El potencial LJ puede escribirse también de la siguientador

12 6

Cuando se construye la matriz de parametros necesaria tiliar weste potencial, se

utilizan en GROMACS dos tipos de reglas de mezcla:

1
Y = (c8c8)? (A.10)
Oy = (CiR o) (A.11)
0, alternativamente,
1
Uij = 5(0'“ + O'jj) (A12)

D=

(A.13)

€ij = (€ii€is)

Potencial de Buckingham

El potencial de Buckingham posee un término mas realistaipfteque el potencial de
Lennard-Jones, para representar la contribucion debidaepulsion entre pares de ato-
mos. Esta ventaja tiene el inconveniente de incrementaseb en el tiempo de computo.

La forma analitica del potencial es:

Ci;
V})h(n—j) = Azjexp(—B”r”) — 7’6] (A14)
1j
la fuerza derivada de este potencial es:
Ci' r;
Filry) = | = AyByerp( = Biry) = 672 | 2 (A.15)
1% 2]
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Potencial de Coulomb

El potencial de Coulomb, que caracteriza la interaccioreatus particulas parcialmente

cargadas, viene dado por:

Figura A.2: Potencial de Coulomb.

Vi(ry) = f24 (A.16)

ErTij

dondef = (47r50)‘1 = 138.935485. La fuerza que deriva de este potencial es representa-

da por:

445 Tij
2

Fi(ry) = f (A.17)

dondes, es la constante dieléctrica.

Potencial de Coulomb con Campo de Reaccion

Las interacciones coulémbicas pueden modificarse, asdmignentorno dieléctrico mas

all4 de un radio de corte. El potencial para esta interaccion quedaria descrito por:

E,nf—l @
287«f—|—17"§

4iq; 3erf

1 - J
+ Te 25rf+1

Vopy = f 14 (A.18)

Tz'j

En la cual, el término constante de la derecha anula el valggatencial en el radio

de corter.. Asi se puede reescribir el potencial como:

1
‘/crf = fQin [7 + ]CTfTizj — Crf:| (Alg)

v
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con

1 egf—-1
K, =— A.20
T3 (e, f+ 1) (A.20)
1 3e.f
Cop=—+ K, r>=— ! A.21
f c+ frc c(2€7«f+1) ( )

Parae,; muy grandes la&;,, tiende a).5 .2 mientras que para.; = 1 la correccién
desaparece. Esto hace posible el uso de la misma expresi@nsto campo de reaccion.
La fuerza que deriva de esta funcion potencial viene dad&siguiente expresion:

1] ij

1 r;
Fi(r;;) = fa.q; [7’_2 — 2/€rf7"zj] T—j (A.22)

A.4.2 Interacciones entre atomos enlazados

La evaluacion de las interacciones entre atomos enlazadbasan en una lista fija de
atomos. Estas no son exclusivamente interacciones emts ga atomos, como lo son
las interacciones de longitud de enlace, si no que ademdaxlsen interacciones si-
multaneas entre tres atomos, como en un angulo de enladeracitiones entre cuatro
atomos que forman angulos diédros. A continuacién, se ithestar manera en la que
las interacciones entre atomos enlazados es evaluadang@nderde su contribucion al

potencial.

Enlaces covalentes

La longitud de enlace entre dos atomos enlazados covalentepne i (Figura A.3),

gueda definida por un potencial armonico:

con la fuerza,
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o-\V\VWW-@

Figura A.3: Enlaces.

Figura A.4: Angulos simples.

r;;
Fi(rij) = k?j(rz’j — blj)—J (A24)

Tij
Angulos entre grupos de tres 4tomos

Las oscilaciones del angulo formado por tres diferentan@dso — j — k& enlazados cova-
lentemente entre si (Figura A.4), son representadas dé ngarera por un potencial
armonico sobre el angul;;, formado por dos enlacs consecutivos

1

Va(eijk) - §kf3k(9mk - H?Jk)Z (A25)

las fuerzas correspondientes, quedan expresadas deiensggmanera:

dVa(ezk)
F. o= _@allir)
¢ dI'Z‘
AV, (0 i " Ty
Fk — _M donde eijk:a’f’CCOSM (A26)
dry, T'ijTk;
Fj = _Fz_Fk

la numeracion, j, k representa a los atomos enlazadaoss el atomo intermedio.
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Angulos diédros propios

