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Resumen: Se realizaron simulaciones Monte Carlo para estudiar la estabilidad del cluster hidrofobico y del
esqueleto peptidico de una horquilla 3 ([-hairpin) de la proteina G de Streptococcus. El cluster hidrofobico
resulto inestable tanto en vacio como en solvente acuoso mientras que el patron de enlaces de hidrogeno
intracatenarios, analizado solo en vacio pero a diferentes temperaturas, demostré una importante
estabilidad. Los resultados de estas simulaciones de desestabilizacion de la horquilla nativa sugieren que, si
se evaluara el proceso de plegamiento de esta estructura, la estabilidad se conseguiria principalmente a
través de la formacion de los enlaces de hidrogeno intracatenarios, mientras que la formacion del cluster
hidrofobico quedaria en un plano complementario respecto al aporte de estabilidad. La mutacion de un
residuo por otro aun mds hidrofobico aumenta la estabilidad de dicho cluster.

Summary: In order to study the hydrophobic cluster and backbone stability of a (-hairpin of the G protein,
Monte Carlo simulations were performed. Both in vacuo and explicit solvent the hydrophobic cluster proved
to be unstable while the backbone hydrogen bond pattern (analized only in vacuo but at different
temperatures) showed significant stability. The results of simulations from the native structure suggest that
in the folding process of f-hairpin, stability is essentially achieved by formation of the backbone hydrogen
bonds while the formation of hydrophobic cluster only contribute in a complementary way to the system
stability. The mutation of a cluster residue for another even more hydrophobic increases the stability of the
cluster.
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proteina que tiene una estructura secundaria
determinada se separa de su polipéptido original
y se lo pone en solucién, aquel pierde su confor-
macioén secundaria nativa. Esta caracteristica
poco comun que ofrece la B-hairpin de la
proteina G ha motivado el estudio de las causas
de su estabilidad y de los mecanismos de

plegamiento que conducen a esta estructura
secundaria.

Los resultados experimentales, simulaciones de
Monte Carlo y de Dindmica Molecular y
modelos termodindmicos estadisticos, proponen
distintos mecanismos de plegamiento para la
estructura en estudio.
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Figura 1. Representacion quimica y estructural de la -
hairpin (figura tomada de Murioz et al (ref- 3)). Esta
formada por 16 residuos aminoacidicos, 4 de los cuales
(W43, Y45, F52 y V54) orientan sus cadenas laterales
hidrofobicas  hacia arriba del plano de la horquilla,
formando un cluster hidrofobico. Contiene ademas, siete
enlaces de hidrogeno intracatenarios.
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Algunos resultados sugieren que el primer paso
del mecanismo seria la formacion del cluster
hidrofobico a través de la formacion de un
intermediario hidrofobico (IH), mientras que los
enlaces de hidrégeno (enlaces de H) del
esqueleto peptidico se formarian en segunda
instancia®*>®’ (Fig. 2A).
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Figura 2. Representacion esquemdtica de los dos
posibles mecanismos A y B (ver texto). D: estado
desnaturalizado. IH: estado intermediario hidrofobico. N:
estado nativo. ET: estado de transicion.

En este mecanismo, la bibliografia suele
identificar tres interacciones hidrofobicas netas:
Y45 con F52, F52 con W43 y W43 con V54.
Otros resultados explican que en un primer
momento ocurriria la formacion de los enlaces
de H del quiebre de la horquilla, a lo que
seguiria la formacion del resto de los enlaces de
H y la estabilizacion final por formacion del
cluster hidrofobico®. En este segundo mecanis-
mo no habria intermediarios (Fig. 2B). No hay
acuerdo en la literatura sobre cual de estos dos
mecanismos es el dominante. En este trabajo,
como aporte teorico a esta cuestion, se estudia
cuan estable es el cluster hidrofébico, a través
de simulaciones Monte Carlo.

