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CAPI{TULO 1
Motivacion

No es facil obtener informacion experimental detallada del comportamiento di-
namico de una proteina a nivel atémico, asi como de las moléculas del disolvente
con quien ésta interactia en escalas de tiempo en las que tienen lugar algunos de
los movimientos que determinan su funcion (entre femtosegundos y microsegundos).
Existen técnicas como la espectrometria de femtosegundos que permiten observar
cambios conformacionales en regiones especificas de la proteina en estas escalas de
tiempo. Sin embargo, estas técnicas presentan diferentes limitaciones dependiendo de
la complejidad del sistema de estudio. En este sentido, las simulaciones de dindmica
molecular, gracias a la implementacion de nuevos algoritmos y métodos tedricos, y
por supuesto a los procesadores y arquitecturas computacionales disponibles en la
actualidad, permiten modelar de manera realista el comportamiento dindmico de pro-
teinas en escalas de tiempo que van desde los femtosegundos hasta los microsegundos,
e incluso milisegundos cuando los célculos se realizan bajo ciertas aproximaciones.

Este trabajo se basa en un estudio de la enzima triosafosfato isomerasa (TIM)
del parésito Tripanosoma cruzi mediante simulaciones computacionales de dindmica
molecular. Especificamente, se analiz6 el comportamiento dindmico de la proteina en
presencia de un modelo de solvente explicito. Ademas, se realiz6 un estudio compa-
rativo de la estabilidad dimérica de TIM de distintas especies (Tripanosoma cruzi,
Tripanosoma brucei y humana). La eleccion de la enzima se basé en la relacion
que ésta tiene con el parésito que produce la enfermedad denominada mal de Cha-
gas (tripanosomiasis americana). En la actualidad, esta enfermedad parasitaria se
considera como una de las més serias y con mas repercusiones socioecondmicas en
América Latina, en donde se estima que hay més de 20 millones de personas infecta-
das (www.who.org, WHO). Dada su importancia, numerosos grupos de investigacion
dedican grandes esfuerzos para tratar de combatir y erradicar esta enfermedad. Al-
gunas de las lineas de investigacion en vigor apuntan sus esfuerzos a la bisqueda de
un farmaco que sea capaz de inhibir la actividad catalitica de la TIM del parasito
sin afectar al anfitrion. Esta enzima es fundamental en la realizacion del proceso me-

tabolico de la glucolisis, por medio del cual el parasito adquiere la energia necesaria
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para su supervivencia. Sin embargo, inhibir esta enzima de manera especifica no es
sencillo, entre otras razones porque también se encuentra presente en el ser humano
con una estructura ligeramente diferente. Considerando que el diseno del inhibidor
debe ser especifico para la enzima del parasito, cualquier informacién acerca de su
comportamiento estructural y dindmico obtenida desde una aproximacién a nivel
atomico resulta de gran utilidad para el disenio de farmacos. Ademas, con el uso de
esta técnica no solo es posible extraer informacion acerca de la propia enzima, sino
también de sus interacciones con el disolvente en el que ésta se encuentra.

En base a lo anterior con el desarrollo de este trabajo se plantean los siguientes

objetivos:

1.1. Objetivo general

Describir el comportamiento dindmico que muestran las proteinas en solventes
no polares con bajas concentraciones de agua en comparaciéon con el que presenta
en agua pura, por medio de simulaciones de dinamica molecular. Analizar los facto-
res que brindan la estabilidad de los agregados diméricos en los que tiene lugar la

estructura funcional de la triosafosfato isomerasa.

1.2. Objetivos especificos

= Describir a nivel atémico el comportamiento dindmico que muestran las
proteinas en solventes no polares con bajas concentraciones de agua.

= Proporcionar informacion detallada del comportamiento dinamico de la trio-
safosfato isomerasa de Tripanosoma cruzi, Tripanosoma brucei y humana en
agua.

= Identificar los movimientos dindmicos internos de triosafosfato isomerasa de
Tripanosoma cruzi, Tripanosoma brucei y humana que puedan ser relacio-
nados con su funcionalidad.

» Calcular las diferencias de energia libre del proceso de monomerizacion de
triosfafosfato isomerasa de Tripanosoma cruzi, Tripanosoma brucei y huma-
na en agua.

» Estudiar las interacciones que participan directamente en la estabilidad de
las subunidades en el dimero de cada estructura deTIM .

= Realizar una comparacion entre la estabilidad dimérica de la triosafosfato

isomerasa de Tripanosoma cruzi, Tripanosoma brucei y humana.

El trabajo de investigaciéon que se presenta en esta memoria se divide en dos par-

tes dedicadas a estudios de la TIM por medios de simulaciones computacionales.
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La primera parte (1), estd basada en el analisis del comportamiento dindmico de
la triosafosfato isomerasa de Tripanosoma cruzi tanto en agua como en mezclas
agua/decano como modelo de disolvente polar/apolar-organico. Aqui nos plantea-
mos analizar el comportamiento dinamico de la propia enzima de manera que la
informacion aportada contribuya a un mejor entendimiento y sea ttil en el diseno de
ligandos especificos. La informacion obtenida de este estudio sera tutil ademas para
explicar a nivel atéomico la actividad que muchas enzimas presentan en medios orga-
nicos con bajas concentraciones de agua. Complementamos nuestro estudio previo de
los mismos sistemas (Diaz-Vergara, 2004) con un analisis mas detallado en el que se
incluye una descomposicion de la trayectoria de la proteina en sus componentes prin-
cipales, con especial atencion en las regiones involucradas en su actividad catalitica.
En la segunda parte de esta memoria se evaltia la estabilidad estructural en for-
ma dimérica de la TIM de tres distintas especies ( Tripanosoma cruzi, Tripanosoma
brucei y humana) ademés de realizar un analisis comparativo del comportamiento
dindmico de las tres enzimas. El método utilizado para evaluar la estabilidad dimé-
rica es utilizado por primera vez en este trabajo para dicho fin e involucra multiples
simulaciones en las que se pasa de dimeros a monémeros de manera irreversible a
través de la imposicion de un potencial artificial repulsivo entre las subunidades de
las que consta la proteina. Con esta informacion, y utilizando la expresion conocida
como ecuacion de Jarzynski, es posible estimar el cambio de energia de libre a lo
largo de este proceso y por tanto determinar la estabilidad de cada uno de los tres

homodimeros.






CAPITULO 2

Simulaciones de dindmica molecular y métodos de anilisis

Conocer a nivel atémico el comportamiento dindmico de sistemas organizados
y sus caracteristicas estructurales contribuye en gran manera al entendimiento de
los procesos bioldgicos que ocurren en los seres vivos. Esto es posible por medio de
técnicas computacionales en quimica, que pueden ir desde simulaciones a nivel de
mecanica cuantica hasta la mecanica clasica por medio de simulaciones de dinamica
molecular de agregados moleculares de tamano relativamente grande. Por medio de
simulaciones de dindmica molecular a nivel clésico es posible extraer informacion de
la estructura, estabilidad y del comportamiento dinamico a partir de simulaciones

clasicas del sistema.

2.1. Simulaciones de dindmica molecular

Las simulaciones de dinamica molecular presentadas en este trabajo estan basadas
en la resolucion de las leyes de Newton de la mecéanica clésica. Las ecuaciones de
movimiento se emplean para describir las interacciones entre los &tomos del sistema
de estudio. Para un sistema de N atomos de masas m;(i = 1,2...., N) definido por

los vectores de posicion r; se tiene que (2.1.1):

821'2' i
(2]_]_) ’ITLZW:F“ Z:L,N
Las fuerzas se obtienen a partir de la funcién de potencial V; (rq,ra,..., r3)
(2.1.2):
oV
92.1.2 F, — ——
(2.1.2) or,

Por lo tanto, a lo largo de las simulaciones de dindmica molecular las ecuaciones
2.1.1 y 2.1.2 se resuelven simultaneamente para todas las particulas del sistema
en pequenos pasos de tiempo. Este proceso se repite iterativamente a la vez que
las coordenadas, datos de velocidad y energia son almacenadas generando asi la
trayectoria del sistema, el proceso se detiene hasta el tiempo deseado de simulacion.

5
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2.1.1. El campo de fuerza. La forma en la cual interactian los atomos del
sistema queda definido por el campo de fuerza. Este consiste en un grupo de ecua-
ciones que determinan como varia la energia potencial del sistema en funcion de la
posicion de los &tomos que lo componen asi como de la distribucion de los atomos del
entorno. Ademaés, implica la definicién de una serie de tipos de atomos caracterizados
dentro de un contexto especifico, y de un conjunto de parametros que relacionan las
ecuaciones con los tipos de atomos involucrados.

En este trabajo se utilizdé un campo de fuerza conservativo, ademés se consider6
que las contribuciones al potencial son debidas tinicamente a las posiciones de los &to-
mos. La suposicion anterior estd basada en la aproximacién de Born-Oppenheimer,
la cual considera que los movimientos electréonicos y nucleares estan desacoplados.
Puesto que no se incluyen reacciones quimicas en el sistema las consideraciones to-
madas se consideran apropiadas.

Un campo de fuerza comin para un sistema de N atomos de masas m; (i =

1,2,...,N) con posiciones r; tiene la forma siguiente:
1
(2.1.3) V(r,ry,...ry) = Y §Kb[b—bo]2+
FEnlaces
1
(2.1.4) > Sl - 0,)> +
ngulos
1
(2.1.5) > SKle- &P+
_ diédros
1Mmpropios
(2.1.6) > K1+ cosng — 0] +
diédros
propios
pares(i,j)
4iq;
2.1.8 [—}
( ) Z  Ldmege,ri;
pares(i,5)

El primer término 2.1.3 describe la energia asociada a las interacciones de dos
atomos unidos entre si por un enlace covalente, y queda expresado como un poten-
cial armoénico. La constante b, representa la longitud del enlace y K, la constante
de fuerza, los valores de dichos parametros quedan determinados de acuerdo al ti-

po de atomo. La ecuaciéon 2.1.4 describe la contribuciéon al potencial de la energia
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asociada a la variacion del angulo entre dos enlaces interatémicos contiguos. Esta in-
teraccion se modela mediante un oscilador armoénico como en el caso de dos dtomos
enlazados, aunque en este caso la coordenada seréd el propio angulo formado. Las
energias asociadas a las oscilaciones entre enlaces covalentes formados por 4 dtomos
enlazados (i, j, k, ) se representan por los términos 2.1.5 y 2.1.6. La primera de estas
contribuciones se describe nuevamente por un oscilador armoénico parametrizado por
el angulo diedro que se genera entre los planos formados por los grupos i — j — k y
j —k — 1. La ecuacion 2.1.6 se refiere a los angulos diedros ¢ definidos de la misma
manera que el angulo £ de la ecuacion 2.1.5, parametrizados esta vez mediante una
funcién sinusoidal que permite giros completos de hasta 360°. Las torsiones de los
atomos de carbono en cadenas alifaticas quedan descritas por la anterior contribuciéon
al potencial. Con los términos 2.1.7 y 2.1.8 se describe la interaccién entre todos los
pares de atomos que no interactian a través de enlaces covalentes. Dichas contribu-
ciones se expresan mediante un potencial de Lennard-Jones sumado a un potencial
electrostatico (de Coulomb) entre los 4tomos i y j con cargas ¢; y g; separados a una

distancia rj;.

2.2. Meétodos de andlisis

2.2.1. Desviaciones cuadraticas medias (RMSD). Representa una medida
de la diferencia entre los valores observados de un pardmetro con respecto a un valor
de referencia. Aplicado al campo de las simulaciones de dindmica molecular este
parametro proporciona una medida de la desviacion promedio entre una estructura
de referencia y las estructuras generadas lo largo de la de simulacion. La expresion

que define este calculo se expresa en la ecuacion siguiente:

1
2

(2.2.1) RMSD(t,ty) = %Zm | ri(t) — r(to) |I”

donde M = Zﬁ\; m; y r;(t) es la posicion del atomo i a un tiempo ¢ y r(t,) se
refiere a la estructura de referencia. El monitoreo del RMSD se puede utilizar como
una medida de la convergencia de las simulaciones y de la cercania de la estructura
simulada con la obtenida experimentalmente. Cuando no se tiene una estructura
experimental para ser utilizada como referencia en este calculo, el RMSD se calcula
usualmente comparando con la estructura inicial o una estructura promedio obtenida

de una simulacién.
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2.2.2. Fluctuaciones cuadraticas medias (RMSF). Las fluctuaciones cua-
draticas medias representan una medida de la desviacion estdndar de una particula
i con respecto a su posicion de referencia. A diferencia del RMSD que proporciona
una cantidad promediada sobre todas las particulas, el RMSF es una medida de la
desviacion de la posicion de cada una de las particulas promediada sobre el ntimero

de configuraciones. La expresion que describe el calculo es la siguiente:

(22.2) RMSF(i) = ( (Ar}) )2 = ( [r—(1)]%)

2.2.3. Analisis de componentes principales (PCA). Este anélisis per-
mite desacoplar la dinamica de macromoléculas en movimientos concertados més
simples, es decir, en movimientos que se llevan a cabo de manera simultanea por un
grupo especifico de atomos y que ocurren en una determinada direcciéon. El anélisis
de componentes principales, conocido como PCA por sus siglas en inglés de Principal
Component Analysis (Amadei et al., 1993), es un método analitico que permite iden-
tificar y prescindir de la informacién redundante filtrando un conjunto de variables
independientes a partir de las cuales se puede describir el comportamiento dinami-
co del sistema casi en su totalidad. Analizar mediante este método trayectorias de
dindmica molecular permite dividir el espacio configuracional en dos subespacios.
Uno de ellos, al que se llamara espacio esencial, comprendera los movimientos en
la proteina que contienen la mayoria de las fluctuaciones atémicas relevantes en la
escala de tiempo considerada. El segundo subespacio quedara conformado por los
movimientos atéomicos de baja frecuencia.

El método consiste en calcular la matriz de covarianzas C de las posiciones ato-
micas, esta es calculada para toda una trayectoria dada después de eliminar los
movimientos rotacionales y traslacionales globales de la molécula. Este ajuste usual-
mente se logra tras superponer todas las estructuras de la trayectoria sobre una de
referencia. Para M configuraciones del sistema extraidas de la trayectoria y N ntamero

de atomos, C se convierte en una matriz 3N x 3N con elementos:

1 1
(2:23) Cij = (M (s = (@) M, (5 — (2,))

donde M es la matriz diagonal que contiene el anélisis de masa ponderada (mass
weighted analysis) o la matriz unitaria en caso de que no se aplique la ponderacion

de la masa (non mass weighted analysis). C' es una matriz simétrica 3N x 3N, que

se diagonalizara con una matriz de transformacion R:
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(2.2.4) RTCR = diag (\i, M. Aan) donde \; > Xy > ... > Mgy

Las columnas de la matriz R estdn compuestas por los autovectores o modos
esenciales del movimiento que describen los movimientos dinamicos en la estructura,
y con los autovalores asociados a cada autovector, que pueden interpretarse como
la amplitud con la que cada modo normal contribuye a la dinamica global. Si se
proyecta la trayectoria sobre los modos principales se puede obtener una pelicula

para cada modo esencial, la proyecciéon se expresa como:

(2.2.5) p(t) = RTM:z (z(t) — (z))

A menudo, es posible describir todos los movimientos que contribuyen a la dina-
mica del sistema tnicamente con los primeros modos normales. Si la trayectoria se
filtra a lo largo de un movimiento entonces se puede obtener una trayectoria en la

direccion del componente principal del movimiento, es decir:

(2.2.6) 2l (t) = () + M3 R,p; (1)

2.2.4. Clusters de estructuras. Esta parte del analisis consistié en generar
clusters de estructuras, es decir agrupaciones de estructuras similares entre si. La
formacion de cada cluster se realiza a través de la seleccion de conformacionas de
la molécula estudiada que se generan a lo largo de cada una de las simulaciones de
dindmica molecular. Usualmente este analisis estd basado en medidas de distancias
entre estructuras. Especificamente, el método empleado en este trabajo utiliza un
algoritmo propuesto por Daura y cols. (Daura et al., 1999) basado en el calculo
de RMSD de posiciones atémicas entre pares de estructuras. Para cada estructura
se calcula el RMSD con respecto al resto de conformaciones y posteriormente se
contabiliza el niimero de conformaciones en las que el valor de RMSD se encuentra
dentro de un radio de corte determinado, dando asi como resultado al niimero total
de vecinos de dicha conformacion. Aquella estructura con el mayor nimero de vecinos
sera tomada como la estructura central del cluster, y junto con sus vecinos formaran
el primer cluster. Todas las estructuras del primer cluster seran excluidas del conjunto
total de estructuras para continuar aplicando el algoritmo de manera iterativa. Los
elementos de cada cluster generado compartiran la caracteristica de que su valor de

RMSD es menor a un determinado radio de corte de la estructura central. El valor
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del radio de corte es arbitrario, y se especifica usualmente en funciéon de los valores
de RMSD obtenidos para cada estructura asi como del nimero integrantes de cada

grupo que se deseen obtener.

2.2.5. Puentes de Hidrégeno. Un puente de Hidrogeno puede describirser
como un tipo particular de interaccion electrostatica atractiva de atraccion localizada
entre un hidrégeno con una carga parcial positiva y un atomo aceptor de protones.
Existen diferentes criterios energéticos y geométricos que se utilizan en la inspeccion
de conformaciones atémicas para contabilizar puentes de Hidrégeno en simulacio-
nes de dindamica molecular. Nosotros utilizamos el programa g hbonds del paquete
GROMACS. Los parametros que utiliza el programa para definir la formaciéon de un
enlace de este tipo son una distancia méxima entre el Hidrégeno y el grupo aceptor
de 3.5 A (r < ryp = 3.5 A), y un angulo maximo de 30° (a< ayp = 30°), entre
los 4tomos X-H—A, donde X representa al atomo al cual el Hidrégeno esta unido
covalentemente y A es el grupo aceptor (Oxigeno o Nitrogeno). Este célculo puede
realizarse tanto entre atomos de la misma molécula (puentes de Hidrogeno intramo-
leculares) como entre atomos de moléculas distintas, soluto-soluto, soluto-solvente,

etc. (puentes de Hidrogeno intermoleculares).

2.2.6. Radio de Giro (RoG). El radio de giro proporciona una medida del
compactamiento de una estructura. El radio de giro en los ejes x, y y z como funcion
del tiempo para un grupo de atomos se calcula mediante la aplicacion de la siguiente

formula.

2.7 = &=
(2.2.7) RoG ( S,

2.2.7. Area de la superficie accesible al solvente (SAS). El area accesi-
ble al solvente (SAS) de una molécula es el drea total de la superficie de van der Waals
de la estructura de dicha molécula, que se encuentra accesible al solvente. El area
puede ser clasificada en funcion del tipo de &tomos que la conforman en hidrofébica o
hidrofilica. Este calculo aplicado a las estructuras obtenidas por medio de las simula-
ciones de dinamica molecular permite monitorear el SAS a lo largo de la trayectoria.
Para realizar este anélisis se utilizo la metologia propuesta por Connolly (Connolly,
1983). Este método consiste en calcular la accesibilidad al solvente haciendo rodar
una molécula de agua con geometria esférica sobre la superficie de la proteina gene-
rando el contorno de una superficie, posteriormente ésta es transformada por medios

analiticos en el area accesible al solvente.
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2.3. Enmergia de Gibbs y energia de Helmholtz

La energia de Gibbs (G) es una funcion termodinamica que determina la espon-
taneidad de un proceso termodindmico a temperatura y presion constantes. Esté
directamente relacionada con la probabilidad de que un proceso se lleve a cabo vy,
por tanto, con la constante de equilibrio asociada. Cuando se trabaja a temperatura
y volumen constantes la propiedad equivalente es la energia de Helmholtz (F).

