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ABREVIATURAS

A: Angstrom (1 x 10™'° metros).

aa: Amino acido.

Ala-14: Proteina de 52 residuos derivada de Lpp-56 que contiene 14 alaninas en su
nucleo hidrofobico.

DSP: 3,3'-ditiobis(succinimidilpropionato).

DTSSP: 3,3'-ditiobis(sulfosuccinimidilpropionato).

fs: Femtosegundo (1 x 10™° segundos).

GB/SA: Born Generalizado / Accesibilidad a Solvente (Generalized Born / Solvent
Accessibility).

GROMACS: Maquina de Groningen para Simulaciones Quimicas (Groningen Machine
for Chemical Simulations).

kDa: Kilodalton (1 x 10° Daltons).

Lic-80: Proteina de 80 residuos correspondiente a la secuencia madura de
Licanantasa.

Lpp: Lipoproteina de Escherichia coli.

Lpp-56: Proteina de 56 residuos derivada de la secuencia madura de Lpp sin la
cisteina 1 ni la lisina 58.

Lpp-58: Proteina de 58 residuos correspondiente a la secuencia madura de Lpp.

us: Microsegundo (1 x 10°® segundos).

MD: Dinamica Molecular (Molecular Dynamics).

nm: Nanémetro (1x 10 metros).

ns: Nanosegundo (1 x 10 segundos).

PDB: Banco de Datos de Proteinas (Protein Data Bank).

PDB ID: Identificador de Banco de Datos de Proteinas (Protein Data Bank Identifier).
ps: Picosegundo (1 x 10 segundos).

REMD: Dinamica Molecular con Intercambio de Réplicas (Replica-Exchange Molecular
Dynamics).

RMSD: Desviacion Cuadratica Media (Root-Mean Square Deviation).

RMSF: Fluctuacion Cuadratica Media (Root-Mean Square Fluctuation).



SDS-PAGE: Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con Dodecil Sulfato de Sodio
(Sodium Dodecyl Sulfate — PolyAcrylamide Gel Electrophoresis).

Tm: Temperatura de desplegamiento (Melting Temperature).

VMD: Dinamica Molecular Visual (Visual Molecular Dynamics).

WHAM: Método de Analisis de Histogramas Ponderados (Weighted Histogram
Analysis Method).
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RESUMEN

Licanantasa es la proteina predominante en el secretoma de Acidithiobacillus
thiooxidans cuando es cultivada con azufre elemental. Se ha descrito que Licanantasa
es capaz de incrementar la recuperacion de cobre desde calcopirita cuando se utiliza
como aditivo para la biolixiviacién. Sin embargo, el mecanismo por el cual se favorece
la biolixiviacién todavia no es entendido. Por este motivo es de nuestro interés lograr
predecir la estructura de Licanantasa, lo que permitira mejorar la comprension sobre su

funcion.

Mediante un analisis bioinformatico se estudid la secuencia de aminoacidos de
Licanantasa. Se encontr6 una gran similitud con la Lipoproteina de Escherichia coli
(Lpp) que forma trimeros estables en solucién, compartiendo motivos de secrecion,
procesamiento, estructura hélice alfa y distribucion de residuos hidrofébicos en
heptadas que forman un ndcleo hidrofébico, organizacién clasica de hélices
sobre-enrolladas. De esta manera se propuso que la estructura de Licanantasa mas
probable corresponde a una hélice sobre-enrollada trimérica que estaria estabilizada
por interacciones no enlazantes inter-mondmero, indiferentes a las condiciones de pH

en la que ésta proteina ejerce su funcion.

En este trabajo se abord6 el problema utilizando herramientas in silico para la
prediccion de novo de estructuras oligoméricas, simulaciones de Dinamica Molecular
(MD) y exploracion del espacio conformacional de proteinas mediante simulaciones de

Dinamica Molecular con intercambio de réplicas (REMD).

La estructura propuesta se predijo utilizando el algoritmo “Fold and Dock” de
Rosetta para la prediccion de estructuras oligoméricas. El trimero presenté las
caracteristicas estructurales esperadas: una hélice sobre-enrollada, un dominio
“alanine-zipper” y residuos en posicion para formar interacciones electrostéaticas

inter-monémero.
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Para estudiar la estabilidad estructural se realizaron simulaciones de MD y de
REMD utilizando la estructura de Licanantasa, de Lpp y de la mutante con 14 alaninas
de Lpp (Ala-14) que posee un dominio "alanine-zipper". Estas estructuras se simularon
en sus estados de protonacion a pH &cido y neutro. El proceso de desplegamiento fue
similar para las tres proteinas y depende principalmente de las interacciones
inter-monémeros, y de la conservacion de la estructura secundaria. En las
simulaciones, Licanantasa presenté el mayor nimero de contactos hidrofobicos asi
como de puentes de hidrogeno que estabilizan la estructura secundaria. Esta mayor
interfaz hidrofébica se debe a su mayor extensién y a la presencia de residuos
hidrofébicos voluminosos en su extremo C-terminal. EI mayor nimero de puentes de
hidrégeno que estabilizan la estructura secundaria se debe a que posee una hélice alfa
mas extensa. De esta manera, Licanantasa presenta la mejor combinacion de ambas
caracteristicas dentro de las proteinas estudiadas, requiriéndose una mayor cantidad

de energia para producir el desplegamiento.
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SUMMARY

Structure prediction and molecular simulation of lipoprotein Licanantase of strain
Licanantay: Acidithiobacillus thiooxidans DSM 17318.

Licanantase was found as the major component of the secretome of Acidithiobacillus
thiooxidans when grown in elemental sulfur. It has been described that Licanantase is
able to improve copper recovery from bio-leaching when it is used as additive. However
the mechanism by which the bio-leaching rate is enhanced is not yet understood.
Because of this our interest is to predict the structure of Licanantase in order to improve

the understanding of its role in the bio-leaching process.

A bioinformatics analysis was done using the amino acid sequence of Licanantase.
Our findings show a great similarity with the Lipoprotein of Escherichia coli (Lpp) which
can form stable trimers in solution, sharing secretion motif, processing and alpha helix
structure, as well as the distribution of hydrophobic residues in heptads, forming a
hydrophobic core, typical of coiled-coil structures. Thus it is proposed that the most
probable structure for Licanantase is a trimeric coiled-coil, which would be stabilized by
inter-monomer nonbonding interactions, insensitive to pH conditions in which this

protein exerts its function.

In this work in silico tools were used for de novo prediction of oligomeric structures,
Molecular Dynamics (MD) and for the exploration of conformational space by Replica

Exchange Molecular Dynamics (REMD) simulations.

The proposed structure was predicted using the Rosetta Fold and Dock algorithm for
oligomeric structures prediction. The trimer showed the expected structural features: a
coiled-coil structure, an alanine-zipper domain and residues in position to form inter-

monomer electrostatic interactions.

In order to study structural stability, MD and REMD simulations were performed for
Licanantase, Lpp and 14-alanine Lpp mutant (Ala-14) which has an alanine-zipper
X1V



domain. These structures were simulated in its protonation states at acid and neutral
pH. The unfolding process was similar for all proteins in study and it depends mainly of
inter-monomer interactions and preservation of secondary structure. In simulations,
Licanantase showed the greatest number of both hydrophobic contacts and hydrogen
bonds that stabilize secondary structure. This greater hydrophobic interface is due to its
greater extension and the presence of voluminous hydrophobic residues in its C-
terminal end. The greater number of hydrogen bonds that stabilize secondary structure
is due to a longer alpha helix structure. Thus, Licanantase shows the best combination
of both features among studied proteins, requiring a greater amount of energy to

produce unfolding.
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1 INTRODUCCION

1.1 Biolixiviacion

La biolixiviacion es un proceso de gran interés para la industria minera que consiste
en la extraccion de metales pesados desde minerales insolubles por medio de la
oxidacién biolégica, como es el caso de la lixiviacibn bacteriana de cobre desde
calcopirita (CuFeS,). Su importancia radica en que es un proceso de bajo costo que
permite ser aplicado a minerales de cobre de baja ley que no podrian ser extraidos por
técnicas convencionales, lo que aumentaria las reservas de cobre econdmicamente
explotables. Esta técnica también se ha empleado para otros metales como niquel,
cobalto, zinc, que son extraidos desde sulfuros insolubles o, para el uranio, desde
6xidos. También se utiliza el término de biooxidacion, aunque preferentemente para la
lixiviacion de sulfuros metdlicos presentes en el mineral que interfieren con la

extraccion de metales como oro y plata (Rohwerder et al., 2003).

En el proceso de biolixiviacion es frecuente encontrar consorcios microbianos de
especies extremdfilas, pertenecientes a géneros como Acidithiobacillus, Acidiphilium y
Leptospirillum, entre otros. Algunas de las caracteristicas que poseen en comun estos
microorganismos son que crecen tipicamente en ambientes acidos (aciddfilos); crecen
autotréficamente mediante la fijacion de CO, atmosférico; obtienen su energia por
medio de hierro (II) o compuestos de azufre inorganicos reducidos como dadores de
electrones y utilizan generalmente oxigeno como aceptor de electrones; y poseen una

destacable tolerancia a un amplio rango de iones metdlicos (Rawlings, 2005).

