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Resumen

Todas las proteinas necesitan plegarse en una estructura tridimensional para realizar su
funcion, a partir de su secuencia de aminodcidos. Este proceso estd gobernado por una se-
rie de factores importantes como las interacciones hidrofébicas, la presencia de proteinas
chaperonas y el balance entdlpico-entrépico, entre otros. Las chaperonas comprenden un
amplio grupo de proteinas involucrado en procesos de asistencia en el plegamiento de otras
proteinas. La importancia de las chaperonas nace de la necesidad de las proteinas de inter-
accionar con al menos una chaperona durante su proceso de biosintesis celular. De lo ante-
rior, se intuye que estudiar el plegamiento de proteinas deberia incluir, de alguna manera,
el efecto de las chaperonas. Por lo tanto, en este trabajo analizamos la posibilidad de imitar
el efecto de una chaperona, donde la distribucién de potencial electrostatico interna de esta
representaria un papel importante sobre el proceso de plegamiento de una proteina. Para
ello, utilizamos simulaciones de dindmica molecular clasica para mapear la distribucién de
potencial electrostético de largo alcance de la chaperona HSP60 sola y de la HSP60 con otras
proteinas. Los resultados muestran un patréon no aleatorio de la distribucién espacial del po-
tencial electrostatico de largo alcance aparentemente invariante a lo largo de la porcién de
trayectoria analizada. En consecuencia, parece factible simular el efecto de una chaperonina

a través de un campo de fuerzas externo aproximado que reproduzca el patrén observado.
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Abstract

In order to properly function, every protein must fold from its sequence of amino acids
into a three-dimensional structure. This process is governed by a series of important fac-
tors, such as hydrophobic interactions, the enthalpic-entropic balance, and the presence of
chaperones. Chaperones are a wide group of proteins involved in assisting the folding of ot-
her proteins, which render the chaperones to be of great importance in celular biosynthetic
processes. Hence, it becomes intuitive that the effects of chaperones on the protein folding
process should be included somehow in the study of protein folding. We believe that the elec-
trostatic potential at the interior of a chaperone should play an important role. Therefore,
in this work we performed Molecular Dynamics Simulations of the HSP60 chaperone alo-
ne, as well as of several complexes comprising the HSP60 and other proteins. Subsequently,
we analyzed the long-range electrostatic potential over a small portion of the MD trajectory
of the previous systems. We found that the spatial distribution of the long-range electrosta-
tic potential shows a non-random pattern, which is apparently invariant over the analyzed
trajectory portion. Consequently, it seems feasible to simulate the effects of chaperones on
the folding of proteins, by adding an external force to Molecular Dynamics Simulations of

proteins-to-be-folded.
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Capitulo

Introduccién

Uno de los grandes problemas abiertos en la bioquimica estructural es el denominado
plegamiento de proteinas, el cual plantea la duda sobre como a partir de la informacion con-
tenida en el ADN de las células se podria predecir la estructura tridimensional de una pro-
teina funcional. Diferentes disciplinas como la bioinformética, la modelizacién in silico vy,
mads recientemente, la inteligencia artificial han conseguido logros destacables en este sen-
tido. Sin embargo, el trabajo de resolver la estructura de estas macromoléculas sigue siendo

complicado y costoso.

Particularmente, a principios de los afios 60 se creia que toda la informacién necesaria pa-
ra conseguir que una proteina se plegard en su conformacién funcional se hallaba contenida
en su secuencia aminoacidica [1]. Sin embargo, hoy se sabe que no siempre sucede asi, ya
que bajo ciertas circunstancias (como la alta concentracién macromolecular, el pH, la tem-
peraturay algunas consideraciones energéticas de tipo entdlpicas y entrépicas) las proteinas
no pueden alcanzar por si solas su estructura tridimensional funcional [2]. En condiciones
fisiologicas, las células disponen de un sofisticado sistema de proteinas, colectivamente co-
nocidas como chaperonas moleculares que asisten el plegamiento y ensamble de otras pro-
teinas [3,4]. Un grupo importante dentro de esta familia de proteinas son las chaperoninas,
las cuales son agregados moleculares con una cavidad aislada cilindrica, donde se lleva aca-
bo el plegado de las proteinas sin interferencias [5]. A la fecha, numerosas metodologias de

cardcter funcional y estructural han permitido comprender el mecanismo que emplean las
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chaperoninas para ejercer su funcién. Sin embargo, poco se conoce sobre los aspectos fisicos
y quimicos en el interior de dichos sistemas con el fin de asistir el correcto plegamiento de

determinadas proteinas.

Junto a las metodologias experimentales, los métodos tedricos constituyen un comple-
mento necesario de cara a obtener una descripcién detallada de los aspectos estructurales y
dindmicos de sistemas fisicos, quimicos y biolégicos, particularmente cuando se trata de si-
mular condiciones de entorno y situaciones quimicas concretas que no son ficiles de medir
experimentalmente. A este respecto, la dindmica molecular (DM) se ha convertido en una de
las herramientas mds ttiles para estudiar el comportamiento dindmico de estructuras mi-
croscopicas. Sin embargo, a menudo presenta limitaciones como el del muestro conforma-
cional insuficiente, campos de fuerza empiricos poco transferibles y la escala de tiempo real
que, entre otras cosas, hace poco préctica su aplicacion en el estudio del proceso de plegado
de proteinas. Recientemente la implementaciéon del modelo de potenciales externos en con-
junto con campos de fuerzas ha obtenido resultados exitosos en el plegamiento de polimeros
orgédnicos y algunos péptidos pequenos. Estos cumplirian principalmente dos funciones: i)
el de introducir efectos del medio en el proceso de plegamiento como el efecto hidrofébico
o la presencia de proteinas chaperonas y ii) el de acelerar el muestro conformacional para

ahorrar tiempo computacional [6].

Con el interés de que en nuestro laboratorio de trabajo se desarrolle un método mas efi-
ciente de dindmica molecular, en donde se simule la presencia de una chaperonina (sin que
ésta se incluya explicitamente) en el proceso de plegado de una proteina, en esta tesis ana-
lizamos algunas propiedades fisicas del interior de una chaperonina especifica. Lo anterior
constituye el primero de varios pasos (en un proyecto de largo plazo), y en este primer paso
(como proyecto de tesis de maestria) abordamos la prueba de concepto, es decir, buscamos
obtener informacién que nos confirme que es posible (o no) reemplazar (en simulaciones)
la chaperona por algtin campo de fuerza externo y/o una pared confinante. Para alcanzar el
objetivo de dicho primer paso, como sistema de estudio de esta investigacion, se eligio a la
chaperonina HSP60 [7,[8]. A partir de esta estructura se construyeron tres sistemas. El siste-

ma HSP60, cuyo tinico componente seria la estructura de la HSP60 (vacio en nuestro ejem-
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plo artificial), el sistema HSP60-HSP10, cuyo componente seria el complejo entre la HSP60
y la co-chaperonina HSP10 (también vacio en nuestro ejemplo artificial y el sistema HSP60-
HSP10-CitC, cuyos componentes ademds del complejo entre la HSP60 y la HSP10, incluiria
en su interior a la proteina del citocromo C (de aqui en adelante referida como CitC). Una
vez construidos los sistemas, se realizaron simulaciones de DM y posteriormente se reali-
z6 un andlisis de la distribucién del potencial electrostético de largo alcance durante cierto
periodo de tiempo. Encontramos que la distribucién espacial del potencial electrostético de
largo alcance en el interior de la chaperonina no es aleatorio, sino que muestra cierta estruc-
tura como funcidn de las coordenadas, y ademds es aparentemente invariante a lo largo de la
porcion de las trayectorias analizadas. Estos dos hechos nos confirman que es viable, desde
una perspectiva fisica, proponer un campo de fuerza externo y/o una pared confinante en

lugar de la chaperonina.



Capitulo

Antecedentes

2.1. Elproblema del plegamiento de proteinas

Desde principios de la década de los 50 se hizo evidente que la funcién de una protei-
na depende de su estructura tridimensional unica. Los investigadores habian correlaciona-
do claramente las propiedades especificas de las proteinas funcionales con configuraciones
moleculares especificas y la pérdida de las propiedades especificas que ocurre en la protei-
na desnaturalizada con los cambios que ocurrian en su configuracion [9]. A esto, se suma-
ria la serie de experimentos realizados por C. Anfinsen y colaboradores en 1961. Anfinsen y
su equipo de trabajo pusieron de manifiesto que toda la informacién necesaria para conse-
guir que una proteina se plegase en un ambiente determinado se hallaba contenida en su
secuencia aminoacidica. En forma especifica, C. Anfinsen demuestra la existencia de un es-
tado termodindmicamente estable para las proteinas y supondria un minimo en la energia
libre de Gibbs (conocida como “la hip6tesis termodindmica de Anfinsen”) [10]. Este traba-
jo ubicaria al problema de plegamiento de protéinas dentro del campo de estudio de los
procesos fisicos, dando asi inicio a una serie de investigaciones que pretendrian establecer,
bajo bases fisicoquimicas, la naturaleza de los mecanismos involucrados [11]. Mas adelan-
te, en contraposicion a ello, este modelo de plegamiento fue discutido por Cyrus Levinthal,
en consideracion al poco tiempo que requiere el proceso de plegamiento en la naturaleza.