Método de calculo

Se ha considerado el péptido formado por los 16
residuos que se muestra en la figura 1, con el
agregado de terminadores Ace y Nme. Se
llevaron a cabo simulaciones con el método de
Metropolis Monte Carlo (MC) a temperaturas
de 300 y 400 K, que se extendieron en 10°
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pasos, y se colectaron datos cada 2.10° pasos. Se
utilizé el campo de fuerzas AMBER, desarro-
llado especialmente para proteinas y dacidos
nucleicos®. Para cada una de las estructuras
correspondientes a los ultimos 10 datos reco-
lectados, se realizO una optimizacion de
geometria usando el método de gradientes
conjugados. Dado que las estructuras optimi-
zadas son muy similares entre si, se tomd para
su evaluacion una estructura representativa de
cada decena, para cada simulacion. Para evaluar
el cambio conformacional de la horquilla se
realizd un seguimiento de la energia total del
sistema, de tres distancias representativas de la
separacion entre las cadenas laterales hidro-
fobicas (Fig. 3), de la conservacion de los
enlaces de hidrogeno intracatenarios y del
RMSD (Root Mean Square Distance), como
valor de comparacion entre las posiciones
atobmicas nativas y las posiciones obtenidas
luego de la simulacion y posterior optimizacion
de geometria.

Figura 3. Esquema de la horquilla donde se expone las
distancias evaluadas: dli, d2 y d3.

Resultados y discusion

Simulaciones en vacio

Simulacion 1: se permite movilidad a la
estructura completa y se ejecuta la simulacion a
T=300 K. Los resultados se exponen en la figura
4. Luego de un periodo de equilibracion, la
energia total queda estabilizada. Se observa un
incremento importante de d2 a lo largo de la
simulacion, mientras que d1 y d3 no muestran
cambios significativos. De la figura de super-
posicion, se puede observar que las cadenas
laterales de W43 y V54 se desplazaron en la
misma direccion, sugiriendo una tendencia al
desarme del cluster hidrofobico, que deja dos
cadenas laterales por un lado y dos por otro. Por

BAHIA BLANCA 2004 - 243


XP2200
   243- ANALES AFA Vol. 16                                                                                             BAHIA BLANCA 2004 - 243


otra parte, el valor RMSD entre todos los
dtomos del esqueleto peptidico (igual a 1,1 A) y
el patron de enlaces de H intracatenarios en la
estructura final obtenida permiten afirmar que el
esqueleto peptidico conserva su estructura
original de ldmina . En conclusion, mientras
que el cluster hidrofobico tiende a romperse, la
estructura de B-hairpin se conserva.
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Figura 4. Simulacion 1. A.: superposicion entre la
estructura nativa (negro) y una estructura representativa
de los resultados obtenidos (gris), alcanzada luego de la
simulacion y posterior optimizacion de geometria. Se
sefialan las distancias d2 nativa y d2 final. B: grdficas de
la variacion a lo largo de la simulacion MC, de d1, d2, d3
y energia total.

Simulacion 2: se permite movilidad a la
estructura completa y se ejecuta la simulacion a
T=400 K. Los resultados se exponen en la figura
5. Luego de un periodo de equilibracion, la
energia queda estabilizada. Las distancias d1, d2
y d3 exhiben mayor fluctuacion a lo largo de la
simulacion que la observada a 300 K, sin
revelar ninguna tendencia determinada en
ningun caso. El esqueleto se muestra estable,
con un valor RMSD=1,2 A y con la conser-
vacion de seis de los siete enlaces de H nativos.
En conclusion, el cluster hidrofobico no exhibe
cambios conformacionales significativos a pesar
de sufrir una gran fluctuacién, mientras que el
esqueleto conserva su estructura de B-hairpin, al
igual que en la simulacidon anterior. Resulta de
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singular importancia el efecto cooperativo que
ejercen entre si los enlaces de H intracatenarios,
ya que a una temperatura de 400 K (lejana de la
fisioldgica para esta proteina) era esperable la
desnaturalizacion de esta estructura.
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Figura 5. Simulacion 2. A.: superposicion entre la
estructura nativa (negro) y una estructura representativa
de los resultados obtenidos (gris), alcanzada luego de la
simulacion y posterior optimizacion de geometria. B:
graficas de la variacion a lo largo de la simulacion MC,
dedl, d2, d3 y energia total.

Simulaciones en solvente acuoso

Para estas simulaciones se construy6 un modelo
que consta de una semiesfera de 180 moléculas
de agua, cuya base es paralela al plano de la
horquilla, y bafia completamente a las cadenas
laterales del cluster hidrofobico. La confi-
guracion espacial para las moléculas explicitas
de agua fue tomada del modelo TIP3P’.