Atencion particular han recibido las especies Acidithiobacillus ferrooxidans, oxidante
de hierro y azufre, junto con Acidithiobacillus thiooxidans, oxidante de azufre
(Rawlings, 2005). Las bacterias biolixiviantes pueden actuar mediante dos
mecanismos: de contacto y no contacto. EI mecanismo de contacto se lleva a cabo en
la interfaz generada entre las bacterias y la superficie mineral a la que se encuentran
adheridas, mientras que el mecanismo sin contacto es llevado a cabo por las bacterias
planctonicas que oxidan hierro (Il) en solucion. En el primer caso se propone que las

1



reacciones se llevan a cabo de manera mas rapida y eficiente, gracias a la secrecién
de sustancias poliméricas extracelulares (SPE), que median la adherencia bacteriana
a la superficie mineral y promueven el ataque oxidativo al concentrar hierro (Ill) por
complejacion (Gehrke et al., 1998; Sand y Gehrke, 2006). En el segundo caso, iones
de hierro (lll) y protones son los principales responsables de llevar a cabo las
reacciones de lixiviacion. El rol de los microorganismos es generar estos agentes
oxidantes y crear el espacio adecuado para que las reacciones ocurran (Rawlings,
2005). Se han propuesto dos mecanismos para la disolucién de sulfuros metalicos. El
primero corresponde a la via del tiosulfato para la oxidacién de sulfuros metalicos
insolubles en &cidos, como pirita, molibdenita y tungstenita (FeS,, MoS, y WS,,
respectivamente). La solubilizacion es a través del ataque de iones de hierro (lll),
siendo el tiosulfato el principal producto intermediario y el sulfato el principal producto
final. Microorganismos como A. ferrooxidans y Leptospirillum ferrooxidans son capaces
de reoxidar los iones de hierro (Il) producidos en esta via a hierro (lll). ElI segundo
mecanismo corresponde a la via de los polisulfuros, propuesto para sulfuros metélicos
solubles en &cidos, como esfalerita, galena, arsenopirita, calcopirita y hauerita (ZnS,
PbS, FeAsS, CuFeS; y MnS,, respectivamente). La solubilizacion es a través de un
atague combinado de iones de hierro (lll) y protones, con azufre elemental como
principal intermediario. El azufre elemental es relativamente estable, encontrandose
como agregados libres y cristales, o formando una capa sobre sulfuros metalicos que
modifica las propiedades electroquimicas de la superficie del mineral e inhibe del
proceso de biolixiviacién, sin embargo microorganismos como A. thiooxidans son
capaces de oxidarlo a acido sulfurico, regenerando los protones y permitiendo que el

proceso no sea inhibido (Rohwerder et al., 2003).

La oxidacién de azufre elemental por bacterias acidofilas oxidantes de azufre es un
proceso complejo que involucra principalmente la adhesion de células a particulas de
azufre (mecanismo de contacto), transporte de azufre a través de la membrana
externa y su oxidacion en el espacio periplasmico (Zhang et al., 2008). Las SPE
estarian encargadas de mediar el contacto para superar la hidrofobicidad de la
superficie del azufre y asegurar la adsorcion celular (Gehrke et al., 1998). Se ha

observado que A. thiooxidans cultivada en azufre elemental presenta una vesiculacion
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(“blebbing”) de su membrana externa, compuesta por fosfolipidos y proteinas
anfipaticas, que recubre las particulas de azufre elemental promoviendo su disolucion

a azufre coloidal (Knickerbocker et al., 2000).

Multiples estudios de protedmica se han realizado bajo condiciones de crecimiento
en azufre elemental para determinar cuales son las principales proteinas que
participan en su procesamiento. Se estudié la expresiébn de proteinas totales de
A. ferrooxidans bajo condiciones de sulfuro metalico, tiosulfato, hierro (Il) y de azufre
elemental. Se observd que para esta Ultima condicion hubo aumento de una proteina
de membrana externa de 44 kDa y una proteina hipotética de polisacarido capsular de
45 kDa, con roles propuestos para la adhesion al azufre elemental, ademas de
observarse un aumento de proteinas posiblemente involucradas en el metabolismo del
azufre (Ramirez et al., 2004). También se ha estudiado la fraccion de proteinas
extracelulares de A. ferrooxidans cultivada en azufre elemental y en sulfato ferroso,
encontrandose proteinas como pilina, lipoproteinas, con posibles funciones en la
adherencia celular, y otras proteinas hipotéticas, donde varias de estas Ultimas poseen
motivos CXXC posiblemente involucradas en la activacion del azufre mediante la union

de azufre a sus grupos tioles (Zhang et al., 2008).

1.2 Licanantasa

Recientemente, Bobadilla Fazzini et al. (2011) realizaron un estudio, en presencia
de azufre elemental, del secretoma de A. thiooxidans y del metasecretoma de cultivos
de A. thiooxidans con A. ferrooxidans. La proteina predominante en la fraccién
secretada por A. thiooxidans fue identificada como una lipoproteina a la que estos
autores nombraron Licanantasa. Se realizaron ensayos de biolixiviacién de calcopirita
utilizando como aditivo un concentrado de proteinas secretadas, observandose un
incremento significativo en la recuperacion de cobre comparado con los controles,
situacion que se repitio al utilizar solamente una subfraccion enriquecida en
Licanantasa. En ninguno de los ensayos se observé un aumento en el crecimiento
bacteriano. De esta manera se le atribuy6 un rol principal a Licanantasa en el aumento

de la biolixiviacion de calcopirita, sin poder proponer un mecanismo claro de accion,
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pero sugiriendo una posible participacion como agente surfactante, ayudando a la
superacion de la barrera hidrofobica de azufre elemental que se forma durante la
biolixiviacion de calcopirita. A partir de péptidos secuenciados de Licanantasa, los
autores realizaron un analisis genético sobre una anotacion parcial del genoma de A.
thiooxidans DSM 17318 y encontraron un gen que codifica para una proteina que
posee un 96% de identidad de secuencia de aminoacidos (aa) con una lipoproteina
hipotética de A. ferrooxidans ATCC 53993 (Bobadilla Fazzini et al., 2011).

1.3 Analisis basados en secuencias

Para complementar esta informacién, procedimos a realizar una busqueda con la
secuencia de aa de Licanantasa mediante BLASTP (Altschul et al.,, 1997, 2005),
encontrando coincidencias con alta identidad de secuencia correspondientes a
lipoproteinas hipotéticas de A. ferrooxidans ATCC 53993 (96%), Acidithiobacillus
caldus ATCC 51756 (95%) y Acidithiobacillus ferrivorans SS3 (93%). Estimamos el pl y
el contenido de aa mediante PROTPARAM (Gasteiger et al., 2005), en todos los casos
corresponden a proteinas con un pl béasico debido principalmente a un alto contenido
de lisina (~11%), ademés se puede observar la conservacion de residuos de alanina

que alcanzan un 25% del contenido total de aminoacidos (Figura 1).

1 10 20 30 40 50
| L | L | L | L | L | L
Licanantasa 5 TT T F ] ] TS5 5 5T 5T
¥YP_002220838,17 5 TT T PLG G TS5 3 5T ST
ZP_05292656.1 3 TT T PLG G TTS 5T T
¥YP_004782891,1° 5 TT T PLG G TTS 5 5T 5 ST
a0 70 30 90 100 110
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YP_002220838.1° T 5 5T 5T T 5
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YP_004782391.1

Figura 1. Alineamiento de secuencia de amino&cidos de Licanantasa con lipoproteinas
hipotéticas.

Licanantasa de A. thiooxidans DSM 17318, YP_002220838.1 de A. ferrooxidans ATCC 53993
(96%), ZP_05292656.1 de A. caldus ATCC 51756 (95%) y YP_004782891.1 de A. ferrivorans
SS3 (93%). Naranjo: residuos hidrofébicos; Azul: residuos neutros; Verde: residuos hidrofilicos.

Realizamos una busqueda mediante FASTA (Pearson, 1990) contra la base de
datos Protein Data Bank (PDB) encontrando coincidencias con la estructura 1JCD

(Figura2) y en menor medida con 1JCC y 1KFN, con identidades globales de
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secuencia de 28.7 %, 24.2 % y 20.9 %, respectivamente. Las proteinas mencionadas
corresponden a mutantes de Lipoproteina (Lpp) de Escherichia coli (PDB ID: 1EQ7)
(Shu et al., 2000; Liu et al., 2002; Liu y Lu, 2002; Liu et al., 2003).

1 10 20 30
L L | L

licanantasaS KFTTALKVTALILPLGLAGCATSSDLAKVS ABlo EBL AlosT

L SSN o] B T8N Qs ND

LicanantasaT DAL SKA
D -

Figura 2. Alineamiento de secuencia de aminoécidos de Licanantasa con la secuencia de
la mutante Ala-14 de Lpp (PDB ID: 1JCD).
Identidad de secuencia 28.7%, dada principalmente por las alaninas mutadas.

Analizamos la secuencia de Licanantasa mediante ScanProsite (de Castro et al.,
2006) detectando un motivo conservado para el procesamiento de lipoproteinas,
donde el primer segmento de 21 aa de Licanantasa corresponderia a un péptido sefial
que seria cortado, dejando expuesta la cisteina 22 que puede ser modificada
uniéndose covalentemente a una molécula de diacilglicerol mediante su grupo
sulfhidrilo y a un palmitoilo mediante su grupo amino terminal, procesamiento clasico
de lipoproteinas que coincide con el de Lpp (Tokuda, 2009). Obtuvimos predicciones
congruentes con este procesamiento al utilizar las herramientas bioinforméaticas LipoP
y Signal Blast (Rahman et al., 2008; Frank y Sippl, 2008). Al analizar el perfil de
hidrofobicidad mediante los servidores TMHMM, TMPRED y TOPPRED (Sonnhammer
et al., 1998; Hofmann y Stoffel, 1993; von Heijne, 1992; Claros y von Heijne, 1994) no
detectamos posibles dominios transmembrana, pero si observamos una mayor
hidropatia en el primer segmento de la proteina, coherente con su probable funcién de
péptido sefial. Realizamos la prediccion de estructura secundaria mediante los
servidores Jpred, NPS@, PCI-SS, Porter y SCRATCH (Cole et al., 2008; Combet et
al.,, 2000; Green et al.,, 2009; Pollastri y McLysaght, 2005; Cheng et al., 2005),
observando una estructura predominante tipo hélice alfa, constituida por dos
segmentos helicoidales: el primero corresponderia al péptido sefial y el segundo se
ubicaria aproximadamente desde la serina 26 hasta la metionina 99. Mediante el
programa MultiCoil detectamos una alta probabilidad de que este segundo segmento
hélice alfa forme hélices sobre-enrolladas triméricas (Wolf et al., 1997). Un resumen de

estas predicciones se encuentra en la Figura 3.



