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Analisis de la estabilidad del cluster hidrofobico de
una horquilla beta usando el método Monte Carlo
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RESUMERN: Utilizando el método de Monte Carlo se analizé la estabilidad del cluster hidrofébico de la horquilla beta de la proteina
G. Tanto en vacio como en presencia de solvente explicito el cluster hidrofébico resultd inestable, mientras que se mantuvo el
patron de enlaces de hidrégeno intracatenarios de fa horguilla (simulacién solo en vacio). Estos resultados sugieren que en el
proceso de plegamiento de 1a horquilla, la estabilidad viene dada principalmente por los enlaces de hidrégeno intracatenarios del
esqueleto peptidico y solo adicionaimente por la Tormacion del cluster hidrofobico. La mutacion de un residue por ofro ain mas
hidrofébico aumenta la estabilidad de dicho cluster.
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SUMMARY: Stability analysis of the hydrophobic cluster of a b-hairpin using monte carlo method. Nicastro, A'; Sferco, 5.J.".
Using Monte Carlo method, the hydrophobic cluster stability of a 3-hairpin of the protein G was analyzed. Both in vacuo and explicit
solvent the hydrophobic cluster proved to be unstable while it preserved its interstrand hydrogen bond pattern in the hairpin
(simulation only in vacuo). These results suggest that in the folding process of the hairpin, stability is essentially achieved by
formation of backbone hydrogen bonds and only in a complementary way by formation of the hydrophobic cluster. The mutation
in a cluster residue for another even more hydrophobic one increases the stability of the cluster.
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Introduccion

La estructura aminoacidica en estudio es la
segunda horquilla del dominio de unién a lg, de la
proteina G de Streptococcus (residuos 41 a 56) (Fig.
1}. El andlisis de tal estructura resulta de particular
interés, dada una caracteristica clave: cuando esta
horquilla beta es escindida del resto de la proteina,
conserva su conformacion nativa demostrando in-
dependencia en su estabilidad, respecto del resto de
la cadena polipeptidica (3, 4). Esta cualidad ha moti-
vado el plantec de diversos estudios, en funcion de
comprender dicha estabilidad. Los estudios realiza-
dos, con distintos enfoques metodoldgicos, indican
como una de |as razones fundamentales de este fe-
nomeno, la existencia de interacciones hidrofobicas
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efectivas, asignadas a las cadenas laterales aporta-
das por los residuos W43, Y45, F52 y V54 (Figs. 1y
2). Estas cadenas laterales estan por encima del pla-
no de la horquilla, enfrentadas, situadas en el tercio
central, mientras que practicamente todas las otras
cadenas laterales estan dirigidas hacia abajo del pla-
no de la horquilla {Fig. 1). Este ordenamiento que
normalmente excluye agua, aporta a la estabilidad
termodinamica del sistema completo, a través del
término entropico que tiene en cuenta los diferentes
estados microscopicos de las moléculas de solven-
te. De hecho, esta ganancia de entropia en el solven-
te, es lo que comlnmente se expresa a través de
interacciones hidrofébicas, en este caso, entre las
cadenas laterales de los residuos que constituyen el
cluster hidrofébico.

Figura 1: Representaciones quimica, estructural y esquematica de la horquilla beta en estudio, perteneciente a la
proteina G de Streptococcus (cddigo PDB (1): 2gb1). Figura tomada de Munoz et al (2).
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En estos estudios sobre estabilidad, se han rea-
lizado también anlisis cinéticos relativos al camino
de plegamiento de la horguilla. Sin embargo no hay
acuerdo en la literatura sobre el mecanismo domi-
nante, tal que la comprension de dicho mecanismo
es una cuestion adn abierta. Algunos trabajos indi-
can que, en un primer momento, tendria lugar la con-
solidacién de este cluster hidrofébico, y en segunda
instancia, se conformarian los enlaces de hidrogeno
intracatenarios de la horquilla (Fig. 1), para confor-
mar asi la estructura termodindmica mas estable.
Estos resultados fueron obtenidos utilizando méto-
dos mixtos de Dinamica molecular y Monte Carlo (5)
en presencia explicita de agua. Otrotrabajo, en cam-
bio, plantea el caso inverso: en un primer momento
ocurriria la formacion de los puentes de hidrogeno
desde el quiebre de la horquilla, lo que acercaria las
cadenas laterales hidrofdbicas e induciria la forma-
cién del cluster hidrofdbico. Estos resultados fueron
obtenidos a partir de un modelo termodinamico es-
tadistico (2). Finalmente, ofros estudios senalan un
proceso mixto, donde en un principio se formaria un
cluster hidrofdbico parcial (diferente segiin cada es-
tudio), seguido del cierre en “cremallera” hacia los
extremos por formacion de los puentes de hidroge-
no, y luego, un establecimiento definitivo de las
interacciones hidrofébicas del cluster otorgarian la
estabilidad final. Estos resultados fueron obtenidos a
través de calculos Monte Carlo (6) y de Dindmica
Molecular (7), ambos simulando el solvente en for-
ma implicita; asi como, resultados de Dindmica
Molecular en presencia de solvente explicito (8).