Los angulos diédros propios describen las torsiones quarsentre angulos formados
por cuatro atomos 7, k, [. Por convencién es el angulo entre los planos, cada uno de
ellos generado por un grupo de tres atomos consecutivps:) por un lado y {, k, ()

por otro (Figura A.5). Un valor de cero pagacorresponde a la configuraci@rs (i y [
orientados hacia el mismo lado). Este angulo se utiliza gasaribir las torsiones que

tienen lugar en cadenas hidrocarbonadas por medio de umcjaite

Figura A.5: Angulos diédros propios.

Vio(ijr) = Y _ Crl(cos 1)" (A.27)

donde¥ = ¢ — 180°

Angulos diédros impropios

Estos describen las interacciones entre grupos de cuatrm&yi, j, k y I. Los angulos
diédros impropios se definen como los angulos que se fornteandws planos, cada uno
de ellos generado por un grupo de tres atomog ) por un lado y (, k,[) por otro
(Figura A.6).

Figura A.6: Angulos diédros impropios.
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VilCiu) = 5HE(Ent — &) (A.28)

A.5 Algoritmos

A.5.1 Condiciones periodicas

Al simular un sistema de tamafio finito, es necesario estblas condiciones de fron-
tera, sobre las cuales sera definido el tamafio del sisteman Bistema pequefio com-
puesto por entre 100 y 1000 a&tomos, las particulas mas ast@rrmaran una superficie
de contacto con sus alrededores. Si lo que se desea simeldnd® de un sistema, esta
frontera debera eliminarse. Por esta razon en mecanidaakss trata a los limites del
sistema aplicando condiciones periddicas de frontera & los atomos del sistema
se colocan dentro de una caja de simulacion capaz de lletharetcespacio cuando se
rodea de imagenes periodicas de si misma en las tres dimeasi@ caja con geometria
definida es rodeada pa6 (= 3* — 13) imagenes idénticas de si misma trasladadas una
distanciat+ R en las direcciones, y yz. La cantidad de imagenes de la siguiente capa
gue rodea la caja de simulacion, sera formadaper 3% — 12 y asi consecutivamente.

Las cajas de simulacion son tipicamente cubicas, aunqugizarudiferentes geome-
trias bajo determinadas circunstancias, como por ejerogjas rectangulares, triclinicas,
octaédricas, dodecaédricas, etc. Para sistemas mokscalasolucion, las cajas de forma
dodecaédrica suelen ser mas convenientes, porque peuutiitzar un 29 % menos de
volumen de disolvente, y por tanto, ahorrar tiempo de compata llevar a cabo la si-
mulacién. Ademas, las cajas de forma dodecaédrica inctaménisotropia del espacio
al aproximarse mas a la geometria de una esfera.

Cuando la distribucion del sistema es incompatible condeesentacion periddica, la
solucion es tratar una parte del sistema como una pared ele @bmovimiento del los
atomos queda restringido parcialmente. En algunos cases nonveniente considerar

las interacciones de un atomo en la caja central con todamsgenes periddicas, por

82



APENDICEA. Dinamica molecular

lo que las Unicas interacciones que se toman en cuenta sprataa formadas con las
imagenes vecinas mas cercanas. Para evitar los probleraasdeopia debido a la forma
de la imagen mas cercana es comun aplicar un radio de coérecegbara la evaluacion
de determinado tipo de interacion. Las condiciones peaya&dile frontera no sélo afectan
al calculo de las fuerzas, sino también las posiciones dattmeos. En la practica es
conveniente mantener a los atomos agrupados dentro deal@exiral de simulacion;
cuando ocurre que un atomo sale de la la caja de simulaci@mpextremo, este mismo
entra con la misma velocidad con la que dejo la caja, perolpade opuesto.

En las simulaciones que se presentan en este trabajo gamtindiciones periodi-
cas mas la convencion deagen minimaesto es, que soélo la imagen mas cercana de
cada particula, es considerada para las interaccionesgtedicance entre a&tomos no

enlazados.