Segun él, una busqueda al azar (representada por la hip6tesis del control termodindmico de
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Anfinsen) de todas las conformaciones proteicas posibles no puede darse en realidad, dado
el enorme tiempo que requeriria. Con esto, Levinthal concluy6 que las proteinas no siguen
una busqueda aleatoria para llegar a su estado plegado, sino que se presume un mecanis-
mo de plegamiento en el que la secuencia de aminodcidos y las condiciones del disolvente
influyen en la trayectoria que sigue una proteina para alcanzar su estado nativo desde cual-
quier conformacion [6]. Este hecho se conoce como la paradoja de Levinthal y representa la

hipétesis sobre el control cinético del proceso de plegamiento de proteinas.
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Figura 2.1: Resumen de los conceptos generales que actualmente se aceptan como vélidos a la ho-
ra de explicar el fenémeno del plegamiento de proteinas [1]. Si consideramos genéricamente los
modelos cldsicos de plegamiento, el primer evento del plegamiento consiste en el colapso de in-
terracciones hidrofébicas de largo alcance (“colapso hidrofébico”) acompafado de la aparicién de
pre-intermediarios como el glébulo fundido o molten globule caracterizados por el nivel significativa-
mente alto de estructura secundaria. Los sucesos intermediarios en escala de tiempo de plegamiento
aparecen después de la formacion del molten globule y antes de la etapa limitante del proceso de
plegamiento que genera la estructura nativa funcional.

Por otro lado, a fin comprender co6mo una cadena polipeptidica puede evitar verse atra-
pada en la paradoja de Levinthal, se propusieron diferentes modelos de plegamiento tanto
a partir de observaciones experimentales como desde consideraciones tedricas. En 1953, los
experimentos llevados a cabo por Thomas E. Creighton y col. con el inhibidor pancreatico
bovino vendrian a ser el detonante del comienzo de una intensa carrera, aun no acabada, ha-
cia la compresién de los mecanismos de plegamiento de proteinas, en los cuales juegan un

papel fundamental los métodos de prediccion de estructuras. Thomas fue capaz de demos-
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trar que durante el plegamiento del inhibidor pancreatico bovino se producian una serie de
estados intermediarios que se podian “atrapar” [1]. En otras palabras, Thomas pudo demos-
trar que el camino que puede seguir una proteina desde su estado desplegado hasta alcanzar
la estructural tridimensional nativa no es necesariamente tnico y requiere de la aparicién de
intermediarios (ver Figura. Estos intermediarios, segtin la hipdtesis del control cinético,
corresponderian a minimos locales de la energia libre de Gibbs, de ahi su relativa estabilidad.
Como consecuencia, la identificacién y caracterizacion estructural de los intermediarios de

plegamiento se vio transformada en un tema de importancia crucial (ver Figura|2.1).

A todo esto, los métodos mecano-estadisticos supusieron un modelo unificado del ple-
gamiento proteico basado en la superficie energética efectiva. Dicho modelo llamado nuevo
enfoque o nueva vision (del inglés new view) es representado por un embudo de plegamiento
y describe el comportamiento termodindmico y cinético de la transformaciéon de un conjun-

to de moléculas desplegadas a un estado predominantemente funcional (ver Figura[2.2).

\ Desplegada

Intermediario

Figura 2.2: Modelo del embudo para el plegamiento de una proteina . Cada conformacién que
la proteina puede adoptar tiene asociada una energia determinada; al conjunto de las energias co-
rrespondientes a todas las conformaciones posibles se le conoce como paisaje energético. Con base
en diversos estudios tedricos y experimentales se propone que el paisaje energético de las proteinas
tiene forma de embudo, donde el estado desnaturalizado se compone de un gran conjunto de con-
formaciones de alta energia y entropia. El espacio conformacional se reduce conforme la proteina se
acerca al estado de menor energia (nativo) en el fondo del embudo.
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De acuerdo con este modelo, hay pequefias rutas paralelas y cada cadena polipeptidica
seguiria su propia ruta individual. Cercano al fondo del embudo de plegamiento, el niime-
ro de conformaciones de la proteina disminuye como lo hace a su vez la entropia. Cuanto
mads inclinada sea la pendiente mas rapido serd el plegamiento (ver Figura[2.2). A partir de
modelo fue posible entender las cinéticas de plegamiento de proteinas, asi como el mal ple-
gamiento proteico y su posible agregacion. Diversos resultados experimentales apoyan esta
teoria y demuestran de manera creciente que la cadena polipeptidica inicialmente extendida

se pliega a través de una poblacion heterogénea de intermediarios parcialmente plegados en

un equilibrio fluctuante [6].
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Figura 2.3: Papel de las chaperonas moleculares en el contexto del modelo de paisaje energético
del plegado de una proteina [12]. En amarillo se muestra la cadena polieptidica de una proteina con
diferentes elementos estructurales secundarios resaltados en ptrpuray azul. La proteina navega por
la superficie de energia libre. Los varios minimos locales representan diferentes estados conforma-
cionales. Las chaperonas actiian en un amplio rango de procesos celulares que definen el rango de
funciones listadas en letras itdlicas. Las flechas azules indican transiciones que facilitan las chape-
ronas, mientras que las flechas negras con T invertida rojas indican transiciones que las chaperonas

evitan.
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2.2. Plegamiento de proteinas en el entorno biolégico

Desde su descubrimiento a finales de las década de los 70, las chaperonas moleculares
han desafiado las reglas basicas del plegamiento proteico hasta ese momento establecidas. A
raiz de diversos estudios experimentales, se ha comprobado que las chaperonas moleculares
no solo previenen la agregacion de conformaciones no nativas y mantienen a las proteinas en
las pautas necesarias para su plegamiento correcto, sino que se encargan de prevenir inter-
acciones no deseadas con otros componentes celulares, de dirigir el ensamblaje de proteinas
de gran tamafo y complejos multiproteicos y, durante situaciones de estrés, de potenciar
el plegamiento de numerosas proteinas (ver Figura [3,14]. De esta manera, dentro del
contexto del proceso de plegamiento de proteinas in vivo, la importancia de las chaperonas
nace de la necesidad de las proteinas de interaccionar con al menos una chaperona durante
su proceso de biosintesis celular. De ahi que parece razonable la aproximacion al estudio del

plegamiento utilizando este tipo de sistemas biol6gicos.

Una propiedad unica de las chaperonas moleculares es la cavidad que proporcionan en
la que las proteinas se pliegan. Se ha identificado la presencia de esta estructura en un grupo
importante de proteinas de estructura homoéloga y peso molecular en torno a 60 kDa (ki-
lo Daltons) conocidas como chaperoninas (ver Figura [13]. Esta estructura de tipo ci-
lindrica es significativamente diferente a otras superficies proteicas y es que se ha proba-
do su capacidad para adherirse a una resina de cromatografia permitiendo la renatulariza-
cién de proteinas mediante el paso de éstas por una columna empaquetada con el complejo
resina-minichaperonina [14]. Asimismo, ya se ha demostrado el interés en el estudio tedri-
co del efecto de las chaperonas sobre el plegamiento de una proteina imitando los efectos
de GroEL-GroES, el complejo més representativo de la familia de las chaperoninas, median-
te un confinamiento espacial. Los resultados sugieren que los efectos primarios de este ti-
po de sistemas moleculares pueden ser imitados de una manera simple utilizando modelos
simplificados (como Coarse Grain) y ser utilizados para facilitar el plegamiento de proteinas
en simulaciones de dindmica molecular. Ademas, los resultados apoyan la idea en la que el

confinamiento espacial juega un rol importante en el plegamiento de las proteinas confina-
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das [15417].

Figura 2.4: Estructura tridimensional de los diferentes tipos de chaperoninas [18] En la parte su-
perior se muestra las reconstrucciones tridimensionales obtenidas por criomicroscopia de (a) GroEL
[19], (c) Termosoma [20] y (e) CCT (del inglés Chaperonin Containing TCP-1) [21]. En (b) se muestra la
estructura atémica de GroEL, mientras que en (d) y (f) se muestran dos vistas del ajuste de la estruc-
tura atémica modificada del Termosoma en la reconstruccién tridimensional mostrado en (c). Se ha
caracterizado distintos tipos de conformaciones para este tipo de proteinas en presencia y/o ausencia
de ATP, que dan como resultado el confinamiento espacial de la proteina sustrato. En la Termosoma
y la CCT, la unién de ATP genera la conformacion cerrada debido a la presencia de protuberancias a
la entrada de la cavidad que la cierran al producirse el contacto con el sustrato, mientras que GroEL,
ademads de la unién de ATP el cierre de la cavidad se produce por la unién de oligdmeros de bajo peso
molecular denominados cochaperoninas (por ejemplo, GroES). El sustrato que se ha unido a la cha-
peronina queda asi cerrado en su cavidad y, es entonces, que se inicia el proceso de plegamiento que
dara como resultado una proteina funcional.

