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Simulaciones con el método de Monte Carlo para
estudiar la estabilidad de factores estructurales de
una horquilla B
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RESUMEN: Se estudid la estabilidad de una horquilla p de I2 proteina G de estreptococo, a través de simulaciones Monte Carlo
en vacio y usando AMBERS6. Estos resultados, en conjunto con los de trabajos anteriores, sugieren que los enlaces de H
intracatenarios de la horquilla  son mas estables que su cluster hidrofébico, e indican que el primer elemento en formarse en el
proceso de plegamiento seria el patrdn de enlaces de H mientras que el cluster hidrofdbico se formaria tardiamente, aportando de
manera complementaria a Ia estabilidad del sistema. De los resultados de una simulacion mutando el residuo nativo de Valina por
uno de Glicina, se observa que el cluster hidrofdbico se desestabiliza, indicando que el residuo de Valina podria jugar un papel
relevante en |a estabilidad del mencionado cluster. A partir de la coincidencia cualitativa entre nuestros resultados y los de Yoda
et al. (2004, Chem. Phys. 307, 269-283), se remarca la importancia de elegir un campo de fuerzas en particular, sobre los
resultados de las simulaciones.
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SUMMARY: Simulations with the Monte Carlo method to study the stability of structural tactors of a f-hairpin. Nicastro, A.;
Sferco, S.J.. The stability of a [-hairpin of the streptococcal protein G was studied, performing vacuum simulations with Monte
Carlo method and AMBERS6 force field. These results together with those of previous works suggest that the interstrand H-bonds
of the [-hairpin are more stable than its hydrophobic cluster, and indicate that, if we observe the folding process, the first event
could be the interstrand H-bonds formation, while the hydrophobic cluster would contribute in a complementary way to the system
stability. From results of a mutant (3-hairpin simulation, where the Valine residue was replaced with Glycine one, we observe that
the hydrophaobic cluster turns unstable, which indicates that the Valine residue could be important in order to stabilize this cluster.
The qualitative coincidence between our results and those of Yoda et al. (2004, Chem. Phys. 307, 269-283) stresses the
importance of the particular force field selected for the calculations, in obtaining simulation results.
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Introduccidn

El objeto en estudio de este trabajo es la segun-
da horquilla (3 del dominio de uni6n a lg, de la protei-
na G de estreptococo. Esta horquilla esta formada
por 16 residuos (Fig. 1) y es el extremo C de la protei-
na G mencionada (56 residuos). Esta horquilla B pre-
senta una caracteristica clave: resulta estable en
solucién acuosa, adn luego de ser escindida de la
proteina original (1). Este mismo trabajo, basado en
experiencias de NMR (resonancia magnética nu-
clear), también revela que los otros dos segmentos
de la misma proteina, que farman cada uno estructu-
ras secundarias diferentes (una primera horquilla 8
y una hélice tipo o), no son estables luego de sufrir el
mismo proceso de separacion de la proteina G. Asi,
elinterés que ha suscitado el andlisis de esta sequn-
da horquilla B se relaciona con el estudio de eventos
tempranos del plegamiento: la formacion de esta hor-
quilla podria ser uno de los primeros pasos en orden
de alcanzar la estructura terciaria de |a proteina G
del estreptococo (1).

Los estudios realizados a posteriori, tanto ex-
perimentales como tedricos, han coincidide en que
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la estabilidad de la horquilla {3 estaria dada por la
presencia de dos factores estructurales. Ellos son, el
patron de enlaces de H intracatenarios y un cluster
hidrofabico formado por cuatro cadenas laterales (de
W43, Y45, F52 y V54) orientadas hacia el mismo
lado respecto del plano de la horquilla (Fig. 1). Sin
embargo no coinciden en el orden en que estos fac-
tores estructurales tendrfan lugar en el plegamiento
de la horquilla. Mufoz et al. (2,3) han encontrado, a
través de experiencias de FRET (transferencia de
energia resonante por fluorescencia) en combina-
cion con un modelo estadistico, que el proceso de
plegamiento de la horquilla B sigue un mecanismo
de dos estados, donde en el estado de transicion
estarian formados los enlaces de H de la region del
giro de la horquilla. Bajo este esquema, en el primer
momento del plegamiento se formaria el patron de
enlaces de H intracatenarios, mientras que en se-
gunda instancia se formarfa el cluster hidrofébico
mencionado. Kobayashi et al. (4), por otra parte, de-
mostraron, también usando NMR, que algunas
interacciones entre las cadenas laterales de la re-
gion del giro sonimportantes para la estabilidad de
la horquilla .