Radio de corte

La convencién démagen minimamplica que el radio de corte utilizado para definir el
limite de las interacciones de no-enlace, no debera extzedetad del lado mas pequefio

de la caja. Lo cual se expresa:

I
Re < gmin(|lall, 101, ¢l) (A.29)

Cuando se estudia una macromolécula como en el caso de ueé&npren solucién, la

restriccién mas conveniente para definir el radio de corte es

1
R, < imin(ax, by, c2) (A.30)

A.5.2 El concepto de grupo

Tanto en las simulaciones de dinamica molecular realizadasGROMACS como en
las rutinas de analisis de este paquete de programas,iza atitoncepto de grupo para

llevar a cabo determinadas acciones. Un grupo es un conjignédomos sobre los que
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gueremos imponer una determinada restriccion o que nasgat@nalizar de manera in-
dependiente. Tipicamente un grupo puede estar formadogatdmos de una molécula,
por los atomos del disolvente, o por varios atomos o moléatiktribuidas bajo algun
criterio especifico. Por ejemplo, utilizando el conceptgugo la temperatura puede ser
controlada de manera independiente para diferentes ni@éougrupos de moléculas,
también es posibleongelaruna parte del sistema simulando sélo la dindmica del resto
de los atomos o imponer una fuerza controlada sobre un donjignatomos, entre otras

posibilidades.

A.5.3 Algoritmos para la presion y temperatura

Para realizar simulaciones de dindmica molecular en sistdéuera del equilibrio, como
en el estudio de procesos irreversibles, efectos de cadalies o propiedades de transpor-
te, es necesario de implementar limites y restricciondstalsa para el control de tempe-
ratura y presion. Del mismo modo, si se desea simular devgasten equilibrio, el control
automatico de la temperatura y presion como variables amt#ipntes es muy convenien-
te. Para controlar estas propiedades, se utilizan algasitjoe introducen correcciones a

cada paso de tiempo de la simulacion.

Termostato de Berendsen

El algoritmo de Berendsen imita el acoplamiento, mediangeacuacion cinética de pri-
mer orden de la temperatura instantanea del sistema, a oreRtgino con una tempera-
tura de referencidy [?]. La correccion entre temperatura del sistemay la del bafice

lentamente de acuerdo a la siguiente expresion:
T Ty—T
o T

Lo cual indica que la desviacion de la temperatura decaenexialmente con una cons-

(A.31)

tante de tiempo. Esta constante de acoplamiento puede modificarse en fudeifas
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caracteristicas de la simulacion. El flujo de calor que emtsale del sistema se corrige
escalando las velocidades de cada particula en cada pasm ¢actor dependiente del

tiempo dado por:

At To
A=y 1+ —|=—7——F5-—1 A.32
\/ + T lT(t — %) } ( )
con:
T = TNdf]C/QC’U (A33)

Los valores der y 7+ son diferentes porque el cambio de energia cinética debido
al escalamiento de las velocidades se distribuye entredegiencinética y la energia
potencial. Por tanto el cambio de temperatura es menor gegcalamiento de energia.
En la practica el cociente/r varia entre 1y 3 en funcién del sistema.

Hay otros algoritmos que se utilizan para controlar la teatpea, como el de Nosé-

Hoover, pero en este trabajo hemos utilizado el de Berenutserazones de eficiencia.

Barostato de Berendsen

El algoritmo de Berendsen para controlar presion consistenereescalamiento de las
coordenadas y los vectores de la caja de simulacion en cadalpdiempo. Como resul-

tado, la presion del sistema se corrige lentamente de acadedsiguiente expresion:

®°_ R (A34)
dt Tp
La matriz de escalamienfoviene dada por:
At
i = Oij — 3—52'3'(P0ij — Py(t)) (A.35)
Tp

dondeg es el factor de compresibilidad isotérmica del sistemaa Bgua d atm y 300
K,3=4.6x10"1Pa~! = 4.6 x 10~ bar~". Los valores para otros liquidos tipicamente
utilizados como disolventes son del mismo orden.

Hay otros algoritmos que se utilizan para controlar la grestiomo el de Parinnello-

Rahman, pero en este trabajo hemos utilizado el de Berepdseazones de eficiencia.
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