Objetivos

El presente trabajo se propone contribuir al co-
nocimiento ya acumulado sobre este sistema, atra-
vés de examinar |a estabilidad del cluster hidrofébico
a partir de la estructura nativa, en presencia de sol-
vente explicito e incluyendo el analisis de una muta-
cion especifica a fin de comparar resultados conun
cluster adn mas hidrofdbico.

Método de calculo
En nuestro trabajo hemos considerado el péptido

formado por los 16 residuos de la horquilla beta, con
terminadores acetilo (Ace) y N-metilamida (Nme)
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en sus terminales N y C respectivamente. Las simu-
laciones se llevaron a cabo con el método de
Metropolis Monte Carlo (MC)(9). Se trabajo a una
temperatura de simulacién constante de 300 K y se
especifico un porcentaje de aceptacion del orden del
50 %, que determina una movilidad méxima por dto-
moded__ = 0,05A. Las simulaciones se extendie-
ron en 10° pasos de MC y se colectaron datos cada
2.10° pasos. Al final de cada simulacion se efectud
una optimizacion de geometria (con el método de
gradientes conjugados) a fin de encontrar la geome-
tria del minimo local més cercano al dltimo paso de
la simulacion. Para el cdlculo de la energia total de la
molécula, se trabajo con el Campo de Fuerzas AMBER
(10). En cada caso se analizaron |a energia total de la
molécula y tres distancias representativas de las
interacciones hidrofébicas efectivas entre cadenas
laterales, durante la evolucion la simulaciony en la
estructurafinal optimizada (Fig. 2A y 2B).

Los atomos seleccionados para representar
estas distancias estdn indicados en la Fig. 2B. Estas
distancias son representativas de la separacion en-
tre las cadenas laterales que forman el cluster
hidrofobico. En condiciones nativas estas distancias
son:d1=4,00A d2=595Ayd3=4,38A Anali-
zando la variacién de estas distancias, tanto durante
la simulacion como en Ia estructura final optimizada,
podemos analizar |a estabilidad del cluster
hidrofébico. Todas las experiencias se ejecutaron con
el programa HyperChem, versioén 6.03.

Resultados y Discusion

Sistema horquilla beta en vacio

Afin de comprender en qué medida la estabili-
dad de la horquilla depende del solvente o de su
propia estructura interna, realizamos una primera
simulacion en vacio, permitiendo que toda la estruc-
tura se modifique durante el proceso. La Fig. 3 mues-
tra los resultados de la simulacion a 300 K para 10°
pasos de MC.

Se observa que las distancias d1 y d3 mues-
tran pequenas variaciones, conservandose estables
en el tltimo tramo de la simulacién. La distancia de
interaccion hidrofébica que se modificé de manera
relevante fue d2, que aparece como no estabilizada
atn. Un promedio del Gltimo tercio de la simulacion
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Figura 2: Representacidn esquematica (A) y estructural (B) de la horquilla beta nativa y de las distancias que se
analizan en este estudio. Las distancias nativas son: d1 = 4,00 A, d2 = 595 Ay d3 = 4,38 A,