Figura 1. A) Vista lateral de la estructura nativa de la segunda horquilla 5 de la proteina G de estreptococo (16 resi-
duos). Vista superior de la misma estructura, donde ademas se esquematizan los enlaces de H iniracatenarios en
patrén de lamina . En ambas figuras se muestra inicamente el esqueleto peptidico asi como las cadenas laterales
que conforman el cluster hidrofdbico (W43, Y45, F52 y VV54). La estructura fue tomada de PDB, cadigo: 2gb1.
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Existe en la literatura una gran variedad de tra-
bajos tedricos, tendientes a explorar el espacio
conformacional de esta molécula, que ejecutan si-
mulaciones con diferentes algoritmaos de muestreo,
tales como Dindmica Molecular (5-8), Mante Carlo
(9-11) y métodos mixtos usando Intercambio de Ré-
plicas (12,13). También se usaron diferentes mode-
los de solvente implicito (6-8) y modelos de solvente
acuoso explicito (5,10-13); asi como diferentes con-
formaciones de partida de las simulaciones: estruc-
{ura nativa de la horquilla o estructuras desnaturali-
zadas. Finalmente, estos estudios han utilizado dife-
rentes campos de fuerzas: OPLS (6), OPLS-AA (13),
AMBER94 (12), AMBERS6 (10,11) y CHARMM19
(5,8). Todas estos trabajos concuerdan con la infor-
macion experimental, en que se requiere de la pre-
sencia de los dos factores estructurales menciona-
dos para dar estabilidad a la horquilla §, pero no
concuerdan, ni con los trabajos experimentales ni
entre si, en la secuencia con que estos eventos ocu-
rren en el mecanismo de plegamiento.

Otro punto de discusion es el rol que juega el
residuo de Valina (V54, véase Fig. 1) en |a estabili-
dad del cluster hidrofabico. Kobayashi et al. (4) se-
fialan, a través del estudio de mutantes de la horqui-
lla B, que la cadena lateral de V54 no participaria de
manera relevante en la conformacion de la estructu-
ra del mencionado cluster. Resultados de simulacio-
nes hechas por Pande ef a/. (5) acuerdan con este
resultado.

En trabajos anteriores hemos realizado simu-
laciones Monte Carlo de la horquilla 3, en condicio-
nes de vacio y de solvente acuoso explicito (10,11).
Las simulaciones en vacio se realizaron a 300K (10)
ya400K (11) y todas partieron desde la estructura y
secuencia nativas de la horquilla. Las simulaciones
en solvente acuoso se realizaron a 300 Ky partieron,
en un caso, desde la estructura nativa (conforma-
cion y secuencia), y en otro, desde una estructura
mutante donde se reemplazo el residuo nativo de
Tirosina por un residuo de Fenilalanina (10). En este
trabajo se realizan nuevas simulaciones en vacio
con la finalidad de estudiar la estabilidad de los enla-
ces de H intracatenarios a temperaturas superiores
alas ya evaluadas. Asimismo se realiza una simula-
cion en solvente acuoso explicito de una mutante de
la horquilla f en la posicion de la Valina, a fin de
estudiar su importancia en la formacion del cluster

hidrofobico. Finalmente, se realiza una comparacion
de nuestros resultados con los obtenidos en el re-
ciente trabajo de Yoda et al. (14), donde se pone de
manifiesto la dependencia de los resultados obteni-
dos, con el campo de fuerzas utilizado.

Objetivos

— Estudiar 1a estabilidad del patron de enlaces
de H de la horquilla B, a través de simulaciones en
vacio a altas temperaturas.

— Discutir la importancia del residuo de Valina
en la conformacion del cluster hidrofdbico.

— Discutir la relevancia que tiene, en los resul-
tados obtenidos, el uso de un campo de fuerzas en
particular, comparando nuestros resultados con los
obtenidos recientemente por Yoda et al. (14).

