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Abstract

The transition between the non-fusogenic and fusogenic conformations of loop 36 of the
HAZ2 chain of Hemagglutinin has been studied using the trajectories of molecular dynamics
simulations of the loop obtained in a previous work. The original analysis of the data was
thouroughly revisited and diferent analytical techniques were used for its analysis. First,
the clustering method was evaluated using the Euclidean distance between structures in
Ramachandran space, instead of the RMSD, finding evidence of existence of additional

intermediate conformations. Importantly, the so called quasi-harmonic approximation was

used to estimate entropy. The values of entropy obtained, are in the order of 17m'j)‘;‘§§(, which
are one order of magnitude higher than the results obtained in previous works. The free
energy was estimated based on this improved calculation of the entropy, proving that the
term —7'AS contributes in a non-negligible way to the free energy. The internal energy term,
was estimated using an ensemble average, over the equilibration MD trajectories of each
intermediate conformation, as a result the height of the energy barrier for the transition was

estimated in 189,75%¢al

mol *



v

Resumen

La transicion entre las conformaciones no-fusogénica y fusogénica del lazo 36 de la cadena
HAZ2 de la Hemaglutinina ha sido estudiada utilizando las trayectorias de simulaciones de
dindmica molecular obtenidas en un trabajo previo. El andlisis original de los datos se revis6
exhaustivamente y se utilizaron diferente técnicas analiticas para su andlisis. En primer
lugar se evalud el método de clustering utilizado utilizando como pardmetro la distancia
euclidea entre estructuras en el espacio de Ramachandran, en lugar del RMSD, encontrandose
evidencia de la existencia de conformaciones intermedias adicionales.. De forma importante,

la llamada aproximacion quasi-armoénica se utiliz6 para estimar la entropia. Los valores de

kcal
mol° K’

de magnitud a los resultados obtenidos en trabajos anteriores. Se estimé la energia libre, a

entropia obtenidos, se encuentran en el orden de 17 los cuales son mayores en un orden
partir del calculo mejorado de la entropia, comprobando que el término —7T'AS contribuye
de forma no despreciable a la energia libre. El término de energia interna, se estimé a partir
del promedio sobre el ensamble, aplicado sobre las trayectorias de dindmica molecular de

equilibracién para cada conformacién intermedia, como resultado la altura de la barrera

kca
mol *

energética para la transicion se estimé en 189,75
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Bases Biofisicas

1.1.1. Estructura de las Proteinas

Una proteina es un polimero, formado a partir de un conjunto de los aminodcidos. Un
aminodcido es una molécula formada por un dtomo de carbono central (C,), el cual tiene
enlazado un grupo amino (N H;) en uno de sus lados, un grupo carboxilo (COO™) en el
otro, un dtomo de Hidrégeno (H), y una cadena lateral variable que se denota mediante
una R, la cual diferencia a los aminodcidos, y les confiere sus propiedades fisico-quimicas
caracteristicas (fig. 1.1). Hay 20 diferentes tipos de aminodcidos, presentes en todas las formas

de vida conocidas, cada uno con su cadena lateral R caracteristica.

Grupo Amino Grupo Carboxilo

FIGURA 1.1: Estructura de un Aminodacido, imagen adaptada de [1]
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Cuando los aminodcidos reaccionan para formar un polimero, el grupo amino de un aminodci-
do se combina con el grupo carboxilo de otro, de forma que un d&tomo de hidrégeno del grupo
amino se separa y se combina con el grupo hidroxilo del grupo carboxilo, el cual también se
separa, esto produce una molécula de agua. Al mismo tiempo se forma un enlace covalente
entre el nitrégeno del grupo amino y el carbono del grupo carboxilo, este enlace es conocido
como enlace peptidico. Como resultado de la naturaleza del enlace peptidico, los atomos de
Carbono C'y Oxigeno O en el primer residuo, y los atomos de Nitrogeno N e Hidrégeno H

en el segundo residuo son coplanares [2, 3] (fig. 1.4).

La cadena de residuos formada, tiene una secuencia de atomos que se repiten: —N —C, —C'—,
como se indica en la figura 1.2 . Esta secuencia se conoce como el backbone de la proteina.
Los residuos en los extremos tienen grupo que no han reaccionado, y se les conoce como

terminales, existiendo el terminal amino o terminal N y el terminal carboxilo o terminal C.