Sitio de Clivaje Alfa hélice
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Lipobox V¥
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S-Diacilglicerol cisteina
Figura 3. Predicciones de dominios a partir de la secuencia de Licanantasa.
Flecha celeste: Secuencia péptido sefial residuos 1-22. Caja naranja: Motivo “lipobox” residuos
19-22. Triangulo azul: Sitio de clivaje residuos 21]|22. Triangulo amarillo: Modificacion
N-palmitoil cisteina residuo 22. Triangulo rojo: Modificacién S-diacilglicerol cisteina residuo 22.
Hélice verde: Estructura secundaria tipo hélice alfa residuos 26-99.

1.4 Lipoproteina de Braun

La lipoproteina Lpp, también conocida como lipoproteina de Braun, es una de las
proteinas mas abundantes de E. coli. Su precursor de 78 aa posee un dominio péptido
sefial que le dirige a la membrana interna mediante el sistema Sec. Un motivo
“lipobox” [L(A/S)(G/A)|C] determina su corte en una proteina madura de 58 aa,
dejando disponible una cisteina en el extremo N-terminal para su modificacién y
anclaje a la membrana. Luego, Lpp es translocada hacia la membrana externa por el
sistema Lol (Figura 4). Su estructura secundaria es predominantemente hélice alfa y
forma trimeros estables en solucién, encontrandose en dos formas: libre o unida a
péptidoglicano mediante su lisina final, en una proporcién 2:1 (unida:libre). Lpp une la
membrana externa al péptidoglicano teniendo un papel importante en la arquitectura y
funcién de ésta. Se ha observado que mutantes de E. coli que carecen de esta
lipoproteina forman vesiculas de manera espontanea en su superficie y pierden
enzimas periplasmicas que expulsan al medio de crecimiento (Hirota et al., 1977; Shu
et al., 2000; Tokuda, 2009).
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Figura 4. Procesamiento de lipoproteinas.

Las lipoproteinas son sintetizadas como precursores con un péptido sefial N-terminal (caja
punteada) que contiene una motivo llamado “lipobox”, [L(A/S)(G/A)|C], que son luego
traslocadas a través de la membrana interna por el sistema Sec. Las enzimas conservadas Lgt,
LspA y Lnt se encargan de procesar los precursores de lipoproteinas a sus formas maduras.
Luego, el sistema Lol transloca a la membrana externa las lipoproteinas que no posean un
aspartato en posicion 2, como es el caso de Lpp y de Licanantasa. Figura adaptada de Tokuda
2009.

1.5 Estructurade Lipoproteina de Braun y sus mutantes

La estructura 1EQ7 descrita por Shu et al. (2000) fue obtenida a partir de una
proteina recombinante a la que llamaron Lpp-56, que corresponde a Lpp madura sin
su cisteina 1 ni su lisina 58. Lpp-56 posee una estructura de tipo hélice
sobre-enrollada, constituida por tres mondmeros orientados de manera paralela
(Figura5). Una caracteristica destacable de este tipo de estructuras es la
organizacién de cada monémero en heptadas, secuencias de 7 aa (abcd e f g) que
corresponden a ~2 vueltas de hélice y que definen la orientacién de los residuos
dentro de la hélice alfa. Es frecuente encontrar residuos hidrofobicos en las posiciones
a y d orientados hacia el nucleo de la proteina, como es el caso de 1EQ7 (Figura 6.a),
en la que ademas se observa un pequefio dominio “alanine-zipper” formado por 3
alaninas (Ala-3). El mismo grupo de investigacion evaluo la estructura y estabilidad de
mutantes en las que se reemplazaron los residuos hidrofobicos voluminosos de las
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posiciones a y d por un numero creciente de alaninas, llaméandolas Ala-5 (PDB ID:
1KFM), Ala-7 (PDB ID: 1KFN), Ala-10 (PDB ID: 1JCC) y Ala-14 (PDB ID: 1JCD),
conteniendo esta Ultima sélo alaninas en su nucleo hidrofébico. A medida que se
aumenta el contenido de alaninas las estructuras pierden estabilidad (Ala-5 y Ala-7), lo
que se traduce en una disminucion considerable en su temperatura de desplegamiento
(Tm) hasta que finalmente ya no forman estructuras estables en solucion (Ala-10 y
Ala-14) y sélo son capaces de constituir trimeros durante la cristalizacion gracias a la

estabilizacion por interacciones inter-trimeros. La pérdida de estabilidad puede ser

explicada por la disminucion de interacciones tipo Van der Waals en la interfaz
hidrofébica inter-mondmero (Shu et al., 2000; Liu et al., 2002; Liu y Lu, 2002; Liu et al.,
2003).
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Figura 5. Representacién de la estructura de Lpp-56.

(a) Vista axial del trimero Lpp-56, con el extremo amino terminal apuntando hacia el lector.
(b) Vista lateral del trimero Lpp-56, con el extremo amino terminal hacia la izquierda.
Superficies de van der Waals de los residuos en posiciones a y d en rojo y verde,
respectivamente. Figura adaptada de Shu et al., 2000.

Los puentes de hidrogeno y los puentes salinos también participan en la
mantencion de la estructura de Lpp-56. Las posiciones e y g de cada hélice suelen ser
ocupadas por residuos polares o cargados de forma complementaria de manera que
pueden constituir un sistema de interacciones inter-hélice que estabilizan el trimero
(Shu et al., 2000).

Se han realizado estudios de plegamiento por dicroismo circular, calorimetria y
agentes deshaturantes revelando que Lpp-56 posee una alta estabilidad y un proceso
muy lento de plegamiento/desplegamiento (Dragan et al., 2004; Bjeli¢ et al., 2006).
También se ha estudiado el efecto de la disminucién de pH en la estabilidad de Lpp-56

encontrando una disminucién de la Tm y del calor necesario para desplegar la

8



proteina, fendbmeno atribuido a la protonacién de residuos &cidos que ocasiona una
pérdida de su capacidad de formar puentes salinos con residuos bésicos. La
participacién de las interacciones electrostaticas fue corroborada in silico mediante
simulaciones de dindmica molecular de Lpp-56, observdndose una alta prevalencia de
este tipo de interacciones a lo largo de la simulacién (Bjeli¢ et al., 2008).

Figura 6. Representacion tipo “helical wheel”.

(a) Representacion de Lpp residuos 22-77 presentes en el PDB 1EQ7. (b) Representacion de
Licanantasa (Lic-80) residuos 22-101. Gris: residuos hidrofébicos; Naranjo: residuos polares;

Roio: residuos acidos: Azul: residuos basicos.

1.6 Estructura de Licanantasa

Al hacer un estudio de los residuos 22-101 de Licanantasa (Lic-80) observamos la
presencia de 11 heptadas consecutivas, donde se alinean 21 residuos hidrofébicos en
las posiciones a y d, siendo 17 de ellos alaninas (Figura 6.b). Esta disposicion de
residuos nos permite proponer una estructura de tipo “alanine-zipper” similar a la

descrita para la mutante Ala-14. Sin embargo, la disminucion en la estabilidad de esta



mutante, ocasionada por la sustitucién de residuos hidrofébicos mas voluminosos por
alaninas que son de pequefio tamafio, se podria ver compensada en el caso de Lic-80
por su mayor extension y la presencia de residuos hidrofébicos mas voluminosos que
corresponden a cuatro metioninas y una fenilalanina por monoémero, ubicadas al
extremo C-terminal (Figura 6.b). De esta manera, Lic-80 poseeria una mayor
superficie de contacto inter-monémero y, por lo tanto, también las interacciones de tipo
Van der Waals. Este tipo de residuos mas voluminosos si estdn presentes en Lpp-58,
gue posee dos metioninas y una tirosina por monémero (Figura 6.a). Por otra parte, se
ha postulado que el efecto de Licanantasa en la biolixiviacién se debe a que actuaria
como surfactante (Bobadilla Fazzini et al., 2011). En este caso, la presencia de los
residuos hidrofébicos mencionados anteriormente podria estar mejorando su

capacidad de solubilizar el azufre elemental.

Lic-80 posee residuos basicos en la posicion g que podrian establecer interacciones
con los residuos acidos ubicados en la posicion b de la hélice contigua (Figura 6.b).
También se ha descrito que aa polares y cargados cumplen un rol importante en el
proceso de oligomerizacion, favoreciendo el alineamiento y la direccionalidad

adecuada de los monémeros (Bjeli¢ et al., 2006).

Se ha observado que proteinas periplasmicas de A. ferrooxidans son
predominantemente basicas en comparacién con organismos neutrofilicos como
E. coli, caracteristica que los autores sugieren como una adaptaciéon al medio acido del
periplasma, siendo la mayoria de estas proteinas tolerantes o estables en acido (Chi et
al., 2007). De esta manera, es posible que la diferencia de pl de Lpp con Licanantasa
dé cuenta de una adaptacién especifica al ambiente de cada organismo y que sea
capaz de proveerle a Licanantasa una mayor estabilidad a pH &cido, a diferencia de

Lpp-56 que pierde estabilidad cuando se encuentra a dicho pH.