Derivado de las observaciones anteriores, en este trabajo investigamos la posibilidad de
imitar el efecto de las chaperoninas sobre el proceso de plegamiento de una proteina desde
un punto de vista fisico, donde la distribucién de carga de los residuos al interior de la cavi-
dad representan un efecto importante sobre el plegamiento de aquella. Asimismo, se ha en-
contrado que las chaperonas presentan una distribucién tinica de residuos en sus cavidades

interiores que tienen grandes fracciones de residuos cargados, particularmente, el comple-
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jo de chaperoninas GroEL-GroES de T. thermophilus, presenta al interior de su cavidad un
70% de residuos cargados, cuyo papel es estabilizar el plegamiento de proteinas dentro de la
camara aumentando el efecto hidrofébico [22}23]. En nuestro caso, se eligié como sistema
de estudio en esta investigacion al complejo de chaperoninas HSP60-HSP10 (ver Figura[2.5),
cuya similaridad estructural se asemeja con algunos de los miembros mads representativos de

la familia de las chaperoninas presentados en la Figura[2.4]

Figura 2.5: Organizacién estructural del complejo de chaperoninas HSP60-HSP10 . En azul y
rojo se muestran los anillos heptameéricos cis y trans de la HSP60, mientras que en amarillo y cian
se muestran los anillos heptaméricos en forma de capucha de la co-chpaeronina HSP60. De acuerdo
a Gomez-Llorente, Y. y col., la HSP60 se ensambla como oligémeros tetradecaméricos en forma de
barril que estdn organizados en dos anillos heptaméricos. Aqui, las paredes internas del cilindro pro-
porcionan puntos de unién para proteinas desplegadas a través de parches hidrof6bicos expuestos en
los extremos de la cavidad [24]. La reaccién de plegamiento de proteinas para este complejo requiere
la unién de ATP y la hidrélisis por cada subunidad de la cochaperonina HSP10. La HSP10 forma ani-
llos heptaméricos que unen a ambos extremos del cilindro de una manera dependiente del ATP. En
virtud de ello, la HSP10 proporciona un entorno aislado para el plegamiento de proteinas, evitando
asila agregacion prematura de las proteinas sustrato.
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2.3. Retos computacionales

El estudio del problema del plegamiento de proteinas también ha significado un proble-
ma computacional. Aqui el problema consiste en la capacidad de desarrollar algoritmos ca-
paces de predecir la estructura nativa de una proteina, dada la secuencia de aminoécidos. La
creacion de bases de datos ha sido un paso importante para el desarrollo de diversos algorit-
mos bioinformaticos, los cuales se basan en la comparacién de estructuras como los modelos
de homologia de secuencias o template-based [6]. Recientemente, la inteligencia artificial ha
llegado por la puerta grande a este campo. Apenas el afio pasado, el concurso conocido por
sus siglas: CASP (Critical Assessment of Protein Structure Prediction) fue el escenario de todo
un hito en su decimotercera edicion, cuando uno de las organizaciones que participaban,
DeepMind, quedé en primer lugar y con una amplia diferencia respecto al resto. DeepMind
logré desarrollar un nuevo algoritmo basado en el apredizaje profundo capaz de analizar,
extraer y explotar los datos sobre la estructura tridimensional de las proteinas contenido en
el Banco de Datos de Proteinas (PDB por sus siglas en inglés). El programa, bautizado co-
mo AlphaFold 2, se destac6 particularmente en las predicciones de estructuras para las que
no existian modelos previos, consideradas por los organizadores de la competiciéon como las
mas dificiles. En general, aunque el logro técnico de AlphaFold 2 ha recibido un reconoci-
miento generalizado, la exactitud de las predicciones ain no es lo suficientemente buena en
un tercio de los casos y el algortimo no revela ninguna informacién sobre el mecanismo del

plegamiento de las proteinas [25,26].

Por otro lado, se han desarrollado algoritmos basados en modelos fisicos como los de di-
namica molecular y Monte Carlo. Sin embargo, el principal problema en estos métodos es
que son muy exigentes en términos de potencia de célculo y tiempo. Se han propuesto méto-
dos alternativos que reducen la necesidad de calculos enormes; estos incluyen “simplificar”
moléculas al reducir el nimero de componentes (como en Coarse Grain MD). Asimismo, se
ha sugerido la posibilidad de implementar el modelo de potenciales externos en conjunto
con campos de fuerza que permitan reducir el tiempo computacional requerido. Estos cum-

plirian principalmente dos funciones: (i) el de introducir efectos del medio en el proceso
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de plegamiento como el efecto hidrofébico o la presencia de proteinas chaperonas y (ii) el
de acelerar la exploracién del espacio conformacional para ahorrar tiempo computacional.
Se han obtenido resultados exitosos al implementar potenciales externos en el plegamiento
de polimeros orgdnicos modelo y algunos péptidos pequefos (20-35 aminodcidos) [6]; sin
embargo, aun resulta necesario desarrollar, mejorar y aplicar practicas alternativas que per-

mitan optimizar eficazmente los algoritmos de dindmica molecular.

2.3.1. Dinamica molecular

La metodologia de dindmica molecular permite simular computacionalmente la evolu-
cion temporal de sistemas moleculares dentro del marco de la mecénica cldsica. En cada
paso de dindmica molecular se calculan las fuerzas que actian sobre todas las particulas y
se integran (resuelven) las ecuaciones de movimiento dadas por la segunda ley de Newton,

generalmente en intervalos de 1 a 2 femtosegundos (fs):
mifi = fi(Fi, ., TR, (2.1)

donde f, es la fuerza total ejercida sobre la particula i, m su masay 7; su posicién. Las coor-
denadas de las particulas calculadas en cada paso junto con sus velocidades y fuerzas espe-
cifican un punto en el espacio-fase. Al final de la simulacién, tenemos un conjunto de puntos
en el espacio-fase llamado trayectoria, desde la cual pueden conocerse las propiedades ma-

croscopicas y otros datos relevantes del sistema en todo instante.

Si el conjunto de ecuaciones resultantes en[2.1se aplican a un sistema en el que todas las
fuerzas son conservativas, la fuerza sobre cada particula puede obtenerse a partir del gra-
diente del potencial,

fi(F1y ey FR) = =V V(7 ooy FR). 2.2)

La energia potencial V' en un sistema molecular se puede obtener de cédlculos de mecani-
ca cudntica o bien, a través de modelos clasicos de potenciales de interaccion. Estos ulti-

mos se emplean frecuentemente en la simulacion de sistemas biomoleculares como protei-
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nas, membranas biolégicas y ADN, ya que por la gran cantidad de d4tomos involucrados y
la complejidad de los algoritmos que conforman la teoria cudntica, no es posible resolver la
ecuacion de Schrodinger para este tipo de moléculas. Los potenciales de interaccion clési-
cos, mejor conocidos como campos de fuerza, representan una manera simple de calcular
las fuerzas interatdbmicas. No obstante, su forma funcional involucra varios pardmetros que
deben ser ajustados para poder obtener resultados precisos [6]. Los detalles especificos rela-

cionados con esta metodologia se discutiran en el Capitulo
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Capitulo
Objetivos e hipotesis

El objetivo principal de este trabajo consiste en caracterizar el ambiente fisicoquimico,
y en particular el potencial electrostatico de largo alcance, en el interior de la chaperonina
HSP60-HSP10 sola y de la chaperonina HSP60-HSP10 en complejo con una proteina peque-
fiay, con ello, obtener el punto de partida sobre c6mo representar el efecto que una chapero-
nina ejerceria sobre el plegamiento de una proteina, sin necesidad de incluirla explicitamen-

te en simulaciones de dindmica molecular.

3.1. Objetivos particulares

= Construir sistemas de estudio adecuados para representar los efectos electrostéticos de

largo alcance en el interior de la chaperonina HSP60-HSP10.

» Efectuar simulaciones de dindmica molecular de la HSP60-HSP10 sola y de la HSP60

en complejo con CitC.

» Analizar la evolucion temporal de la distribucion de potencial electrostatico de largo
alcance de cada sistema de estudio con la ayuda de herramientas de anélisis existentes

y otras implementadas ex profeso.

14
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3.2. Hipotesis

La distribucién del potencial electrostético de largo alcance en el interior de una chape-

ronina es invariante en el tiempo y, espacialmente, no es aleatoria.