Métado de calculo

Con el abjeto de eliminar el efecto de |2 carga
en los extremos de |a horquilla B, se acoplaron los
terminadores Ace y Nme a los extremos Ny C res-
pectivamente, quedando definida la secuencia en
estudio como: Ace-GEWTYDDATKTFTVTE-Nme. Las
simulaciones se llevaron a cabo con el método de
Metropolis Monte Carlo (MC) utilizando el campo de
fuerzas AMBER96. Se extendieron en 10° pasos y se
recolectaron datos cada 2x10° pasos. Se definio una
movilidad maxima para los atomos de 0,05 A, lo que
determind una tasa de aceptacion de conformacio-
nes del 50%. Para cada simulacion se realizaron
optimizaciones de geometria de los Ultimos 2x10¢
pasos y se compararon estas estructuras minimiza-
das entre si a través del RMSD (Root Mean Square
Distance), concluyendo que basicamente se obtiene
la misma estructura optimizada. El resultado que se
toma para analizar en cada simulacion, es la estruc-
tura optimizada final.

Las simulaciones en vacio se realizaron, en un
caso, a temperatura constante de 500 K y en otro
c¢aso, segln un enfriamiento gradual desde 500 K
hasta 300 K. La conformacion de partida de la simu-
lacion a temperatura constante de 500 K fue la es-
tructura nativa (obtenida de PDB, c6digo: 2gb1), mien-
tras que la simulacién de enfriamiento desde 500K a
300 K continu6 la simulacion de temperatura cons-
tante anterior, partiendo desde su resultado. En am-
bas simulaciones se permitié movilidad a la estruc-
tura completa de la horquilla 3. Para estudiar la con-
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servacion de la conformacién nativa y del patron de
enlaces de H del péptido, se calculd el RMSD entre
la estructura resultante y la estructura nativa y se
observe la presencia de los enlaces de H a través
del criterio de Kabsch y Sander (15).

La simulacion en solvente acuoso explicito se
realizo a temperatura constante de 300 Ky la estruc-
tura de partida fue la conformacion nativa de la hor-
quilla 3 donde se reemplazé el residuo nativo de
Valina por un residuo de Glicina. Esta simulacion
complementa otras realizadas y presentadas en pu-
blicaciones anteriores (10,11) donde en todos los
€asos se permitio movilidad anicamente a las cade-
nas laterales del cluster hidrofébico asi como a
moléculas de agua cercanas a estas cadenas latera-
les (ver mas abajo, modelo de solvente). Esta res-
triccién en la movilidad del esqueleto de la horquilla
y de las demas cadenas laterales se fundamenta en
los resultados obtenidos en vacio (tanto los que se
presentan en este trabajo como los de los trabajos
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anteriores (10,11)), que indican que el esqueleto per-
manece muy estable a 300 K. Las variaciones en el
cluster hidrofébico mutante se estudiaron a través
del andlisis de distancias entre atomos de las cade-
nas laterales. En particular, se estudio la distancia
entre un dtomo de Y45 y un dtomo de F52 (d1), cuyo
valor nativo es 4,00 A, y la distancia entre un atomo
de F52 y un dtomo de W43 (d2), cuyo valor nativo es
5,95 A. El modelo de solvente acuoso utilizado en
esta simulacion se muestraenlaFig. 2. Consta de
180 moléculas de agua, distribuidas en una semies-
fera interna (o de reaccion) de 60 moléculas y una
capa (o zona de reservorio) que recubre la semiesfe-
ra anterior, de 120 moléculas. Las 60 moléculas de
agua pertenecientes a la semiesfera de reaccion son
las que tienen movilidad, junto con las cadenas late-
rales del cluster hidrofdbico. Las moléculas de agua
del modelo se tomaron de la distribucion TIP3P (16).

Todas las simulaciones fueron realizadas con
el programa HyperChem 6.03.