El alto contenido de hélice alfa que se predice para Licanantasa, la presencia de
residuos hidrofébicos en heptadas, en conjunto con la evidencia estructural de 1IEQ7 y
sus mutantes, nos permite proponer que la estructura mas probable de Licanantasa en

solucién es una hélice sobre-enrollada trimérica.
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La presente tesis aborda este problema utilizando herramientas in silico para la
prediccion de estructuras oligoméricas mediante el software Rosetta “Fold and Dock”
(Das et al., 2009), simulaciones de Dinamica Molecular usando el paquete de
simulacion GROMACS (van der Spoel et al., 2005) y exploracion del espacio
conformacional de plegamiento/desplegamiento de proteinas mediante la técnica de

simulacion “Replica Exchange” (Sugita y Okamoto, 1999).
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2 HIPOTESIS

"La lipoproteina Licanantasa posee una estructura trimérica tipo hélice
sobre-enrollada cuya arquitectura macromolecular estaria estabilizada principalmente
por interacciones no enlazantes inter-monémero, indiferentes a las condiciones de pH

en la que ésta proteina ejerce su funcion."

3 OBJETIVO GENERAL

Predecir la estructura trimérica de Licanantasa mediante modelamiento de novo, y
determinar mediante simulaciones de dinamica molecular cuales de sus propiedades

estructurales son importantes para la mantencion de su arquitectura macromolecular.

4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar si la estructura macromolecular predicha para Licanantasa mediante el
protocolo de modelamiento de novo, corresponde a una hélice sobre-enrollada

trimérica.
2. Estudiar la estabilidad de las interacciones no enlazantes que serian responsables

de mantener la arquitectura macromolecular de Licanantasa, en condiciones de pH

neutro y en pH acido, mediante el protocolo de Replica Exchange.
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5 METODOLOGIA

5.1 Modelamiento de novo:

Se utilizé el protocolo “Fold and Dock” del software Rosetta para estructuras
triméricas con simetria ciclica (3C) (Das et al., 2009). Se gener6 la biblioteca de
fragmentos para la secuencia de Lic-80 mediante el servidor Robetta (Kim et al.,
2004). Se generaron 100.000 modelos de los cuales se seleccionaron los 400 con
mejor puntaje de prediccion, utilizando como criterio el menor valor de energia. Se
procedid a realizar un agrupamiento estructural mediante la aplicacién de “clustering”
del programa Rosetta, utilizando como criterio la desviacién cuadratica media (RMSD)
de sus carbonos alfa (Shortle et al., 1998). El modelo final elegido corresponde a la
estructura central del grupo con mayor nimero de miembros. La estructura final se

estudié mediante el programa VMD (Humphrey et al., 1996).

5.2 Construccién de Lpp-58:

Mediante el programa MODELLER (Eswar et al., 2007) se agregaron los residuos
faltantes al cristal de Lpp-56 (PDB ID: 1EQ7) correspondientes a la cisteina N-terminal

y la lisina C-terminal.

5.3 Construccién y preparacion de sistemas de simulacion:

Con el fin de poder estimar la influencia del pH en la estabilidad de Lic-80, Lpp-58 y
Ala-14 se procedié a generar dos nuevos modelos estructurales para cada proteina
mediante el servidor web PDB2PQR (Dolinsky et al., 2004), de forma que el estado de
protonacion de sus residuos correspondan a los encontrados en un ambiente acido
(pH 1,6) o neutro (pH 7,4). Las simulaciones de Dindmica Molecular (MD) se realizaron
utilizando el campo de fuerza CHARMM implementado en GROMACS (Bjelkmar et al.,
2010). Se utilizé el modelo OBC para la aproximacion de solvente implicito
Generalized Born / Solvent Accessibility (GB/SA) (Onufriev, Bashford y Case, 2004;
Larsson y Lindahl, 2010). Cada una de las estructuras se minimizé utilizando el
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algoritmo Steepest Descent con una tolerancia de 100 kJ mol™ nm™. A continuacion se
simularon durante 500 ps utilizando una restriccion armonica para los carbonos alfa
con una fuerza constante de 10 kJ mol™ nm™. Este tipo de protocolo es ampliamente
utilizado en MD ya que permite minimizar la energia inicial de los sistemas y llevarlos a
un estado cercano al equilibrio de manera suave para evitar artefactos generados por
estructuras iniciales inestables. Finalmente, cada estructura fue simulada durante
100 ns sin restricciones energéticas. El paso de integracion utilizado fue 2 fs. Se utilizé
un integrador dindmico estocastico con un coeficiente de friccion de 0,01 ps. Los
componentes energéticos de Coulomb y Lennard Jones fueron calculados utilizando
una distancia de corte de 1,3 nm. La temperatura se mantuvo controlada a 303.15 K
usando un algoritmo de reescalamiento de velocidades con un término estocastico.
Los enlaces covalentes fueron constrefiidos usando el algoritmo LINCS (Hess, 2008).
Las trayectorias fueron almacenadas con una separacién temporal de 1 ps entre cada

cuadro.

5.4 Simulacién de Dinamica Molecular con Intercambio de Réplicas:

A partir de los sistemas finales obtenidos en el paso anterior se realizd simulacién
molecular utilizando el protocolo de intercambio de réplicas (REMD) de GROMACS
(Seibert et al., 2005). Se simularon 64 réplicas por cada sistema para un rango de
temperaturas entre 303,15 K y 809,57 K. La distribucion de temperaturas se calculé
utilizando el servidor web “Temperature generator for REMD-simulations” (Patriksson y
van der Spoel, 2008) de manera de obtener una probabilidad de intercambio de ~0,5.
Se simuldé durante 100 ns cada réplica alcanzando un tiempo combinado total de
6,4 us para cada sistema. El algoritmo intentd intercambiar las réplicas cada 1 ps. El
resto de los parametros de simulacién fueron los mismos utilizados en la etapa

anterior.

5.5 Andlisis:

Para el estudio de las simulaciones se utilizaron herramientas de andlisis
disponibles en VMD y GROMACS. El calculo de la RMSD de carbonos alfa se realizé
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comparando cada cuadro de la trayectoria contra el cuadro inicial. La fluctuacion
cuadratica media (RMSF) de carbonos alfa se calcul6 para cada residuo, promediando

los resultados de los tres mondémeros en cada proteina.

Los puentes de hidrégenos se calcularon utilizando un punto de corte de 3,5 A para
la distancia entre los &tomos dador y aceptor, y un punto de corte de 30° para el
angulo. Los puentes salinos se calcularon utilizando una distancia de corte de 4,0 A
entre los atomos dador y aceptor. Los contactos hidrofébicos se calcularon utilizando
una distancia de corte de 7,0 A entre los centros de masa de las cadenas laterales de
los residuos hidrofébicos. Para los puentes salinos y contactos hidrofobicos se
contabilizaron sélo las interacciones inter-monémeros. Para los puentes de hidrégeno
se calcularon por separado las interacciones inter-monémeros y las interacciones que
se forman en las cadenas principales. Para las simulaciones preparativas se
informaron los valores totales de puentes de hidrégeno, puentes salinos y contactos
hidrofébicos. Para las simulaciones de REMD se informaron los porcentajes respecto
al valor maximo alcanzado para cada proteina a lo largo de todas las temperaturas.

El contenido de hélice alfa se calcul6 como el porcentaje de residuos que fueron
identificados como hélice alfa mediante el programa STRIDE implementado en VMD
(Frishman y Argos, 1995).

Las temperaturas de desplegamiento (Tm) corresponden al valor minimo de la
derivada de la propiedad observada. Para los puentes de hidrégeno inter-monémeros
y los puentes salinos se calcularon los puntos medios como una aproximacién a la
temperatura de desplegamiento, ya que los datos no presentaron un comportamiento

sigmoidal.

Para graficar el proceso de desplegamiento se calculé la probabilidad de encontrar
cada estructura utilizando como ejes de coordenadas los contactos hidrofébicos y
contenido de hélice alfa. Este calculo se realiz6 para cada temperatura y la

informacion se combindé mediante el método de andlisis de histogramas ponderados
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(WHAM), de manera de obtener un solo grafico que represente la probabilidad de
encontrar una estructura a 303,15 K (Sindhikara, 2011).

Los célculos se realizaron sobre datos extraidos cada 10 ps de simulacién, a lo
largo de la trayectoria completa, en el caso de las simulaciones preparativas, o de los
ultimos 50 ns, en el caso de las simulaciones de REMD. Los gréficos se construyeron

con el programa de estadistica R (R Development Core Team, 2011).
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Modelamiento de novo de la estructura trimérica de Licanantasa:

Se realiz6 un agrupamiento estructural utilizando una RMSD de 3,0 A a los 400
modelos de menor energia obteniéndose un grupo principal de 71 estructuras. El
modelo de Lic-80 seleccionado corresponde al centro de este grupo (Figura 7). La
variabilidad con respecto a los otros miembros del grupo se encuentra principalmente
hacia los extremos amino y carboxilo. EI modelo predicho presentd la estructura tipo
hélice sobre-enrollada esperada, orientando los residuos hidrofébicos hacia el interior,
formando un dominio “alanine-zipper’ (Figura 8.a) similar al formado por Ala-14
(Figura 8.e). Se observa en la estructura la presencia de residuos polares y cargados
en posicion adecuada para la formacibn de interacciones electrostaticas
inter-monémero (Figura 8.b), fendmeno que se evalué durante las simulaciones.
También se puede observar el mayor tamafio de Lic-80 (Figura 8.b) con respecto a
Lpp-58 y Ala-14 (Figura 8.d y 8.f).