Figura 3: Variacion de d1, d2, d3 y energia total respecto de los pasos de MC, para la simulacion en vacio, donde se
permite movilidad a la estructura completa. Los graficos de d1, d2 y d3 se dan en la misma escala, para facilitar la

comparacion visual.
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daun valor de 8,57 A, que se debe comparar con el
valor nativo de 5,95 A. El valor de d2 luego de la
optimizacion de geometria fue de 8,19 A, o que re-
presenta un aumento del 37,6% respecto a la distan-
cia nativa. Los valores de d1 y d3 luego de la
optimizacion de geometria fueron 4,73 Ay 4,00 A.,
respectivamente. Estas variaciones significan para
d1, un incremento del 18,2% respecto de su valor
nativo y para d3, una disminucion del 8,7% respecto
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a su valor nativo. Enla Fig. 3 también se observa que
la energia total promedio se estabiliza rapidamente
después de los primeros pasos de la simulacion. Al
efectuarse la optimizacion de geometria, la nueva
estructura baja considerablemente su energia, pero
mantiene las distancias d1, d2 y d3 con muy poca
variacion. La Fig. 4 muestra una superpaosicion entre
la horquilla nativa y la estructura final obtenida por
optimizacion de geometria luego de la simulacién,

Figura 4: Superposicion de la estructura nativa de la horquilla beta (de color negro), con el resultado de la simula-
cion en vacio y su posterior optimizacion de geometria, donde se permitié movilidad a la estructura completa (de
color gris). Solo se muestran los esqueletos y las cuatro cadenas laterales del cluster hidrofobico. La superposicion
se obtuvo minimizando la distancia RMS entre todos los dtomos del esqueleto de ambas horquillas. Se indica la
distancia d2 para el caso de la estructura nativa (d2 nativa) y para la estructura final optimizada (d2 final). Los dto-
mos a partir de los cuales se define d2, nativa y final, estan encerrados con un circulo.

Yas

Esta figura muestra que la estructura nativa no
se mantiene estable durante la simulacion. Se ob-
Serva una variacion del esqueleto, aunque sin pérdi-
da de |2 estructura de horquilla beta. La distancia raiz
cuadratica media (RMS) en |a superposicion de la
Fig. 4, calculada sobre todos los atomos del esque-
leto, es de solo 1,1 A. Més interesante aun, durante
los 10° pasos de simulacién y en la estructura final
optimizada, |a horquilla beta mantiene el patron de
enlaces de hidrdgeno intracatenarios mostrados en
la Fig. 1 para la horquilla nativa, resultado obtenido a
través del analisis con el criterio de Kabsch y Sander
(11). El mantenimiento de la estructura de horquilla
beta fue ademas confirmado a través del seguimien-

to de cuatro distancias seleccionadas, que van des-
de atomos de carbono alfa de una rama del esquele-
to dela horquilla hasta 4tomos de carbono alfade la
otra rama. No hubo variacién significativa en ningu-
na de estas cuatro distancias, confirmando que la
estructura de horquilla se mantiene. Por otra parte,
en lo que respecta a las cadenas laterales que con-
forman el cluster, la Fig. 4 muestra que el triptofano
(W43) y la valina (V54) desplazaron sus cadenas
laterales en la misma direccion, tal que la distancia
d3 entre ellos fue la que mostrd menor variacion. En
cambio, latirosina (Y45) y la fenilalanina (F52) mues-
tran una rotacion en sus cadenas laterales tal que la
distancia d1 entre ellas varié en 18,2 %. Sin embar-
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go, la distancia d2 fue la que mostro mayor variacion
(37,6 %, vease Fig. 3) y en Ia Fig. 4 se aprecia que
esta variacion es fundamentalmente debida al des-
plazamiento del grupo cadena lateral W43-cadena
lateral V54 y en menor medida a la rotacion de la
cadena |ateral de F52. Estos resultados sugieren una
tendencia segun la cual, de las cuatro cadenas late-
rales involucradas en el cluster, dos quedarian agru-
padas por un lado y dos por el otro. Esta desestabili-
zacion de la estructura que conduce al desarme, por
lo menos parcial, del cluster hidrofobico era un re-
sultado esperable, ya que en ausencia de solvente
acuoso, deja de contribuir a |a estabilidad termodi-
namica la ganancia de energia libre por incremento
de la entropia del solvente. Sin embargo, lo que no
era un resultado esperable es el mantenimiento del
patron de enlaces de hidrogenoa T = 300 K. No hay
ninguna razon a priori para que los mismos se man-
tengan aun en vacio. Este resultado nos permite infe-
rir que los enlaces de hidrogeno contribuirian a la
estabilidad de la horquilla beta quizas en mayor me-
dida que el cluster hidrofobico. Aunque este resulta-
do debiera confirmarse con una simulacién que in-
cluya solvente, donde se permita movilidad al siste-
ma completo; esto es, permitir el movimiento simul-
taneo de todos los atomos de Ia horquilla y de las
moléculas de solvente. Este calculo se encuentra
mas alld de nuestras capacidades computacionales,
por io que haremos algunas aproximaciones a fin de
incluir al solvente en forma explicita.