Figura 2: Modelo semiesférico de 180 moléculas de agua utilizado en este trabajo. La horquilla B se presenta en

color escuro.
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Resultados y discusion

Simulaciones en vacio

Con el objeto de poner a prueba la estabilidad
de los enlaces de H del esqueleto peptidico de la
horquilla (3, se realizd una simulacion a 500 K en
vacio, donde se permitié movilidad a la estructura
completa. Esta simulacion da continuidad a estudios
anteriores, donde se ejecutaron simulaciones en vacio
a300K (10) ya400K (11). La Fig. 3 muestra una
superposicion entre la estructura de partida (nativa)
y el resultado de la simulacion, con la posterior
optimizacion de geometria. El valor de RMSD entre

la estructura nativa y el resultado de la simulacién
envacioa500 K es de 2,1 A, De los siete enlaces de
H nativos, los tres mas alejados de la region del giro
se perdieron a lo largo de los 10° pasos de MC. Los
valores de RMSD para las simulaciones en vacio a
300Kya400Kfueronde1,1 A (10)yde1,2A(11),
respectivamente. La comparacion entre estos tres
valores de RMSD y la pérdida de ires enlaces de H
muestran la importante desestabilizacion obtenida
con esta simulacion en vacio a 500 K. No obstante
cabe destacar que ain buena parte de la estructura
de horquilla 8 se conserva: Ia region cercana al giro
de la horquilla y el giro mismo parecen ser muy
estables.

Figura 3. Superposicion entre la estructura nativa de la horquilla 3 (negro) y el resultado de la simulacion en vacio a
500 K, con su posterior optimizacion de geometria (gris). Se partio de la estructura nativa y se permitié movilidad a la
estructura completa de la horquilla. Los puntos de coincidencia para superponer las estructuras fueron los dtomos

del esqueleto.

Afin de establecer con mayor detalle la estabi-
lidad de los enlaces de H que se perdieron en la
simulacion anterior, se realizé una simulacion de
enfriamiento gradual desde 500 K a 300 K, donde se
partid desde la estructura resultante de la simula-
cién a 500 K. Una superposicion entre el resultado de
esta simulacion (con su posterior optimizacion de
geometria) y a estructura nativa se muestra en la
Fig. 4. El valor de RMSD entre la estructura nativa y
el resultado de la simulacion en vacio de enfriamien-

toes de 1,8 A, reflejando, respecto del valorde 2,1 A
del que se parti6, una tendencia a recuperar el esta-
do nativo a través del descenso de la temperatura.
De los tres enlaces de H perdidos en la simulacién a
500 K, dos fueron recuperados. En el momento en
que la simulacién alcanza los 480 K, el quinto enlace
de H (siempre contando desde el giro) empieza a ser
recuperado. Con el correr de 1a simulacion se recu-
pera el sexto enlace, quedando sin restablecerse en
el resultado final, solo el séptimo enlace de H, el de
las puntas de la horquilla.
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Las simulaciones anteriores mostraron que a
300 K no se perdia ninguno de los siete enlaces de H
nativos (10), mientras que a 400 K se perdia solo uno
de ellos (11). De los resultados obtenidos en todas
estas simulaciones en vacio (300K, 400K, 500K y
enfriamiento gradual desde 500 K a 300 K) es razo-
nable pensar que el patrén de enlaces H de la horqui-
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lla resulta muy estable en ausencia de soivente acuo-
so explicito. Estos resultados difieren de los obteni-
dos por Garcia et al. (12), donde se muestra que el
segundo enlace de H contando desde el giro, s poco
estable en todo el rango de temperatura estudiado
por estos autores (275 K a 525 K). Cabe aclarar, no
obstante, que las simulaciones de Garcia et al. fue-
ron realizadas en solvente acuoso explicito (12).

Figura 4. Superposicion entre 1a estructura nativa de la horquilla § (negro) y el resultado de la simulacion en vacio de
enfriamiento (500 K a 300 K) con su posterior optimizacion de geometria (gris). En ambas figuras se muestra dnica-
mente el esquelelo peptidico asi como las cadenas laterales que conforman el cluster hidrofobico (W43, Y45, F52 y

V54). La estructura fue tomada de PDB, cddigo: 2gb.