Figura 7. Grupo principal de estructuras del mondémero de Lic-80 predicho mediante
modelamiento de novo.

En verde se muestra el monémero de la estructura central del grupo. En celeste se muestran
los monémeros de las 70 estructuras restantes del grupo principal. Extremos amino y carboxilo
orientados hacia la izquierda y derecha, respectivamente.
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Figura 8. Estructuras triméricas de Lic-80, Lpp-58 y Ala-14.

Vista superior (a), (¢) y (e) orientan sus extremos carboxilo hacia el lector. Vista lateral (b), (d) y
(f) orientan sus extremos carboxilo hacia la parte superior de la pagina.

Lic-80 (a) y (b) se obtuvo a partir de modelamiento de novo. Lpp-58 (c) y (d) se obtuvo a partir
del cristal PDB ID: 1EQ7 adicionandole los residuos faltantes. Ala-14 (e) y (f) corresponde al
cristal PDB ID: 1JCD. Verde: residuos polares; Blanco: residuos hidrofébicos; Azul: residuos
basicos; Rojo: residuos acidos.
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El grado de oligomerizaciobn propuesto en este trabajo fue corroborado por la
empresa BioSigma S.A. mediante experimentos llevados a cabo en Licanantasa
expresada en forma heter6loga en E. coli. Para esto, realizaron ensayos de
entrecruzamiento quimico y observaron la presencia de trimeros de Licanantasa
cuando se trataron las células con agentes entrecruzantes (Figura9). Resulta
importante destacar que los patrones de bandas que obtuvieron se asemejan a los
previamente descritos para Lpp cuando se trata con agentes entrecruzantes (Choi et
al., 1986). El protocolo utilizado de Rosetta nos permite entonces explorar las distintas
conformaciones que puede poseer el trimero de Licanantasa, y dentro de las
estructuras triméricas de menor energia, la que posee mayor probabilidad es la que

forma hélices sobre-enrolladas.

P§S DSP DT§SP PQS D§P DT§SP

75 kDa i

. Trimero
37 kDa -
25 kDa Dimero
15 kDa > & t — - 5

2 > z : ’ Monémero
10kDa - &
A. B.

Figura 9. Entrecruzamiento quimico de Licanantasa en E. coli.

Las células fueron tratadas con dos tipos de agentes entrecruzantes: DSP, reactivo hidrofébico
que puede atravesar membranas e ingresar a la célula y DTSSP, reactivo hidrofilico incapaz de
cruzar membranas celulares. Las células fueron analizadas en gel SDS-PAGE 15% (A) y
Western Blot His-probe (B). En la imagen se indica el entrecruzante utilizado para cada
muestra y su estado de carga; N: muestra nativa; D: muestra desnaturalizada mediante
B-mercaptoetanol. (Figura facilitada por BioSigma S.A., obtenida por Patricio Martinez y Gloria
Garin.)
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6.2 Simulacién de Dinamica Molecular preparativa:

Se cambio6 el grado de protonacién de las estructuras de Lic-80, Lpp-58 y Ala-14 a
condiciones de pH 1,6 y pH 7,4, obteniéndose 2 estructuras para cada proteina. Con el
fin de evitar artefactos durante la simulacién, primero se minimizaron las estructuras y
luego se relajaron durante 500 ps con una restriccion arménica en sus carbonos alfa.
A continuacion las estructuras fueron simuladas durante 100 ns a 303,15 K. La RMSD
de carbonos alfa se estabilizé rapidamente a valores alrededor de 2,0 A para Lic-80 y
Ala-14, y alrededor de 3 A para Lpp-58, indicando que las estructuras son estables en
las condiciones de simulacion (Figura 10). Se observaron valores mayores de RMSD
para Lpp-58 cuando fue simulada a pH acido, mientras que los valores de RMSD para

Lic-80 y Ala-14 no presentaron cambios debido al estado de protonacion.

a Lic-80 b Lpp-58 c Ala-14

5 5

4 4 4 “ph 1.8
g 3 3 3 —pH7,4
g g 2 2
E 1 1 1

0 — | | T | 0 L | | { 0 - | | T |

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

Tiempo (ns)

Figura 10. RMSD de carbonos alfa en las simulaciones preparativas.
Lic-80 (a), Lpp-58 (b) y Ala-14 (c) en pH acido (linea roja) y pH neutro (linea azul).

La RMSF indica que la mayor variabilidad estructural se encuentra en los extremos
de los monémeros (Figura 11), caracteristica ya observada en el modelamiento
de novo. En el caso de Lpp-58 la RMSF se ve aumentada alrededor del residuo 31 a
pH &cido. En esta zona a pH neutro la arginina 32 forma puentes de hidrogeno con la
asparagina 29 de su mismo mondémero y con el aspartato 27 del mondmero contiguo
(Figura 12). A pH é&cido el aspartato 27 se encuentra protonado y pierde su interaccion
con la arginina 32, lo que brinda mayor flexibilidad al trimero, permitiendo que residuos

voluminosos como valina 28, metionina 31 y valina 35 se muevan y acomoden al
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interior del trimero. Esta mayor flexibilidad explicaria por qué la RMSD aumentaba en
la simulacién de Lpp-58 a pH &cido. Este fendbmeno no se observa en Ala-14 ni en
Lic-80, probablemente debido a que sus nucleos hidrofobicos estan constituidos
principalmente por alaninas, las cuales son capaces de empaquetarse
ordenadamente, lo que evitaria que se produzcan acomodaciones de residuos

hidrofébicos.

a Lic-80 b Lpp-58 c Ala-14

10 10 10

8 - 8 | 8 | —pH 1.6
6 6 6 —pH 7,4

S

o "

O-7—7T——71 71 717 17 07177717 71T 71T 717 T 01777 T T T 71
1 16 32 48 64 80 1 12 23 35 46 58 3 12 22 32 42 52
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| |
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Numero de residuo

Figura 11. RMSF de carbonos alfa en las simulaciones preparativas.
Lic-80 (a), Lpp-58 (b) y Ala-14 (c) en pH acido (linea roja) y pH neutro (linea azul).

Figura 12. Pérdida de puentes de hidrégeno inter-mondmero en Lpp-58.

Estructura de Lpp-58 a pH &cido (a) y neutro (b). A pH acido la arginina 32 (azul) no es capaz
de interactuar con el aspartato 27 (rojo) ya que se encuentra protonado y solo interactiia con la
asparagina 29 (verde) de su mismo monomero. A pH neutro la arginina 32 interactda tanto con
la asparagina 29, como con el aspartato 27 del monémero contiguo.
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Como se esperaba, a pH neutro se observé un mayor nimero de puentes de
hidrégenos inter-mondmeros y puentes salinos que a pH acido (Figura 13). Lic-80 a
pH neutro presenté un menor ndmero de este tipo de interacciones en comparacion
con Lpp-58 y Ala-14. Asi, la pérdida de interacciones electrostaticas inter-monémeros
que sufre Licanantasa a pH &cido es menor que la sufrida por Lpp-58 y Ala-14, por lo
que el impacto del pH &cido sobre la estabilidad de Licanantasa también deberia ser

menor.

o
S a Lic-80  p Lpp-58 Ala-14
e 4 40 40
S —pH 1,6
ﬁ 32 32 _WWWWW 32
o 24 24 — 2 ‘MMWW —pH 7,4
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e 18 m 16 16 —
3 ettty
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Figura 13. Puentes de hidrogeno y puentes salinos inter-rmondmeros en las simulaciones
preparativas.
Lic-80 (ay d), Lpp-58 (b y e) y Ala-14 (c y f) en pH &cido (linea roja) y pH neutro (linea azul).

El contenido hélice alfa aumenta levemente para Lpp-58 en ambas condiciones
hasta valores de ~90%, mientras que Lic-80 y Ala-14 se mantienen sobre un 90% de

hélice alfa durante toda la simulacién (Figura 14). Licanantasa presenta el mayor
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namero de puentes de hidrégeno que participan en la estabilizacién de la hélice alfa,

esto se debe a que Licanantasa es una proteina méas extensa que Lpp-58 y Ala-14

c
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(Figura 15).
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Figura 14. Contenido hélice alfa en las simulaciones preparativas.
Lic-80 (a), Lpp-58 (b) y Ala-14 (c) en pH acido (linea roja) y pH neutro (linea azul).
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Figura 15. Puentes de hidrogeno de las cadenas principales en las simulaciones

preparativas.

Lic-80 (a), Lpp-58 (b) y Ala-14 (c) en pH acido (linea roja) y pH neutro (linea azul).

El niumero de contactos hidrofébicos se mantiene estable para las tres proteinas.

Lic-80 posee un numero considerablemente mayor de interacciones hidrof6bicas, en

comparacion con Lpp-58 y Ala-14, debido a que su mayor longitud da lugar a una

interfaz hidrofobica méas extensa (Figura 16).

Durante esta simulacion preparativa Ala-14 se mantuvo plegada y el efecto del

estado de protonacion en la estabilidad de Lpp-58 fue menor, lo que muestra la
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dificultad de sacar las estructuras del pozo de energia potencial en que se encuentran
y resalta la necesidad de utilizar métodos que mejoren la exploracion del espacio

conformacional como “Replica Exchange”.
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Figura 16. Contactos hidrofébicos en las simulaciones preparativas.
Lic-80 (a), Lpp-58 (b) y Ala-14 (c) en pH acido (linea roja) y pH neutro (linea azul).
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6.3 Simulacién de Dinamica Molecular con Intercambio de Réplicas:

Con la estructura final de cada simulacion anterior se procedié a realizar una
simulacién de REMD, utilizando 64 réplicas distribuidas en un rango de temperaturas
entre 303,15 K y 809,57 K. Se defini6 el nimero de contactos hidrofébicos
inter-mondémeros como criterio para estudiar la estabilidad del trimero (estructura
cuaternaria), mientras que el contenido hélice alfa se utilizé para evaluar la estabilidad
en general ya que es equivalente a las mediciones que se realizan experimentalmente

por dicroismo circular.