Utilizando la mecénica estadistica, la energia de Helmholtz puede expresarse en

funcion de la funcién de particion Z.

(2.3.1) F=—kgTIlnZ

en donde Z se define como

1
(232) 7 = W //eXpH(p’r)/kBT dpdr

para un sistema de N particulas indistinguibles. Los vectores de 3N dimensiones
r y p corresponden, respectivamente, a las coordenadas y los momentos conjugados
de las particulas del sistema. Cada par de vectores (r, p) representa un punto en
el espacio de fases del sistema definido por todos los posibles valores de r y p. De
la definiciéon de la funcion de particion Z se puede observar claramente que tanto
la energia de Gibbs o de Helmholtz no pueden obtenerse directamente, dado que
requeriria el conocimiento del espacio de fases en su totalidad. Sin embargo, es més
sencillo determinar la diferencia entre F o G de dos estados de un sistema. Por lo
tanto, la diferencia de energia F entre dos estados A y B esta formalmente descrita
de la manera siguiente

Z
(233) AFBA:—AFAB:FB—FAI—ﬁIH <Z—B>
A

donde AF representa la diferencia de energia de Helmholtz, 3 es 1/KgT y Z es
la funcién de particiéon canoédnica.

Todos los métodos computacionales aplicados en el calculo de la funcién de par-
ticién se encuentran con el mismo problema ya que para su obtencion se requiere de
un extenso muestreo del espacio de fases en los dos estados A y B. Ese exhaustivo
analisis es inalcanzable a excepcion de sistemas muy pequenos y tras asumir diversas
suposiciones, por lo cual los métodos para calcular diferencias de energia F o G han

tomado mayor interés.
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La diferencia de energia de Helmholtz o Gibbs entre dos estados A y B de un sis-
tema pueden determinarse a partir del trabajo realizado sobre el sistema para forzar
la transicion desde un estado hasta el otro. Los métodos estandar para calcular este
cambio de energia son la Integracion termodindmica (Thermodynamic Integration,
TI) (Frenkel & Smit, 2002) y el método de perturbacion de la energia libre (Free
Energy Perturbation, FEP)(Frenkel & Smit, 2002). Ambas metodologias hacen uso
de un parametro de acoplamiento A y definen al Hamiltoniano del sistema como una
funcién de A que conecta a los estados inicial y final del sistema. De tal manera
que H (Aq) = H corresponde al Hamiltoniano en el estado A y H (Ag) = Hp al del
estado B. Si el Hamiltoniano es una funcién de A entonces la energia libre es también
una funciéon de A. En este caso, la diferencia de energia libre entre dos estados A y
B se expresa como:

(2.3.4) AFpy = F()\B)—F()\A):/:B or() .\

Ton
(2.3.5) _ /A:B<a7;—§”>AdA

donde (...), representa un promedio sobre el colectivo del sistema en el corres-
pondiente valor de .

A la ecuacién 2.3 se le conoce como la férmula de integraciéon termodindmica.
Los célculos de TI pueden realizarse bajo diferentes esquemas. La integracion puede
realizarse continuamente mientras lentamente se cambia el parametro A desde \4 a
Ag a lo largo de la simulaciéon, este método se le conoce comiinmente por su nom-
bre en inglés, slow growth method. Este esquema conlleva varias dificultades puesto
que la equilibracion pocas veces se alcanza con eficacia. El otro esquema se utiliza
para realizar simulaciones cuando A toma cierto valor y se evalta la integral numé-
ricamente. En este método la convergencia de las simulaciones puede ser verificado
independientemente a cada valor de A\ y de ser necesario simulaciones adicionales con
distintos valores de A pueden ser anadidos. El método de perturbacion de la energia
libre es muy demandante computacionalmente, dado que en cada estado interme-
dio deberan realizarse simulaciones en equilibrio durante una considerable escala de
tiempo para asegurar un muestreo representativo del colectivo termodinamico. Cabe
senalar que con esta metodologia no se requiere del muestreo completo del espacio
de fases, aunque la calidad de los resultados estd directamente relacionada con el

tamano del muestreo realizado.



2.3. ENERGIA DE GIBBS Y ENERGIA DE HELMHOLTZ 13

Combinando la ecuacion 2.3.3 con la aproximacion del parametro de acoplamiento

obtenemos que:

Z(\
(2.3.6) AFgs=F(\g) — F(A4) = —kpTIn (As)

Z(Aa)
(2.3.7) AFp4 = —kgTln <e*[H(AB)*H(>\A)}/kBT>>\A

la cual tiene la forma del promedio del colectivo sobre el estado A. A la ecuacion
2.3.7 se le conoce como la féormula de la perturbaciéon de la energia de Helmholtz
(Zwanzig, 1954).

2.3.1. Aproximaciéon de Jarzynski. Recientemente una nueva metodologia
para calcular diferencias de energia libre ha sido propuesta por Cristhopher Jarzyins-
ki, quien derivo una interesante relacion entre el promedio del trabajo termodindmico
de un proceso fuera del equilibrio y la energia libre. Si se considera un sistema cla-
sico de dimensiones finitas que depende de un parametro externo A y que puede
intercambiar energia en forma de trabajo con los alrededores. Una vez que se haya
dejado que el sistema alcance el equilibrio con un reservorio térmico cambiamos el
parametro de manera infinitamente lenta desde A = 0 a A = 1. Entonces, el sistema
permanecera en equilibrio cuasiestatico con el reservorio a lo largo del proceso y por
lo tanto, el trabajo total realizado sobre el sistema seré igual a la diferencia de ener-
gia libre de Hemholtz entre las configuraciones inicial y final del sistema. Es decir
Wo = AF = FB — [4; en donde F) corresponde a la energia libre de Helmholtz
de equilibrio del sistema a una temperatura T para un determinado valor de A. El
subindice de W nos dice que esta igualdad es véalida cuando la transformaciéon de
A se lleva a cabo infinitamente lenta. Sin embargo, si el sistema es llevado por el
mismo camino A a una velocidad de transformacion finita y definida, el trabajo W
dependera en este caso de las condiciones microscopicas del sistema y del reservorio,
y éste excedera AF (Jarzynski, 1997a):

(2.3.8) W > AF

El promedio del trabajo esta realizado sobre un colectivo de valores de W irre-
versible, donde cada medicion se realiza una vez que el sistema y el reservorio se
encuentran en equilibrio. La desigualdad de la ecuacion (2.3.8) se complementa con

el trabajo disipado en este proceso Wy, = W — AF. La aproximacion de Jarzynski
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(Jarzynski, 1997b,a) propone que es posible extraer una propiedad termodinamica
estrictamente de equilibrio de un colectivo obtenido a partir de cambios dindmicos

de un sistema. En términos de la ecuacion de Jarzynski tenemos (2.3.9):

(2.3.9) exp (—BAF) = (exp(—8W}))

El lado izquierdo de la ecuacién es un exponencial de la diferencia de energia
de Helmholtz, mientras que del lado derecho de la igualdad W; es el trabajo de la
iésima transformacion para llevar el sistema del estado A a B. El promedio del expo-
nencial se lleva a cabo sobre un colectivo termodinamico. Esta formula realiza una
clara conexion entre la distribucion de probabilidad de valores del trabajo, con una

propiedad de equilibrio como la diferencia de energia Helmholtz entre dos estados.

(2.3.10) AFy .= —

N

N
1
) ~ P(=AWia-p)
=1

donde 3 = 1/kgT.

Por métodos computacionales se puede simular la transformacion de un sistema
desde A hasta B a lo largo de una coordenada de reacciéon a una velocidad finita.
A este tipo de simulaciones se les conoce como simulaciones de slow growth o creci-
miento lento. Por medio de simulaciones de dinamica molecular es posible generar
un conjunto de simulaciones de slow growth, en donde el sistema se lleva desde el
estado inicial A al estado final B, y para cada una de ellas calcular el trabajo W
requerido. De tal manera que realizando un nimero N repeticiones independientes
del proceso se obtenga una distribucion de valores del trabajo y la ecuacién anterior
sea aplicable.

La ecuaciéon de Jarzynski repesenta una novedosa forma de calcular el cambio
de energia de Gibbs o de Helmholtz entre dos estados de un sistema. No obstante,
se ha de tener cuidado con la precision con que esta ecuacion evalia la diferencia
en energia. Para una distribucion extraida de N valores del trabajo, la diferencia
de energfa obtenida a partir de la ecuacion de Jarzynski estard influenciada por el
ntmero de repeticiones y por la velocidad de cambio de la coordenada de reaccion.
Esto produce un error estadistico y otro sistematico al que llamaremos bias. En
algunos casos esta puede ser la principal fuente del error en la estimacion de la
diferencia de energia libre y en general la magnitud de este error es desconocida.

Gore y cols. 2003 propusieron una manera de evaluar tanto el error sisteméatico
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o bias, como del error estadistico que conlleva la aplicaciéon de esta aproximacion
(Gore et al., 2003).

2.3.2. Calculo del error asociado. Dependiendo de las caracteristicas de la
perturbacion, las siguientes expresiones pueden utilizarse para estimar la diferencia
de energia libre de un conjunto de simulaciones de slow growth por medio de simula-
ciones de dinamica molecular. Basadas en el promedio del trabajo (Ecuacion 2.3.11),
en el teorema de fluctuacion-disipacion (Ecuacion 2.3.12) o la ecuacion de Jarzynski
(Ecuacién 2.3.13):

N
1
(2.3.11) AF = (W) = N;Wi
(2.3.12) AF :(W>—1502 :lZW_é; - (W; — (W) )
1 1 [1 &
2.3.1 AF;, = ——1 —BW; = _—_—Inl|—= —BW;
(2.3.13) 1=75 n(exp ") N 5 n[NZi:exp

donde 8 = 1/kgT, con kg como la constante de Boltzmann y T la temperatura.

La Ecuacion 2.3.13 es valida para cualquier perturbacion. AFay v AFpp cores-
ponden a los dos primeros términos de una expansion en serie de AF;, y su validez se
mantiene inicamente cuando la perturbacion esté hecha bajo condiciones de reversi-
bilidad (AFy ) o cercanas al equilibrio (AFrp). Bajo condiciones de no equilibrio la
diferencia entre el trabajo promedio y la diferencia de energia de Helmholtz es igual
al trabajo disipado (Wg;s).

Cuando la distribucion de trabajo que se genera adquiere una forma gaussiana

P(W), la distribucion del trabajo disipado es una gausiana también, con promedio:

1

(2.3.14) (Wais) = 5001
y varianza ,
2
(2.3.15) e = Ot = = (Wais)
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Cuando una transformacion se realiza cerca del equilibrio generaréa entonces una
distribuciéon gausiana. Sin embargo, es necesario remarcar que una distribucion gau-
siana no siempre representa a una perturbaciéon realizada cercana al equilibrio, a
pesar de que lo contrario es cierto.

La aproximacion de Jarzynski puede escribirse también en términos de Wy;, como:

(2.3.16) (exp™Wais = 1)

De la Ecuacion 2.3.16 se puede deducir que las simulaciones con valores negati-
vos de Wys han de ser muestreadas con mayor intensidad para que la igualdad se
cumpla. Se ha demostrado también que la probabilidad de observar una trayectoria
con Wy < 0 decrece con el incremento de (Wy,,). Por lo tanto, a mayor (Wys),
mayor serd también el nimero N de trayectorias que deberan obtenerse para que el
valor de AFy se aproxime mas a AF. Gore y cols. propusieron tres propiedades para
caracterizar AF', que son: (i) el bias o error sisteméatico que mide la diferencia entre
el valor esperado y el valor real de AF; (ii) la varianza: que es un estimador del error
estadistico; y finalmente (iii) el error cuadratico medio (MSE) que se define por la
suma del bias y la varianza.

Como el bias es causado por el numero finito de repeticiones realizadas para
generar la distribucion, dependera de las N repeticiones realizadas. La frontera entre

un valor de N pequeno y/o grande se encuentra de la siguiente manera (Gore et al.,
2003):

(2.3.17) Ne = G (exp®®Vais—1)

donde Cj, = 15 es un parametro fijo empleado para determinar el bias entre limite
~ . 1 —
entre N pequeno y N grande: By (N¢) = 555 = 0,08 kJmol L
Adicionalmente, los mismos autores derivaron expresiones para calcular el bias,
la varianza y el error cuadratico medio, que resultan de la utilizacion de la ecuaciéon
de Jarzynski AF);. En el caso concreto cuando N es pequeno y las simulaciones se

realizan cerca del equilibrio, se tiene que:

Wdz’s>
Na

donde « es funcion de (Wy;s) y esta dada por:

(2.3.18) By = <
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In[26 (Was) C]

(2.3.19) a=

In (Nc>
la varianza :
(2.3.20) 0% < 25
y el error cuadratico medio:
(2.3.21) MSE = B3 + 05 ~ B}

para obtener finalmente la correcciéon a la ecuacion de Jarzynski:

(2.3.22) AF);c = AF; — By

17

Ademas, propusieron la siguentes relaciones que constituyen otra forma de cal-

cular el error:

(2.3.23) (Waisa) = (W) — AF

(2.3.24) (Wais2) = Waisa) + Bia

obteniendose asf:

(2.3.25) AFje1 = AF; =By

(2.3.26) AFjeo = AF; — Bys

en donde B, y Bj se refieren al bias calculado utilizando (Wyis1) v (Wais2),

respectivamente.






Parte 1

Estudio de la triosfosfato isomerasa de
Tripanosoma cruzi en mezclas agua/decano.

Un estudio de dinamica molecular.



CAPITULO 3

Introduccion

La existencia de una correlacion entre rigidez, estabilidad térmica y actividad ca-
talitica de enzimas ha sido propuesta por varios autores(Tuena de Gomez-Puyou &
Gomez-Puyou, 1998). Esta correlacion implica que cuanto menor es la temperatura a
la cual se despliega la estructura mayor es la flexibilidad y la actividad catalitica. En
este sentido, parece que a lo largo de la evolucion las proteinas han sorteado un ba-
lance entre flexibilidad y estabilidad térmica que las provee de su habilidad catalitica,
pero que al mismo tiempo les permite preservar una estructura definida y estable. En
este contexto el agua juega un papel muy importante (Finney & Poole, 1984; Levy
& Onuchic, 2004), en particular se sabe que el comportamiento dinamico de aquellas
moléculas que se encuentran en contacto directo con el soluto presentan diferencias
tanto en su organizaciéon como en sus propiedades termodinadmicas y dieléctricas si
se comparan con las que se encuentran en el seno de la disolucion (Pal & Zewail,
2004; Rupley & Careri, 1991; Rupley et al., 1983). Ademas, el comportamiento de
las moléculas de agua se puede ver afectado por la presencia de co-solventes, y por
tanto termina afectando el comportamiento dinamico de las macromoléculas.

A mediados de la decada de los 80’s Zaks y Klibanov observaron que la actividad
catalitica que presentaban algunas enzimas cuando estaban suspendidas en solventes
hidrofébicos a bajas concentraciones de agua era comparable e incluso mayor que
en soluciones acuosas (Zaks & Klibanov, 1984, 1985, 1986, 1988a,b). En base a sus
resultados, llegaron a la conclusion de que bajo estas condiciones cuanto més hidro-
fobico era el solvente, menos agua necesitaba la proteina para mantener su actividad
(Zaks & Klibanov, 1988a). Ademaés, los mismos autores sugirieron que el agua actia
como un lubricante formando puentes de Hidrogeno con la propia enzima y faci-
litdndole la flexibilidad que requiere para mantener su actividad catalitica. Dichas
explicaciones son generalmente aceptadas, a pesar de que no se cuenta con evidencia
directa del fenémeno a nivel experimental. En la practica se ha sacado provecho de
este fendmeno, principalmente en el area de biotecnologia en donde se han propuesto
diversas aplicaciones basadas en la utilizacién de proteinas en bajas concentraciones

de agua o en micelas invertidas (Gonnelli & Strambini, 1988; Strambini & Gonnelli,
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1988; Dordick, 1988; Bell et al., 1995; Klibanov, 1997, 1989). A la fecha, ninguna
técnica experimental ha podido proporcionar en detalle una descripcion estructural
y dindmica del proceso. En este sentido se han realizado algunos trabajos de simula-
cion molecular para el estudio de proteinas en mezclas de agua y solventes orgénicos
(Soares et al., 2003; Micaelo et al., 2005; Colombo et al., 1999; Norin et al., 1994;
Peters et al., 1996; Toba et al., 1996; Zheng & Ornstein, 1996a; Ornstein & Ya-
Jun, 1996; Yang et al., 2004; Micaelo & Soares, 2007; Zheng & Ornstein, 1996b).
Sin embargo, las escalas de simulacion reportadas (7 ns la trayectoria méas larga)
no son suficiente para observar claras diferencias dindmicas o estructurales del sis-
tema bajo esas condiciones. En 2003, Soares y cols.(Soares et al., 2003) reportaron
el primer estudio sistematico de dos proteinas (ubiquitina y cutinasa) en hexano a
diversas condiciones de hidratacion. A partir de simulaciones de entre 2 y 4 ns estos
autores reportaron correlaciones entre RMSD, RMSF y el porcentaje de agua en la
proteina. Lamentablemente, es practicamente imposible observar cambios estructu-
rales importantes a estas escalas de tiempo de simulaciéon ya que los movimientos
ocurren principalmente en las cadenas laterales de las proteinas. Yang y cols. (Yang
et al., 2004) realizaron simulaciones con la proteina subtilisina BPN’ solubilizada en
presencia de tensoactivos disueltos en octano, tetrahidrofurano y acetonitrilo, a dos
distintos niveles de hidrataciéon y en una escala de tiempo de 4 ns. En este trabajo
no reportan grandes cambios estructurales o dindmicos de la proteina como efecto
del disolvente. Estos autores basaron su trabajo en la particion de las moléculas de
agua entre la superficie de la proteina y la fase organica, ademés de la hidrataciéon del
sitio activo. Recientemente, Micaelo y Soares (Micaelo & Soares, 2007) publicaron
un estudio del mecanismo de hidratacion de la cutinasa en hexano, di-isopropil eter,
3 pentanona, etanol y acetonitrilo con distintos niveles de hidrataciéon en una escala
de tiempo de 7 ns. En este trabajo, se observaron algunos cambios estructurales en
la proteina, sin embargo no se profundizé en el analisis de su comportamiento diné-
mico. Principalmente, estuvo basado en el comportamiento del agua. Estos estudios
demuestran la falta de simulaciones de dinamica molecular a mayores escalas de tiem-
po, las cuales pueden proporcionar mayor informaciéon de la estructura y dindmica
de las enzimas en bajas concentraciones de agua, asi como del papel del solvente en
la funciéon de la proteina.