Y 4s

Los resultados en vacio deben analizarse, sin
embargo, a la luz de los resultados de las simulacio-
nes en solvente acuoso realizadas anteriormente
(donde se usé el mismo modelo semiesférico aqui
descripto) (10). Estos resultados nos habian revela-
do que el cluster hidrofdbico era inestable. El resulta-
do de una primer simulacién cuyo sistema inicial fue
la horquilla (3 nativa mostrd que, bajo nuestras con-
diciones de simulacion, el cluster hidrofobico perdia
su conformacion nativa, quedando aislada una de
las cadenas laterales que conformaban este cluster
(10). El resultado de una segunda simulacion en la
que se reemplazo el residuo nativo de Tirosina por
un residuo de Fenilalanina (mucho mas hidrofébico
(17) pero estructuralmente similar que el residuo
nativo) mostrd que al aumentar la hidrofobicidad del
cluster, éste mantenia su conformacion nativa (10).
Estos resultados en solvente acuoso explicito mas

iy

los resultados en vacio (tanto de los trabajos citados
enlas Refs. 10y 11 como del trabajo actual) indican
que ala temperatura de 300 K el patron de enlaces de
H del esqueleto peptidico seria mas estable que la
estructura nativa del cluster hidrofobico.

En lo que respecta a las simulaciones en vacio
exclusivamente, el cluster hidrofébico exhibio fluc-
tuaciones crecientes de acuerdo a la temperatura de
simulacion, aunque en ausencia de solvente acuoso
(explicito o implicito) no es esperable que éste con-
serve su conformacion nativa.

Simulacion en solvente acuoso: mutante V54/G54

A fin de estudiar la importancia del residuo de
Valina en la constitucion del cluster hidrofobico, se
realizd una simulacion a partir de una estructura
mutante de la horquilla B, donde se reemplazo el
residuo nativo de Valina por un residuo de Glicina. La
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Fig. 5 muestra la evolucion de esta simulacian. En
esta figura se observa que la distancia d1 permane-
ce aproximadamente constante, mientras que la dis-
tancia d2 sufre un incremento en el primer cuarto de

la simulacion, quedando estable en estos valores
superiores a [0s nativos. Luego de la optimizacion de
geometria, d1 muestra unincremento de 15,25% res-
pecto de su valor nativo, mientras que d2 muestra un
incremento de 55,10% respecto de su valor nativo.

Figura 5. Variacion de d1 y d2 respecto de los pasos de MC, para la simulacion a 300 K de |a estructura mutante de
la horquilla 3, donde se reemplazo el residuo nativo de Valina por un residuo de Glicina y se permitié movilidad solo a
las cadenas laterales del cluster hidrofébico asi como a las moléculas de agua de la semiesfera de reaccion.
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La Fig. 6 muestra |a superposicion entre el re-
sultado de esta simulacion y la estructura nativa. Esta
figura muestra que el incremento de d2 calculado an-
teriormente, de 55,10%, se debe, efectivamente, aun
aumento en la separacion entre las cadenas laterales
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de F52 y W43, Ambas cadenas laterales rotaron apre-
ciablemente a lo largo del enface Ca—Cf, en sentido
de alejarse una de otra. Esta ruptura parcial del cluster
hidrofébico sefala que el residuo de Valina podria
jugar un papel importante en la estabilidad del men-
cionado cluster.

Figura 6. Superposicion entre la estructura nativa de la horquilla B (negro) y el resultado de la simulacion en solvente
acuoso explicito con su posterior optimizacion de geometria (gris). Se partio de la estructura mutante (Glicina en
lugar de Valina (nativo)) y se permitio movilidad solo a las cadenas laterales del cluster hidrofobico asi como a las
moléculas de agua de la semiesfera de reaccion. El solvente ha sido eliminado de laimagen para mejorar la compara-
cion visual. Los puntos de coincidencia para superponer las estructuras fueron los atomos del esqueleto

Vs54/Gsa
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Nuestra conclusicn, sin embargo, contrasta con
el resultado obtenido por Kobayashi et al. (4), quie-
nes sugieren que la cadena lateral de V54 no tendria
importancia en la estabilidad del cluster hidrofébico.
Asimismo, simulaciones de Dinamica Molecular
realizadas por Pande et al. (5) también sugieren que
la cadena lateral de V54 no formaria parte del cluster
hidrofabico consolidado, que colabora a su vez, con
la estabilizacion de Ia horquilla 8. Segun nuestros
resultados, el residuo de Valina jugaria un rol impor-
tante en la estabilizacién, en acuerdo con los resulta-
dos experimentales obtenidos por Munoz et a/. (2,3)

Discusion y comparacion con los resultados
obtenidos por Yoda ef al.