Simulacion 3: se permitié movilidad a lo largo
de la simulacién, a las cadenas laterales que
forman el cluster y a las 60 moléculas de agua
mas cercanas a estos grupos. El resto del
sistema (las moléculas de agua exteriores, el
esqueleto peptidico y las otras cadenas laterales)
se dejo fijo, ya que se quiere focalizar el estudio
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sobre la estabilidad del cluster hidrofobico, a-
demas de permitir que el problema sea computa-
cionalmente manejable. Una justificacion parcial
para dejar fijo el esqueleto es que las simulaciones
en vacio nos mostraron, a través de los pequefios
valores de RMSD, que el esqueleto peptidico
variaba muy poco con la temperatura. Los
resultados se exponen en la figura 6. La energia
total parece quedar estabilizada desde la segunda
mitad de la simulacion en adelante. Se observa
una variacion muy importante en la posicion de la
cadena lateral de F52, dando lugar a cambios
significativos en d1 y d2. La cadena lateral de Y45
parece quedar excluida del cluster de cadenas
laterales hidrofobicas; de hecho esta cadena lateral
es la menos hidrofobica de las cuatro. En conclu-
sion, el cluster hidrofébico, aun en presencia de
solvente acuoso, parece sufrir una reformulacion
conformacional, quedando formado por tres de las
cuatro cadenas laterales iniciales.
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Figura 6. Simulacion 3. A.: superposicion entre la
estructura nativa (negro) y una estructura representativa
de los resultados obtenidos (gris), alcanzada luego de la
simulacion y posterior optimizacion de geometria. Se
senialan las distancias d1 y d2, tanto nativas como finales.
Para una mejor visualizacion, el grdfico no muestra las
moléculas de agua. B: grdficas de la variacion a lo largo
de la simulacion MC, de dl, d2, d3 y energia total.

Simulacién 4: se construy6é un mutante de la j3-
hairpin, que consisti6 en el reemplazo del
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residuo Y45 por un residuo F (desde ahora,
F45). Se permitié6 movilidad a lo largo de la
simulacion, a las cadenas laterales que forman
el cluster y a las 60 moléculas de agua mas
cercanas a estos grupos. El resto del sistema
permanecid fijo. Los resultados se exponen en
la figura 7. La energia total, si bien permanece
estable durante la mayor parte de la simulacion,
se incrementa levemente en el Gltimo tramo. No
se observan cambios significativos en ninguna
de la tres distancias evaluadas. En conclusion, el
cluster hidrofoébico parece recobrar la esta-
bilidad inicial, luego de reemplazar Y45 por un
residuo de caracteristicas estructurales similares,
pero mucho més hidrofébico (F45).
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Figura 7. Simulacion 4. A.: superposicion entre la
estructura nativa (negro) y una estructura representativa
de los resultados obtenidos (gris), alcanzada luego de la
simulacion y posterior optimizacion de geometria. Para
una mejor visualizacion, el grdfico no muestra las
moléculas de agua. B: grdficas de la variacion a lo largo
de la simulacion MC, de d1, d2, d3 y energia total.

Conclusiones
En las simulaciones en vacio, tanto a 300 como

a 400 K, se observa una manifiesta estabilidad
del esqueleto peptidico, de los enlaces de H
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intracatenarios y, por consiguiente, de la es-
tructura de horquilla 3. La estabilidad del cluster
hidrofobico en vacio cambia dependiendo de la
temperatura de la simulacion. Este resultado era
esperable ya que en ausencia de agua no habria
motivos para esperar su conservacion en la
conformacion nativa.

En las simulaciones en solvente acuoso expli-
cito, el cluster nativo se manifiesta inestable. Al
realizar una mutacibn que aumenta su
hidrofobicidad el cluster aumenta su estabilidad.
Nuestros resultados sugieren que los enlaces de
H intracatenarios son mas dificiles de romper
que el cluster hidrofébico mismo. Los resul-
tados de las simulaciones en vacio y en solvente
acuoso permiten pensar que, si se estudiara el
proceso de plegamiento de la horquilla (es decir,
el proceso inverso al de estas simulaciones), la
barrera energética mas importante a superar la
constituiria la formacion de los enlaces de hi-
drégeno de la zona de quiebre y no la formacion
de un intermediaro hidrofobico (IH), apoyando
asi los resultados obtenidos en la referencia 3.
Por otra parte, la mayor estabilidad del cluster
conseguida a través de una mutacién que au-
menta su hidrofobicidad, y a que la mutacién
realizada es evolutivamente probable'’, sugieren
que este cambio de residuos podria ocurrir sin
pérdida de estructura nativa y quiza tampoco de
la funcion bioldgica de la horquilla.
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