En este trabajo se presenta un estudio de simulaciénes de dinamica molecu-
lar de la triosafosfato isomerasa de Tripanosoma cruzi (TcTIM) en varias mezclas
agua/decano. El tiempo de simulaciéon para cada sistema fue de 40 ns. Como refe-

rencia se realizaron dos simulaciones de la enzima en decano puro y agua pura, en
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el caso de la simulacion en agua pura, la trayectoria se llevd hasta los 140 ns de
simulacion.

En este trabajo se intenta reducir el complejo espacio configuracional para ex-
traer los componentes esenciales del movimiento que describen los cambios estructu-
rales en la proteina en medio acuoso y a bajas concentraciones de agua en mezclas
agua/decano. En general, se busca identificar aquellos movimientos internos que pue-
dan estar relacionados con su funciéon y su actividad catalitica.

La triosafosfato isomerasa es una enzima homodimérica con 251 residuos por cada
subunidad. Cada subunidad se pliega en un barril a/3 con ocho hebras formando el
barril central y rodeado por ocho hélices alfa (Maldonado et al., 1998). Esta enzima
se eligié porque tiempo atras se prob6 experimentalmente que TIMs de otras especies
mostraron actividad catalica a bajas concentraciones de agua. Ademas, esta enzima
es una proteina blanco en el diseno de farmacos efectivos contra el mal de Chagas
(Maldonado et al., 1998; Garza-Ramos et al., 1992; Gao et al., 1999; Garza-Ramos
et al., 1998; Perez-Montfort et al., 1999; Reyes-Vivas et al., 2001; Tellez-Valencia
et al., 2002, 2004).

En las péginas siguientes se presenta un estudio detallado de la estructura y
dindmica de la TcTIM, asi como del comportamiento de las moléculas del disolvente
realizado en distintas condiciones de hidratacion de la proteina. El principal objetivo
de este trabajo consiste en estudiar diferencias en el comportamiento dinamico de
la proteina y el solvente en funcién de la concentracion que puedan explicar a nivel
atomico la razon por la cual algunas enzimas son cataliticamente activas en solventes
orgéanicos. Adicionalmente, se busca estudiar a fondo el comportamiento dindmico

de la TcTIM en agua pura.






CAPITULO 4

Metodologia

4.1. Construccion de los sistemas

Se construyeron seis cajas de simulacién con la Tc¢TIM en 3 distintas mezclas
formadas por moléculas de agua y decano, ademas de una caja conteniendo la pro-
teina en agua pura y otra diferente en decano puro. La seleccion de decano como
solvente secundario se debié a su baja hidrofobicidad, dado que en cada sistema se
buscaba mantener capas de agua de distinto espesor en torno a la enzima. Puesto
que la particion de las moléculas de agua en el decano es muy baja, con este solvente
se asegura entonces que de esta manera el agua permanezca rodeando la proteina.
A cada una de las trayectorias generadas se les denominé RWa, RWb, W8D, W6D,
W4D y RD. El sistema RW, se construy6 colocando a la TcTIM en una caja de
simulacion dodecaédrica y posteriormente se solvaté con 24,825 moléculas de agua
previamente equilibradas. La estructura cristalina de la Tc¢TIM con la cual se cons-
truyo el sistema fue tomada del Protein Data Bank (PDB ID 1TCD). El tamano de
la caja de simulacion fue elegido tal que la distancia entre la proteina y las paredes
de la caja de simulaciéon fuese mayor o igual a 2 nm. El sistema RW, fue simulado
durante 20 ns. A partir de la tltima configuracién de esta simulacion que se llamo
RW,(20) se preparon los sistemas RWy,, W8D, W6D, W4D. En primer lugar, la si-
mulacion RW,(20) se extendié durante 40 ns de simulacién mas, dando lugar a la
simulacion RWy,. Para la construccion de los sistemas W8D, W6D, W4D se utilizo la
estructura RW,(20) como estructura inicial. Para obtener W8D se eliminaron todas
las moléculas de agua que estuviesen a una distancia mayor a 8 A de cualquier atomo
de la proteina, la estructura resultante se coloc6 dentro de una caja de simulacion
dodecaédrica y solvatada con moléculas de decano. El mismo procedimiento se repi-
ti6 para construir los sistemas W6D y W4D, aunque en estos casos el radio de corte
o espesor de la capa de agua fue de 6 A y 4 A, respectivamente. Este procedimiento
asegura que tanto la proteina como el agua en su entorno se encuentren en equilibrio
al inicio de la simulacién y que la estructura inicial sea la misma en los 3 sistemas. La
metodologia para construir el sistema RD es similar al RW solo que se utiliz6 decano

puro como unico disolvente. El ntimero final de moléculas de cada componente del
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sistema se muestra a detalle en la Tabla 5.6.2. Los sistemas W8D, W6D, W4D y RD
fueron simulados durante 40 ns.

La trayectoria RW}, fue extendida hasta llegar a los 140 ns de simulacion. Asi
mismo se generaron dos réplicas de estas trayectorias con las mismas condiciones

pero modificando la estructura inicial.

4.2. Parametros de simulacion

Todas las simulaciones se realizaron utilizando el paquete computacional GRO-
MACS version 3.2.1 (Berendsen et al., 1995; www.gromacs.org, GROMACS; Lindahl
et al., 2001; Van Der Spoel et al., 2005) con el campo de fuerza GROMOS96 (43a2)
(Schuler & Gunsteren, 2000; Daura et al., 1998) tanto para simular las interacciones
en la proteina como en el decano. Para describir las interacciones entre las molé-
culas de agua se utilizo el modelo de agua SPC (por sus siglas en inglés de Simple
Point Charge) que define un modelo de cargas puntuales (Berendsen et al., 1981).
En todos los casos se utilizaron condiciones peridédicas a la frontera con cajas de si-
mulacion de geometria dodecaédrica. En estas simulaciones se hizo uso del colectivo
termodinamico NPT. A lo largo de la simulacion la presién se mantuvo a 1 bar y la
temperatura a 298 K. Para mantener la presion y la temperatura dentro del sistema
se utilizo un barostato y un termostato de Berendsen (Berendsen et al., 1984) con
unas constantes de acoplamiento de 0.5 ps y 0.1 ps, respectivamente. Las interac-
ciones de largo alcance se calcularon utilizando un radio de corte dual de 0.9 nm y
1.4 nm. Las interacciones dentro del radio de corte interno se evaluaron a cada paso
de tiempo y las interacciones comprendidas entre las distancias del radio de corte a
cada 5 pasos de tiempo. Més alla del radio de corte se consider6 un medio continuo.
La constante dieléctrica empleada fue de 78 € en todas las simulaciones, incluyendo
aquellas en las que el disolvente principal es el decano. Puesto que las interacciones
mas alla del radio de corte no nos interesan consideramos seguro utilizar la misma
constante dieléctrica en todos los casos. Para evitar interacciones desfavorables an-
tes de cada simulacién se realiz6 una minimizaciéon de energia mediante el método
Steepest Descent. Las velocidades iniciales se asignaron aleatoriamente en base a
una distribucion de Maxwell-Boltzmann a 298 K. Las ecuaciones de movimiento se
integran utilizando el método leap-frog con un paso de tiempo de 2 fs. Tanto los
angulos como las distancias de enlace entre moléculas de agua se restringieron por
el algoritmo SETTLE (Miyamoto & Kollman, 1992). Por otro lado, para mantener

las distancias de los enlaces dentro de la proteina y el decano se utilizo el algoritmo



4.3. METODOS DE ANALISIS 27

LINCS (Hess et al., 1997). A lo largo de cada simulacién coordenadas, velocidades

y energias se almacenaron cada 10 ps para su posterior analisis.

4.3. Meétodos de analisis

En primer lugar se calcul6 el RMSD de la proteina en cada trayectoria utilizando
como estructura de referencia en cada caso la estructura cristalina de la proteina.
La movilidad de cada residuo se calcul6 en términos del RMSF. Para este céalculo
se utilizaron los dltimos 20 ns de simulacién de las trayectorias RWy,, W8D, W6D,
W4D y RD. La estructura de referencia para estos casos fue también la estructura
cristalina. Como a cada paso de tiempo se generd una configuracion del sistema,
se realizo un tamizaje con dichas configuraciones, al cual se le llamo6 analisis de
clusters. El método empleado se describe en el Capitulo 2 de la presente memoria.
El nimero de configuraciones utilizadas para este analisis fue de 2,000, extraidas de
los ultimos 20 ns de simulaciéon de cada trayectoria. El parametro de corte para el
RMSD fue de 0.15 para las trayectorias RWy,, W8D, W6D y W4D y de 0.10 para
RD. A lo largo de las simulaciones se calcul6 el radio de Giro, el nimero de puentes
de Hidrégeno intramoleculares, la distancias entre moléculas y el area hidrofébica e
hidrofilica accesible al disolvente.

Parte del anélisis realizado requirié del uso de herramientas bioinformaticas tales
como los visualizadores RASMOL 2.7, VMD 1.8.2 (Humphrey et al., 1996) y PyMOL
0.99 y los graficadores Xmgrace y GNUPLOT. Sin embargo, también fue necesario
la elaboraciéon de material propio de analisis utilizando lenguajes de programacion
como awk, perl, bash, entre otros. En el calculo de RMSD, RMSF, clusters, puentes de

Hidroégeno, radio de giro, SAS y distancias entre moléculas se utilizaron herramientas
de GROMACS.

Analisis de componentes principales . La dindmica interna de la TcTIM
se analizo extrayendo sus componentes principales de las distintas trayectorias. Pa-
ra cada una de ellas, las distintas configuraciones se ajustaron a una estructura de
referencia para eliminar movimientos de traslacion y rotacion de la proteina. Pos-
teriormente, esta trayectoria fue utilizada para obtener la matriz de covarianza de
posiciones y después diagonalizarla para extraer los componentes principales del mo-
vimiento. En el célculo tinicamente se tomaron en cuenta los &tomos correspondientes
a la cadena central de la proteina. De esta manera se pretende encontrar sélo los mo-

vimientos de mayor amplitud que tienen lugar en la cadena central eliminando asi
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los de alta frecuencia en la cadena lateral. Nuevamente, el calculo se realiz6 con las

herramientas del paquete computacional GROMACS.



CAPITULO 5

Resultados y discusion

5.1. Analisis visual de las trayectorias

Después de analizar visualmente todas las trayectorias se observé que la estruc-
tura dimérica de la TcTIM permanecié unida en todos los casos manteniendo su
estructura terciaria y su estructura secundaria. Sin embargo, es evidente que la es-
tructura de la TcTIM en la simulacion RD muestra un tamano mas pequeno que las
otras conformaciones finales. Ademas, segtin se observa en la Figura 5.1.1 hubo una
mayor pérdida de estructura secundaria en algunas zonas de la proteina.

En las simulaciones W8D, W6D y W4D se puede observar un desplazamiento
de las moléculas de agua entre las configuraciones inicial y final, cambiando la dis-
tribucion de las moléculas de agua que se encontraba al inicio de la simulacion y
formandose una acumulacién en la zona hidrofébica cercana a la intercara del di-
mero. Lo anterior ocurri6é en las tres simulaciones en las que se utilizé una mezcla
agua/decano como disolvente, lo cual parece indicar que este hecho no es accidental,
sino que sugiere la existencia de un fenémeno subyacente que ocasione esta acumu-
lacion. Dado que el disolvente decano es altamente hidrofébico y que la geometria
de la enzima permite un punto de nucleacion, es posible que ambos factores hayan
colaborado a la formacién de una burbuja de agua en este sitio especifico. Ademas,
para que esto ocurriera es posible que los propios movimientos de la enzima hayan
favorecido esta nucleaciéon moviendo moléculas de agua hacia dicha region. El area
que comprende la interfase y el area entre los dos monémeros de la enzima es conce-
bida como una zona de alta hidrofobicidad, pero de ninguna manera el ambiente en
esta zona es mas hidrofébico que el solvente decano. Por esta razéon es que el agua
que se acumula en esta cavidad hidrofébica permite la minimizacion del area de las
moléculas de agua expuestas al decano. La presencia de regiones donde las moléculas
de agua forman un niicleo y se acumulan se observa también en otras areas de la

superfice de la proteina aunque en menor medida.
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FIGURA 5.1.1. Configuraciones inicial y final de la Tc¢TIM en cada
una de la trayectoria. Las escalas de tiempo y los nombres de cada
sistema se encuentran indicados mediante etiquetas en las flechas y en
las estructuras. Para W8D, W6D y W4Dse muestran todas la molécu-
las de agua (naranja) y los atomos de Carbono (esferas verdes) que se
encontraran a una distancia menor a 4 A. Las subunidades A y B de
la proteina estan coloreadas en azul y rojo, respectivamente. La flecha
verde en la conformacion RD se encuentra apuntando a la region de la
enzima que mas pérdida de estructura secundaria experimento.
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FIGURA 5.2.1. Desviaciones cuadraticas medias (RMSD) de la Tc¢TIM
tomando en cuenta unicamente los atomos de la cadena central. RWy,
(verde), W8D (rojo), W6D (negro), W4D (azul), y RD (magenta).
Como referencia en todos los casos se utilizé la estructura cristalina

(PDB ID 1TCD).

5.2. Analisis de la dinamica y estructura de la TcTIM

5.2.1. Dinamica global de la proteina en las trayectorias. En la Figura
5.2.1 se muestra una grafica con los valores de RMSD de la proteina a lo largo de cada
trayectoria. En general, a partir de los primeros nanosegundos el RMSD de cada una
de las trayectorias mostro ligeras fluctuaciones en torno a un valor promedio constan-
te, es decir, no se observan algunas tendencias claras que sugieran inestabilidad en el
sistema o en la proteina. Adicionalmente, durante los primeros nanosegundos en las
simulaciones W8D, W6D y W4D se observa un pequeno incremento en el valor de
RMSD, el cual puede ser ocasionado por el reagrupamiento del disolvente alrededor
de la proteina. En el caso de la simulacion W8D el RMSD presenta un incremento sig-
nificativo alrededor de los 22 ns seguido méas adelante de una recuperaciéon del valor
de RMSD alrededor de los 34 ns. Debido a la extension de las simulaciones en com-
paracion con trabajos previos se esperan fluctuaciones importantes en la estructura,
debido a que en estas escalas la proteina puede experimentar més cambios confor-
macionales incluyéndo aquellos dentro de la cadena central y no s6lo movimientos
de baja frecuencia. La linea de color magenta que corresponde a la simulaciéon en
decano presenta el mismo comportamiento que las otras trayectorias, sin embargo,
es evidente que las fluctuaciones que sufre la proteina parecen ser de menor intensi-
dad. Dado que el RMSD es una magnitud que no proporciona informacion especifica

del comportamiento dinamico de la proteina a nivel local, se procedi6 a estudiar en
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detalle las partes de la proteina que contribuyeron a los cambios en RMSD en general
y de la movilidad de cada parte de la proteina. En base a estas graficas se decidio
utilizar para el analisis los tltimos 30 ns de la simulaciéon para el analisis que se

presenta en la Tabla 5.6.2.

5.2.2. Analisis de la movilidad local de la proteina. Para estudiar de
manera global la movilidad de la proteina y de cada uno de los residuos que la
componen se realizoé un estudio de las fluctuaciones cuadraticas medias (RMSF) por
residuo considerando los ultimos 20 ns de simulacion de las trayectorias RWy,, W8D,
W6D, W4D y RD (Figura 5.2.2 (a)). Dado que la proteina es homodimérica, es decir
que las subunidades son idénticas en la grafica se presentan los valores alineados
en funcién de de la numeraciéon de los residuos en cada subunidad. Para obtener
una medida general de la movilidad de cada monémero en cada trayectoria se cal-
cul6 también el valor acumulado de RMSF para cada monémero, los resultados se
presentan en la Figura 5.2.2 (b). De la Figura 5.2.2 (a) se puede observar que las
zonas de mayor fluctuacion de la proteina en cada trayectoria estan localizadas en
los lazos 5 (residuos 129-139) y 6 (residuos 169-179) principalmente. Este maximo
en el valor de RMSF corresponde a las mismas zonas en las cinco trayectorias. En
la misma Figura también se observa que el perfil de valores de RMSF es similar en
todas las simulaciones asi como entre monémeros. En general, los movimientos del
lazo 5 parecen tener mayores fluctuaciones. Esto es razonable dado que esta region
de la proteina se encuentra en contacto con el disolvente en todo momento, por lo
que tiene mayor libertad de movimiento. Las hebras # que forman parte del barril
central de la estructura tridimensional de la TcTIM mostraron valores bajos de RMSF
cuando se compara con los correspondientes valores de RMSF en las hélices a o lazos.

En este punto llegamos a un detalle muy importante, los movimientos del lazo 6
han sido relacionados con la actividad catalitica de la enzima, dado que la entrada
al sitio activo se expone y se oculta alternadamente debido al movimiento de este
lazo. Se cree que de esta manera se regula el paso del sustrato al sitio activo. Se ha
demostrado que este movimiento tiene lugar con un periodo entre 200-400 us (Ro-
zovsky et al., 2001; Rozovsky & McDermott, 2001). Para observar este movimiento
por medio de simulaciones de dindmica molecular probablemente se hubiesen requeri-
do simulaciones en escalas de los microsegundos, pero cuando se trabaja con sistemas
de gran tamano como esta proteina alcanzar dichas escalas de tiempo de simulacion
resulta complicado y computacionalmente muy costoso hoy en dia. Sin embargo, a

apartir de nuestras simulaciones se observa claramente una mayor movilidad en los
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(b)

FIGURA 5.2.2. Fluctuaciones cuadraticas medias (RMSF) por residuo
de la TcTIM calculados sobre los tltimos 30 ns de cada simulacion.
Las letras A y B representan a cada monémero de la proteina. Las
notaciones RWy,, W8D, W6D, W4D y RD corresponden a cada una
de las trayectorias realizadas. En la parte superior de la grafica se
indica el tipo de estructura secundaria corespondiente a la secuencia
de aminoacidos de la TcTIM.
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residuos del lazo 6, ademas, visualmente el lazo 6 presenta cambios conformacionales
que evidencian la importancia del comportamiendo dinamico de esta zona. Dada la
importancia de éste movimiento, méas adelante se hace un analisis a fondo de este
lazo.

A pesar de que no se observen grandes diferencias entre el valor acumulado de
RMSF en las diferentes trayectorias, es evidente que el valor maximo corresponde a
la trayectoria W8D y el minimo a la trayectoria RD. Si se realiza una comparacion
entre subunidades en una misma trayectoria, en la trayectoria W6D se observa que
la subunidad B presenta un RMSF acumulado ligeramente mayor a la subunidad A.
En esta misma trayectoria la diferencia en la contribucién de los movimientos del

lazo 6 al RMSF es evidente.