Backbone

Cadena

A

el

Enlace
Peptidico

Cadena
Lateral

FIGURA 1.2: El backbone de una proteina, imagen adaptada de [4]

Una vez que el polipéptido se ha formado, sufre cambios conformacionales, hasta que adquiere
una estructura particular. Uno de los problemas fundamentales de la biofisica, es como
predecir la estructura, y posiblemente su funcién, a partir de su secuencia de amino4cidos. La
importancia de este problema, se debe a que las proteinas tienen un papel central en todos
los procesos en los organismos vivos. Se encargan de regular procesos biolégicos, proveen

soporte estructural, transportan otras moléculas, etc.

Las proteinas pueden actuar como catalizadores de reacciones bioquimicas, regulando su
velocidad. Las proteina también pueden tener la funcién de transportar a otras moléculas,
siendo el ejemplo més relevante, el de la hemoglobina, cuya funcién es realizar el transporte de
oxigeno hacia cada célula en el organismo. De manera similar, las lipoproteinas, transportan
lipidos hacia donde son necesarios, frecuentemente transportdndoles a través de sitios en los

cuales serian de otra manera detenidos. Las proteinas también ayudan al transporte de iones y
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otras moléculas pequeas a través de las membranas celulares. Las proteinas también tienen
funciones estructurales y de movimiento, por ejemplo en la formacién y contraccion de los

musculos.

1.1.2. Niveles de Organizacion

La estructura de las proteinas puede ser descrita a varios niveles de complejidad, analizdndolas
desde la mas elemental hasta la mas compleja. Bajo este criterio, se han definido cuatro niveles
de organizacién [3], la secuencia de la cadena lineal de aminoécidos en un polipéptido es
conocida como la estructura primaria, la estructura secundaria consiste de los patrones
0 motivos estructurales estables que forma la cadena de aminoacidos de forma local, la
estructura terciaria abarca todos los aspectos de la conformacién espacial tridimensional
de la proteina, finalmente se puede hablar de una estructura cuaternaria cuando la proteina
consta de dos o mas subunidades. Esta organizacién se muestra de forma esquematica en la

figura ??:

Estructura

Primaria Estructura

Pro Cuaternaria
Ala
Asp)
Lys Estructura Estructura
Thr Secundaria Terciaria
Asn
Val
Lys
Ala
Ala £y \
Trp -
Gly
Lys
Val

Residuos
Aminoacidos

a-Hélices

Subunidades Ensambladas

FIGURA 1.3: Niveles de Organizacién en Proteinas, imagen adaptada de [3]

Los grupos funcionales amino y carboxilo que constituyen un aminodcido, son facilmente
ionizados a un valor fisiol6gico de pH, el grupo amino por la adicién de un proton, y el grupo
carboxilo por la pérdida de un protén. El resultado se conoce como un zwiterion, una molécula
ionizada que tiene carga positiva y negativa, pero una carga neta nula. En la cadena peptidica,
los grupos amino y carboxilo participan en la formacién de enlaces covalentes, eliminando la

posibilidad de que se ionizen, excepto en los extremos de la cadena.
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De los 20 amindacidos que forman las proteinas, 5 tienen cadenas laterales R, que pueden estar
ionizadas a pH fisiolégico. En particular, el aspartato y el glutamato tienen carga negativa,
en tanto que la histidina, lisina, y arginina tienen carga positiva. Estos aminodcidos pueden
influir en la estructura proteinica de varias formas, por ejemplo pueden formar puentes salinos,
es decir pueden formar un enlace idnico entre un ion positivo y negativo. Otro mecanismo
es la atraccién o repulsion electrostatica de las cadenas laterales con grupos ionizados de la

molécula.

1.1.3. Mapas de Ramachandran

Los angulos de Ramachandran [5], representan la orientacién de los aminoécidos unidos
mediante enlaces peptidicos en un polipéptido o proteina. Estos dngulos permiten describir las
rotaciones del backbone o esqueleto del polipéptido en torno a los enlaces N — C,, (llamado
0)y Cq — C (1h). Como consecuencia la cadena peptidica que constituye una proteina puede
considerarse como una sucesion de planos cuya orientacién relativa se define con dos angulos

denotados con ¢ y .

Plano
Peptidico

Hacia el
\ Terminal
. Carboxilo

Hacia el
Terminal
AMiINo

FIGURA 1.4: Angulos de Ramachandran, imagen adaptada de [3]

La representacion en un plano de ¢ vs v, se conoce como mapa de Ramachandran, y propor-
ciona una manera fécil de ver la distribucién de los dngulos de torsién en una estructura de la
proteina. También proporciona una vision general de las regiones excluidas, que muestran
que ciertas rotaciones del polipéptido no estan permitidas, debido a la interaccion entre los
atomos de los aminoacidos. Finalmente, en el mapa de Ramachandran se pueden identificar
regiones correspondientes a motivos de la estructura secundaria de una proteina, tal como las
regiones correspondientes a los denominados «-hélices y hojas-/3, estas regiones se muestran

en la figura 1.5.
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+180 -
j
y O
ﬁ
-180 -
-180 0 +180

b

FIGURA 1.5: Mapa de Ramachandran, con las regiones correspondientes a
a-hélices y hojas-f3, imagen adaptada de [4]