15
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Herramientas y métodos

En este trabajo se aplic6 un método de muestro de la distribucién de potencial electros-
tatico de largo alcance de la proteina HSP60 en diferentes sistemas de estudio. El método
propuesto integra el algoritmo de malla de particula de Ewald (PME) dentro del marco de
la dindmica molecular clasica. A continuacidn, revisaremos el formalismo bésico de algu-
nos temas mds importantes relacionados con la dindmica molecular clasica y abordaremos

brevemente el método desarrollado por nuestro grupo para llevar acabo esta tesis.

4.1. Formalismos basicos de dinamica molecular clasica

4.1.1. Esquemas de integracién

En la metodologia de dindmica molecular lo que se analiza es la evolucion temporal del
sistema molecular considerado. De modo que, la parte central de este método lo constituye
el algoritmo de integracion de las ecuaciones de movimiento de Newton, que son ecuaciones
diferenciales ordinarias, no-lineales y de segundo orden, que deben ser resueltas numérica-
mente. Dadas las posiciones y velocidades a un tiempo inicial %y, la tarea del algoritmo es,
por tanto, obtener las posiciones iniciales y velocidades en el tiempo #y + A¢, donde At es el

paso de tiempo (del inglés time step) en la simulacién de dindmica molecular [27].
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Existen numerosos algortimos para integrar las ecuaciones de movimiento de Newton.
Todos ellos convierten las ecuaciones diferenciales en ecuaciones en diferencias finitas. Uno
de los algoritmos méas comuinmente utilizado para la integracion de las ecuaciones de movi-
miento es el algoritmo de Verlet también referido como Stormer Verlet. Para deducirlo, par-
timos del desarrollo en serie de Taylor de la posicién, 7;(t), de una particula i de masa m; y

velocidad v;(1):

Fi(t+AD) =T:(6) + U; (DAL + ai(1) Ap?+ 2 & (AD3+0(ADY 4.1)
B0 = R 2 3dr | |
donde la aceleracion es d; (1) = %? Del mismo modo,
R R R a;(t) 1 d37;
Fili=AD = Fi(0) = Bi(DAL+— (AD)? - 3 dt; (A +0(An?. (4.2)
Sumando ambos desarollos, obtenemos
Fi(t+AD+ 7 (t— A1) =270 + d; () (AD? + O((ADY). (4.3)

Asi, la nueva posicién 7; buscada, en el tiempo ¢ + At, viene dada por

Fi(t+ AL =27 (1) = Fi(t— AD + d; () (AD? + O((ADY). (4.4)

Para este caso, el error estimado para la nueva posicién 7; es del orden de (Af)*. Asimismo,
de (4.4) puede verse que para evaluar la nueva posicion 7; (¢ + At) sélo necesitamos conocer
la posicién anterior en 7;(# — At) y la aceleracion en el tiempo £; no se necesita la velocidad.

Sin embargo, ésta la podemos calcular a partir de representar la diferencia entre la ecuacion

(4.1) y (4.2) como sigue,

Fi(t+ AL —TFi(t—At) =20;() At + O((AD). (4.5)

donde 7;(f) esigual a
Fi(t+ At -7 (t— At
5. () = LUFAD—TE=AD | 5 opp3y. (4.6)
277

17



HERRAMIENTAS Y METODOS

Aqui, el error en la velocidad es menor, del orden (A 3.

Se han desarrollado algoritmos de integracién mads precisos como velocity Verlet y leap-
frog, que resuelven detalles relacionados con la aproximacion de las velocidades [28]. Atin
asi, todos ellos son métodos aproximados, y debe tenerse en cuenta que el error de estima-
cién siempre aumenta rapidamente con el paso de tiempo. La eleccién del algoritmo es, por
lo tanto, fruto de un compromiso entre el grado de precision requerido y el esfuerzo compu-

tacional.

4.1.2. Funcion de energia potencial

Las interacciones entre los constituyentes de un sistema molecular pueden describirse de
manera precisa mediante una funcién de energia potencial V que dependa de la configura-
cion del sistema. En general, la energia potencial V de un sistema de N 4tomos puede expre-
sarse en funcién de las coordenadas de los &tomos individuales, de la distancia entre ellos,
de la posicion relativa entre dtomos, etc. Cada uno de estos términos pueden verse como
un conjunto de contribuciones de tipo dispersivas, electrostaticas, etc. denominado cam-
po de fuerza. En la actualidad existen diferentes campos de fuerza disefiados para diversos
prop6sitos. Un resumen de los diferentes modelos de campos de fuerzas pueden consultar-
se en [29]. Por poner un ejemplo, en puede observarse la forma funcional del campo de
fuerza OPLS (del inglés, Optimized Potentials for Liquid Simulations), el cual es ampliamente

utilizado en simulaciones de sistemas biomoleculares y orgénicos [30-33].

1
V(Ao TN) = ) Ekb(?—ﬁ))2+ Y ke(0—00)*+ Y. Z V' [1+ cos(np; — ¢i)l+

enlaces dgulos torsiones 1
5 CIZCI]
= Z Z {4e ,,[( 12 (264 Vi
i=1 j=i+l l]

(4.7)

Para tal caso, el primer y segundo término representan la energia entre los &tomos unidos
covalentemente y la energia debida a la geometria de los orbitales electrénicos involucra-

dos en el enlace covalente, respectivamente. Ambos términos son descritos por potenciales
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armonicos, ya que son muy fuertes y fluctian solo ligeramente alrededor de sus valores de
equilibrio a temperatura ambiente. El tercer término representa la energia para torcer un
enlace debido al orden de enlace (por ejemplo, enlaces dobles) y enlaces vecinos o pares so-
litarios de electrones. Este tltimo es descrito mediante una expansion de la funcién coseno
y puede tomar cualquier valor dentro de 360° dependiendo de la altura de la barrera entre
las conformaciones de baja energia, lo que hace que la precisién de la barrera del potencial
diedro sea crucial para algunas propiedades de polimeros. Finalmente, el cuarto término re-
presenta la energia no enlazada entre todos los pares de &tomos, que puede descomponerse
en energias de van der Waals (primer término de la suma) y electrostéticas (segundo término

de la suma), descritos mediante el potencial de Lennard Jones y de Coulomb [34].

Una caracteristica distintiva de los parametros de OPLS es que se optimizaron para adap-
tarse a las propiedades experimentales de los liquidos, como la densidad y el calor de va-
porizaciéon, ademds de instalar perfiles de torsion en fase gaseosa. La descripcidon correcta
de estas propiedades hace que OPLS y sus variantes, por ejemplo, OPLS-all atomsy OPLS-
united atoms, representen bien las cantidades de los términos relacionados a los parametros

no enlazantes, incluido el enlace por puente de hidrégeno y el tamafio de la molécula [35].

4.1.3. Condiciones de frontera

La forma clésica de eliminar los efectos de borde de un sistema de volumen finito durante
la ejecucién de una trayectoria de dindmica molecular es aplicar condiciones de contorno
periddicas. Para ello, los 4&tomos del sistema a simular se colocan en una caja de simulacion

de tamafo L, que estd rodeada de unared infinita y periédica de celdas idénticas de si misma

(ver Figura[4.1])

De esta forma, una particula no sélo interacciona con el resto de las N — 1 particulas en la
caja de simulacion, sino también con todas sus imdagenes periodicas en las réplicas de la caja
de simulacién. Asi, en ausencia de fuerzas externas y si se asume que el potencial es aditivo

por pares (v), se obtiene que la energia potencial del sistema de N particulas en cualquier
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celda puede expresarse como,

R R 1 ' oL
V(Ao in) == Y 'va(| 7 + AL, (4.8)
2 Py
,],n
donde 7 = (ny, ny, nz) siendo ny,n, y n, nimeros enteros arbitrarios, y el simbolo prima

indica que para el caso i = j no se considera 71 = 0 [27].

La suma en (4.8) se realiza empleando la convencién de imagen minima, que consiste
en considerar que cada particula interactia s6lo con las imédgenes de las otras N — 1 parti-
culas cercanas a ellas, tal y como se puede observar en la Figura donde una particula
dada interacciona con las ubicadas en una caja dibujada en linea discontinua centrada en
dicha particula. En la practica, la aplicabilidad de tal enfoque depende en gran medida de
las propiedades del sistema bajo investigacion y, en particular, del alcance del potencial de
interaccion. Por ejemplo, si se trata de potenciales de corto a moderado alcance se suelen
truncar las interacciones, haciéndolas nulas mas alla de un radio de corte r.. La situaciéon es
enteramente diferente cuando los &tomos en el sistema presentan cargas o dipolos eléctricos
permanentes. Aqui las interacciones electrostéticas resultantes no pueden ser truncadas. En
este caso, se utilizan métodos especializados como la suma de Ewald o la malla de particulas
de Ewald (particle mesh Ewald, PME), ver seccion [4.2.4] Si bien el concepto se aplicaria es-
trictamente a un sistema cristalino, este ha mostrado ser de gran utilidad para el estudio de
propiedades dindmicas de sistema como las proteinas solvatadas, y seran las condiciones de

fronteras usadas en este trabajo.
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Figura 4.1: Ejemplo de condiciones de contorno periédicas bidimensional [36]. La caja central se
ha representado en trazo grueso, mientras que las particulas que se encuentran dentro de la caja de
lineas discontinuas son las que interacttian con la particula que se encuentra en su centro segin la
convencion de minima imagen. Las interacciones se representan por las flechas de trazo rojo.