5.3. Componentes principales del movimiento

Para entender a fondo el comportamiento dindmico de la proteina en cada tra-
yectoria, se calcularon los modos principales del movimiento (ver seccion 4.3). Las
amplitudes de los modos obtenidos se ordenaron de manera decreciente. Dado que
los valores decaen exponencialmente en la Figura 5.3 (a) se presentan tnicamente los
veinte primeros autovalores,considerando el resto despreciables. La grafica permite la
comparacion de los autovalores correspondientes a cada trayectoria. De aqui se puede
observar claramente que en presencia de agua y decano la movilidad de la enzima
resulta ser mayor que en cualquiera de los dos disolventes puros. Ademés, a mayor
cantidad de agua en presencia de decano la amplitud de los movimientos fueron mas
grandes. Notablemente,se observa que los autovalores obtenidos en agua pura son
comparables a aquellos de la proteina en el sistema W4D, simulaciéon con la menor
cantidad de agua. Los autovalores con menores amplitudes se obtienen cuando la
proteina se simulé en decano puro, lo cual sugiere una movilidad més restringida en
este medio altamente hidrofobico. Los resultados de esta grafica concuerdan con los
valores acumulados del RMSF mostrados en la Figura 5.2.2 (a). No obstante a que los
resultados coincidan, el anélisis de PCA es mas fino que un simple anélisis de RMSF.
Se ha propuesto que las zonas de mayor fluctuaciones en una proteina coinciden con
la zonas mas vulnerables a la pérdida de estructura en un proceso de desplegamiento
Daggett (2006). Asi mismo, la rigidez de la proteina cuando se encuentra en decano
puro puede estar relacionada con la alta estabilidad térmica usualmente encontrada
de las proteinas en solventes organicos (Tuena de Gomez-Puyou & Gomez-Puyou,

1998). Al igual que los resultados de RMSF, el analisis de componentes principales
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FIGURA 5.3.1. (a) Primeros 20 autovalores obtenidos por medio del
analisis de componentes principales del movimiento en las simulaciones
RWy,, W8D, W6D, W4D y RD en verde, rojo, negro, azul y magenta,
respectivamente. (b) Representaciones de los extremos del movimiento
principal dela T¢TIM extraido de la simulacion RWy,. Unicamente se
muestra la cadena central de la estructura. Las subunidades A y B se
muestran en amarillo y verde, respectivamente. Los residuos de lazos 5,
6 y 7 se muestran en color naranja, azul y magenta, respectivamente.
(c) Distancia entre centros de masas de los residuos Gly70-Thr171-
Glul72 (lazo 6) y el residuo Val212 (lazo 7), los resultados se presentan
para las subunidades A (negro) y B (Rojo) en funcion del tiempo de la
simulacion. El nombre de la simulacion se indica en la esquina superior
de cada gréfica.

de nuevo senala a los lazos 5 y 6 como regiones de alta movilidad. Dado que duran-
te 40 ns de simulaciéon en agua pura se observaron cambios estructurales en zonas
relevantes de la proteina, tales como el lazo 6, la trayectoria de la proteina en agua
se extendio 100 ns mas para profundizar en el analisis dindmico y estructural de la

proteina.
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5.4. Analisis estructural del lazo 6

Como se menciono, la dinamica del lazo 6 ha sido relacionada con el mecanismo a
través del cual se lleva a cabo la reaccion catalitica. Algunos estudios experimentales
han identificado un movimiento de apertura y cierre de este lazo capaz de regular el
paso del sustrato hacia los residuos cataliticos en la Tc'TIM. Este tipo de movimientos
no son nuevos, en algunos casos incluso se ha logrado caracterizar experimentalmente
el periodo de tiempo con que ocurren. Recientemente, estos movimientos en algunas
proteinas han sido reproducidos por medio de simulaciones de dinamica molecular
en tiempos de hasta 42 ns (Hornak et al., 2006b,a).

A lo largo de la trayectoria de 140 ns de simulaciéon de la TcTIM en agua pura,
partiendo de las coordenadas de la estructura cristalina (PDB 1TCD), se recorri6 el
camino que conecta las conformaciones abierta y cerrada del lazo 6, tal como esta
reportado en la literatura. En la Figura 5.4.1 se muestran, por un lado las conforma-
ciones (a) y (b) que corresponden a las estructuras abierta (PDB 1TCD) y cerrada
(5TIM) de la TIM, extraidas del PDB (www.pdb.org, PDB). Y por otro lado, dos
estructuras comparables a las primeras se muestran en (c¢) y (d), las cuales fueron
tomadas de la trayectoria de simulacién a los nanosegundos 22 y 67, respectivamen-
te. Claramente se puede observar al lazo 6 en la conformacion abierta en (a) y (c)
y cerrada en (b) y (d). Al inicio de la simulacion el lazo 6 en el monémero B se
encontraba en una conformacion abierta, a lo largo de la simulacién, como se puede
observar en la Figura 5.4.1 (e) la linea negra que representa la distancia entre los
residuos del lazo 6 y los del lazo 7, muestra varias fluctuaciones, entre lo que seria una
estructura abierta (nanosegundo 22), cerrada (nanosegundo 67), o bien, una estruc-
tura semi-abierta del lazo 6 (nanosegundo 56). Para el monémero A se observa un
comportamiento similar, inicialmente se parte de una estructura del lazo 6 cerrada
pero a lo largo de la simulacién visita una conformaciéon semi-abierta, al igual que el
monémero B. Al término de la trayectoria el lazo 6 de ambas subunidades parece es-
tabilizarse en una conformacion semi-abierta, lo cual podria ser la estructura estable
en solucion de la TcTIM.

5.5. Movilidad de los residuos cataliticos

Para cada sistema se analiz6 la movilidad de los residuos del sitio activo a lo largo
de las correspondientes trayectorias. Se aplico la metodologia de analisis de clusters
de estructuras, que se describe con detalle en la seccion 2.2.4. Con este analisis se

busca describir tanto la movilidad de los residuos cataliticos, como encontrar las



5.5. MOVILIDAD DE LOS RESIDUOS CATALITICOS 37

F1GURA 5.4.1. Comparacion de las estructuras cristalinas mostrando
conformaciones del lazo 6 abierta (a) y cerrada (b), con iméagenes ob-
tenidas por medio de simulaciones de dindmica molecular ((c) y (d))
de la trayectoria RW),. Todas las imagenes son del monémero B. Azul:
lazo 6; rojo: lazo 7. En la subfigura (e) se presenta la distancia entre los
residuos que conforman al lazo 6 y el lazo 7 a lo largo de la simulacion.
La distancia fue calculada tanto en el monémero A (linea negra) como
en el B (linea roja).

conformaciones mas visitadas a lo largo de cada trayectoria. En la Figura 5.5.1 se
muestra una grafica con las estructuras méas visitadas por los residuos cataliticos en
la trayectoria RW),, como se observa, los residuos cataliticos Lys14, His96 y Glu168
a lo largo de la simulaciéon presentan bastante movilidad. La conformaciéon en rojo

corresponde a la més visitada a lo largo de la trayectoria. Es evidente que a lo largo
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F1GURA 5.5.1. Representacion de la movilidad de los residuos LyS14,
His96 y Glul68 que pertenecen al sitio activo en la subunidad A. En
un gradiente de rojo a azul se muestran las distintas conformaciones
recorridas durante la simulacién. La conformaciéon en rojo seria la mas
visitada. Cada conformacion es la estructura representativa de cada
uno de los cluster de estructuras. Los lazos 5, 6 y 7 se muestran en
color rojo, azul y naranja, respectivamente.

de la simulacién los residuos visitan distintas conformaciones, lo cual nos habla de
una estructura flexible de la T¢TIM en agua pura. Este mismo analisis fue realizado
en los sistemas con agua/decano y decano puro. En general, en las trayectorias RWy,,
WS8D y W6D se observé mayor movilidad en los residuos cataliticos, mientras que
en RD y W4D ésta disminuye sustancialmente, mostrando unos residuos totalmente
rigidos en la simulacién en decano puro. Esta restriccion en la movilidad es un signo
de que en un medio altamente hidrofébico la accién catalitica se ve disminuida o
incluso cancelada por la baja libertad de movimiento que tienenen ausencia de agua
los residuos de la proteina. En presencia de decano en las trayectorias W8D y W6D
los residuos Lysl4 y His96 presentaron una ligera rotacion a lo largo de la cadena
alifatica en el caso de la Lys y en la terminal carboxilica en el Glu. No obstante, en

general, la estructura promedio del sitio activo se conservo en todos los casos.

5.6. Analisis del disolvente en el entorno de la proteina

De la Figura 5.1.1 es evidente que la distribuciéon de las moléculas de agua alre-
dedor de la enzima al término de las simulaciones W8D, W6D y W4D es bastante
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homogénea. El ntimero de moléculas de agua cercanas a cada residuo (a una distan-
cia menor a 4 A) fue casi el mismo en las trayectorias donde habia agua y decano
que en la simulacion RWy,. A pesar de que la diferencia entre el nimero de moléculas
de agua en cada caja de simulaciéon es considerable, en RWy, hay 24,825 moléculas
y en la simulacién con menor cantidad (W4D) solo se tienen 1185. El perfil de la
distribucién de moléculas de agua en la superficie de la enzima en todos los casos
es similar (Figura (5.6.1) (a)). Ademaés, el nimero de moléculas de agua acumuladas
que se encuentran a menos de 4 A de cualquier atomo de la proteina (Figura (5.6.1)
(b)) muestra que el nimero total no es muy diferente entre las distintas simulaciones.

El mismo anélisis se realiz6 con las moléculas de decano.
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TABLA 5.6.2. Simulaciones realizadas, incluyendo parametros de simulacion y resultados del analisis. RoG:
Radio de Giro. Puentes de Hidrogeno intramoleculares. Distancia A-B: Distancia entre los c.o.m. de los
monomeros A y B a lo largo de la trayectoria. SAS: Area accesible al disolvente hidrofébica (I) e hidrofilica

(D).

ID | # Mol | # Mol | % Agua | Tiempo | Estruct. | RoG | Puentes | Distancia | SAS SAS
Agua | Decano MD inicial de H A-B I (I1)
ns (ID) (nm) (nm) (nm?) | (nm?)
RW. | 24825 0 100 20 1TCD
RWy, | 24825 0 100 140 RWy(20) | 2.46 | 37919 | 3.584+0.03 | 117+2 9342
WS8D 3579 3402 11.80 40 RWy(20) | 2.50 | 380£11 | 3.664+0.03 | 128+2 90+2
W6D | 2336 3208 8.45 40 RWy(20) | 2.49 | 388410 | 3.63+0.02 | 129+2 90+1
W4D 1185 2825 5.04 40 RWy(20) | 2.392 | 39249 | 3.3540.02 | 127+2 87+1
RD 0 2587 0 40 1TCD 2.345 | 56311 | 2.2840.01 | 12242 | 58.1£0.9
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(b)

FIGURA 5.6.1. (a) Numero de moléculas de agua que se encuentran a
una distancia menor de 4 A de cada residuo en la altima conformacion
de las trayectorias RWy,, W8D, W6D y W4D. El nombre del sistema
y de la subunidad (A 6 B) se indican en la esquina superior derecha
de cada linea. En la parte superior de la grafica se indica el tipo de
estructura secundaria correspondiente a la secuencia de aminoacidos
de la TcTIM. (b) Numero de moléculas de agua acumuladas calcula-
das sumando los valores de cada linea en la Figura (5.6.1)(b) para la
subunidad A (gris) y la subunidad B (negro).
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(b)

FIGURA 5.6.2. (a) Numero de dtomos de decano que se encuentran a
una distancia menor que 4 A de cada residuo en la tltima conformacion
de las trayectorias W8D, W6D, W4D y RD. El nombre del sistema y
de la subunidad (A o B) se indican en la esquina superior derecha
de cada linea. En la parte superior de la grafica se indica el tipo de
estructura secundaria correspondiente a la secuencia de aminoacidos
de la T¢TIM. (b) Numero de dtomos de decano acumulados calculados
sumando los valores de cada linea en la Figura 5.6.2 (b). Los resultados
se presentan para la subunidad A (gris) y la subunidad (B).
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FIGURA 5.6.3. (a) Numero de moléculas de agua que se encuentran
a una distancia menor de 4 A de cada residuo de la TcTIM, y que
permancieron al menos 2 ns a esa distancia durante los tltimos 20 ns
de simulacion en las trayectorias RWy,, W8D, W6D y W4D. El nombre
del sistema y de la subunidad (A o B) se indican en la esquina superior
derecha de cada linea. En la parte superior de la grafica se indica el
tipo de estructura secundaria correspondiente a la secuencia de ami-
noacidos de la TcTIM. (b) Namero de moléculas de agua acumuladas
calculadas sumando los valores de cada linea en la Figura 5.6.3 (b)
para la subunidad A (gris) y la subunidad B (negro).

Los resultados que se muestran en la Figura 5.6.2 corresponden al calculo del

ntmero de dtomos de decano que se encuentran a una distancia menor de 4 A de
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cada residuo de la proteina. La distribucion de los d&tomos del decano no es tan
homogénea entre trayectorias como lo fue en el caso de las moléculas de agua. Sin
embargo, se puede observar que existen regiones de la proteina con una clara afinidad
a las moléculas de decano, tal es el caso de los segmentos que comprenden la hélice-ag
, el lazo 6, y el lazo a3y (Figura 5.6.2 (a)). La ubicacion de estas zonas con afinidad
hidrofébica puede ayudar a la busqueda de posibles sitios de unién de inhibidores,
tal como lo propone Mattos y Ringe (Ringe, 1995 Dec; Mattos & Ringe, 1996 May).
El nimero de 4&tomos de decano acumulados para cada monémero fueron calculados
también y los resultados se presentan en la Figura 5.6.2 (b). Cabe aclarar que el
mismo anélisis fue realizado a méas de una conformacién de los tltimos 20 ns en cada
trayectoria, tanto para el calculo del niimero de moléculas de agua como de dtomos
de decano, debido a que no hubieron variaciones significativas en los resultados éstos
se presentan unicamente para la tltima conformaciéon de cada trayectoria.

Como una estimacion del tiempo de residencia de las moléculas de agua alrededor
de cada residuo se determiné la cantidad de moléculas de agua permanecieron a una
distancia menor a 4 A de cada residuo durante al menos 2 ns. Este calculo se realizo
para los sistemas RWy,, W8D, W6D y W4D sobre tltimos 20 ns de cada trayectoria
5.6.3. De la grafica se puede observar que la residencia de las moléculas del agua en
la superficie de la proteina es mayor cuando hay presencia de un disolvente organico
en el medio. Lo anterior puede explicarse en base al bajo coeficiente de particion
del agua en decano, de tal manera que las moléculas de agua prefieren establecer
interacciones con la proteina que con las moléculas del decano. El valor acumulado
de estas moléculas de agua fue también calculado (ver Figura 5.6.3 (b)). El aumento
en el nimero de moléculas de agua con tiempos de residencia mayor a 2 ns en funcion
del decremento de la concentracion de agua es evidente. Un analisis similar realizado
aumentanto el tiempo de residencia limite para contabilizar las moléculas de agua
mostré un comportamiento similar, solo que el nimero de moleculas de agua en cada

caso fue menor.

5.7. Puentes de hidrégeno intramoleculares

En trabajos anteriores, se ha propuesto que la razéon por la cual muchas enzimas
mantienen su movilidad y la actividad enzimatica a bajas concentraciones de agua
se debe a que pueden formar puentes de hidrogeno con las moléculas de agua de su
entorno (Zaks & Klibanov, 1988a). En ausencia de agua, los grupos polares de la
proteina en lugar de establecer interacciones con el disolvente tratan de hacerlo con

ellos mismos, aumentando asi el nimero de puentes de hidrogeno intramoleculares.
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F1GURA 5.7.1. Numero de puentes de hidrogeno intramoleculares a
lo largo de las trayectorias. RWy, (verde), W8D (rojo), W6D (negro),
W4D (azul), y RD (magenta).

Para hacer una comparacion entre trayectorias el nimero de puentes de hidrégeno
fue calculado en cada uno de ellas, los resultados se muestran en la Tabla 5.6.2.

En el caso de la simulacién en decano, no es posible formar puentes de hidrégeno
con el solvente, en cambio el nimero de puentes de hidréogeno intramoleculares fue
muy grande. Un resultado similar se obtuvo si en lugar de calcular los puentes in-
tramoleculares de todos los residuos se contabilizan solo aquellos que formar parte
de algin tipo de estructura secundaria. Los resultados fueron similares. El incre-
mento en el nimero de puentes de hidrégeno observado en la trayectoria RD parece
ser el causante de la aparente contraccion de la proteina en esta simulaciéon. Dicha
contraccion se cuantifico por medio del radio de giro (RoG) de la proteina en cada
trayectoria. Los resultados del RoG calculado para la proteina en los tltimos 20 ns
de cada trayectoria se muestran en la Tabla 5.6.2. Las contribuciones hidrofébicas al
area accesible al solvente (SAS) no variaron mucho entre los distintos sistemas, no
obstante el valor de SAS hidrofilica en la simulacion RD fue significativamente més

pequeno que en los demés sistemas (ver Tabla 5.6.2).






CAPITULO 6

Conclusiones

Los efectos de la relacion entre la concentracion agua/decano y la estructura y
comportamiento dindmico de la triosafosfato isomerasa, asi como el comportamiento
de las moléculas del disolvente en la vecindad de la enzima, fueron estudiados en
detalle por medio de simulaciones de dindmica molecular. En contraste con estudios
recientes realizados a escalas de tiempo mucho menores, se encontré que la enzima
es sensible a la concentracion relativa de agua. Tanto el anélisis de las fluctuaciones
como de los componentes principales del movimiento mostraron, que, en presencia
de un solvente organico, a mayor concentraciéon de agua mayor es la movilidad de
la enzima. Sin embargo, la movilidad de la enzima en agua pura mostré amplitudes
de los movimientos comparables a las que se obtuvieron de la simulacion W4D,
la simulaciéon con la menor concentraciéon de agua, mientras que se observdé una
clara rigidez de la proteina en decano puro. Estos resultados sugieren que la enzima
aumenta su movilidad, probablemente debido a la presencia de moléculas del solvente
orgénico situadas en zonas especificas de la superficie de la proteina. Es importante
senalar que existe una cantidad minima de moléculas de agua necesaria para que la
enzima mantenga su estructura y movilidad.

A partir del comportamiento de la triosafosfato isomerasa en solucién acuosa se
encontré que la enzima se comporta como una estructura flexible, en la que tienen
lugar movimientos concertados entre las dos subunidades. A lo largo de la trayecto-
ria de 140 ns en agua pura se observo que el lazo catalitico muestra conformaciones
abiertas y cerradas similares a las obtenidas en la literatura que se relacionan di-
rectamente con el mecanismo a través del cual la proteina lleva a cabo su funcion.
Ademas, se observa una conformacién semiabierta que parece ser la estructura més
estable a lo largo de la trayectoria en ausencia de sustrato. Este analisis proporciona
nueva informacion relacionada con la dindmica interna de la TcTIM que puede ser

utilizada para entender mejor esta enzima.
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Parte 2

Estudio de la estabilidad dimérica de
triosafosfato isomerasa de Tripanosoma

cruzi, Tripanosoma brucet y humana.