Para todos los sistemas simulados las estructuras parten plegadas y se comienzan
a desplegar rapidamente durante los primeros 10 ns en las temperaturas mas altas.
Luego el desplegamiento sigue avanzando a temperaturas menores pero de manera
mas lenta (Figuras 17, 18, 19, 20 y 21). Las tres proteinas poseen una alta estabilidad
en las condiciones de simulacion, necesitando temperaturas muy elevadas para que
se produzca el desplegamiento (Tabla 1). Este fenbmeno da cuenta de la dificultad
para sacar las estructuras de los pozos energéticos en que se encontraban. La Tm de
Lpp-56 a pH 7,4 estd documentada alrededor de los 338 K cuando se utiliza una tasa
de calentamiento de 1,0 K/min y de ~334 K a 0,125 K/min, existiendo una dependencia
con la velocidad de calentamiento al necesitarse una tasa de calentamiento més lenta
para obtener una Tm mas cercana al proceso de desplegamiento en equilibrio (Dragan
et al., 2004). En la simulacion a pH 7,4 Lpp-58 present6 una Tm de 539,71 K, al
menos 200 K mas que el valor reportado experimentalmente (Tabla I). Este fendmeno
se puede explicar en parte a la aproximacion de solvente implicito utilizada, que se ha
descrito que produce una sobreabundancia de estructuras secundarias tipo hélice alfa
(Roe et al., 2007). Por estos motivos, es importante utilizar métodos que mejoren la
exploracion del espacio conformacional como REMD, ya que si se hubiese buscado
observar el desplegamiento a las temperaturas descritas experimentalmente con una
simulacion tradicional, se hubiesen necesitado tiempos de simulacion practicamente
inalcanzables. De esta manera, al estudiar proteinas con procesos de desplegamiento
muy lentos siempre es recomendable utilizar los tiempos de simulacion méas extensos

que la infraestructura disponible permita.
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El protocolo de REMD se sustenta en mantener probabilidades de intercambio
relativamente uniformes de manera que cada réplica pueda recorrer libremente las
diferentes temperaturas. Sin embargo, en la distribucién de temperaturas utilizadas, a
pesar de tener una buena probabilidad de alrededor de 0,5, se generaron “cuellos de
botella” en los que ocurrieron escasos eventos de intercambio (Figura 22). La
probabilidad depende de la diferencia de energia potencial entre las dos réplicas a
intercambiar, mientras menor sea esta diferencia mayor es la probabilidad de
intercambio. Como estos “cuellos de botella” aparecen a temperaturas cercanas a las
Tm, su ocurrencia se explicaria debido a la gran diferencia de energia potencial entre
las estructuras plegadas y desplegadas. De esta manera, se podria suponer que el
desplegamiento observado es de caracter irreversible, ya que una vez que se
despliega una estructura su energia potencial aumenta y deja de intercambiarse con

las réplicas de menor temperatura que le podria permitir replegarse.

Para reconstruir el espacio conformacional total explorado por las réplicas de cada
sistema se procedié a utilizar WHAM ocupando como ejes de coordenadas el nUmero
de contactos hidrofébicos y el contenido hélice alfa (Figura 23). El espacio
conformacional de las tres proteinas en estudio fue similar, observandose dos pozos
con mayor probabilidad (color verde oscuro). El primero, en la esquina superior
derecha de cada panel, corresponde al pozo principal donde se encuentran las
estructuras plegadas y recibe principalmente la contribucién de las simulaciones a
bajas temperaturas. El segundo pozo mas pequefio, ubicado en la esquina inferior
izquierda de cada panel, corresponde a las estructuras desplegadas, recibe
principalmente la contribucién de las simulaciones a temperaturas mas altas. En este
grafico queda en evidencia la dificultad para sacar las proteinas desde el primer pozo
hasta el segundo. Ademas, en la transicion entre ambos pozos no se identificaron
terceros pozos de probabilidad, es decir, no se observan configuraciones
intermediarias estables. ElI camino de transicion de Licanantasa resultd el menos
probable (color rojo), es decir que se necesita una mayor cantidad de energia para
llevar a Licanantasa desde el primer pozo hasta el segundo. Las diferencias
ocasionadas por el pH acido en el espacio conformacional fueron minimas,

observando un pequefio ensanchamiento del pozo principal y un aumento del area del
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espacio conformacional explorado, fendmeno que se explica por la mayor flexibilidad
gue adquieren las proteinas al perder sus puentes salinos y puentes de hidrégeno

inter-monémero.

En el proceso de desplegamiento observado, primero se pierden los puentes de
hidrégeno inter-mondémero y los puentes salinos, luego los contactos hidrofobicos, los
puentes de hidrégeno de las cadenas principales y finalmente la estructura secundaria
(Figura 24, Tabla ).

Ala-14 presentd la menor estabilidad de las tres proteinas en ambas condiciones de
pH. No obstante, esta estabilidad fue mucho mayor a la esperada. Se ha reportado
que la mutante Ala-14 no forma trimeros y sélo presenta ~20% de hélice alfa a
273,15 K (Liu et al., 2002), por lo que se esperaba que su Tm fuera cerca de 65K
menor que la Tm de Lpp-58.

Se ha descrito experimentalmente que Lpp-56 disminuye su Tm desde 338K a
pH 7,4 hasta 316 K a pH 3,0 (Dragan et al., 2004). Sin embargo, esta disminucion de
la Tm no se observo en ninguna de las simulaciones realizadas, por el contrario, se
observo que la Tm aument6 en condiciones de protonacion a pH acido. Esta anomalia
podria explicarse por la aproximacion de solvente implicito utlizada en las
simulaciones. Aun cuando el modelo GB/SA para solvente implicito contempla el
efecto de apantallamiento de cargas y de la tension superficial, no considera el
impacto de los puentes de hidrégenos que se forman entre el agua y la proteina, ni el
efecto de los iones. Por esta razén no es posible afirmar ni descartar a priori que una
solucion acida produzca una disminucién de la Tm de Licanantasa. Sin embargo,
aungue asi ocurriese, la diferencia de estabilidad entre Licanantasa a pH acido y a pH
neutro deberia ser menor que en el caso de Lpp, ya que la estructura de Licanantasa
depende menos de puentes de hidrégeno y puentes salinos sensibles al cambio de
protonacion que la estructura de Lpp. Estos antecedentes sumados a que Lic-80
presenta la mayor estabilidad in silico de las proteinas en estudio, nos permiten

proponer que la estabilidad de Licanantasa no se veria comprometida de forma
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importante al encontrarse en un ambiente acido como el de los medios de

biolixiviacion.

La estabilidad de la hélice sobre-enrollada en estas simulaciones se sustenta por
una parte en conservar las interacciones entre los monémeros, siendo los contactos
hidrofébicos los mas importantes, y por otra parte en la mantencién de la estructura
secundaria por medio de los puentes de hidrégeno de la cadena principal. Licanantasa
al ser mas extensa posee una mayor interfaz hidrofébica que estabiliza el trimero y un
mayor niumero de puentes de hidrégeno que estabiliza la hélice alfa. Por lo tanto, se

requiere una mayor cantidad de energia para producir el desplegamiento.

La baja identidad de secuencia entre Licanantasa y Lpp da cuenta del fenbmeno
que la estructura es mas conservada que la secuencia (Chothia y Lesk, 1986). En este
caso, lo que se mantiene es la arquitectura de hélice sobre-enrollada mas que aa
especificos. Las diferencias encontradas darian cuenta de adaptaciones especificas al
ambiente y al rol biolégico de cada proteina.
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Tabla |. Temperaturas de desplegamiento

™m

Puentes de hidrégeno

Contactos hidrofobicos intra-monémero Hélice alfa
Proteina cadena principal

pH 1,6 pH 7,4 pH 1,6 pH 7,4 pH 1,6 pH 7,4
Ala-14 523,11 K 499,18 K 523,11 K 507,03 K 539,71 K 515,01 K
Lpp-58 531,35 K 507,03 K 547,95 K 523,11 K 556,59 K 539,71 K
Lic-80 556,59 K 556,59 K 565,34 K 556,59 K 574,24 K 556,59 K

Puntos medios
Proteina cadena lateral Inter-monomero
pH 7,4 pH 7,4

Ala-14 483,83 K 483,83 K
Lpp-58 468,95 K 491,44 K
Lic-80 407,48 K 483,83 K
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hidrofébicos
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Figura 17. Porcentaje de contactos hidrofébicos en las simulaciones de REMD.
Lic-80, Lpp-58 y Ala-14 en pH acido y pH neutro.
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Figura 18. Porcentaje puentes de hidrégeno de cadena principal en las simulaciones de
REMD.
Lic-80, Lpp-58 y Ala-14 en pH &cido y pH neutro.
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Figura 19. Porcentaje de contenido de hélice alfa en las simulaciones de REMD.

Lic-80, Lpp-58 y Ala-14 en pH &cido y pH neutro.
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Figura 20. Porcentaje de puentes de hidrégeno inter-mondmero en las simulaciones de

REMD.
Lic-80, Lpp-58 y Ala-14 en pH &cido y pH neutro.

33



Tiempo (ns)

100

80

60

40

20

Lic-80 pH1,6 p

100
80
60
40

20

0
303 371 447 547 660 809

Lic-80pH7,4 ¢

100
80
60
40

20

303 371 447 547 660 809

Lpp-58 pH 1,6

100
80
60
40

20

0
303 371 447 547 660 809

Lpp-58 pH 7,4 |

100
80
60
40

20

303 371 447 547 660 809

Temperatura (K)

Figura 21. Porcentaje de puentes de puentes salinos en
Lic-80, Lpp-58 y Ala-14 en pH &cido y pH neutro.