4.1.4. Equilibracion: ajuste de temperaturay presion

En termodindmica estadistica, un ensamble se refiere al conjunto de estados microscopi-
cos descritos por un conjunto de variables de estado macroscépicamente observables [29].
En una simulaciéon de dindmica molecular, si no se impone alguna restriccion mediante al-
goritmos adicionales sobre el sistema molecular considerado, por defecto, el nimero de par-
ticulas (IV), el volumen (V) y la energia total (E) se mantienen constantes; haciendo, al en-
samble microcanonico (INVE), el conjunto natural de la técnica de dindmica. Sin embargo,
si se desea simular condiciones parecidas a las condiciones experimentales de procesos bio-
légicos, deberdn emplearse los emsambles canénico (NV T) e isotérmico-isobérico (NPT),

donde ademads de mantener Ny V constantes, también la temperatura (7) y la presion (P).
Durante la trayectoria de dindmica molecular, la temperatura de un sistema de N particu-

las, que se mueven en un espacio d-dimensional, puede determinarse mediante la expresion:

1 N

T=—— V7, 4.9
d(N-1)kp l.zzlm’vl (4.9
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donde kg es la constante de Boltzmann, T la temperatura, d (NN — 1) los grados de libertad del
sistemay m; y v; la masay velocidad del &tomo i. Por tanto en un sistema con N constante,
es necesario incidir sobre las velocidades de los &tomos. El procedimiento mds sencillo es re-
escalar las velocidades a modo de mantener el valor de la temperatura constante. Para ello, la
estrategia mas apropiada es “acoplar” al sistema a un “bafio térmico”. Mediante este acople
se lleva la temperatura del sistema a la del bafio mediante una relajacion de tipo exponencial
que sigue la cinética de primer orden de la forma:

dT  Ty-T
dr 1 '

(4.10)

donde Tj es la temperatura de referencia (del bafio externo), T la temperatura instantdnea
calculada en la etapa de dindmica molecular y T una constante. Las velocidades se reescalan

multiplicando aquellas obtenidas en la etapa de dindmica por un factor A:
vi = Av;. (4.11)

Eligiendo el valor de A se puede elegir la “fuerza” del acoplamiento al bafio: a mayores valores

de esta constante, se obtienen acoplamientos mads débiles y, viceversa.

Para el caso en el que se desea mantener la presidon constante en el sistema, se procede de
manera andloga al caso de la temperatura, pero ahora reescalando las posiciones de los 4to-
mos. De esta manera, el cédlculo de la presion durante la trayectoria de dindmica molecular

se puede obtenerse mediante la expresion,

P:EV(EH}Zr;jﬁj), 4.12)
3 25
donde V es el volumen, Ej la energia cinética, ri; el vector que une al &tomo i conel jy ﬁ j
es la fuerza ejercida por el &tomo j sobre el &tomo i [37].
En todo lo referido hasta ahora, se ha supuesto que se tienen las coordenadas cartesianas
de los diversos componentes de los sistema bajo consideracion en el tiempo inicial. Estos

datos puede obtenerse a partir de experimentos de cristalografia de rayos X o, en situaciones
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menos comunes, mediante métodos de modelado molecular.

4.2, Metodologia

El enfoque de trabajo utilizado para la ejecucion de las simulaciénes de dindmica mole-

cular se basé6 en la paqueteria GROMACS 18.3 [38,39].

4.2.1. Preparacion de los sistemas de estudio

El enfoque tipico utilizado por GROMACS para la preparacion del sistema considerado
consiste en construir la topologia para el soluto y/o proteina(s) de interés, que luego se mo-
difica o actualiza para incluir otros componentes que se agregan al sistema (agua, iones, li-
gandos, etc.). Para nuestros prop6sitos, se tomo la estructura cristalina del complejo HSP60-
HSP10 mitocrondrial humano [7] y proces6 de manera que se pudiera representar el analisis
de la propiedad fisica deseada en diferentes sistemas moleculares de estudio. A este respecto,
cada sistema molecular se etiquet6 de acuerdo a lo que representaba: sistema HSP60, cuyo
Unico componente seria la estructura de la HSP60 (vacio en nuestro ejemplo artificial), siste-
ma HSP60-HSP10, cuyo componente seria el complejo entre la HSP60 y la HSP10 (también
vacio en nuestro ejemplo artificial y cuyo ejemplo puede verse representado en la Figura[2.5)
y el sistema HSP60-HSP10-CitC, cuyos componentes ademads del complejo entre la HSP60 y
la HSP10, incluiria en su interior a la proteina CitC. Esta ultima se utiliz6, bajo ciertas consi-
deracionesﬂ para un fin determinado, el de representar una perturbacion en la distribucién

de potencial electrostatico a lo largo de la trayectoria de la HSP60.

La generacion de la estructura de partida del sistema HSP60-HSP10-CitC represent6 un
reto importante ya que requirié de un paso previo de preparaciéon respecto al resto de los sis-
temas de estudio. Primero, se procesaron las estructuras del complejo HSP60-HSP10 mito-

crondrial humano (PDB ID: 6MRC) [8] y de la proteina CitC (PDB ID: 3ZCF) [47] para eliminar

La proteina CitC se seleccioné de acuerdo a dos criterios importantes: (1) que su modelo de plegado se
ajustard a los discutidos en la seccion[2.1] [40H46] y (2) que su estructura tridimensional no fuera mayor a 100
aminodacidos, de manera que representard el menor coste computacional en las simulaciones de dindmica mo-
lecular
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iones metdlicos y moléculas de solvente. Después cada estructura debidamente procesada se
colocé en una celda de simulacion triclinica configurada de manera que el centro geométri-
co de la(s) proteina(s) fuese el mismo con respecto a un mismo sistema de referencia [48]. En
este punto, se genero la topologia de cada una empleando el campo de fuerzas OPLS-aa [30]
y, con ambas topologias, se construy6 una topologia unica que incluiria los pardmetros ne-
cesarios y otras definiciciones moleculares para que GROMACS considerara a este conjunto
de proteinas como una estructura de partida adecuada. Los detalles relacionados a la confi-
guracion del archivo de topologia para el sistema HSP60-HSP10-cytC pueden revisarse en el

tutorial de GROMACS Protein-Ligand Complex [49].

4.2.2. Establecimiento de la configuracion inicial y definicién de las con-

diciones de equilibrio

Con las estructuras en el formato correcto para el campo de fuerza elegido, asi como la
topologia correspondiente, el siguiente paso en la construcciéon de un sistema de proteinas
solvatadas fue definir un volumen alrededor de la(s) proteina(s) que serd llenado con agua.
La justificacién por la que estos métodos deban emplearse pueden consultarse en la seccion
Bajo esta conjetura, cada sistema de estudio se coloc6 en una celda de solvente explici-
to lo suficientemente grande empleando el modelo de moléculas de agua SPCE desarrollado
por Berendsen y col. [50]. La practica mds convencional para un sistema como este es cen-
trar ala(s) proteina(s) en una caja que satisfagan la convencién de imagen minima periédica.
Existen muchas formas de caja que pueden usarse, en nuestro caso se utilizé una caja triclini-
ca de tipo dodecaédrica que aunque no representa menor complejidad al tener un volumen
mads pequefio comparada por ejemplo, con una caja cubica, satisface muy bien la conven-
cién de imagen minima periddica (ver seccion . Por otro lado, como es bien sabido,
las moléculas por si solas (proteinas, iones, etc.) pueden tener una carga formal asociaday,
aunque esta convencion refleja las condiciones experimentales tipicas, las simulaciones de
dindmica molecular suelen ser mds relevantes cuando se consideran condiciones de elec-

troneutralidad. Mas alla de este punto, las interacciones electrostdticas como resultado de la
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interaccion entre dos o més particulas cargadas en un sistema molecular suelen evaluarse
con mayor frecuencia utilizando el método de malla de particulas Ewald (PME) (ver seccion
que requiere un sistema electroneutral. Para conseguir las condiciones de electroneu-
tralidad requeridas, se agreg6 una cantidad relevante de iones monoatémicos de sodio a la

solucion acuosa para contrarrestar cualquier carga neta de la(s) proteina(s) presente(s) (ver
Tabla[4.1).

Con los sistemas solvatados y eléctricamente neutros, el tltimo paso en la construccion
de coordenadas incluy6 un proceso de relajacion/equilibraciéon que tendria dos propdésitos:
(1) obtener un estado de baja energia empleando un proceso de minimizacién energética 'y
(2) un estado termodindmico estable, en el que cada estructura energéticamente equilibrada

se ajusto a una temperatura y presion constantes (ver seccion4.1.4).