En un trabajo recientemente publicado por Yoda
et al. (14) se realizaron simulaciones con distintos
campos de fuerzas, partiendo de estructuras des-
naturalizadas de dos péptidos bien caracterizados
experimentalmente: la misma horquilla B estudiada
en estetrabajo (Fig. 1) y el péptido C de laribonucleasa
A, que se pliega en patrdn de hélice o. Los campos
de fuerzas que se utilizaron fueron: AMBER94 (18),
AMBERS6 (19), AMBER9Y (20), CHARMM22 (21),
OPLS-AA/L (22,23) y GROMOS96 (24). A posteriori,
se compararon estos resultados con las estructuras
experimentales de estos péptidos y se observd que
los resultados de fas simulaciones eran fuertemente
dependientes del campo de fuerzas usado. Algunos
campos de fuerzas dirigian el plegamiento hacia de-
terminada estructura secundaria mientras que otros
lo hacfan hacia otra. Los tnicos campos de fuerzas
capaces de plegar correctamente la horguilla {3 fue-
ron GROMOS96 y OPLS-AA/L, mientras que los Uni-
Cos capaces de hacer lo propio con el péptido C fue-
ron AMBER99 y CHARMM22. Asi, ninguno de los
campos de fuerza estudiados en este trabajo fue ca-
paz de plegar correctamente ambos polipéptidos.

Cuando se comparan ahora, nuestros resulta-
dos con los obtenidos por Yoda et a/., en lo referente
a las simulaciones de la horquilla  usando el cam-
po de fuerzas AMBERS6, encontramos un acuerdo
cualitativo: para este campo de fuerzas, sus resulta-

FABICIB / Volumen 9

dos revelan un plegamiento cuasi-nativo del esque-
leto peptidico pero una estructura no nativa del clus-
ter hidrofobico. No obstante, las Unicas coinciden-
cias metodoldgicas con el trabajo de Yoda et al. son
el campo de fuerzas utilizado y la fuente de la cual se
obluvieron las moléculas de agua; la distribucion
TIP3E Mientras que nosotros hemos usado el méto-
do de Metropolis Monte Carlo convencional, Yoda et
al. han implementado simulaciones de conjunto ge-
neralizado usando el método de Intercambio de Ré-
plicas. Nosotros hemos realizado simulaciones con
el agregado de terminadores Ace y Nme sabre a
secuencia de la horquilla (3, mientras que Yoda et a/.
han realizado simulaciones con el péptido en su for-
ma zwiteriénica. Mientras que nuestras simulacio-
nes han comenzado desde la conformacion nativa
(experimental) de la horquilla, las simulaciones de
la Ref. 14 se han realizado partiendo de una estructu-
ra desnaturalizada. Nosotros hemos desarrollado un
modelo de solvente semiesférico que contiene 180
moléculas de agua en su interior, mientras que el
modelo utilizado por Yoda et a/. es un modelo esféri-
co que contiene 2328 moléculas de agua, tal como
se observa en la Fig. 7. Y finalmente, mientras que
nuestra estrategia de calculo consistio en dividir el
problema en dos bloques: simulaciones en vacio y
simulaciones en solvente acuoso explicito con mo-
vilidad solo en las cadenas laterales del cluster
hidrofabico (ademds de las 60 moléculas de agua de
la semiesfera de reaccion), las simulaciones de Yoda
el al. permitieron simultdneamente, movilidad tanto
ala estructura completa de la horquilla, como a todo
el medio acuoso circundante. Las diferencias en el
algoritmo de muestreo del espacio conformacional
(Monte Carlo o Intercambio de Réplicas) no deberia
tener relevancia en el resultado si las simulaciones
se extendieran por tiempos suficientemente largos.
Las otras diferencias, en cambio, si podrian afectar
significativamente los resultados obtenidos. Sin
embargo, a pesar de las diferencias metodologicas
mencionadas, nuestros resultados y los obtenidos
en el trabajo citado, concuerdan en términos cualita-
tivos.
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Figura 7. Modelo esférico de solvente acuoso explicito utilizado en las simulaciones de Yoda et al., que contiene
2328 moléculas de agua (14). La horquilla {5 se presenta en color oscuro.