Dada la escasa variacion del esqueleto y el
mantenimiento del patron de enlaces de hidrogeno
durante la simulacion y en la estructura optimizada,
podemos pensar que, para nuestro propdsito de ana-
lizar la estabilidad del cluster hidrofobico, seria rele-
vante permitir solamente la evolucion de las cade-
nas laterales que forman dicho cluster y dejar “con-
gelado” el esqueleto durante la simulacion. Repeti-
mos entonces, la simulacion en vacio, pero permi-
tiendo movilidad solamente a las cuatro cadenas la-
terales de los residuos Y45, W43, F52 y V54 (que
forman el cluster hidrofébico), y dejando fijo el resto
de la estructura (esto es, el esqueleto pepetidico y el
resto de las cadenas laterales no involucradas en la
formacioén del cluster). Los resultados después de la
optimizacién de geometria fueron similares a los de
la simulacion anterior, dando una figura de superpo-
sicion que solamente acenta un poco més los des-
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plazamientos segun las mismas tendencias obteni-
das anteriormente. Este resultado confirma que se-
ria efectivamente innecesario, a los fines de analizar
la estabilidad del cluster hidrofdbico, considerar va-
riaciones en los dtomos del esqueleto peptidico. Ade-
mas, nos permitira realizar otras simulaciones que
de otra forma serian computacionalmente prohibiti-
vas. Por lo tanto, en las simulaciones que siguen,
solamente se permitira movilidad en los dtomos de
las cadenas laterales del cluster hidrofébico.

Sistema horquilla beta nativa en solvente
acuoso

Para analizar la estabilidad del cluster
hidrofobico en presencia de solvente, se han hecho
simulaciones en presencia de moléculas explicitas
de agua, permitiendo movilidad a las cadenas late-
rales que definen el cluster, asi como a una porcion
del solvente. Por razones computacionales, se dise-
1o un modelo de solvente explicito que consta de dos
semiesferas concéntricas, centradas en el &tomo de
carbono carbonilico del residuo T44, y de radios ta-
les que, aunque no enclerran a la horquilla completa,
si encierran al cluster hidrofdbico en forma comple-
ta. La semiesfera interna (o de reaccidn) esta cons-
tituida por un grupo de moléculas de agua madviles
(sometidas a la simulacion completa) y la externa (o
zona de reservorio) por un grupo de moléculas de
agua fijas. La semiesfera interior puede considerar-
se como la porcion de la esfera del mismo radio,
truncada en el plano de la horquilla y conformada por
50 moléculas de agua alrededor de las cadenas late-
rales de los residuos involucrados en el cluster de
interés. La zona de reservorio puede considerarse
como el cascaron esférico truncado que cubre com-
pletamente la semiesfera interior. De esta forma, las
125 moléculas de agua de la zona de reservorio ro-
dean completamente a las 50 moléculas de agua de
la zona de reaccidn, asi coma al cluster hidrofabico.
Resumiendo, las simulaciones MC se realizan so-
bre las cuatro cadenas laterales y todas las aguas de
la semiesfera interior. El resto de la horquilla beta,
asi como las moléculas de agua de la semiesfera
exterior, permanecen fijos durante la simulacion. To-
das las moléculas de agua utilizadas corresponden
almodelo de agua TIP3P (12).

Se analizo a continuacion, la estabilidad del clus-
ter hidrofobico en presencia de nuestro modelo de
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solvente explicito a partir de la estructura nativa,
monitoreando |a energia total y las distancias d1, d2
y d3, definidas anteriormente. La Fig. 5 muestra las
variaciones de estas cantidades durante la simula-
cion (10° pasos a 300 K). La distancia d3 es la que
presento menor variacion con respecto a la distan-
cia nativa. Su promedio en el Gltimo tramo de a si-
mulacién es de 4,61 A y luego de realizar la
optimizacion de geometria, el valor de d3 quedo es-
tablecido en 4,53 A, lo que significa un incremento de
3,4% respecto al valor nativo. La distancia d2 exhibe
una disminucién importante respecto de su valor
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nativo. En el Gltimo tramo de la simulacion d2 toma
un valor promedio de 3,91 A y luego de obtener la
estructura optimizada, este valor se ubicaen 4,11 A,
lo que equivale a una disminucion respecto de d2
nativa de 31%. Sin embargo, la mayor variacion fue
encontrada en la distancia d1. Esta distancia mues-
tra periodos intermedios de estabilizacion a lo largo
de la simulacion realizada. Un promedio tomado en
el dltimo tramo resulta en 8,67 Ay en la estructura
optimizada esta distancia se sitta en 8,48 A. Esto
significa un aumento del 112 % respecto de la situa-
cion nativa.