CAP{TULO 7
Introduccion

El desarrollo de nuevos farmacos enfocados al tratamiento de enfermedades para-
sitarias es un trabajo dificil. Su complejidad radica no solo en poder disenar farmacos
efectivos, sino que ademas estas moléculas deben ser selectivas para los parasitos y
no afectar al organismo anfitrion. A lo largo del proceso evolutivo los sitios cataliticos
entre proteinas de distintas especies son altamente conservados lo cual complica el
diseno de farmacos selectivos (Olivares-Illana et al., 2008). La solucion a este proble-
ma podria ser disenar farmacos efectivos contra el parasito pero no con el huésped.
Esta alternativa requiere por supuesto de un conocimiento a fondo del metabolismo
del parasito, y de la estructura y mecanismos dinamicos de la proteina en especifico.
Se sabe que la conservacion de los residuos en la interfase de proteinas oligoméricas
es mucho mas baja que en los sitios cataliticos. Asi, la variabilidad que presentan
estos residuos permite la distincion entre especies (Caffrey et al., 2004). Esto aunado
al hecho de que en algunos casos los monémeros de una misma especie por si sélos
no son cataliticamente activos ofrece la posibilidad de tener un escenario 1util para el
disefio de farmacos selectivos (Keskin et al., 2008).

La triosafosfato isomerasa (TIM) es una enzima ubicua que se encuentra presente
en casi todos los organismos (Peimbert et al., 2008). Su funcién consiste en catalizar
la interconversion del gliceraldehido 3 fosfato y la dihidroxiacetona fosfato en un
paso de la secuencia metabolica de la glucolisis (Albery & Knowles, 1976). Desde el
punto de vista enzimatico, la TIM ha sido reconocida como el catalizador perfecto
dado que su actividad solo es limitada por la difusion del sustrato (Knowles, 1991;
Blacklow et al., 1988). Esta caracteristica la hace una de las enzimas mas estudiadas.
Hasta la actualidad se han resuelto 19 estructuras distintas de TIM por medio de
difraccion de rayos X (Peimbert et al., 2008). La TIM se pliega en un barril (af3)s.
Se estima que casi un 10 % de las proteinas conocidas y que presentan actividad
catalitica comparten el mismo patron de plegamiento (Farber & Petsko, 1990). Cada
barril consiste en ocho hebras beta alternadas con ocho hélices alfa. Las hebras beta
se encargan de formar el barril interno mientras que las hélices forman otro barril

externo (ver Figura 8.2.1 (¢)). La estructura funcional de la TIM ocurre cuando ésta
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se encuentra en su estado oligomérico. Tipicamente es un homodimero, aunque se han
encontrado algunas estructuras tetrameéricas en diversas especies hipertermofilicas
(Peimbert et al., 2008). Algunos experimentos realizados en estructuras monomeéricas
de TIM obtenidas a partir de ingeneria genética soportan la hipotesis de que la
dimerizaciéon induce una correcta orientacion de los residuos cataliticos (Borchert
et al., 1994). Ademas, algunos estudios computacionales sugieren la existencia de
un movimiento cooperativo entre monoémeros que puede ser esencial para que la
enzima lleve a cabo su funcién catalitica (Cansu & Doruker, 2008; Diaz-Vergara &
Pineiro, 2008). Cada subunidad de la TIM contiene aproximadamente 250 residuos.
A lo largo de la evolucion tanto la estructura como la secuencia de aminoécidos ha
sido altamente conservada entre distintas especies. En algunos casos el porcentaje
de identidad es de hasta 98.4 %, entre el humano y el conejo, mientras que en otros
llega a ser tan bajo como de 28.8% entre la TIM humana y la correspondiente
al Pyrococcus woesei (Peimbert et al., 2008). La intercara entre las subunidades
estda formado principalmente por los lazos 1, 2, 3. El lazo 3 de cada subunidad se
extiende formando estrechos contactos con los residuos de los lazos 1, 2 y 4 de la
subunidad adyacente. Los residuos cataliticos (Lys13, His95 y Glul65) localizados
en los extremos terminales de los lazos 5, 6 y 7 estan completamente conservados.
Al lazo 6 usualmente se conoce como el lazo catalitico debido a que aparentemente
se abre permitiendo que el sustrato llegue al sitio activo y al cerrarse manteniendo el
sustrato en el sitio activo se lleve a cabo la reaccion. Se ha demostrado que algunas
mutantes presentan una disminucion de la actividad cuando una parte de este lazo es
eliminada (Pompliano et al., 1990). La funcion de la TIM consiste catalizar un paso
en la secuencia metabodlica de la glucolisis y de esta manera asegurar la produccion
de ATP. En parasitos anaerobios ésta es la tnica fuente de produccion de energia
por lo que la presencia de esta enzima es imperativa (Peimbert et al., 2008). En
base a que las unidades aisladas de la estructura nativa de la TIM no son activas y
tomando en cuenta que los residuos y la estructura de las interfaces entre subunidades
varian en funcién de la especie, esta enzima es un blanco ideal para el desarrollo de
tratamientos por infecciones causados por parasitos anaerobios.

Las tripanosomiasis son enfemedades parasitarias consideradas como en la actua-
lidad como enfermedades infecciosas emergentes (Jones et al., 2008), su origen radica
en la invasion del organismo anfitrién por parte de especies protozoarias del género
de los tripanosomas. En muchos casos las enfermedades son asintométicas, situacion
que depende en gran medida del parasito. Con frecuencia estas enfermedades no son

diagnosticadas y sin tratamiento persisten hasta la muerte del organismo anfitrion.
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A pesar de su prevalencia en ciertas regiones donde se consideran como endémicas
y de su creciente propagacion por el mundo (Schmunis, 2007), atn no existe un tra-
tamiento efectivo para este tipo de enfermedades. Distintos grupos de investigacion
han enfocado sus esfuerzos al diseno de farmacos para tratar la tripanosomiasis ba-
sados en la selectividad de los inhibidores hacia distintas especies de TIM. Algunos
inhibidores disenados han demostrado su habilidad para inhibir la TIM de tres espe-
cies tripanocidas casi sin afectar la TIM humana (Olivares-Illana et al., 2006). Estas
moléculas han demostrado tener clara afinidad a las interfases de las distintas TIMs.
Una forma de inhibir la accion catalitica es favoreciendo la monomerizacion de las
enzimas, puesto que algunos experimentos han demostrado que la TIM es activa tni-
camente en su forma dimérica (Waley, 1973). En esta linea Sight y cols. (Singh et al.,
2001) estudio la interaccion de distintas TIMs y polipéptidos con secuencias tomadas
del lazo 3. El residuo en la posicion 15 (segtin la numeracion de la TcTIM), Cys en
parasitos y Met en la TIM humana, representa una de las diferencias mas importan-
tes entre las especies. En todos los casos este aminoacido aparece rodeado por el lazo
3 de la subunidad opuesta (ver Figura 8.2.1 (a)) y por lo tanto parece jugar un papel
muy importante en la estabilizacion del dimero. Los residuos que conforman el lazo 3
estan altamente conservados. Doce de sus catorce residuos son idénticos en la TcTIM
y en la ThTIM. Los residuos que no estéan conservados, la Ala70 y Lys71 en ThTIM,
no mantienen contacto con la Cysl5 (Zomosa-Signoret et al., 2007). A pesar de la
gran similitud entre la TIM de ambas especies la suceptibilidad de la Cys15 a tioles
es aproximadamente dos 6rdenes de magnitud mayor en TcTIM que en la ThTIM.
En heterodimeros formados por monoémeros del tipo TcTIM-TbTIM se ha obser-
vado que el comportamiento dinamico de la enzima determina la exposicion de la
Cysl5 a los agentes externos, por lo que en particular es el comportamiento dindmico
de la subunidad adyacente quien determina la reactividad de cada Cysl5 (Zomosa~
Signoret et al., 2007). En estudios que consistieron en la medicion de la reactivacion
catalitica de estructuras provenientes de monémeros desplegados se encontr6 que la
velocidad y la eficiencia de la formacion de dimeros activos es mucho mas grande en
TcTIM que en ThTIM (Zomosa-Signoret et al., 2003). Estos resultados contrastan
con los obtenidos mediante el desplegamiento térmico los cuales revelaron que la
desnaturalizacion TcTIM es varias ordenes de magnitud mas lenta que en la ThTIM,
indicando que la primera es una estructura cinéticamente mas estable (Costas et al.,
2009). Asi, la TIM se presenta como una proteina blanco apropiada para tratar la
tripanosomiasis, basados en que se puede disenar un inhibidor que actie selectiva-

mente en la intercara de la proteina. En la Figura 7.1.1 se muestra una comparacion
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detallada de los residuos que conforman las intercaras de la TcTIM, ThTIM y hTIM.
En la Figura 7.1.2 se presenta un analisis de la conservacion de residuos a lo largo
de la secuencia de aminoacidos entre las tres estructuras.

A pesar de los avances realizados hasta ahora, ain quedan muchas incégnitas por
resolver para entender el comportamiento de la TIM. En particular, hasta ahora no
ha sido posible determinar el cambio en la energia libre asociada al proceso de mono-
merizacion de las TIMs. Este parametro es muy importante puesto que proporciona
una medida de la estabilidad de la estructura dimérica necesaria para que la enzima
realice su actividad catalitica y por consiguiente es un dato escencial en el diseno de

farmacos especie-selectivas de TIM.

7.1. Aproximacién de Jarzynski

En este trabajo, tanto la estabilidad dimérica de la TIM de tres distintas especies
(Tripanosoma brucei, Tripanosoma cruzi y humana), como la energia libre necesaria
para separar los monémeros de la TIM, se determind por medio de simulaciones de
dinamica molecular. Para efectuar esta estimacion de la energia libre entre dos mo-
léculas (A y B) se utilizan tipicamente dos técnicas. La primera, también conocida
como perturbacion de la energia libre, consiste en desacoplar lentamente una molé-
cula de su entorno. En segundo lugar estan los métodos basados en el calculo del
potencial de fuerza media que siente una molécula B a lo largo de una coordenada
de reaccion cuando es separada lentamente de otra molécula A. Ambas técnicas han
demostrado obtener buenos resultados principalmente en la estimacion de diferencias
de energias libres de sistemas pequenos en las que es factible alcanzar el equilibrio
después de algunas decenas de nanosegundos. Estas metodologias tienen el inconve-
niente de que para obtener resultados confiables se requiere de un ntimero grande
de simulaciones que permita un muestreo exhaustivo del espacio de configuraciones,
lo cual siempre conlleva a un excesivo tiempo de coémputo, sobretodo cuando el sis-
tema estd compuesto por moléculas de gran tamano. Considerar todos los cambios
conformacionales que normalmente componen la dindmica de proteinas representa
un problema para estas técnicas. Una nueva técnica que representa una alternativa
para obtener energias libres de sistemas macromoleculares fue propuesta hace pocos
anos por C. Jarzynski. Este autor propone una relacion entre el trabajo no reversible
que se requiere para llevar un sistema de un estado A a otro estado final B, con la
energia libre del proceso. En su ecuaciéon propone que el exponencial de la energia

libre es igual al promedio de la exponencial de los valores del trabajo (W;) para llevar



7.1. APROXIMACION DE JARZYNSKI 55

el sistema de un estado a otro obtenido de N repeticiones independientes del proceso
(Jarzynski, 1997b,a).

(7.1.1) exp P2 = (exp ")

donde 3 = (kT)™!, k es la constante de Boltzmann y T la temperatura. AF es la
energia libre entre dos estados termodinamicos. El lado derecho de la ecuacion es
el promedio del trabajo de N trayectorias del proceso, partiendo cada una de ellas
de una estructura equilibrada. La velocidad con que el proceso se lleve a cabo y
el numero de trayectorias promediadas influird en la precision y la fiabilidad del
proyecto.

Esta aproximacion ha sido utilizada con razonable éxito en una variedad de siste-
mas (Bastug et al., 2008; Xiong et al., 2006; Hummer & Szabo, 2001). Sin embargo,
su aplicacion a procesos de monomerizacion de proteinas es escaso (Cuendet & Mi-
chielin, 2008). Una de las caracteristicas de esta técnica y a su vez una ventaja,
es que las trayectorias del proceso pueden encontrarse fuera del equilibrio. Es decir
que la expresion propuesta por Jarzynski proporciona la herramienta para estimar la
energia libre de Gibbs a partir de simulaciones fuera del equilibrio. Cuando el nimero
de trayectorias obtenidas no es suficiente para que la igualdad se cumpla se asocia
un error sistematico a los calculos que puede ser grande. Gore y cols. (Gore et al.,
2003), propusieron una forma de evaluar este error, permitiendo asi extraer asi el
valor de la energia libre a partir de un nimero finito de trayectorias. Basandonos en
esta técnica, en este trabajo se simularén un ntmero significativo de trayectorias co-
rrespondientes 450 ns de simulacién del proceso de separacion entre dos subunidades
para cada una de las tres TIMs mencionadas. El proceso se realiz6 a dos velocidades
distintas y la energia libre de Gibbs asociada a cada proceso se calculd6 mediante la

aproximacion de Jarzynski.
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F1GURA 7.1.1. Esquema comparativo de los residuos en la interfase
de la TbTIM, TcTIM y hTIM.
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CAPITULO 8

Metodologia

8.1. Parametros de simulacién

Todas las simulaciones se realizaron con el paquete computacional GROMACS
3.3.1 (Berendsen et al., 1995; Lindahl et al., 2001; Van Der Spoel et al., 2005;
www.gromacs.org, GROMACS) utilizando el campo de fuerza GROMOS96 (53a6)
(Oostenbrink et al., 2004) para la proteina y el modelo de agua SPCE por sus siglas
en inglés Simple Point Charge Extended (Kusalik & Svishchev, 1994). Las inter-
acciones entre atomos no enlazados se consideraron de la siguiente manera: para
distancias menores a 0.9 nm se calcularon a cada paso de tiempo; las interacciones
que se comprenden entre 0.9 nm y 1.5 nm se evaluaron cada 5 pasos de tiempo; y
para distancia mayores a 1.4 nm se consideré un medio continuo con una constante
dieléctrica e = 78,0. El paso de tiempo utilizado en cada caso fue de 2 femtosegundos
(fs). Para evitar interacciones desfavorables antes de cada simulacion se realizé una
minimizacion de energia mediante el método Steepest Descent. Las velocidades ini-
ciales se asignaron en base a una distribucion de Maxwell-Boltzmann a 298 K. Tanto
los angulos como las distancias de enlace entre moléculas de agua se restringieron
utilizando el algoritmo SETTLE (Miyamoto & Kollman, 1992). Para mantener los
enlaces dentro de la proteina y el decano se utilizo el algoritmo de LINCS (Hess
et al., 1997). A lo largo de cada simulacion las coordenadas, las velocidades y las
energias se almacenaron con una frecuencia de cada 10 picosegundos (ps) para su

posterior analisis.

8.2. Construcciéon de los sistemas

Trayectorias de referencia. Las estructuras de ThTIM, TcTIM y hTIM se
tomaron del Protein Data Bank (www.pdb.org, PDB) con codigos PDB 3TIM, 1TCD
v IWYT, respectivamente. Cada estructura se colocé dentro de una caja de simulacion
con geometria rectangular de 7 x 8 x 14 nm?, con la proteina orientada de tal manera
que la linea que une el centro de ambas subunidades coincida con la direccion del eje
z. Las cajas se llenaron con aproximadamente 25,000 moléculas de agua previamente
equilibradas. La carga eléctrica de cada caja de simulacion se neutraliz6 anadiendo
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iones de Sodio o Cloro en cada sistema: 6 y 12 Cl~ para las cajas con la TcTIM y
la TbTIM, respectivamente, y 2 Na™ para la caja con la hTIM. Posteriormente, se
obtuvieron 40 ns de simulacion para cada trayectoria. En estas simulaciones se aplico
una restriccion orientacional evitando la rotaciéon angular de la proteina, y ademés,
permitiendo que el eje mas largo de la proteina y de la caja permanezcan paralelos
a lo largo de la simulacion. Para mantener la presion a 1 bar y la temperatura a
298 K se utilizaron un barostato y un termostato de Berendsen con constantes de
acoplamiento de 1 ps y 0.5 ps, respectivamente (Berendsen et al., 1984). A estas

trayectorias se les dio el nombre de trayectorias de referencia.

Trayectorias de monomerizacion. La monomerizacion de las distintas espe-
cies de TIM se realiz6 utilizando simulaciones de dinamica molecular imponiendo una
contribucion a la funcién potencial que permite separar los monémeros a una veloci-
dad constante hasta una distancia entre sus centros de masas (c.0.m.) a partir de la
distancia de equilibrio, la de la estructura cristalina (Figura 8.2.1 (b)). La separacion
de los monémeros se realizé a partir de los centros de masas en la direccion del eje de
coordenadas z aumentando su distancia hasta 1.5 nm. Las velocidades de separaciéon
fueron de 10 A /ns y 5 A /ns. Para realizar estas simulaciones se definié un parametro
A que varia de 0 a 1 a lo largo de la simulacién con distinta rapidez entre los estados
inicial y final. De estas simulaciones se realizaron un total de 108 trayectorias (162
ns ) para la velocidad de separacion mas rapida y de 96 trayectorias (288 ns) para la
mas lenta (ver Tabla 8.2.1). En cada caso se determino el trabajo W; necesario para
llevar a cabo cada transformaciéon. Para justificar la distancia méaxima de separacion
se monitore6 el potencial de Lennard Jones a lo largo de las distintas trayectorias.
De este anélisis se encontrd que a pesar de que las interacciones entre monémeros
se pierden a los 3 nm, 1.5 nm de separacién son suficientes para asegurar que se
toman en cuenta todas las interacciones que contribuyen de forma significativa a la
estabilizacion de la intercara dimérica. Todas las simulaciones de monomerizacion
fueron realizadas a volumen constante y a una temperatura de 298 K. Para controlar
la temperatura se utiliz6 un termostato de Berendsen con la misma constante de

acoplamiento que en las simulaciones de referencia.

8.3. Meétodos de analisis

Todas las imégenes se generaron con los visualizadores PyMOL 0.99 (DeLano,
2008) y VMD (Humphrey et al., 1996). Para el analisis se utilizaron tanto herramien-

tas del paquete computacional GROMACS, como scripts de anélisis en perl, awk y
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FIGURA 8.2.1. (a) Representacion de la Tc¢TIM en la configuracion
inicial. (b) Esquema del proceso de monomerizacion. ¢) Vista superior
de un monémero de la TcTIM, en la figura muestra la numeraciéon de
las a-hélices, y la ubicacion del lazo 3.

Velocidad | N | Tiempo total
(A/ns) (ns)
10 108 162
5 96 288

TABLA 8.2.1. Numero total de simulaciones de monomerizacion rea-
lizados para cada sistema.

bash. Especificamente para el analisis de las trayectorias de monomerizacion utili-
zando el método de Jarzynski junto con las correcciones propuestas por Gore (Gore

et al., 2003) se desarrollaron programas en el lenguaje de programacion Fortran 77.