Sistema de estudio

Volumen de la celda de simulaciéon

No. de moléculas de agua SPCE

No. de iones monodticos de sodio

Sistema HSP60

7,759.23 nm3

219,095

126

Sistema HSP60-HSP10

14,602.40 nm3

436,893

98

Sistema HSP60-HSP10-CitC

14,602.36 nm?

436,498

89

Tabla 4.1: Resumen de pardmetros para la construccién de las configuraciones iniciales para los
sistema moleculares de estudio de la HSP60.

4.2.3. Produccion de las simulaciones de dinamica molecular

El esfuerzo computacional general involucré simulaciones de sistemas con alrededor de
500,000 d&tomos para 100 ns con disolvente explicito a condiciones estdndar de 310 Ky 1 bar.
Las variables de temperatura y presion se controlaron empleando los algoritmos de Berend-
sen modificado [51] y de Parrinello-Rahman [52]. Las energias de Van der Waals se calcu-
laron utilizando un corte suave de 10 A. Las interacciones electrostéticas en los dtomos de
las proteinas se evaluaron utilzando el método de Ewald de malla de particulas (PME). La
integracion de las ecuaciones de movimiento mecénicas se realiz6 empleando el algoritmo
leap-frog 53] y un paso de tiempo de 2 fs, cuya caracteristica mds importante es que este
aproxima mejor el calculo de las velocidades sin perder precision (ver seccién[4.1.1). En to-

dos los casos se utilizaron condiciones de contorno periodicas.
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4.2.4. Analisis de datos

El andlisis de datos contempl6 dos puntos importantes: (1) probar la estabilidad estructu-
ral de las proteinas en los diferentes sistemas de estudio y (2) representar adecuadamente las
propiedades electrostaticas de estos sistemas. En virtud de ello, se consideraron las siguien-

tes herramientas.

Analisis estructural: Desviaciones medias cuadraticas

En el estudio de las conformaciones de proteinas, se mide habitualmente la similitud en
la estructura tridimensional mediante la desviacién cuadratica media (o RMSD por sus si-
glas en inglés) de las coordenadas atémicas de proteinas susperpuestas. Es muy ttil para
mostrar movimientos estructurales en las diferentes regiones del sistema molecular, incluso
si no conllevan a energias diferentes, o para evaluar el movimiento relativo del ligando con

respecto a la proteina, por mencionar dos de las aplicaciones mds comunes.

Para calcular el RMSD de un par de estructuras (por ejemplo, x y y ), cada estructura de-
be representarse como un vector de coordenadas de longitud 3N (suponiendo N &tomos).
El RMSD se obtiene a partir de calcular la raiz cuadrada del promedio de las distancias al

cuadrado entre los &tomos correspondientes de xy y,

N
RMSD = | = 3" |xi - yi[? (4.13)
Ni:1

Sin embargo, cuando se toman muestras de conformaciones moleculares a partir de dindmi-
cas moleculares u otras formas de muestreo, suele darse el caso de que la molécula se aleje

del origen y rote de forma arbitraria.

Para compensar estos problemas, suele utilizarse la desviacion cuadratica media de la raiz
minima (o IRMSD por sus siglas en inglés) que tiene como objetivo obtener el minimo RMSD
sobre todas las posiciones y orientaciones relativas posibles de las dos conformaciones ba-
jo consideracién. Para representarla, primero debe realizarse una “alineacién 6ptima” de las

dos estructuras eliminando la traslacion del centro de masa y, luego, calcular su RMSD me-

26



HERRAMIENTAS Y METODOS

diante (4.13) [37,54].

Andlisis y representacion de las propiedades electrostaticas: Potencial de malla de parti-

culas de Ewald (PME)

El método PME, desarrollado por Darden y col. [55}/56], es uno de los métodos mds ttiles
para manejar el cardcter de largo alcance de las interacciones electrostéticas (representadas
por la ley de Coulomb) en sistemas moleculares periédicos de gran tamafio. En Gromacs, el
ultimo término de la ecuacion relacionado con los dtomos que estan fuera del radio de

corte, se reemplaza por el PME, el cual describimos a continuacion.

El algoritmo PME adopta el esquema de dividir la energia electrostética total (V) de un
sistema de NN particulas cargadas en una caja, la cual se replica en todas direcciones, en una
serie de distribuciones (usualmente gaussianas) de carga iguales a las puntuales del sistema
relacionadas con una suma directa en el espacio cartesiano representada por V;,, una suma
reciproca en el espacio de Furier representada por V;.. y un término constante 1, comun-

mente referido como potencial de correccion.

V = Viir + Viec + Vo, (4.14)
donde, | |
f erfc(f r]—rl+n)
Viir = = , (4.15)
o 2;;; i |7 — 7+ 7
f exp(—(mpP)?* + 2nin) (|7; — 7))
Viec= —— , 4.16
rec ZW;;W]]; = (4.16)
B -
Vo=-21E% 22, 4.17
0 ﬁ;q, 4.17)
erfc la funcién error complementaria
erfc(x) = — f ~ exp(-)di (4.18)
= — X — ’ .
vade OF
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y B el parametro de la distribucién gaussiana usado de modo

p:(F) = qi(%)%‘ﬁzlf—ﬂ-lz. (4.19)

La ventaja de la expresion es que los términos Vgi; v Viec pueden truncarse. Esto es,
hay un valor 6ptimo de f para el que el efecto de truncamiento de ambos términos se mini-
miza, demostrandose que el costo computacional de evaluar las interacciones electrostéticas
con esta metodologia escala como Nlog(N) (calcular directamente la contribucion electros-
tatica con suma de cargas escala como N2). Una revisién detallada de las técnicas existentes

para representar los términos mostrados en (4.15) estd dada por Toukmaji y Board [57].

Para nuestros fines, nos limitaremos a revisar el método de célculo subyacente de una
versiéon modificada del plugin PMEpot de VMD utilizado como herramienta para muestrear

la distribucién de potencial electrostatico de largo alcance entre los &tomos de la HSP60.

De acuerdo con Aksimentiev, A. y col. [58], PMEpot evalia el término reciproco del mé-
todo PME mostrado en , en cada punto Fj de una malla tridimensional produciendo
una cuadricula de potencial electrostatico suavizado. El suavizado es un resultado natural del
método PME de aproximar la distribucién de carga que cada &tomo genéricamente cargado
(qi) ejerce sobre cada punto de la cuadricula (7; ;) mediante una funcién gausiana esférica
de amplitud inversa como la mostrada en (4.19). Eligiendo adecuadamente la distancia entre
los puntos de la cuadricula (A = Fj, 1, — ; 1) se puede entonces obtener una imagen refinada
de la electrostatica de largo del sistema molecular en cuestion. El plugin PME es, ademas,
compatible con los programas estdndar de visualizacion molecular. Cabe sefialar, ademas,
que el célculo de Vi resulta ser un proceso dindmico, ya que durante las simulaciones de di-
namica molecular todos los &tomos dentro de la caja de simulacion se mueven libremente; se
deduce, por lo tanto, que su contribucion a V¢, sera diferente, en principio, en cada instante
de tiempo de la simulacion de dindmica molecular. Tomando en cuenta este problema, para
determinar la distribucién de potencial electrostético de largo alcance promedio con respec-
to al tiempo (Viec), se tomé una muestra espacial representativa de potenciales electrostati-

cos instantdneos V. calculados con PMEpot y se promedi6 en un intervalo de tiempo de la
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trayectoria de dinamica molecular. Para este fin, desarrollamos y empleamos herramientas
(genAndveragePME, manipdx) exclusivamente disefiadas para este propdsito en el Laborato-
rio de Software y Modelado Matematico, dirigido por el Dr. Juan Manuel Solano Altamirano.

Para mayores detalles ver Apéndice A.
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Capitulo

Resultados y discusion

Como se menciono en la introduccidn, en trabajo futuro, nos interesara extraer la esencia
de los efectos que ejercen las chaperoninas en el plegado de proteinas. Esto significa, a nivel
microscépico, que buscamos encontrar la esencia fisicoquimica que pudiera ejercer la cha-
peronina. De ser cierto que se pueda extraer informacién al respecto, y con el fin de afiadirla
en una simulacién de DM (sin incluir la chaperonina en si), idealmente la contribuciéon de-
beria tener caracteristicas globales (es decir en un sentido matemadtico no local) e invariantes
en el tiempo. Por supuesto, esta es una conjetura, y en este trabajo buscamos evidencia de su
veracidad o falsedad. Para lograr lo anterior, comenzamos analizando la estabilidad estruc-
tural de la chaperonina. Posteriormente, analizamos el campo electrostético de largo alcance
a lo largo y ancho del espacio ocupado por la chaperonina, de manera que nos de una idea

de como se distribuye espacialmente V. y de como cambia, silo hace, en el tiempo.
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5.1. Estabilidad estructural de la HSP60 en los diferentes sis-

temas moleculares de estudio

Después de preparar las posiciones iniciales de los sistemas, segun lo descrito en la sec-
cion[4.2} y realizar las simulaciones de DM, se analizaron las trayectorias mediante el célculo
de la desviacion cuadratica media o RMSD (ver seccién tomando como referencia la
estructura experimental, libre de iones y moléculas de solvente cristalizadas. En cada caso,
se cambi0 la representacion de la periodicidad y se elimin6 la traslacién del centro de masa

de todos los &tomos en la(s) proteinaf(s).