Cualquier mejora en algunos de los aspectos
metodoldgicos implementados en este trabajo, ten-
deria a las condiciones de simulacion del trabajo
realizado por Yoda et al. Nuestros resultados serian,
estimamos, cada vez mas cercanos a los expuestos
por el trabajo de la Ref. 14, por lo que deberian ser
atribuidos esencialmente (adn bajo nuestras condi-
ciones de simulacion) al uso del mismo campo de
fuerzas.

Conclusiones

- En este trabajo fue estudiada la estabilidad
del patron de enlaces de H de la segunda horquilla B
de la proteina G de estreptococo, realizando simula-
ciones en vacio, con el método de Metropolis Monte
Carlo y el campo de fuerzas AMBERY6. Los resulta-
dos de las simulaciones en vacio que aqui se pre-
sentan son complementarios de simulaciones reali-
zadas anteriormente (10,11) y permiten, en conjunto,
realizar inferencias sobre la estabilidad relativa de

dos elementos estructurales de la horquilla f: los
enlaces de H del esqueleto peptidico y el cluster
hidrofébico.

De los resultados en vacio (tanto los mostra-
dos en este trabajo como en las simulaciones ante-
riores (10,11)) se observa que, para nuestras condi-
ciones de simulacion, el esqueleto peptidico de la
horquilla 3 no se altera significativamente respecto
de la situacion nativa. Los resultados de las simula-
ciones en solvente acuoso explicito muestran, en
cambio, que el cluster hidrofébico no conforma una
estructura estable, pudiendo ser reforzada su estabi-
lidad cuando el residuo menos hidrofobico (Y45) es
reemplazado por un residuo de Fenilalanina. De los
resultados en los dos sistemas (vacio y solvente
acuoso) puede concluirse que, el patrén de enlaces
de hidrégeno intracatenarios seria notoriamente mas
estable que el cluster hidrofébico. Si se supone el
proceso de plegamiento de esta estructura, como el
proceso inverso al de desestabilizacion, podria pen-
sarse que el primer evento en camino de la forma-
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cion de la horquilla (3 seria la formacién del patran de
enlaces de H, quedando el cluster hidrofébico como
un factor de formacion posterior y de estabilidad com-
plementaria a la estructura final.

Enlo que respecta al estudio del mutante V54/
(G54, nuestros resultados sugieren que el residuo de
Valina jugaria un rol relevante en la estabilizacion del
cluster hidrofobico, en acuerdo con algunos resulta-
dos experimentales.

Finalmente, hemos comparado nuestros resul-
tados con los obtenidos en el trabajo de Yoda et all A
pesar de |as diferentes metodologias utilizadas entre
ambos trabajos, los resultados obtenidos fueron
cualitativamente similares, hecho que recalca la
importancia del uso del campo de fuerzas AMBERS6,
respecto del estudio del proceso de plegamiento y
de la estabilidad de Ia horquilla . Aun usando dife-
rentes algoritmos de muestreo del espacio
conformacional (Metropolis Monte Carlo vs. Inter-
cambio de Réplicas), diferentes sistemas de partida
(estructura nativa vs. estructura desnaturalizada),
diferentes estrategias de simulacion (movimiento de
atomos especificos vs. movimiento de todos los ato-
mos del sistema) y diferentes modelos de solvente
explicito (semiesfera de 180 vs. esfera de 2328 mo-
Iéculas de agua) los resultados entre ambos traba-
jos son cualitativamente similares. La razon de esta
coincidencia se debe al uso del mismo campo de
fuerzas. Asi, nuestros resultados enfatizan los resul-
tados obtenidos por Yoda et a/., indicando que el par-
ticular campo de fuerzas utilizado (en este caso
AMBERY6) es mds determinante en obtener una es-
tructura secundaria en particular (horquilla p en este
caso), que cualquiera de los otros aspectos
metodol6gicos. Por ello, ain deben sequir realizan-
dose esfuerzos en trabajos tedricos, para disenar
campos de fuerzas de aplicacion mas universal. Los
campos de fuerzas en uso en la actualidad (entre
ellos AMBERS6) parecieran favorecer, a priori, el ple-
gamiento de algun tipo de estructura secundaria en
particular.
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