Trayectorias de referencia. En el analisis de las trayectorias de referencia se
tomaron en cuenta las consideraciones que a continuacion se describen. La estructura
de referencia para el calculo del RMSD y RMSF fue la estructura cristalina de cada
proteina tomada directamente del PDB. Parametros como el radio de Giro (RoG), el

area accesible al disolvente (SAS) tanto hidrofobico como hidrofiilico se calcularon a
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lo largo de las trayectorias. El ntiimero de puentes de hidrogeno intramoleculares de
cada proteina se calcul6 utilizando la convencién de que la distancia donador-aceptor
necesaria para la formacion de un puente debe ser menor a 30 A y con un angulo
menor a 30°. Se realiz6 un analisis de componentes principales del movimiento para
cada una de las trayectorias de referencia; éstos se obtuvieron a través de la diagona-
lizacion de la matriz de covarianza de todos los &tomos de la enzima, obteniendose
asi los autovalores y autovectores correspondientes a cada movimiento desacoplado
dentro de la proteina (ver seccion 2.2.3). Para estudiar la dinamica interna de cada
proteina se utilizaron tanto los componentes principales como las fluctuaciones cua-
draticas medias. El primer nanosegundo de cada trayectoria se elimin6 para todos

los analisis.

Simulaciones de monomerizacién. La igualdad de Jarzynski (2.3.9) se utilizo
para calcular el cambio en la energia libre correspondiente al proceso de monomeriza-
cion. Para calcular el error asociado a cada valor de AF' se utilizaron las ecuaciones
propuestas por Gore y cols. (Gore et al., 2003). El procedimiento se explica a detalle

en la seccién 4.3.



CAPITULO 9

Resultados y discusion

9.1. Analisis estructural

El hecho de que las TIMs estudiadas poseen el mismo patréon de plegamiento y
que presenten una alta coincidencia en su secuencia de aminoécidos, apunta hacia un
comportamiento dindmico muy similar entre ellas. Sin embargo, como sugieren algu-
nos estudios experimentales en los que se compara la TIM de agentes tripanocidas
y la TIM de humana, deben existir ciertas caracteristicas internas que ocasionen las
diferentes respuestas ante la presencia de agentes externos y/o mutaciones estructu-
rales.

En este trabajo se realiz6 una comparaciéon de la estructura de las TIMs es-
tudiadas. Como es bien sabido, las tres enzimas registran una alta similaridad,
principalmente en el patron de plegamiento (Figura 9.1). Sin embargo, a nivel de
la secuencia de aminoécidos la identidad es solamente de 74 % entre ThTIM y
TcTIM, y de 54 % entre éstas y la hTIM (identidades calculadas con el servidor

FIGURA 9.1.1. Representacion de la superposiciéon estructural de la
triosafosfato isomerasa de Tripanosoma brucei (azul), Tripanosoma
cruzi (amarillo) y humana (rojo). Las estructuras se tomaron directa-
mente del PDB con los codigos 3TIM, 1TCD y 1WYI para cada una
de las enzimas, respectivamente. Se incluye una vista de la interfase
resaltando al lazo 3 en cada subunidad, al residuo Cysl5, en ThTIM
y TcTIM, y Met14 en h'TIM.
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Sistema | RoG | Dist AB RMSD SAS (I) | SAS (II) RMSF Puentes
(nm) (nm) (nm?) (nm?) (nm?) (nm) Hidrogeno
TbTIM | 2.48 | 3.54+0.28 | 0.2848+0.03 | 124.5+3 | 11442 | 0.146640.1 | 376+11
TcTIM | 2.49 | 3.5640.30 | 0.2489+0.03 | 123.7+3 | 1134+2 | 0.129440.1 | 388+10
hTIM | 248 | 3.5240.37 | 0.2987+0.04 | 128.34+2 | 11543 | 0.1573+0.1 | 367+10

TABLA 9.2.1. Propiedades de la proteina promediadas a lo largo de las
simulaciones TbTIM, Tc¢TIM y hTIM. RoG, RMSD, SAS hidrofébica
(I) e hidrofilica (II), RMSF y puentes de Hidrogeno se calcularon y
promediaron sobre 39 ns de simulacion. La distancia AB representa la
distancia entre c.0.m. entre monémeros.

LALIGN:http://www.ch.embnet.org/ software/ LALIGN _form.html). Por lo que a
nivel de interfase, las diferencias deben marcar un comportamiento distinto entre las
enzimas de estudio. La comparaciéon de la region interfacial en las TIMs se describe
en la Figura 7.1.1. Los resultados demuestran que entre 27, 30 y 32-33 residuos de
cada subunidad se encuentran en contacto directo con su monémero adyacente para
TcTIM, TbTIM y hTIM, respectivamente. Esto, traducido a &rea de contacto nos
dice que hay una superficie de 1476-1491, 1529-1539, y 1666-1667 A? en contacto
en la interfase para cada subunidad de la TcTIM, TbTIM y hTIM. A priori, este
resultado podria indicar una mayor estabilidad dimérica en la hTIM al poseer una
mayor area de contacto entre subunidades, sin embargo esta aseveracion no puede
ser afirmada a partir tan sélo de esta informacion estructural que no tiene en cuenta

ni el método efecto del disolvente ni el comportamiento dindmico de la enzima.

9.2. Analisis de las trayectorias de referencia

Inicialmente se analizaron los resultados de las tres trayectorias ThTIM, TcTIM
y hTIM que contienen 40 ns de simulacién cada una. La estructura global de las
tres TIMs se mantuvo estable a lo largo de estas las trayectorias tal como indican las
graficas de RMSD (Figura 9.2). En la Tabla 9.2.1 se presenta, entre otros parametros,
el RMSD promedio a lo largo de cada trayectoria, de ahi se observa que el RMSD
correspondiente a la trayectoria de hTIM es ligeramente mayor al que se obtiene
para ThTIM y Tc¢TIM. La informacién que contiene el RMSD puede sugerirnos que
la hTIM experimenta, a lo largo de la simulacion, mayores cambios estructurales y/o
dinamicos, por lo que mas adelante se estudia este comportamiento a detalle.

El radio de giro (RoG) de cada enzima a lo largo de las simulaciones fue practi-

camente constante para las 3 enzimas estudiadas tomando valores entre 2.48 y 2.49
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FIGURA 9.2.1. Desviaciones cuadraticas medias (RMSD) de la ThTIM
(negro), TcTIM (rojo) y h'TIM (verde), tomando en cuenta Gnicamente
los 4tomos de la cadena central. Como referencia en todos los casos se
utilizo la estructura cristalina correspondiente a cada TIM.

nm. Tanto la distancia entre centros de masas de los monémeros, como el area hidro-
fobica e hidrofilica accesible al disolvente fue muy similar entre los sistemas (Tabla
9.2.1). Los puentes de Hidrogeno intramoleculares que proporcionan estabilidad a la
estructura se calcularon también para cada trayectoria (Tabla 9.2.1). Los resultados
muestran que la enzima hTIM tiene aproximadamente 20 puentes de hidrogeno me-
nos que ThTIM y TcTIM. Ademés, la TcTIM es la enzima que presenta el mayor
nimero de puentes de hidrégeno intramoleculares con un total de 338. En promedio
el namero de puentes de Hidrégeno decrece en orden TcTIM >TbTIM >hTIM.

9.3. Analisis estructural

La movilidad de cada residuo se compar6 a través del calculo del RMSF por resi-
duo para cada proteina (Figura 9.3.1). Los perfiles de RMSF, como se puede observar
son similares en las tres especies. Al igual que se reporta en otro conjunto de simu-
laciones realizadas con TcTIM (Diaz-Vergara & Pineiro, 2008), los segmentos que
comprenden los lazos 5 y 6 presentan las maximas fluctuaciones en ambas subuni-
dades. Esta caracteristica se repite en las tres proteinas estudiadas (Figura 9.3.1).
Particularmente, L3*, L5*-a5,L6* y L6 (donde el asterisco (*) denota a los lazos Ba)
corresponden a las regiones con mayor movilidad en cada subunidad en las trayecto-

rias. Se observa que los extremos de las cadenas de aminoécidos de la h'TIM poseen
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FI1GURA 9.3.1. Fluctuaciones cuadraticas medias (RMSF) por residuo
calculadas sobre 39 ns de trayectoria de cada proteina. La gréfica co-
rrespondiente a cada subunidad de la proteina esta idenficada con una
letra (A o B) en la esquina superior derecha. Se muestran los valores de
RMSF para ThTIM (negro), TcTIM (rojo) y hTIM (verde). En todos
los casos se utilizo como referencia la estructura cristalina correspon-
diente a cada TIM.

valores més grandes de RMSF que sus homoélogos en ThTIM y Tc¢TIM. Ademas, los
valores de RMSF en las zonas correspondientes a L3* y ab de la subunidad A en la
hTIM son claramente mas grandes que en las otras dos estructuras. Es importante
observar que excluyendo las zonas del lazo 5 y lazo 6 el resto de los residuos de la
TcTIM presenta fluctuaciones menores que en la ThTIM y la h'TIM.

La disposicion espacial de los residuos en la interfase no es la tinica caracteristica
relevante en la estabilidad de la proteina sino que también la movilidad de esos
residuos podria contribuir a la estabilidad dimérica. A través de un analisis de los
contactos entre residuos se logré identificar la interaccion entre la Ser71 y la Ser79
(numeracion de la TcTIM) presente tanto en la ThTIM y la Tc¢TIM pero carente en
la hTIM en donde la posicion 71 es ocupada por una Asp. De tal manera que en la

hTIM no es posible la formacion de ese puente de hidrégeno, lo cual en cierta manera
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FI1GURA 9.3.2. Autovalores correspondientes a los primeros movimien-

tos extraidos mediante analisis de componentes principales. Los resul-
tados se presentan para ThTIM (circulos), TcTIM (cuadrados) y hTIM
(triangulos).

puede contribuir a la inestabilidad del lazo y a la mayor movilidad registrada en el
RMSF de dicho segmento de la proteina.

Para cuantificar las diferencias entre movilidad de cada enzima se calcularon
los componentes principales de la proteina en cada trayectoria (ver secciones 2.2.3
y 8.3). Los autovalores obtenidos de cada trayectoria que se grafican en la Figura
9.3.2 decrecen en el orden h'TIM >TbTIM >TcTIM. La traza correspondiente a la
matriz de covarianzas diagonalizada, que puede interpretarse como una medida de
la movilidad global de la enzima, es de 19.18 nm? para TcTIM, 24.72 nm? para
TbTIM y 31.61 nm? para hTIM. En algunos trabajos se defiende la hipotesis de
que a mayor flexibilidad de la proteina menor sera la estabilidad estructural y que
esta combinacion de factores se reflejan en la habilidad que la estructura tendra para
realizar su funcion. El desplegamiento térmico de TcTIM y ThTIM ha sido estudiado
recientemente por calorimetria diferencial de barrido, indicando que la TcTIM es més
estable que la ThTIM. La energia de activacion para TcTIM es el doble que la de
TbhTIM mientras que la temperatura de transicion es 4 K mayor para TcTIM (Costas
et al., 2009).

La velocidad méaxima de conversiéon catalitica, V., , podria considerarse como
una medida de la habilidad de la enzima para realizar su funcién. Por lo que una

comparacion de este pardmetro podria apuntar a algunas diferencias entre especies.



68 9. RESULTADOS Y DISCUSION

Sin embargo entre las distintas TIMs estudiadas este valor no es muy diferente y no
se observan claras correlaciones con la flexibilidad de la proteina. Especificamente,
valores de Vyay de 7498 v 9670 pmol min~tmol™! se han reportado para la TcTIM,
de 9300 pmol min~'mol™" para la ThTIM (Zarate-Pérez et al., 2009), y de 7080
pmol min~ mol™' para la h'TIM (Rodriguez-Almazan et al., 2008). Es claro que
la flexibilidad de la enzima no es el dnico factor a considerar para comparar la
funcién de las distintas especies. A pesar de que el anélisis realizado a partir de las
simulaciones de las proteinas en agua no proporciona una explicacion de la estabilidad
estructural y/o diferencias entre especies, éste muestra algunas de las diferencias en
el comportamiento dindmico que puede estar relacionado con la habilidad catalitica

y estabilidad en las diferentes estructuras.

9.4. Calculo de la Energia libre

Como se explicd en la seccion de metodologia se generaron dos conjuntos de
simulaciones para cada proteina. Cada uno de ellos consisti6 en simulaciones del
proceso de monomerizacion de la TIM a una determinada velocidad de separacion
(10 A/ns y 5 A/ns) dando un total de 465 ns (Tabla 8.2.1). Para cada trayectoria
se calcul6 el trabajo W; requerido para aumentar la distancia de separacion de los
centros de masa de las dos subunidades en 1.5 nm (Figura 9.4.1).

La obtenciéon de la diferencia de energia libre se realizé a través de la ecuacion
de Jarzynski. Ademés de este valor, se calcul6 también, para cada sistema, el error
asociado. La metodologia utilizada para evaluar el error, fue la propuesta por Gore y
cols. (Gore et al., 2003). Debido a la complejidad de su evaluacion, ésta se realizo de
tres maneras distintas para cada sistema. En general, para cada grupo de simulacio-
nes se obtuvieron: el trabajo promedio (W) (kJ/mol), el bias B;(kJ/mol), varianza
0%, estimador de Jarzynski AF; y estimador de Jarzynski corregido AF;, (Tabla
9.4.1). Los valores By, AFj.1 vy Bja, AF).2 se calcularon mediante las ecuaciones
propuestas por Gore y cols. para evaluar el error asociado (Seccion 2.3.1).

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 9.4.1 y las distribuciones co-
rrespondientes a los valores de trabajo se presentan en la Figura 9.4.1. Como se
puede observar en las dos velocidades de separacion empleadas el trabajo prome-
dio (W) disminuye en el orden T¢TIM >TbTIM >hTIM. Lo cual se puede apreciar
en la Figura 9.4.2 al comparar las graficas de distribuciones para cada velocidad y
cada proteina. Si las transformaciones se hubiesen llevado a cabo con velocidades
infinitamente lentas de separaciéon, de tal manera que haya dado lugar a un proce-

so cuasiestatico, la diferencia de energia libre quedaria descrita tinicamente con el



9.4. CALCULO DE LA ENERGIA LIBRE 69

promedio del trabajo (W) (kJ/mol). Sin embargo, al haberse realizado a una velo-
cidad finita el estimador de Jarzynski resulta la manera mas apropiada para extraer
dicha propiedad. Para que estrictamente se obtenga el valor de energia usando es-
te estimador, se requiere que la distribucion de los valores del trabajo se ajusten a
una gausiana. Como se observa en la Figura 9.4.2 las graficas de las distribuciones
estan bien definidas, ademas de que muestran diferencias entre sistemas. En este
trabajo asumiremos que esas distribuciones son gausianas y por tanto aplicaremos
las ecuaciones de Jarzynski y de Gore. La ecuacion de Jarzynski (Ec. 2.3.10) pondera
con mayor intensidad los valores més bajos de W;, por tanto, proporciona un mejor
estimado de la diferencia de energia libre que el promedio (W;). De la aplicacion de
esta ecuacion, se observa los valores obtenidos de AF’; no corregidos decrecen en el
mismo orden que (W) (ver Tabla 9.4.1). Asumiendo que la distribuciéon de trabajo
es gausiana, y que las simulaciones se realizaron en un régimen cercano al equili-
brio podemos utlizar las correcciones propuestas por Gore. Los valores de AF,. que
se obtienen se presentan en la Tabla 9.4.1, puesto que el ntimero de simulaciones
realizadas es pequeno y que el trabajo disipado es grande (Ec. 2.3.14), se obtiene
entonces que el bias (Ec. 2.3.18) es la principal fuente de error. Debido a esta sobre-
estimacion del (Wy;,) v del By, se obtiene un AF, (Ec. 2.3.22) con valores negativos.
Tal y como se describe en el articulo original de Gore y cols., las correcciones dadas
por Bji1 y By representan una opcion mas apropiada para el calculo del error en
este caso. Los valores corregidos de energfa libre se expresan entonces como AF), .
Estos valores de la diferencia de energia libre, al igual que (W) y AF; decrecen en
el orden TcTIM >TbTIM >hTIM a ambas velocidades de separacién. Lo anterior,
puede interpretarse como que es mas facil separar las dos subunidades de la h'TIM
que las de TbTIM y TcTIM. Por tanto, la resistencia a la separacién es menor en
TbTIM que en TcTIM. Estos resultados resultan un tanto inesperados porque un
estudio de la interfase, demuestra que el nimero de contactos es mayor en h'TIM. No
obstante, algunos resultados experimentales soportan los resultados aqui obtenidos.
Recientemente, Chénez-Cardenas y cols. (Chéanez-Céardenas et al., 2005) estimaron
que la diferencia de energia libre del proceso de monomerizacién de la TcTIM es de
65.8 kJ/mol. Mainfroid y cols. lograron estimar la diferencia de energia libre para
la hTIM, obteniendo un valor de 59.8 k.J/mol (Mainfroid et al., 1996). El calculo
del valor correspondiente para ThTIM no ha sido estimado con éxito, pese a varios
intentos (Chénez-Céardenas et al., 2002). A pesar de que los resultados obtenidos por
simulaciones moleculares coinciden con lo que se ha reportado en la literatura desde

el punto de vista cualitativo, los valores numéricos obtenidos experimentalmente son
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Vel. de | Sistema | (W) | AF; | By 03 | AF;. | Bs1 | AFy., | B2 | AF;.,
separacion

TcTIM | 1531 | 1282 | 2025 | 10041 | -753 | 207 | 1075 | 409 873
10 A/ns | THTIM | 1386 | 1170 | 1238 | 6138 | -68 | 176 994 347 823
hTIM | 1304 | 1103 | 1550 | 7687 | -447 | 161 942 317 787
TcTIM | 1308 | 1116 | 1485 | 7364 | -369 | 153 964 300 816
5A/ns | TOTIM | 1134 | 970 | 1448 | 7179 | -478 | 127 843 249 720
hTIM | 1080 | 856 | 1564 | 7754 | -708 | 185 671 364 491

TABLA 9.4.1. Trabajo promedio (W) (kJ/mol), Trabajo disipado
(Wais) (kJ/mol), Bias Bj(kJ/mol), Varianza o%(kJ/mol*) , Es-
timador de Jarzynski AF, y Estimador de Jarzynki corregido
AF, (kJ/mol).

mucho menores. La razon de esta diferencia radica principalmente en la metodologia
aplicada, ya que los valores absolutos del trabajo aumentan linealmente con la ve-
locidad de separacion y nos encontramos muy lejos de una velocidad comparable al
equilibrio. Ademaés, es necesario tomar en cuenta el diseno del experimento. Mientras
que la disociaciéon dimérica en experimentos se lleva usualmente hasta la separacion
total de las dos subunidades en este trabajo se incrementd la separacion entre las dos
subunidades en 15 A. Una grafica de los valores de AF'j, en funcion de la distancia de
separacion entre monémeros muestra que entre 12 A y 13 A la pendiente comienza
a disminuir. Sin embargo, la estabilizacion de AF'j, parece ocurrir mas alla de los
15 A (Figura 9.4.3). Lograr una separacién mayor es posible en un proyecto ambi-
cioso, dado que se requiririan cajas de simulacion més grandes con mayor cantidad
de disolvente, y también seria necesario la utilizaciéon de méas recursos de cémputo.
No obstante, como se observa en la Figura 9.4.3 en el intervalo de separacion entre
monomeros estudiado se observa para algunas proteinas cierta convergencia como en
el caso de la hTIM. Ademéas de que se pueden encontrar diferencias entre especies.
Cabe senalar que todos los resultados presentados en esta seccion demuestran el buen
funcionamiento de la metodologia aplicada, por lo que cualitativamente pueden ser

utilizados para describir la separaciéon monomérica de las especies estudiadas.