Ala-14 pH 1,6

303 371 447 547 660 809

Ala-14 pH 7,4

303 371 447 547 660 809

Puentes
Salinos
(%)

100

20

10

las simulaciones de REMD.
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a Lic-80pH1,6 b Lpp-58 pH1,6 ¢ Ala-14 pH 1,6 Probabilidad
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Figura 22. Probabilidad de intercambio en las simulaciones de REMD.
Lic-80, Lpp-58 y Ala-14 en pH &cido y pH neutro.
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Figura 23. Representacion mediante WHAM del espacio conformacional muestreado.

Probabilidad de encontrar una estructura con un determinado porcentaje de hélice alfa y de
contactos hidrofébicos a 303.15 K en las simulaciones de REMD para Lic-80, Lpp-58 y Ala-14
en pH éacido y pH neutro.

36



a Lic-80pH1,6 b Lpp-58pH1,6
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Figura 24. Promedio de propiedades estructurales versus temperatura.
Puentes de hidrégeno inter-mondémero, puentes salinos, contactos hidrofébicos, y contenido de
hélice alfa en las simulaciones de REMD para Lic-80, Lpp-58 y Ala-14 en pH éacido y pH neutro.
Se utilizaron los datos de los Ultimos 50 ns de cada simulacion.
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7 CONCLUSIONES

1. La estructura obtenida mediante modelamiento de novo para el trimero de
Licanantasa, present6 las caracteristicas estructurales propuestas: una hélice
sobre-enrollada, un dominio “alanine-zipper’ y residuos en posiciones

apropiadas para formar interacciones no enlanzantes inter-monémero.

2. La pérdida de interacciones electrostaticas inter monémeros que presenté
Licanantasa a pH acido fue menor que la presentada por Lpp y Ala-14. De esta
forma, Licanantasa podria soportar mejor ambientes acidos, como lo son los
medios en que ocurre el proceso de biolixiviacibn. En consecuencia, la
estabilidad de su arquitectura macromolecular seria indiferente a la perdida de

puentes de hidrégeno y puentes salinos producto del cambio de protonacion.

3. La metodologia utilizada no fue capaz de dar cuenta de la disminucion de la
Tm descrita experimentalmente para Lpp cuando se encuentra a pH acido.
Esta situacion podria explicarse por el uso de una aproximacion de solvente

implicito en el protocolo de Replica Exchange.

4. Dentro de las interacciones no enlazantes inter-monomeros analizadas, los
contactos hidrofébicos y los puentes de hidrogeno de cadena principal son los
principales encargados de la mantencion de la arquitectura macromolecular de
Licanantasa. Comparando con los controles utilizados, la estabilidad
aumentaria a medida que: mayor sea el nimero de puentes de hidrégeno de
cadena principal, mayor sea el nimero de contactos hidrofébicos y mayor sea
el tamafo de los residuos hidrofébicos involucrados. De esta manera,
Licanantasa presenta la mejor combinacion de estas caracteristicas dentro de
las proteinas estudiadas, siendo la mas estable dado que se requiere de una

mayor cantidad de energia para producir su desplegamiento.
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9 APENDICE

9.1 Dinamica Molecular*

Se entiende por Dinamica Molecular (MD) a la técnica de simulacion computacional
donde la evolucion temporal de un grupo de a&tomos que interaccionan se obtiene a
partir de las ecuaciones de movimiento de Newton:

aZTi

m; e F;

Para cada atomo i en un sistema constituido por N atomos, donde m; es la masa
del &tomo, r; es su posicion, t es el tiempo y F; es la fuerza que actta sobre él debido
a las interacciones que presenta con los otros atomos. Las fuerzas son obtenidas a
partir de las derivadas negativas de una funcién potencial V (ry, 1y, ..., y):

v
o

Las ecuaciones son resueltas simultdneamente en pequefios pasos de tiempo, del

Fi=

orden de femtosegundos, para garantizar la conservacion de energia total del sistema.
A medida que el sistema avanza las coordenadas de los &tomos se van escribiendo a
un archivo de salida a intervalos regulares de tiempo. Estas coordenadas en funcion
del tiempo representan una trayectoria del sistema. MD al ser una técnica basada en
la mecanica estadistica permite relacionar el comportamiento microscopico al
macroscoépico. El valor de una propiedad macroscépica se puede obtener a partir del
promedio de un conjunto de configuraciones microscépicas. Una trayectoria obtenida
mediante MD provee este conjunto de configuraciones. Por lo tanto, la medicién de
una propiedad en una simulacién corresponde simplemente a la media aritmética de
sus varios valores instantdneos durante la simulacion de MD. En el limite de
simulaciones muy largas, uno podria esperar que el espacio de fase sea
completamente muestreado y que, en ese limite, el proceso de promediar produjera
las propiedades termodinamicas. En la practica, las simulaciones siempre son de
duracioén finita, y uno debe tener precaucion al estimar cuando el muestreo ha sido

suficiente o no.

! Adaptado de Ercolessi (1997)
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9.2 Campo de fuerza?

La energia potencial del sistema es representada mediante un campo de fuerza,
gue se constituye por dos componentes que describen la interaccion entre las
particulas. El primero corresponde al conjunto de ecuaciones usadas para generar las
energias potenciales y sus derivadas, las fuerzas. El segundo componente
corresponde a los parametros usados en este conjunto de ecuaciones. La funcién de

energia potencial se compone de las siguientes contribuciones:

Vtotal = Venlace + Vémgulo + Vdiedro + VvdW + VCoulomb
Los tres primeros términos describen las interacciones de tipo enlazante. La
energia potencial de enlace describe el movimiento vibracional armonico entre dos

atomos unidos covalentemente:

— enlace 2
Ventace = Z k; (r; —7o0i)
enlace i

La energia potencial angular describe el movimiento vibracional del angulo que se

forma entre tres atomos unidos de forma covalente:

4 l
Vangulo = Z kiangu o(gi - 901’)2

angulo i
La energia potencial de angulo torsional describe el angulo diedro formado entre

cuatro atomos enlazados consecutivamente:

Vaiearo =

Z {kidiedm[l + cos(miyp; — )] n; #0
ke (; — §)* n; =0

diedroi

Los dos dultimos términos de la funcibn de energia potencial describen las

interacciones entre pares de atomos no unidos. El potencial Lennard-Jones 6-12
describe las fuerzas de van der Waals:

ij ij
Voaw = § E 4eij (r) —<7>
ij ij

T >

2 Adaptado de Phillips et al. (2005)
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El potencial de Coulomb describe las interacciones electrostéticas:

Vo = 3. Y 7L
Coulomb —
i Amegry;

i j>i
9.3 Algoritmo de integracion®

El motor de MD es el algoritmo de integracion, que es el encargado de resolver
numéricamente las ecuaciones de movimiento de Newton y de esta manera generar
las trayectorias. Existen varias aproximaciones de integraciéon numérica, entre ellas las
mas conocidas son los algoritmos de Verlet, Leap-Frog y Velocity-Verlet. En
GROMACS el algoritmo de integracion por defecto es Leap-Frog que usa las

.. . . . 1 .
posiciones r al tiempo t y las velocidades v al tiempo t —EAt ; Yy se actualizan las

posiciones y velocidades usando las fuerzas F(t) determinadas por las posiciones al
tiempo t:

(t+1At>_ (t 1At)+AtFt

VT2 TP T3 m @
1

r(t+ A8 = r(6) + Atv(t + 5 AD)

El funcionamiento de este algoritmo se puede observar en la Figura Al.

0 1 2 t—>

R

Figura Al. Método de integracion Leap-Frog.
El algoritmo es llamado de esta forma dado que r y v saltan como ranas sobre las espaldas del
otro. Figura adaptada del manual de usuario de GROMACS version 4.5.4.

3 Adaptado del manual de usuario de GROMACS 4.5.4
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9.4 Solvente implicito?

Los modelos de solvente implicito proveen una forma eficiente de representar los
efectos electrostéaticos de las moléculas de solvente, a la vez que permiten ahorrar una
gran parte del computo asociado a la descripcion precisa del agua del medio en las
simulaciones de MD. Los modelos de solvente implicito ofrecen varias ventajas sobre
la solvatacién explicita, incluyendo la eliminacién de la necesidad de equilibrar el agua
alrededor del soluto y la ausencia de viscosidad que permite a la proteina explorar

mas rapidamente el espacio conformacional.

Para estimar la energia libre de solvatacion total de una molécula AG,;,,, uno
supone tipicamente que puede ser descompuesta en sus partes electrostatica y no
electrostatica:

AGgopy = AGg + AGsurf

Donde AGg, s es la energia libre de solvatacion de una molecula a la cual se le
removieron todas las cargas, y AG,; es la energia libre de primero remover todas las
cargas en el vacio y luego agregarlas en la presencia de un ambiente con solvente.
Esta descripcion es la base del esquema ampliamente usado PB/SA. En esta
aproximacion, AG,, es computado por la metodologia numeérica Poisson-Boltzmann
(PB), y AGg,,s se considera proporcional al total del area de superficie accesible a
solvente (SA) de la molécula, con una constante de proporcionalidad derivada de

energia de solvatacién experimentales de pequefias moléculas no polares.

La aproximacién analitica Generalized Born (GB) es una forma de calcular la parte
electrostatica de la energia libre de solvatacion AG,;. Esta metodologia se ha vuelto
popular debido a su relativa simplicidad y eficiencia computacional, comparada con la
soluciéon numérica estandar de la ecuacién PB. El modelo GB representa cada atomo
en la molécula como una esfera de radio p; con una carga g; en su centro, el interior

de cada atomo se supone lleno de un material con una constante dieléctrica igual a 1.