A partir de la Figura[5.1} queda claro que las estructuras de las proteinas en cada sistema
de estudio permanecen estables durante la mayor parte de la simulaciéon. Para cada caso,
se pudo observar que el RMSD converge rdpidamente hacia un valor de distancia objetivo
(alrededor de los 40 ns) y permanece estable durante el resto de la trayectoria de dindmica
molecular. Como consecuencia de ello, la estructura molecular del sistema HSP60 mostré la
menor variacion en su distancia promedio respecto a la estructura de referencia (~ 0.5 nm),
seguido de los sistemas HSP60-HSP10 (~ 0.55 nm) y HSP60-HSP10-CitC (~0.57 nm), lo cual
resulta interesante considerando que la estabilidad estructural de la HSP60, cuando se en-
cuentran unida a otras proteinas (tal como ocurre en la célula) no cambia substancialmente.
Estos resultados, sugieren, por lo tanto, que la estructura molecular de la HSP60, a tiempos
mayores 100 ns, podria permanecer inalterada, independientemente del niimero y tamafio
de proteinas a las que se encuentre asociada (como en el caso de los sistemas HSP60-HSP10 y
HSP60-HSP10-CitC). En este sentido, valdria la pena simular sistemas HSP60-HSP10-X, don-
de X es una proteina de mayor tamafno que CitC, para determinar la posibilidad de que la

HSP60 pueda verse alterada al albergar proteinas de mayor tamafo.
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Figura 5.1: Evolucién temporal de la desviacién cuadraitica media (RMSD) para cada uno de los
sistemas moleculares de estudio de la HSP60.

Finalmente, para determinar si la HSP60 ejerce un efecto importante sobre la estructura

de CitC, ésta ultima se sometié a una simulacion de DM individual y se analiz6é el RMSD

(ver Figura . Para este sistema, el andlisis del RMSD mostré que la estructura de CitC

dista de alcanzar rdpidamente un valor de distancia objetivo (~ 80 ns de simulacién), en

comparacion de lo observado en el sistema HSP60-HSP10-CitC cuando la HSP60 y CitC se

encuentran juntas. Esto parece indicar que el efecto de la HSP60 sobre CitC es ayudarle a

mantener un nivel de compactacién adecuado, de manera que cuando CitC se encuentra

sola ésta empieza a deformarse, haciendo que su equilibrio estructural sea mas dificil de

alcanzarse.
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Figura 5.2: Evolucién temporal de la desviacién cuadréatica media (RMSD) para la proteina cytC.
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5.2. Mapas de la distribucion de potencial electrostatico ins-
tantanea y promedio de la HSP60 en los diferentes siste-

mas moleculares de estudio

Una vez que encontramos que los tres sistemas de estudio son estructuralmente estables,
se procedi6 a calcular y representar los mapas de la distribucién de potencial electrostético
de largo alcance en la HSP60 (ver secccion[4.2.4). Las figuras[5.3} [5.4]y[5.5|muestran los mapas
de la distribucién de potencial electrostatico instantdnea de 12 fotogramas seleccionados al
azarE]de los ultimos 10 ns de las trayectorias de los diferentes sistemas moleculares de estu-
dio parala HSP60. Los resultados apuntan a un patrén de comportamiento caracteristico co-
mun en cada sistema. Por ejemplo, en los sistemas HSP60-HSP10 y HSP60-HSP10-cytC (ver
Figura[5.3]y[5.4), la regi6n conformada exclusivamente por los atomos de la HSP60 presenta
una distribucién de potencial electrostatico que pude considerarse espacialmente homogé-
neay negativa (regiones de color rojo), mientras que lo contrario puede observarse para la
region conformada por los 4tomos de la HSP10, donde se puede apreciar una distribucién
de potencial homogénea positiva (regiones de color azul). Adicionalmente, puede apreciarse
una region de potencial nulo (regiones de color blanco) correspondiente a la interfase de las
regiones de potencial electrostatico de la HSP60 (negativas) y de las regiones potencial elec-
trostético de la HSP10 (positivas). Lo anterior resulta interesante particularmente en el siste-
ma HSP60-HSP10-cytC, donde se encuentra una estructura ajena (la de la proteina cytC) a la
del complejo HSP60-HSP10. Para este caso, la distribucién de potencial electrostatico obser-
vada en la Figura5.4] no se altera al encontrarse en el interior de la HSP60 y, al mismo tiempo,
tampoco altera la distribucion de potencial electrostético de la HSP60, es decir, se mantienen
aproximadamente las mismas caracteristicas que las observadas en el sistema HSP60-HSP10

(ver Figural5.3).

Realizamos la seleccién con un generador de niimeros aleatorios en linea [59].
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= 90.790 ns = 90.900 ns (c) t = 91.890 ns
. .
)t = 92.790 ns )t = 93.370 ns (f) t = 94.280 ns
. .
)t = 95.820 ns )t = 96.180 ns (i) t = 96.470 ns
. .
= 97.220 ns = 98.640 ns () t = 99.690 ns

Figura 5.3: Mapas de la distribucién del potencial electrostitico de largo alcance instantdnea del
sistema HSP60-HSP10 en el plano YZ.
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) t = 90.030 ns ) t = 90.300 ns (c) t = 90.930 ns

)t = 91.270 ns ) t = 91.560 ns (f) t = 92.630 ns

)t = 93.010 ns )t = 93.270 ns (i) t = 96.260 ns

)t = 97.870 ns )t = 98.340 ns () t = 99.470 ns

Figura 5.4: Mapas de la distribucién de largo alcance instantdnea del sistema HSP60-HSP10-cytC
en el plano YZ.

36



RESULTADOS Y DISCUSION

El caso contrario a tales observaciones puede apreciarse en los mapas de la distribucion
de potencial electrostatico instantdnea del sistema HSP60 (ver Figura. Para este sistema,
los atomos de la estructura de la HSP60 por si solos muestran una distribucién de poten-
cial electrostatico hetereogénea con regiones de potencial electrostético positivas y negati-
vas circundantes. Ademads, a diferencia del patron observado en la distribucién de potencial
electrostético en los dos sistemas anteriores, en el interior de la HSP60 la distribucién de po-
tencial electrostatico parece ser uniformemente positiva, desde el centro del sistema hasta
los extremos de la HSP60 (ver Figura5.8). Lo anterior puede suponer que la presencia de la
HSP10 influye notablemente en el arreglo dimensional de la distribucién de potencial de la
HSP60 por si sola alterando, como consecuencia, su distribucion de potencial electrostatico

cuando esta presente.

Los mapas de potencial electrostatico promedio de las Figuras[5.6} 5.7y [5.8| obtenidos a
partir de considerar 1,000 fotogramas extraidos de los tltimos 10 ns de la trayectoria para ca-
da sistema, presentan con mayor detalle cada una de las observaciones anteriores. Cada uno
se calcul6 usando todos los &tomos del sistema, un mallado tridimensional de 120x120x120
y un factor de Ewald de 0.25 (equivalente al pardmetro  presentado en las ecuaciones(4.16
y[4.19). Las alturas de los planos representan la posicién del centro de masa de todos los
atomos del sistema (donde h/2 es el centro de la caja de simulacion) y la altura de la caja,
respectivamente. En general, se puede apreciar que la distribucién de potencial electrosta-
tico en cada sistema molecular representado para la HSP60, mantiene el mismo patron de
comportamiento que obsevado para los diferentes tiempos de la trayectoria en las Figuras
5.4)y[5.5} en donde hay una distribucién de potencial negativa en el centro del sistema
y conforme se dezplazada hacia la interface entre la distibucién de potencial electrostatico

entre la HSP60 y la HSP10 ésta varia hasta hacerse neutra.
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= 90.510 ns = 91.690 ns = 92.040 ns
= 92.220 ns = 95.040 ns = 96.020 ns
g) t = 96.470 ns )t = 96.600 ns )t = 97.720 ns
)t = 97.960 ns )t = 98.930 ns )t = 99.950 ns

Figura 5.5: Mapas de la distribucién del potencial electrostatico de largo alcance instantdnea del

sistema HSP60 en el plano YZ.
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Figura 5.6: Mapas de la distribucién de potencial electrostitico de largo alcance promedio para el

sistema HSP60 desde diferentes planos. La escala de valores para la distribucién de potencial elec-
trosatico de largo alcance se encuentra representada en unidades de Volts (V).
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Figura 5.7: Mapas de la distribucién de potencial electrostitico de largo alcance promedio para el
sistema HSP60-HSP10 desde diferentes planos.La escala de valores para la distribucién de potencial
electrosatico de largo alcance se encuentra representada en unidades de Volts (V).
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Figura 5.8: Mapas de la distribucién de potencial electrostético de largo alcance promedio para
el sistema HSP60-HSP10-CitC desde diferentes planos.La escala de valores para la distribucién de
potencial electrosatico de largo alcance se encuentra representada en unidades de Volts (V).
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= 90.540 ns = 91.730 ns = 92.350 ns
)t = 92.530 ns e) t = 93.460 ns f) t = 94.730 ns
g) t = 95410 ns )t = 96.280 ns )t = 97.510 ns
)t = 97.480 ns )t = 97.980 ns )t = 99.600 ns

Figura 5.9: Mapas de la distribucién del potencial electrostatico de largo alcance instantdnea de la
proteina cytC en el plano YZ.