Figura 5: Variacion de d1, d2, d3 y Etot respecto de los pasos de MC, para la simulacion en solvente acuoso explici-
to de la horquilla beta nativa, donde se permitio mover las cadenas laterales del cluster hidrofobico y las moléculas de

agua de la semiesfera interna o de reaccion.
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Enla Fig. 5 también se observa que luego de un
periodo inicial, la energia total se eleva desde un
valor promedio en el tramo central de 237 Kcal/mol
hasta un valor de 265 Kcal/mol, promediado en el
(ltimo tramo. La posterior optimizacién de geome-
tria produce una importante disminucion de la ener-
gia total, sin modificarse sustancialmente ninguna
de las tres distancias evaluadas. La Fig. 6 muestra
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una superposicion entre la horquilla nativa y la es-
tructura optimizada posterior a la simulacion, donde
se observan en detalle los desplazamientos de las
cadenas laterales involucradas en el cluster
hidrofébico. Los desplazamientos de las cadenas
laterales de W43 y V54 generan la leve variacion de
la distancia d3. La cadena lateral de Y45 muestra
una ligera rotacion que altera muy poco (1 A) la
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posicion nativa del atomo del anillo a partir del cual
se define Ia distancia d1. El desplazamiento mas
importante que se observa en esta figura es el dela
cadena lateral de F52, que ocurre en el sentido de
acercarse a las cadenas laterales de W43 y V54, y
de alejarse de la cadena lateral de Y45. Este despla-
zamiento deriva, de acuerdo a la estructura final
optimizada, en una disminucion apreciable de |a dis-
tancia d2, de un 31%, en simultdneo con un aumento
muy significativo de d1, en un 112 %. Esta ruptura
parcial del cluster hidrofobico queda evidenciada por
la formacion de un enlace de hidrégeno entre el gru-
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po hidroxilo (que roté apreciablemente) del residuo
Y45 y el oxigeno de una molécula de agua cercana.
La disminucidn de la distancia d2, el aumento de la
distancia d1 y la formacion de un enlace de hidroge-
no de la cadena lateral de Y45 con el solvente, sugie-
ren que el cluster hidrofabico sufre un ajuste en su
constitucion, quedando ahora formado basicamente
por las cadenas laterales de W43, F52 y V54 y en
menor medida por la cadena lateral de Y45 (Fig. 6).
La separacion de la cadena lateral de Y45 resulta en
parte esperable ya que, de los cuatro residuos que
constituyen el cluster hidrofobico, el Y45 es el me-
nos hidrofobico de todos ellos (13).

Figura 6: Superposicion enlre la estructura nativa de |a horquilla beta (de calor negro), con el resultado de la simula-
cion en solvente acuoso explicito y su posterior optimizacion de geometria (de color gris). Se partid de la estructura
nativa y se permitio la movilidad de las cadenas laterales del cluster hidrofdbico y de las moléculas de agua de la
semiesfera interna. Se indican las distancias d1 y d2 para el caso de la estructura nativa (d1 nativa y d2 nativa) y para
la estructura final optimizada (d1 final y d2 final). Los atomos a partir de los cuales se definen d1 y d2, nativo y final,
estdn encerrados con un circulo. El solvente ha sido eliminado de la imagen para mejorar la comparacion visual. Los
puntos de coincidencia elegidos para la superposicion fueron todos los dtomos del esqueleto.