9.5. Analisis visual de las trayectorias

Para ilustrar los cambios estructurales que se llevan a cabo a nivel intramolecular

a lo largo del proceso de monomerizaciéon se muestran imagenes de la enzima hTIM
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F1GURA 9.4.1. Trabajo W del proceso de monomerizaciéon obtenido
de la separacion de las subunidades a 10 A /ns (negro) y 5 A/ns (gris)
para cada enzima.

en funcion de A (Figura 9.5.1). Durante el proceso de disociacion los residuos de
la interfase cambian su posiciéon hasta que los mondémeros se separan. El proceso
comienza con la elongacion del lazo 3 mientras el resto del barril se aleja de forma
casi uniforme de la subunidad adyacente. En el estado final a pesar de que la distancia
entre los c.o.m. de ambos barriles se increment6 en 1.5 nm, algunos residuos del lazo
3 aun continuan en contacto con el otro mondémero. Esto es posible gracias a la
interaccion de los residuos del lazo 3 con el residuo en la posicion 14, ocupado por
una Cys en TcTIM y ThTIM y Met en la h'TIM, como se puede observar en la Figura
9.5.1.
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F1GURA 9.4.2. Distribuciones del trabajo W obtenido de la separacion de los monémeros a 10 V\ nsy b
A /ns para cada enzima.
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FIGURA 9.4.3. Diferencia de energia libre AFj, en funcion del in-
cremento de la distancia de separacion entre centros de masas de los
monomeros de cada proteina a velocidades de 10 A /ns (lineas solidas)
y 5 A /ns (lineas punteadas). Los resultados se presentan para ThTIM
(circulos), TcTIM (cuadrados) y h'TIM (triangulos).
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

FIGURA 9.5.1. Imagen transversal de la interfase de cada proteina
durante el proceso de separacion A = 0 y A = 1, corresponden a las
configuraciones inicial y final de la trayectoria de monomerizacion,
respectivamente. Se muestra a la subunidad A (gris) y B (azul), lazo
3 (naranja) para cada proteina, y en color magenta el residuo Met14
en h'TIM, y, Cysl5 en ThbTIM y TcTIM.



CAPiTULO 10

Conclusiones

Se calcul6 la energia libre asociada al proceso de disociacion de las subunidades
de la TIM de 3 especies (TcTIM, ThTIM y hTIM) a través de la aproximacion de
Jarzynski. Ademés, se realiz6 un estudio comparativo de la movilidad global y por
residuos fue realizado en este trabajo. Se evaluaron los cambios conformacionales
experimentados en la interfase de la TcTIM, ThTIM y hTIM a lo largo del proceso
de monomerizacion y se compararon los resultados obtenidos para las distintas espe-
cies. Los resultados sugieren que la TcTIM, es la proteina que presenta una menor
movilidad en solucién, y que, es la h'TIM quien mayor flexibilidad presenté bajo las
condiciones de estudio. Por otro lado, la energia libre obtenida de la monomeriza-
cion de la TcTIM es mayor que las especies homoélogas estudiadas, mientras que la
hTIM es quien menor resistencia opone ante la separacion monomérica. En general,
la técnica empleada permite obtener valores relativos de energia libre y de estudiar
las interacciones relevantes entre monémeros a lo largo del proceso. El analisis es-
tructural, permiti6 ubicar la interaccion entre el lazo 3 y la Cysl5 (Met14 en hTIM)
como una de las méas estables dentro de la proteina, en congruencia con lo que se
reporta en la literatura, siendo una interacciéon responsable en gran medida de la
estabilizacion dimérica. En este sentido, también la interaccion Ser71-Ser79 parece
ser relevante para mantener la integridad estructural del lazo 3, al estar ausente en la
hTIM, se espera una mayor vulnerabilidad del lazo, por tanto, se sugiere que podria

contribuir a la desestabilizacién del dimero.
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CAPiTULO 11

Conclusiones Generales

Con este trabajo se logré describir el comportamiento dinamico de la triosafos-
fato isomerasa de Tripanosoma cruzi en un medio organico como el decano y en
mezclas agua/decano en escalas de tiempo del orden de varias decenas de nanose-
gundos con resolucién atémica. Se encontré que en presencia de un solvente apolar
la proteina modifica su dinamica y su estructura para adaptarse al medio en el que
se encuentra. En general se observo que en estas condiciones la proteina incrementa
su flexibilidad, y que ésta es comparable con la que presenta en agua pura siempre
y cuando se mantenga un ntimero minimo de moléculas de agua en contacto con la
parte externa de su estructura. El analisis de componentes principales para la trio-
safosfato isomerasa de Tripanosoma cruzi, Tripanosoma brucei y humana, permitio
identificar los movimientos de mayor amplitud dentro de la dindmica de la enzima.
Los resultados, que concuerdan para las tres proteinas de estudio, demostraron que
las zonas de mayor movilidad se localizan en los residuos que conforman los lazos 5
y 6. De forma general, se encontr6 que existe un movimiento concertado entre las
dos subunidades de la estructura dimérica. Las investigaciones realizadas permitie-
ron hacer una comparaciéon de la movilidad global y por residuos de las tres especies
de TIM. Se logré indentificar que la hTIM presenta una movilidad significativamen-
te mayor que las enzimas de los dos parasitos. Las estimaciones de las diferencias
en la energia libre de monomerizaciéon calculadas mediante el método de Jarzynski
indican que la TcTIM presenta mas resistencia a la ruptura de los dimeros que las
estructuras de las otras dos especies, siendo la hTIM la enzima para la que es més
sencillo separar las dos subunidades. El analisis detallado de los residuos en la in-
terfase, permitié ubicar la interaccion entre el lazo 3 de un monémero con la Cyslb
(Met14 en h'TIM) del monomero adyacente como una de las mas estables y que més
contribuye para la estabilidad dimérica dentro de la proteina, en congruencia con lo
que se reporta en la literatura. En este sentido, también la interaccion Ser71-Ser79
parece ser relevante para mantener la integridad estructural del lazo 3. Al estar au-
sente en la h'TIM, se espera una mayor vulnerabilidad del lazo, por tanto, se sugiere

que podria contribuir a la desestabilizacion del dimero. En general, los resultados

7
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que aqui se presentan aportan detalles del comportamiento dinamico y de la estabi-
lidad de la enzima triosafosfato isomerasa para las diferentes especies y en diferentes

condiciones.
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A comprehensive study of the triosephosphate isomerase from the parasite Trypanosoma cruzi (TcTIM) in
water, in decane, and in three water/decane mixtures was performed using molecular dynamics (MD)
simulationsin atime scale of 40 ns. The structure and dynamics of the enzyme, as well as the solvent molecules
distribution and mobhility, were analyzed in detail. In the presence of decane, the amplitudes of the most
important internal motions of the enzyme backbone were observed to depend on the solvent concentration:
the higher the water concentration, the greater the amplitudes. Contrary to this trend, the amplitudes of the
TcTIM moations in pure water were similar to those of the simulation with the lowest water concentration.
The enzyme was observed to be aimost motionless in pure decane due to a sharp increase of the number of
intramolecular hydrogen bonds. This caused a contraction of the enzyme structure accompanied by a loss of
secondary structure and of a decrease of the hydrophilic solvent accessible surface. A similar behavior, athough
to alesser extent, was observed in the ssimulation at the lowest water concentration. Our results suggest that
the presence of decane molecules located at specific sites of the enzyme might accelerate itsinternal movements,
although a minimum number of water molecules is needed for the protein to keep its structure and dynamics.
Altogether, this work provides new insight into protein and water behavior in organic solvents as well asinto

the dynamics of TcTIM itself.

1. Introduction

An interesting relationship connecting rigidity, thermal stabil-
ity, and catalytic activity of enzymes has been proposed by
several authorsin the past: the higher the flexibility and activity
of the enzyme, the lower its unfolding temperature is.* There-
fore, it appears that, throughout evolution, proteins have sought
abalance between flexibility and thermal stability, which alows
them to achieve their biological function and, at the same time,
to preserve a well-defined average structure. Water plays an
essential role in this context.22 It is well-known that water
molecules located in the vicinity of a solute show differences
in their organization and hence in their thermodynamic,
dynamic, and electrostatic properties, when compared to bulk
waters.4—6 The water behavior at a molecular level can be
strongly affected by the presence of cosolvents, and this is
critical for the dynamics of macromolecules.

In the middle 1980s, Zaks and Klibanov found that the
catalytic activity of several enzymes, when they are suspended
in hydrophobic solvents at low water concentrations, is com-
parable or even higher than in aqueous solution.”~ On the basis
of their studies, they concluded that the more hydrophobic the
main solvent, the less water is needed to maintain protein
activity.1® Moreover, the same authors claimed that water acts
as a lubricant, forming hydrogen bonds with accessible groups
of enzymes and providing them with the flexibility necessary
for catalysis’® Such explanations are generally accepted,
athough no direct evidence has been provided. The activity of
enzymes under those conditions, or when they are trapped in

* Corresponding author. E-mail: fangel @usc.es. Current address: De-
partment of Applied Physics, Faculty of Physics, University of Santiago
de Compostela, E-15782 Santiago de Compostela, Spain.
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reverse micelles, 213 became more than a curiosity when several
biotechnological applications were proposed, taking advantage
of this alternative.’#~18 To date, no experimental technique has
been able to provide a detailed structural —dynamics description
of this phenomenon. To survey this issue, a number of MD
simulation studies of proteinsin water/organic solvent mixtures
have been performed.’9-2° However, the short time scale
employed (7 ns for the longest trajectories) did not alow the
observation of clear protein structural —dynamic differences
between the several conditions considered. In 2003, Soares et
al.19 reported the first systematic study of two model proteins
(ubiquitin and cutinase) in hexane, under varying hydration
conditions. Although they found correlations between root-
mean-square deviations (RM SD), root-mean-square fluctuations
(RMSF), and the percentage of water in the system, their
analysis was performed only over the last 2 ns of 4 ns long
trajectories. No significant protein backbone motions are
expected at that time scale, so the observed fluctuations should
be mainly due to the dynamics of the amino acid side chains.
A high degree of dispersion, which the authors justified by the
probable unstability of the initial structures, was observed in
these simulations. Yang et al.2” performed MD simulations of
surfactant-solubilized subtilisin BPN' in octane, tetrahydrofuran,
and acetonitrile at two hydration conditions and at atime scale
of ~4 ns. The enzyme did not show significant structural or
dynamic solvent-dependent differences. Then, the authors
focused their analysis on the partition of water molecules
between the surface of the protein and the organic phase and
on the hydration of the active site. Very recently, Micaelo and
Soares® published a comprehensive study of the hydration
mechanism of cutinase in hexane, diisopropyl ether, 3-pen-
tanone, ethanol, and acetonitrile with increasing hydration levels
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TABLE 1. List of MD Simulations Including Parameters and Results of Analysis

no. of No. of total
water decane simulation initial intramol ecular radii of inter-subunit  hydrophobic hydrophilic
trajectory molecules molecules % water time(ns) structure ID H-bonds gyration (nm) distances (hnm) SAS(nm?)  SAS(nn?)

RW, 24825 0 100 20 1TCD
RW 24825 0 100 40 RW,(20) 379+9 246+0.01 358+ 0.03 117+ 2 93+2
W8D 3579 3402 11.80 40 RW4(20) 380+ 11 250+0.01  3.66+0.03 128+ 2 90 + 2
W6D 2336 3208 8.45 40 RW4(20) 388 + 10 249+ 0.01 3.63+ 0.02 129+ 2 N0V+1
W4D 1185 2825 5.04 40 RW,(20) 392+9 2.392 +£0.008 3.35+0.02 127+ 2 87+1
RD 0 2587 0 40 1TCD 563 + 11 2.345+0.006 2.28+0.01 122+ 2 58.1+ 0.9

at atime scale of 7 ns. Slight structural changes were observed
in the enzyme, but no analysis of its dynamics was performed.
This latter work was mainly focused on the water behavior.
These representative studies revealed the lack of MD simulations
at longer time scales that could provide new insight into the
structure and dynamics of enzymes at low water concentrations
as well as into the role of the solvent for protein function.

In the present work, 40 ns long MD simulations of triose-
phosphate isomerase from the parasite Trypanosoma cruz
(TCTIM) in severa water/decane mixtures were performed. As
areference, two simulations of the same enzyme in pure decane
and pure water, respectively, at the same time scale were carried
out. TCTIM is a homodimeric enzyme with 251 residues per
subunit, which folds in the so-called o/3-barrel motif with eight
central B-strands surrounded by eight o-helices.® This enzyme
was chosen because it was experimentally provens! that TIMs
from other species show a high catalytic activity at low water
concentrations. Besides, it is awell-liked target for drugs against
American tripanosomiasis, better known as Chagas' disease30-37
A detailed analysis of the protein structure and dynamics, as
well as of the solvent molecules’ behavior, was performed under
different conditions. The main objective of this work was to
look for concentration-dependent differences in the protein and
solvent behavior that could provide new insight into the
understanding of the catalytic activity of enzymes in organic
media. Additionally, the dynamic study of TcTIM in pure water
by itself, one of the reference simulations in this work, could
be helpful to better understand this enzyme and then to design
or improve inhibitors. No MD studies of enzymes in organic
solvents at low water concentrations, and either of TIM in
aqueous media, at the time scale of tens of nanoseconds have
been performed previoudly.

2. Materials and Methods

2.1. Setup of the Simulation Boxes. Six simulation systems
were built up with one TcTIM molecule and different amounts
of water as well as decane, forming a nonpolar phase. Decane
was chosen due to its high hydrophobicity, which ensures that
practically all water molecules remain close to the protein in
the simulations that involve a mixture of both solvents. The
systems, as well as the corresponding trajectories, were named
RW, RW,, W8D, W6D, W4D, and RD. RW, consisted of
24 825 pre-equilibrated water molecules solvating the enzyme
structure as taken from the Protein Data Bank (PDB ID
1TCD),%® with no decane present. The protonation states of
ionizable residues corresponded to biological pH (~7.4). The
size of the simulation unit cell was chosen so that the distance
between every protein atom and box walls was larger than 2
nm. This system was first simulated for 20 ns, the resulting
final configuration being denoted by RW,(20). RW, was then
extended for 40 ns more, producing the trgjectory named RWj,.
To build up the system W8D, waters at a distance larger than
8 A from any of the protein atoms were removed from
RW(20), and the resulting arrangement was enclosed into a

dodecahedron simulation box with the walls at a minimum of
2 nm from any of the water molecules. The free space of such
a box was then filled with pre-equilibrated decane molecules.
The same procedure as for W8D was repeated using distances
of 6 and 4 A to give the systems W6D and W4D, respectively.
This procedure assures that both the protein and the water
molecules in its immediate vicinity are in equilibrium to each
other in the initial conformations of these three systems. Asin
previous studies,’®2” pH memory was assumed for the protein
when transferred from pure water to the water/decane solutions.
The system RD is analogous to RW, but employing decane
instead of water as the unique solvent. As in the case of RWj,
W8D, W6D, W4D, and RD were simulated for 40 ns. Table 1
specifies the number and relative concentration of water and
decane molecules, aswell asthe time scale and the initia protein
structure employed in each simulation.

2.2. MD Simulation Parameters. All MD simulations were
performed using the GROMACS package®~4! version 3.2.1
with the GROMOS96 (43a2) force field*243 for the protein and
decane and the simple point charge (SPC) model for water.**
Periodic boundary conditions with rhombic dodecahedron boxes
as the basic unit cell in the NTP ensemble were used. The
pressure was maintained by weak coupling™ to areference vaue
of 1 bar, with a coupling time of 0.5 ps. The isothermal
compressibility utilized in each simulation was the average of
the water and decane values, weighted by the concentration of
each solvent component. Water, decane, and protein were
coupled separately to a temperature bath® at 298 K, with a
coupling constant of 0.1 ps. Nonbonded interactions were
evaluated using a twin range cutoff of 0.9 and 1.4 nm;
interactions within the shorter and longer cutoffs were updated
every step and every five steps, respectively. Beyond the 1.4
nm cutoff, a reaction field correction with a dielectric constant
€ of 78 was employed for al the simulations, including those
where the main solvent was decane. Since the dielectric constant
appliesonly at large distances, no artificial effects were expected
in the protein structure/dynamics nor in the water behavior.
Before every MD simulation, an energy minimization using the
steepest descent method was performed to avoid the most
unfavorable interactions. Random initial velocities were assigned
to the systems from a Maxwell —Boltzmann distribution at 298
K. The equations of maotion were integrated using the leapfrog
method with a time step of 2 fs. The bond lengths and angles
in water were constrained using the SETTLE algorithm,* while
the LINCS algorithm*” was used to constrain bond lengths
within the protein and decane molecules. During the MD
simulations, coordinates, velocities, and energies were stored
every 10 ps for further analysis.

2.3. Analysisof MD Trajectories. The viewers RASMOL“®
2.7, VMD* 1.8.2, and PyMOL° 0.99 were employed to roughly
inspect the behavior of both the enzyme and the solvent. This
first screening was used to design a more detailed analysis.
RMSD, taking always as a reference the X-ray structure of the
protein, were calculated for al the trajectories. To study the
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mobility of every residue, RMSF values were calculated over
the last 20 ns of the trgjectories RWy, W8D, W6D, W4D, and
RD, taking also the X-ray structure as areference. The principal
components (PC) of the protein motion were determined from
the diagondlization of the variance—covariance matrix, providing
the amplitude and the direction of each concerted motion (i.e.,
the eigenvalues and the corresponding eigenvectors). This
analysis was carried out for the last 20 ns of al the trajectories
except for RW,, employing only atoms of the protein backbone.
The trajectories were projected on the eigenvectors with the
largest eigenvalues, and images of the two extreme enzyme—
backbone conformations for each of these motions were
generated. Additionally, the same analysis was also performed
over the 40 ns of the whole RW,, trgjectory. Cluster analysis
was carried out over the last 20 ns of all the trajectories using
the GROM OS method.>! The RMSD cutoff employed to define
each cluster was 0.15 nm for trgjectories RWp, W8D, W6D,
and W4D and 0.10 nm for RD. A detailed screening of the
protein secondary structure was aso performed for all the
simulations, by using the definitions of the Dictionary of Protein
Secondary Structure (DPSS).52 RMSD, RMSF, and secondary
structure as a function of time were analyzed by means of
programs contained in the GROMACS package®®~4! version
3.2.1, while the analysis of essential protein motions as well as
the cluster determinations were performed by using version 3.3.1
of the same package. A number of simple programs were
developed to study the distribution and dynamics behavior of
the solvent molecules around the enzyme. For several frames
of every trajectory, the number of oxygens belonging to water
molecules aswell as decane carbons at less than 4 A from every
TcTIM atom were calculated. Additionaly, for the last 20 ns
of the trgjectories that correspond to systems involving water
(RWp, WBD, W6D, and W4D), the distances between every
oxygen atom of water molecule and every protein atom were
monitored. Such a computationally expensive anaysis alows
the calculation of the water molecules' residence time in the
vicinity of every TcTIM residue. The number of intramolecular
hydrogen bonds of the protein were also calculated for all the
trajectories using a donor—acceptor atom cutoff distance of 3.5
A and a donor—hydrogen—acceptor angle of less than 30°. The
radii of gyration (RoG), aswell as hydrophilic and hydrophobic
contributions to the solvent accessible surface (SAS) of the
enzyme, were determined throughout al the trajectories. The
obtained values were averaged over the last 20 ns. Tools from
the GROMACS package were employed to determine the
H-bonds, RoG, and SAS.