42



RESULTADOS Y DISCUSION

Adicionalmente, se analiz6 por separado la distribucién de potencial electrostatico ins-
tantanea y promedio de CitC. El resultado puede observarse en la Figuras[5.9]y[5.10] Para esta
proteina, el patron de comportamiento de la distibucién de potencial electrostdtico de largo
alcance no difiere del observado en el sistema HSP60-HSP10-cytC, esto es, la distribucién de
potencial electrostédtico es mayormente positiva (region de color azul), donde la region de

potencial negativo (region de color rojo) corresponde al grupo caboxilo terminal (COO™).
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Figura 5.10: Mapas de la distribucién de potencial electrostético de largo alcance promedio para
CitC desde diferentes planos. La escala de valores para la distribucién de potencial electrosatico de
largo alcance se encuentra representada en unidades de Volts (V).
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Capitulo

Conclusiones

Las conclusiones mas importantes que se derivan de esta tesis pueden resumirse en los si-

guientes puntos:

= Se logro construir sistemas moleculares de estudio tutiles para representar los efectos

electrostaticos de largo alcance en el interior de la chaperonina HSP60.

= Se encontr6 que la estructura de chaperona HSP60 sola y la HSP60 en complejo con
HSP10 y la proteina del citocromo C alcanzan estados estructuralmente estables, sin
evidencia de que éstas ultimas alteren significamente el movimiento relativo de los 4to-

mos de la HSP60.

= Y, lo més relevante, se encontr6 que la distribucién espacial de V;,. en el interior de la
chaperonina HSP60-HSP10 es esencialmente invariante en el tiempo y, espacialmente,
no es aleatoria. Lo que parece indicar que la contribucién de la chaperonina es ejercer
un campo electrostético de largo alcance aproximadamente independiente en el tiem-
po. En consecuencia, parece factible simular el efecto de una chaperona a través de un

campo de fuerzas externo que reproduzca el patrén observado.
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Perspectivas

Una vez que tenemos la prueba de concepto de que el campo electrostatico de largo alcance,
Viec (en el interior de la cavidad de la chaperona) tiene un patrén que no es aleatorio y que

es invariante en el tiempo, planteamos las siguientes lineas posibles de investigacion.

» La forma de V., como funcién de las coordenadas espaciales, se podria representar
mediante alguna expansion de algiin conjunto de polinomios ortogonales. Para este
topico, se puede utilizar la malla de puntos que encontramos en esta tesis como puntos

de control para hallar los coeficientes de la expansion.

= Una vez se encuentre la expansion de Vi, ésta se puede anadir como un campo de
fuerzas externo a las simulaciones de dindmica molecular (DM). Al ser un campo ex-
terno, se espera que el costo computacional sea de O(N), donde N es el nimero de
atomos de la proteina que se pliega. Notese que no habria necesidad de incluir la cha-
perona en si (lo cual nos ahorraria mds de cien mil 4&tomos en las simulaciones). Esto
permitiria incrementar el tiempo de observacion, lo que a su vez, permitiria explorar

una region mayor de la superficie de energia de Gibbs de la proteina que se pliega.

= Si bien en este trabajo no se discuti6é explicitamente el hecho de que las proteinas se
pliegan dentro de la cavidad de la chaperona, esto se puede incluir en simulaciones de
DM removiendo las condiciones de frontera periodicas y reemplazdndolas por una pa-
red confinante. Esto nos ahorraria una cantidad importantisima de moléculas de sol-

vente (del orden de varios cientos de miles de &tomos), ya que sélo se requeriria afiadir
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las moléculas de solvente que cupiesen dentro de la pared confinante. Es altamente
posible que esta pared confinante ejerceria un efecto importante sobre la proteina que

se pliega.

La forma geométrica de la pared confinante podria ser simplemente un elipsoide, una
esfera o un cilindro. Sin embargo, idealmente podriamos ajustarla de manera que coin-
cida con la forma de la cavidad de la chaperona. De ser asi, se podria utilizar esta su-

perficie para ajustar mejor Viec.

Los puntos anteriores pueden implementarse en algian programa de DM, como Gro-
macs o LAMMPS, por lo que serian retos interesantes tanto corroborar el modelo que

proponemos como contribuir al desarrollo del software en si.

46



Apéndices

Apéndice A. Célculo, generacion de datos y representacion de

la electrostatica de largo alcance

Abajo se describe el conjunto de herramientas (genAndveragePME'y manipdx), disefiadas
a proposito, para el cdlculo, elaboraciéon de datos y representacion de la electrostatica en
una molecula de interés, que tienen como objetivo facilitar la configuracion y ejecucion de
célculos electrostéticos y, asi, ampliar la accesibilidad de su anadlisis. El esquema general de
trabajo adoptado puede verse representado en la Figura[6] Primero, genAndveragePME llama
aPDB2PQR [60], un programa que lee un archivo pdb y asocia un valor de carga a cada d&tomo,
basado en una biblioteca interna y un conjunto de pardmetros seleccionados por el usuario
y especificados a través de la interfaz de genAndveragePME. La salida de PDB2PQR consta
de un solo archivo: el archivo PQR, que es bdsicamente una version modificada de pdb, y el
cual serd utilizado por plug-in PMEpot de VMD [58]. En el siguiente paso, el plug-in PMEPot,
evalua la distribucion de potencial electrostatico en el espacio de la molecula, resolviendo el
término reciproco del método PME, en el que se integran los valores de las cargas parciales
asociadas con los d4tomos, y los valores del potencial se asignan a puntos de la cuadricula.
Este programa crea un archivo dx que tiene la informacion del potencial electrostéatico de
largo alcance en los puntos de la cuadricula; por defecto, el tamafio de la cuadricula esta

determinado por el tamafio de la molécula, mientras que su densidad puede ser definida
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por el usuario: una cuadricula més fina permite una mejor descripcion. En este punto, dado
que nos interesa obtener un campo promedio valido de los valores de potenciales calculados
por PMEpot sobre una muestra representativa, genAndveragePME, a través de una serie de
instrucciones especificadas, lee un conjunto de archivos dx, suma los valores del potencial
en cada punto de la cuadricula y los multiplica por el reciproco del niimero de archivos dx
considerados, a través de trazar un misma cuadricula con respecto al centro geométrico de
la molécula considerada (ver Figura[6.1). La salida de genAndveragePME consta de un solo
archivo: el archivo averagePME.dx que contiene el campo promedio fijado sobre el centro
geométrico de la molécula de interés. Finalmente, este nuevo conjunto de datos (archivo
averagePME.dx) puede pasarse a manipdx, un programa, también disefiado a propésito, que
permite manipular estos valores mediante un conjunto de operaciones aritméticas bésicas o
bien, interconvertir el formato del archivo dado para utilizarse en herramientas de graficos,

como GNUPLOT, que permita obtener una visulizacién interactiva y agradable al espectador.

X

Figura 6.1: Ejemplo de cuadricula de potencial para calcular el campo promedio de la distribucién
de largo alcance de una molécula de interés en genAndveragePME. Los vectores A, B,C y O definen
el largo, ancho y alto y el origen de la cuadricula de potencial, respectivamente. El vector G representa
el centro geométrico de la molécula considerada y f), la diferencia entre el vector O y G (5 - é), que
permite fijar la cuadricula de potencial a la misma distancia del centro geométrico de la molécula
independientemente del fotograma analizado.
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!
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Figura 6.2: Esquema general del proceso para el célculo, generacién de datos y representacién de
la distribucién de potencial electrostético de largo alcance con ayuda de los programas genAndve-
ragePME y manipdx disefiados a propoésito para realizar esta tarea (basado en [61]). Cada uno de
estas herramientas se encuentran en el servidor de computo TRANTOR disponible en el Laboratorio
de Fisicoquimica Teérica de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla.
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