Para comparar estos resuitados con los obte-
nidos anteriormente, recordemos que en la simula-
cion realizada en vacio, el cluster hidrofdbico resultd
inestable. La presente simulacion reveld también
cierta inestabilidad adn cuando se llevé a cabo en
condiciones de solvente acuoso explicito. Dicha ines-
tabilidad se pone de manifiesto en el desplazamiento
de la cadena lateral de F52 que, por una parte se
acerca a las cadenas laterales de W43 y V54 refor-
zando el cluster hidrofdbico, pero por ofra deja muy
alejada a la cadena lateral de Y45, debilitando, en
este sentido, dicho cluster. La evidente inestabilidad

estructural del cluster hidrofébico adn en presencia
de Solvente explicito nos permite inferir nuevamente
que, si estudiaramos el proceso de plegamiento, la
formacion del cluster hidrofabico seria la contribu-
cion final a |a estabilidad de la horquilla beta.

Sistema horquilla beta mutante en solvente acuoso

Alos efectos de reforzar la estabilidad del clus-
ter hidrofobico en presencia explicita de agua, pro-
ponemos mutar el residuo menos hidrofobico (Y45)
por un residuo de fenilalanina (que indicaremos como
F45) de cardcter netamente hidrofdbico y
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estructuralmente similar a la tirosina (13). La cade-
na lateral de F45 se ubicd con la misma orientacion
que el residuo nativo Y45. Se analizd |a estabilidad
de esta variante del cluster hidrofabico, a través de
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las distancias d1, d2 y d3, cuyas definiciones no se
alteran por la mutacién (Fig. 2B). La Fig. 7 llustra los
resultados de la simulacion a 300 K durante |os 108
pasos de MC.

Figura 7: Varfacion de d1, d2, d3 y Etot respecto de los pasos de MC, para la simulacion en solvente acuoso explici-
to de la horquilla beta mutada (F en lugar de Y45), donde se permitio movilidad a las cadenas laterales del cluster
hidrofabico y a las moléculas de agua de fa semiesfera interna o de reaccion.
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Se observa que, en general, las distancias no
sufren grandes cambios. La distancia d1 tiene un
valor promedio en el Gltimo tramo de la simulacion
de 5,06 A que, luego de realizar la optimizacion de
geometria, se fijaen 5,11 A, lo que significa un incre-
mento del 28,7% respecto de su valor nativo. d2
promedia en el Gitimo tramo un valor de 4,78 A que,
para la estructura optimizada termina en 5,04 A, esto
es, una disminucion del 15 % respecto de su valor
nativo. La distancia que menas se modifico fue d3:
su promedio en el (ltimo tramo de la simulacion fus
de 4,74 A, valor que asciende a 4,85 A despuss de la
optimizacion, lo que significa unincremento del 10%
respecto de su valor nativo. También se observa en
la Fig. 7 que, luego de un periodo inicial, el valor
promedio en la regidn central de la energia total es
de 264 Kcal/mol, aunque al finalde la simulacion,
este valor crece hasta 300 Kcal/mol. La estructura
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optimizada muestra una importante disminucion en
|a energia total, aunque este cambio no es acompa-
fiado por cambios en las distancias d1, d2 y/o d3,
respecto de las promediadas al terminar la simula-
cion. La Fig. 8 muestra |a superposicion de la hor-
quilla beta nativa con el resultado de la estructura
optimizada posterior a la simulacion.

Se observa que la variacion de d1 responde
principalmente a la rotacidn del anillo bencénico de
la cadena lateral de F45 (mutacién) y, en menor me-
dida, a la rotacion del anillo de la cadena lateral de
F52, mientras que la variacion de d2 estd generada
por una ligera aproximacion de la cadena lateral de
W43 sobre la cadena lateral de F52. El aumento de d1
enun 28,7 % no implica una separacion de la cadena
lateral de F45 (mutante) hacia afuera del cluster
hidrofdbico. Su cadena lateral simplemente rota pro-
duciendo el aumento en d1. De hecho, podia espe-
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Figura 8: Superposicion entre |a estructura nativa de la horquilla beta (de color negro), con el resultado de la simula-
cion en solvente acuoso explicito y su posterior optimizacion de geometria, donde se partio de la estructura mutada
y se permitio la movilidad de las cadenas laterales del cluster hidrofobico y de las moléculas de agua de la semiesfera
interna (de color gris). El solvente ha sido eliminado de la imagen para mejorar la comparacion visual. Los puntos de
coincidencia elegidos para la superposicion fueron todos los dtomos del esqueleto.