4 Adaptado de Onufriev, Bashford y Case (2004)
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La molécula es rodeada por un solvente con un valor dieléctrico alto €,,, 80 para el

agua a 300 K. El modelo GB aproxima AG,; mediante una formula analitica:

1 q:q A5
. . e L
AG., ~ AG =——Z £ 1—
et B 2 L fGB(rij;Ri;Rj)< Ew )
7]

Donde r;; es la distancia entre los atomos i y j, R; son los llamados radios de Born

efectivos de los atomos i y j, y f%8 es una cierta funcion de suavizado de sus

argumentos. Una eleccion comun para f%E es:

2
f¢8 = |rZ + R;Rjexp | — ij
TRE 4R;R;

El radio efectivo de Born de un atomo refleja su grado de entierro al interior de la

molécula. Para un ion aislado R; es igual su radio de vdW p;, mientras para un ion
profundamente enterrado R; > p;. El radio efectivo depende de la conformacion de la
molécula y debe ser recalculado cada vez que la conformacion cambie. Los modelos
mas conocidos para calcular el radio de Born son Still, HCT y OBC, siendo este ultimo

el que produce mejores resultados.

9.5 Replica Exchange®

La Dinamica molecular con intercambio de réplicas (REMD) es un método que
puede ser utilizado para mejorar el muestreo de cualquier tipo de simulacion,
especialmente si las conformaciones estan separadas por barreras energéticas
relativamente altas. Este método consiste en simular multiples réplicas del mismo
sistema a diferentes temperaturas y realizar intercambios al azar del estado completo

de dos replicas a intervalos regulares con la probabilidad:

P(1 e 2) =min (1, exp [(kBlTl — ﬁ) Uy — Uz)])

Donde T, y T, son las temperaturas de referencia y U; y U, son las energias
potenciales instantaneas de las réplicas 1 y 2 respectivamente. Solo se intentan

intercambios para temperaturas vecinas ya que la probabilidad de intercambio

° Adaptado de Sugita y Okamoto (1999) y del manual de usuario de GROMACS 4.5.4
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disminuye muy rapidamente con la diferencia de temperatura (Figura A2). Después de

+0.5
. . . T\~
un intercambio las velocidades son escaladas por (T—l) .
2

De esta manera, los sistemas realizan un camino aleatorio libre unidimensional en
el espacio de la temperatura. Este camino aleatorio induce un camino aleatorio en el
espacio de energia que permite a las simulaciones escapar de los minimos locales de
energia. Para obtener un desempefio 6ptimo de REMD, se requiere elegir una
distribucion adecuada de temperaturas, de manera de asegurar una probabilidad
suficiente (P>0.1) y uniforme entre las distintas réplicas, y que la temperatura mas alta

sea suficiente para evitar quedar atrapado en un minimo de energia local.

§ ——> § ——> § ——> 2
7—>>§7—> 5 > 7
6 —> 5 e N 7 3
5 ——p 6—>X6—> 8
4 — 4 — 4 — 1
3—>>§3—> 1 m——> 6
2 — ] ——l N 3 — 4
] —f N 5 — 2 ——> 5

Figura A2. Representacién del protocolo de REMD para ocho replicas.

Cada replica comienza con la misma estructura inicial pero se simula a una temperatura
distinta, siendo la réplica 1 la que comienza a menor temperatura y la réplica 8 la de mayor
temperatura. Los intercambios de réplicas se intentan cada cierto nimero de pasos de
simulacién. Las flechas verdes representan los intentos de intercambio exitosos, mientras que
las flechas rojas representan los intentos de intercambio fallidos.

9.6 Algoritmo de prediccion de novo de Rosetta®

Rosetta es un paquete de software unificado para la prediccion de estructuras de
proteina y disefio funcional. Como todos los algoritmos de prediccién debe desarrollar

dos tareas. Primero debe explorar o muestrear el espacio conformacional relevante.

e Adaptado de Kaufmann et al. (2010)
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En segundo lugar debe clasificar de forma precisa o evaluar la energia de los modelos
estructurales resultantes. Con este fin Rosetta implementa aproximaciones de
muestreo Metropolis Monte Carlo guiados por conocimiento, en conjunto con funciones
de energia guiadas por conocimiento. Las funciones de energia guiadas por
conocimiento suponen que la mayoria de las propiedades moleculares pueden ser
derivadas de la informacion disponible, en este caso del Banco de Datos de Proteinas
(PDB).

Rosetta separa el muestreo de la conformaciéon general del refinamiento local para
la cadena principal. Se modelan los cambios conformacionales generales por medio
de intercambios de conformaciones de fragmentos peptidicos de tres y nueve
aminoacidos, obtenidos a partir de una biblioteca de fragmentos (Figura A3). Las
conformaciones de los péptidos son recogidas del PDB para tramos de secuencia
homodlogos que capturan el sesgo estructural para la secuencia local. Para el
refinamiento local de los modelos de proteinas se utiliza Metropolis Monte Carlo para

muestrear los angulos ¢ y ¥ que no desarmen el plegamiento global de la proteina.

Rosetta reduce drasticamente el numero de conformaciones muestreadas a través
del uso de conformaciones discretas de las cadenas laterales que se observan en el
PDB. Estos rotameros capturan las combinaciones permitidas entre angulos de torsiéon
de las cadenas laterales asi como los angulos ¢ y ¥ de la cadena principal, y por lo

tanto reducen tamafio del espacio conformacional.

El algoritmo comienza con una cadena peptidica extendida. La inserciéon de
fragmentos de cadena principal pliega rapidamente la proteina usando una funcién de
energia de baja resolucién y métodos de muestreo. Se intentan aproximadamente
30000 inserciones de fragmentos de nueve residuos seguidas por otras 10000
inserciones de fragmentos de tres residuos para generar un modelo de proteina.
Usualmente se pliegan entre 20000 — 50000 modelos para cada proteina individual.

Los modelos resultantes pueden ser refinados a un nivel atémico.
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Figura A3. Algoritmo de plegamiento de novo.

Rosetta comienza desde bibliotecas de fragmentos con angulos (¢ y ¢) dependiente de
secuencia que capturan el espacio de conformacion local accesible a una secuencia. La
combinacion de fragmentos diferentes de las bibliotecas pliega la proteina a través de la
optimizacién de contactos no locales. La funcién de energia de baja resolucion representada en
el panel (c) suaviza la hiperficie de energia rugosa, resultando en un minimo amplio y profundo
para la conformacién nativa. Una minimizacion Metropolis Monte Carlo dirige la estructura
hacia el minimo global. Figura adaptada de Kaufmann et al., 2010.

El protocolo de plegamiento de novo de proteinas se adapt6 para permitir la
prediccion precisa de proteinas homomeéricas. Para ello se desarroll6 el protocolo
“‘Rosetta Fold and Dock” que combina el protocolo de prediccion de novo y de
acoplamiento proteina-proteina. Este nuevo protocolo alterna entre ciclos de insercién
simétrica de fragmentos y acoplamiento de cuerpo rigido entre los mondémeros
parcialmente ensamblados.

“Fold and Dock” supone que los elementos de estructura secundaria de un
homémero son simétricos e inserta los mismos fragmentos para cada subunidad.

Como la interfaz entre un homdémero se encuentra en gran medida enterrada, el
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acoplamiento durante el plegamiento permite proteger y estabilizar esta region durante

el proceso de plegamiento, lo que mejora enormemente la precision.

En la prediccion de estructura de novo se utiliza comunmente el proceso de
agrupamiento de los mejores modelos y su clasificacion por tamafio de grupo, siendo
el grupo de mayor tamafio el gque se encuentra te6ricamente mas cerca del
plegamiento nativo, esto se basa en la observacién de que los pozos de energia mas

profundos son también los mas amplios.

La funcién de energia de baja resolucion trata las cadenas laterales como
centroides. Esta funcién de energia modela la solvatacién, electrostatica, puentes de
hidrégeno entre hebras B e impedimentos estéricos. Los efectos de solvatacidon son
modelados como la probabilidad de observar un aminoacido en particular rodeado por
un nimero dado de carbonos a dentro de una distancia de corte dependiente de
aminodcido. Las interacciones electrostaticas son modeladas como la probabilidad de
observar una distancia dada entre dos centroides de aminoacidos. Puentes de
hidrégeno entre las hebras B se evalla en base al arreglo geométrico relativo de los
fragmentos de hebra. Se penaliza la superposicién de a&tomos de la cadena principal y
los centroides de las cadenas laterales y de este modo se provee el componente
repulsivo de una fuerza de van der Waals. Un término de radio de giro se usa para
modelar el efecto de atraccion de van der Waals. Todos los perfiles de probabilidad
fueron derivados de los cristales disponibles en el PDB usando estadistica Bayesiana.
La baja resoluciobn de esta funcién de energia basada en centroides suaviza la
hiperficie de energia a costa de su precisién. La hiperficie suavizada de energia
permite mantener una baja energia para las estructuras que estan cercanas al minimo
global, incluso con defectos estructurales que una funciébn de energia atémica

penalizaria rigidamente.

La funcion de energia de alta resolucion permite un detalle a nivel atémico, para ello
combina el potencial Lennard-Jones 6-12 para describir las fuerzas de van der Waals,
una aproximacion de solvatacion, un potencial de puentes de hidrogeno dependiente

de la orientaciéon, un término electrostatico basado en conocimiento, y un término de
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energia libre interna para los aminoacidos dependiente de conformacién basado en

conocimiento.
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