3. Results and Discussion

3.1. Visual Analysis of Trajectories. In the time scale and
under the simulation conditions employed in this work, the two
TcTIM subunits remained together, and their tertiary structures
were apparently conserved. However, the enzyme conformation
arising from the trgjectory RD after 40 ns of MD simulations
seems to be smaller than the rest of the conformations, and it
missed severa o-helices (Figure 1). The size of the fina
structure obtained from W4D also appears to be dightly smaller
than those obtained from RW,, W8D, and W6ED. Notably, most
of the water molecules in W8D, W6D, and W4D formed a
cluster in the cavity next to the interface of the two protein
subunits. The fact that the cluster formation was observed in
the three different trgjectories suggests that it is not accidental.
Several reasons could explain this grouping; the most evident
arises from the combination of the high hydrophobicity of
decane, the main solvent in those simulations, together with
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Figure 1. Initial and fina conformations of the TcTIM for al the
trajectories. The time scales and the name of the systems are indicated.
For W8D, W6D, and W4D, al waters (orange sticks) and decane-carbon
atoms (green balls) at a distance of lessthan 4 A are displayed. Subunits
A and B (as referred to in the text) are drawn in blue and red,
respectively. The green arrow in the last conformation of RD points to
the region of the enzyme that lost its secondary structure.

the geometry of the protein that provides a nucleation point
around which a water cluster can grow. The enzyme internal
motions could also contribute to the water aggregation. The
region of the protein that is in contact with the water cluster
can be considered to be relatively hydrophobic but in no way
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Figure 2. RMSD of the TcTIM backbone as a function of time for the trgjectories: RW,, (green), W8D (red), W6D (black), W4D (blue), and RD
(magenta). The crystal structure of the enzyme was employed as a reference in al cases.

more than decane. So, it seems that the major reason for the
water cluster formation, precisely in the protein cavity, is the
minimization of the exposure of water molecules to decane. In
addition to the cluster, a number of water molecules seem to
exist, individually or in small groups, fixed to specific sites of
the protein.

3.2. Protein Structure and Dynamics. As described in the
Materials and Methods, the simulations RW,, W8D, W6D, and
W4D started from the same initial conformation: RWy(20)
(Figure 1 and Table 1). However, RW,, was a direct extension
of RW,, whilein the case of W8D, W6D, and W4D, the solvent
was partialy substituted by decane, giving a starting configu-
ration that is not fully equilibrated. After a few nanoseconds,
the RMSD of al the trajectories exhibited fluctuations with no
clear trends (Figure 2). For instance, the RMSD of W8D
increased between ~22 and ~30 ns and then decreased to
recover, at the end of the trgjectory, a value comparable to that
at 10 ns. Notably, the RMSD corresponding to the ssmulation
with decane as the unique solvent (RD) displayed a behavior
very similar to that of the other four systems, athough it
appeared to present less fluctuations. RMSD values are impor-
tant but not specific enough because the structure deviation of
the protein at every time step is represented by just one number.
RMSF values for every TcTIM residue were calculated from
the last 20 ns of the trgjectories RWy, W8D, W6D, W4D, and
RD (Figure 338). Accumulated RMSF values (RMSF4) (i.e.,
the sum of amino acid RMSF values for each subunit and
trajectory) were aso calculated (Figure 3b). It can be observed
that, in general, loops 5 and 6 (between residues 129—139 and
169—179, respectively) presented the highest fluctuations.
RMSF values of loop 5 are important for al subunits and
trajectories, while loop 6 of subunits B in W8D and A in W6D
exhibited a much higher mobility than the same loop in the
other subunit (Figure 3a). The activity of this enzyme has been
correlated with a movement of such aloop in just one subunit,
with a period of 200—400 s.535* The movements identified in
our trajectories are probably just aflavor of the complete route
covered by loop 6 because only local movements of relatively
high frequency could be observed in our smulations. However,
the higher fluctuations in W8D and W6D when compared to
those in pure water, with similar RMSD values, suggest that
the presence of decane might speed up the enzyme dynamics.
In general, RMSF residue profiles were similar from one
simulation or subunit to another. Loops 5 and 6 were the amino

acid segments with maximum fluctuations in the two subunits
for al the smulations, while the 5-strand segments were the
regions of lowest fluctuations. Although the differences in the
RM SF4c values were not extremely large, it is noteworthy that
the maximum and minimum values corresponded to the systems
W8D and RD, respectively. Except for the trajectory WED, the
second subunit always presented RM Sk values dightly higher
than the first one. It is evident from data shown in Figure 3a
that the higher mobility of the subunit A in W6D was due to
the motion of its loop 6 in that simulation.

The components with the highest amplitude of the TcTIM
motion during the last 20 ns of al the trajectories were identified
as explained in the Materials and Methods. These amplitudes
were sorted in decreasing order, and the corresponding values
were found to decay in an exponential way in al the systems
(Figure 4a). Comparison between different systems reveaed that,
in the presence of decane, the higher the water concentration,
the higher the mobility of the enzyme. Remarkably, TcTIM in
pure water showed amplitudes comparable to those in W4D,
the ssimulation with the lowest water concentration. The enzyme
was clearly more rigid in the pure hydrophaobic solvent. The
accumulated RMSF values, when compared between the dif-
ferent systems, show a trend similar to that of the amplitudes
of the principal motions of the enzyme. However, the PC
anaysisisfiner than smple RMSF calculations, and the analysis
was performed considering only the backbone atoms of the
enzyme, whose movements are expected to be more directly
related to protein function. It has been proposed in the past that
the amino acid segments with high RM SF values coincide with
the protein regions that first lose their structure in the unfolding
processes.%® Thus, the rigidity of the protein observed in pure
decane could be related to the higher thermal stability that
enzymes usually present in organic solvents.! In agreement with
RMSF values, PC analysis showed that the most important
motions of the enzyme in al the simulations involve loops 5
and 6. Probably due to the length of the trgjectory, no great
structural differences could be appreciated between the extremes
of the projections of the trgjectories on the most important
eigenvectors. Attempting to obtain further insight into the protein
motion, and taking advantage of the fact that the trajectory RW,
was a continuation of RW,, PC analysis was performed for this
whole trajectory (40 ns long). Again, the PC of the enzyme
dynamics involved loops 5 and 6. Movie S1 shows the motion
with the highest eigenvalue obtained from this simulation.
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Figure 3. (a) RMSF of every TcTIM residue, calculated over the last 20 ns of each trgjectory. The name of the system and subunit (A or B) are
indicated at the right upper corner of every line. Segments of residues that form o-helices or 3-strands are labeled at the top of the plot. (b)
Accumulated RMSF values, calculated by summing the values of each line in panel a for subunits A (black) and B (gray).

Besides that of the loops, a relative movement of the enzyme
subunits can be observed. Such a movement could be described
as a shrinking—stretching of the enzyme toward the cavity that
hosts the water cluster in W8D, W6D, and W4D, and it could
contribute to the aggregation of water molecules in that region
in the simulations where the two solvents are present. The
extreme conformations corresponding to the motion observed
in the movie are shown in Figure 4b, where the open and closed
conformations of loop 6 can be clearly appreciated (Movie S1
shows precisely the transition pathway). Similar conformations
of loop 6 have been previously reported for other TIMs, although
the period of the transition has been estimated to be of the order
of hundreds of microseconds.> The observation of this move-

ment in our simulations could be favored by the initial enzyme
structure or/and by the simulation conditions. To study the
dynamics of this movement, the distance between the center of
mass of the three amino acids of loop 6 that present the highest
displacement, and one amino acid of loop 7 that is relatively
static and located in the direction of the movement, were
calculated (Figure 4c). It can be seen that, in general, the distance
in subunit A is higher than the distance in subunit B. The two
distances are almost constant for the trajectories W4D and RD,
while they are much more variable for the other three trajec-
tories. In particular, for RW, loop 6 of the second subunit seems
to start from an open conformation, and it changes to a closed
conformation at ~15 ns. The net displacement of the chosen
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Figure 4. (a) Highest eigenvalues obtained from principal component analysis of the simulations RW,, W8D, W6D, W4D, and RD in green, red,
black, blue, and magenta, respectively. (b) The two extreme conformations of the principal TcTIM motion obtained from the trajectory RW,. Only
the backbones of subunits A (yellow) and B (green) are displayed. The residues of loops 5—7 are in orange, cyan spheres, and magenta, respectively.
(c) Distance between the center of mass of the amino acids Gly170-Thr171-Gly172 (loop 6) and Val212 (loop 7) of the subunits A (black) and B
(red). The name of the system is indicated at the right upper corner of every plot.

group of amino acids is ~0.6 nm in the direction of the
measurement. At least two transitions (closed—open) were
observed for the same subunit in the trajectory WED.

As described in the Materials and Methods, an analysis of
structural clusters over the last 20 ns of all the trajectories was
performed. The representative structures of every cluster for each
trajectory were superimposed on each other to show the
differences between the most visited conformations along the
simulation pathways. The catalytic residues (Lys 14, His 96,
and Glu 168) showed a higher mobility in the trajectories RWhb,
W8D, and W6D than in RD and W4D. Particularly, Lys 14
and His 96 were found to be particularly flexible in W8D and
W6D, where they exposed a dlight rotation around the aliphatic
chainin Lys and of the carboxilic head in Glu. In spite of these
features, the average structure of the site appeared to be
conserved in all cases.

A detailed analysis of the protein secondary structure was
performed for all the trgjectories as a function of time. The
number of residues that form part of the 5-strands was nearly
constant (~38 for each subunit) for al the simulations. Even
when the global structure of the protein after 40 ns of MD
simulations was preserved, a lack of the number of residues
that constitute o-helices took place in the trgjectory RD (Figure
1). In this simulation, such a number fluctuated between 65 and
80 for each enzyme subunit, while for the systems containing

water, it took values between 90 and 100. In particular, the
shortest helices of the o/-barrel structure (o3 and o.7) in one
of the TcTIM subunits, as well as a8 in the other subunit,
unfolded in the trgjectory RD (unfold in this context does not
necessarily mean a transition to a random coil but a lack of
stable H-bonds leading to a stretching or distortion of the helix.
Asseen in Figure 1 for the final conformation of the trajectory
RD, certain order is still present in the unfolded segments,
although the structure cannot be defined as a helix on the basis
of the DPSS.%?). a3 was observed to be unstable in the same
subunit along the remaining four tragjectories, including RW.
o5 also unfolded during the trajectory W4D, again for the same
subunit as for the system RD. The lack of well-defined o-helices
for these segments did not appear to be critical for the stability
of the protein because of their small size (5—8 residues).
However, during the simulations of RD, helix a1 also unfolded
in one of the protein subunits. Such a helix consists of 18
residues at the beginning of the simulations, which represent a
significant percentage of the overall protein secondary structure
(Figure 1).

3.3. Solvent Molecule Distribution and Dynamics. It is
evident from Figure 1 that the distribution of solvent molecules
around the enzyme structure was not homogeneous in the final
conformation of the traectories W8D, W6D, and W4D.
However, the number of water molecules in the vicinity of every
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Figure5. (a) Number of water molecules that are at a distance of less than 4 A in the last conformation of the trajectories RWy,, W8D, W6D, and
W4D. The name of the system and subunit (A or B) are indicated at the right upper corner of every line. Segments of residues that form o-helices
or f5-strands are labeled at the top of the plot. (b) Accumulated number of water molecules calculated by summing values of each line in panel a

for subunits A (black) and B (gray).

protein residue was amost the same as that in RWj,, even though
the difference in the total number of watersisimportant, ranging
from 24 825 to 1185 (Figure 5a). The profiles for both subunits
in the same system were also very similar. The accumulated
number of water molecules was calculated (Figure 5b). A similar
analysis was performed for the number of carbon atoms of
decane molecules at less than 4 A of every protein residue
(Figure 6a). The decane atom distribution was less similar
among systems and protein subunits than the water distribution.
Nevertheless, several protein regions with a consistent affinity
for the hydrophobic solvent could be identified such as segments
of helix 6, loop 6, and loop a2 (Figure 6a). This result could
be used to propose potential binding sites for hydrophaobic

ligands, as previously suggested by Mattos and Ringe.5":%8 The
accumulated values of the number of decane atoms were also
calculated (Figure 6b). By comparing Figures 5 and 6, it is clear
that the water molecule distribution around the enzyme was
more specific than the distribution of the nonpolar solvent. It is
worth mentioning that, although the results presented in Figures
5 and 6 were obtained from a single conformation of each
system, the same analysis was performed for anumber of frames
through the last 20 ns of all the trajectories with no significant
variations.

The residence time values of water molecules were filtered
to determine the number of waters that remained at a distance
of less than 4 A of every residue for more than 2 ns. This
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Figure 6. (a) Number of carbon atoms of decane molecules that are at a distance of less than 4 A in the last conformation of the trajectories W8D,
W6D, W4D, and RD. The name of the system and subunit (A or B) are indicated at the right upper corner of every line. Segments of residues that
form a-helices or -strands are labeled at the top of the plot. (b) Accumulated number of carbon atoms of decane molecules calculated by summing

values of each line in panel afor subunits A (black) and B (gray).

calculation was performed for the systems RW,, W8D, W6D,
and W4D over the last 20 ns of every trgjectory (Figure 7a). It
could be appreciated that there were less water molecules with
residence times higher than 2 ns with pure water than for the
simulations with water/decane mixtures. This is reasonable due
to the low partition coefficient of water in decane and aso
because the systems W8D, W6D, and W4D do not have many
water molecules available to interact with the residues that
indeed need to be hydrated. The corresponding accumulated
numbers of water molecules were also calculated (see Figure
7b). Theincrement of the number of water molecules with long
residence times when the water concentration decreasesis clear.

An analogous analysis was performed with a longer cutoff for
the residence time, the results being similar athough with a
lower number of water moleculesin the vicinity of each residue
(data not shown).

Aproximately 15 water molecules with different residence
times were found to be located in the dimer interface of the
enzyme in the trajectories RWy, W8D, W6D, and W4D, and a
variable number of water molecules seeped into the active site.
The presence of water molecules in contact with the catalytic
residues was associated with an open conformation of loop 6.
This supports the theory that such aloop modulates the entrance
of the substrate to the catalytic residues. In the simulation of
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Figure 7. (a) Number of water molecules that are at a distance of less than 4 A from every TcTIM residue, which remain for at least 2 ns during
the last 20 ns of the trgjectories RW,, W8D, W6ED, and W4D. The name of the system and subunit (A or B) are indicated at the right upper corner
of every line. Segments of residues that form a-helices or -strands are labeled at the top of the plot. (b) Accumulated number of water molecules
calculated by summing values of each line in panel a for subunits A (black) and B (gray).

RD, no decane molecules were found to be close to the interface
nor to the active site.

3.4. Intramolecular Hydrogen Bonds. It has been proposed
that many enzymes maintain their mobility and activity at low
water concentrations because, even under those conditions, they
can form hydrogen bonds with the water molecules of their
environment.1° In the absence of water, the polar groups of the
protein switch to interact with each other, forming intramolecular
H-bonds. The numbers of these H-bonds for trajectories RWy,
wW8D, W6eD, W4D, and RD are shown in Figure 8a. The plot
is very clear, showing that al the simulations involving water
exhibited almost the same number of intramolecular H-bonds
(see average values in Table 1). However, for the simulation

with decane as a unique solvent, there were no water molecules
available, and many more intramolecular H-bonds were formed.
The same cal culation was performed considering only the amino
acids that form part of S-strands or a-helices, obtaining similar
results (Figure 8b). Also in the case of RD, the increment in
the number of H-bonds resulted in a contraction of the TcTIM
structure, which was quantified by measuring the RoG. The
average values of these radii over the last 20 ns of every
trgjectory are reported in Table 1. The hydrophobic contributions
to the SAS did not vary significantly from one system to another,
but the hydrophilic SAS was much lower in RD than in any of
the other systems. Thus, the contraction of the protein structure
in RD involved the formation of H-bonds between the polar
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Figure 8. Number of intramolecular hydrogen bonds of (a) al TcTIM residues and (b) the TCTIM residues that form part of a-helices and 3-strands,
as a function of time, for the trajectories RW,, (green), W8D (red), W6D (black), W4D (blue), and RD (magenta).

hydrophilic groups. Simultaneously, those groups internalized
in the protein to escape from the hydrophobic solvent. Unex-
pectedly, the enzyme aso reduced its size throughout the
simulation of W4D. Such a contraction cannot be explained in
the same terms as for RD because the reduction of hydrophilic
SAS in this system was amost negligible (see Table 1), and
the numbers of H-bonds, as well as the distribution of water
molecules in the vicinity of the residues, were similar to the
values found for RWj,, W8D, and W6D. The distance between
the centers of mass of both subunits was calculated for al the
systems, their values being consistently lower for W4D and RD
than for RW,, W8D, and W6D (Table 1). Thus, the reduction
of RoG in W4D was due to the two subunits approaching each
other, maintaining the hydrophilic and hydrophobic SAS values.
This approach aso contributed to the decrease of RoG in RD,
and it could be related to the previously mentioned shrinking—
stretching of the enzyme structure toward the cavity. Such a
motion could not be reversible due to the pressure of the decane
molecules and to the low number of waters present in this
simulation.

4. Conclusion

The effects of the water on the decane concentration ratio in
the structure and dynamics of TcTIM, as well as the behavior
of the solvent molecules in the vicinity of the enzyme, were
studied in detail through MD simulations at a time scale of 40
ns. In contrast to recent MD studies performed at much shorter

time scales,?’ the enzyme was found to be sensitive to the water
concentration. The analysis of the protein fluctuations and of
the PC of the backbone motion revealed that, in the presence
of organic solvents, the higher the water concentration, the
higher the mobility of the enzyme. Nevertheless, TcTIM in pure
water showed amplitudes comparable to those in W4D, the
simulation with the lowest water concentration, while it was
clearly more rigid in pure decane. These results suggest that
the enzyme dynamics speeds up at relatively low water
concentrations, probably due to the presence of organic solvent
molecules attached to specific sites of the protein surface,
although there is a threshold in the number of water molecules
needed for the protein to keep its structure and dynamics. Our
analysis aso provides new insight into the dynamics of TcTIM
that could be helpful in better understanding this enzyme.
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