rarse una rotacion de este anillo ya que, al no formar
enlaces de hidrogeno con el agua, tendria mayor li-
bertad para reubicar su posicion en el cluster. Estos
resultados muestran que, basicamente, el cluster
hidrofébico mutado se conserva respecto del nativo.
En la simulacién en solvente acuoso donde se partio
de la estructura nativa y se movieron solo las cade-
nas laterales del cluster hidrofobico (Figs. 5y 6) los
resultados mostraron una ruptura parcial del cluster,
evidenciada por la separacion entre las cadenas la-
terales de Y45 y de F52, y por la formacion de un
enlace de hidrogeno entre |a cadena lateral de Y45 y
una molécula de agua cercana. Al comparar la Fig. 8
(horquilla con cluster mutante) con la Fig. 6 (horqui-
Ila con cluster nativo) se puede observar que la dife-
rencia mas significativa estd en la posicion final adop-
tada por la cadena lateral de F52. En la horquilla con
cluster nativo, esta dltima termina formando un clus-
ter hidrofobico con W43 y V54. Mientras que en la
horquilla con cluster mutado, queda reforzada la for-
macion del cluster por los cuatro residuos origina-
les. Si bien los resultados que obtuvimos dependen
ciertamente del modelo de solvente elegido y de las
movilidades permitidas en la simulacién, creemos
que expresan una tendencia correcta. Esto es, la
mayor hidrofobicidad del residuo mutante (respecto
del residuo native) determina una mayor estabilidad
del cluster hidrofobico que la obtenida aun con los
residuos nativos. Este resultado nos permite inferir

que la mutacion analizada en Ia horquilla beta podria
ser estable en la naturaleza. Esto era en parte
esperable, tal como también se infiere de los valores
de la matriz de probabilidad de mutacion PAM1 (9).

Conclusiones

A través de simulaciones con el método de
Monte Carlo en 10° pasos y a 300 K, realizadas en
vacioy con solvente explicito, se exploro el espacio
conformacional de la estructura de la segunda hor-
quilla beta de la proteina G, enfatizando el analisis en
la estabilidad del cluster hidrofobico formado por las
cadenas laterales de los residuos Y45, W43, F52y
V54,

En la simulacién en vacio donde se permitio
movilidad a la estructura completa se observo que el
patron de enlaces de hidrégeno intracatenarios no se
altero respecto a Ia horquilla nativa, mientras que el
cluster hidrofobico experimentd variaciones que ten-
dian a debilitarlo. Cuando se agregd solvente explici-
toy se “congeld” el esqueleto peptidico (asi como el
resto de las cadenas laterales no involucradas en el
cluster) también se observé un debilitamiento del
cluster hidrofabico al quedar separada la cadena la-
teral de Y45 del resto de las cadenas laterales y
simultdneamente un refuerzo de dicho cluster al dis-
minuir las distancias entre las cadenas laterales de
F52, W43 y V54. La simulacién del mutante en sol-
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vente explicito reveld una mayor conservacion del
cluster hidrofobico mutado respecto del cluster
hidrofébico nativo.

Los resultados de las simulaciones del siste-
ma nativo demuestran una manifiesta inestabilidad
del cluster hidrofébico nativo, ain en condiciones de
solvente acuoso explicito. Tal inestabilidad permite
pensar que, si se estudiara el proceso de plegamien-
to, la formacion del cluster podria no constituir la
barrera energética principal en camino de la conso-
lidacion de la estructura secundaria de la horquilla
beta. Por otra parte, la conservacion del patron de
enlaces de hidrégeno intracatenarios, en la simula-
cion en vacio pero donde se permitid movilidad a
todos los atomos de la herquilla, sugiere también
que serfan ellos los responsables primarios de la
estabilidad de la horquilla. Dicha estabilidad se veria
incrementada por la formacion adicional del cluster
hidrofdbico. De esta forma, nuestros resultados apo-
yan las conclusiones de |a Ref. 2, en lo que respecta
a las contribuciones relativas de los factores que
afectan a la estabilidad final de la horquilla.

Ademds, la mayor estabilidad estructural del
cluster hidrofébico mutado y su tendencia a conser-
var la posicion de las cadenas laterales segin la
orientacion del cluster nativo, demuestra que en la
naturaleza, una mutacion de este tipo podria ocurrir,
aparentemente sin pérdida de la estructura secunda-
ria (y quizas de la funcionalidad) de la horquilla ana-
lizada.
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