1.1.4. «-Hélices

Las estructura de las a-hélices en proteinas, fue descubierta por Linus Pauling en 1951 [6], el
cual predijo que su estructura era estable y energéticamente favorable; esto se debe a que una
a-hélice es el arreglo méas simple que el polipéptido puede asumir, tal que se maximizan los
enlaces de hidrégeno internos. En esta estructura el backbone de la proteina se envuelve en
torno a un eje imaginario que pasa longitudinalmente por el centro de la hélice, de tal forma

que los grupos laterales R de los residuos quedan en la parte exterior de la hélice.

Terminal Amino

@ carbono Leu
) Hidrégeno Met
@ oxigeno Arg
@ Nitrégeno Lys
@ Grupo R Gln

Val

"% Terminal Carboxilo Pro

(A) (B)

FIGURA 1.6: (A) Estructura de un a-hélice, (B) Propension de residuos para
conformar a-hélices, imagen adaptada de [3]
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Las a-hélices pueden variar considerablemente en longitud, desde 4 a 5 residuos, hasta mas de
40 residuos en las proteinas globulares; la longitud promedio de un a-hélice es de alrededor

de 10 residuos, correspondientes a tres vueltas de la hélice [2].

El poligono que encierra a la region correspondiente a un a-hélice en el mapa de Ramachan-

dran esta determinada por los puntos indicados en la siguiente tabla [2]:

@ lrados] Y [erados]
-180.0 -34.9
-164.3 -42.9
-133.0 -429
-1094 -32.2
-106.9 -214
443  -214
-443  -T71.1
-180.0 -71.1

TABLA 1.1: Puntos del poligono que encierra la regién correspondiente a un
a-hélice en el mapa de Ramachandran [2]

1.1.5. Plegado Proteinico

La forma tridimensional que adquiere la proteina en condiciones fisioldgicas, se conoce como
la forma plegada; y la caracterizacion del proceso de plegado, asi como la prediccion de la
estructura plegada a partir de la cadena lineal de aminodacidos, se conoce como el problema

del plegado proteinico [7, 8, 9].

Cuando una proteina estd plegada en su forma correcta, se dice que estd en su estado nativo,
este estado puede contener un nimero pequefio de conformaciones que estdn involucradas en
el funcionamiento bioldgico de la proteina. Cuando una proteina no estd plegada, es decir no

estd en su estado nativo, se dice que estd denaturalizada.

Varias proteinas requieren asistencia para plegarse, esta asistencia la proveen otras moléculas
Ilamadas moderadores de plegado o chaperones, para llegar a su estado nativo. En algunos
casos los chaperones catalizan un paso en el proceso de plegado, que de otra manera, ocurriria
muy lentamente. En otros casos los chaperones se adhieren a la cadena peptidica y unen ciertas

partes de la molécula, o proveen un entorno que favorece el estado nativo de la proteina.
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1.1.6. El Entorno Energético

El entorno energético es una "hiper-superficie" que asocia la estructura o conformacion de la
biomolécula, con la energia, en particular con la energia libre de Gibbs. El concepto de entorno
energético, esta estrechamente relacionado con las ideas de Levinthal[10] y Anfinsen[11], en
relacion a la termodindmica del proceso de plegado proteinico; plantedndose la hipdtesis que
las estructuras biol6gicamente funcionales, corresponden a minimos del entorno energético,
y que los caminos sobre la superficie del entorno energético corresponden a trayectorias de

plegado.

1.2. El Lazo 36 de 1a Hemaglutinina

La Hemaglutinina (HA) es una proteina presente en la superficie del virus de la influenza,
siendo parte fundamental del mecanismo de adhesién y fusion del virus a la membrana
celular [12, 13]. La Hemaglutinina esta formada por dos subunidades HA1 y HA2, las
cuales se encuentran unidas mediante un enlace disulfuro. La estructura molecular de la
Hemaglutinina ha sido caracterizada completamente de forma experimental [12, 14], y la
informacién completa de su composicidn y estructura molecular se encuentran libremente
disponibles en el Protein Data Bank (PDB) [15], tanto para la configuracién no-fusogénica,

como para la fusogénica.

De particular interés resulta la dindmica del cambio conformacional [16, 17, 18, 19] que
sufre el llamado Lazo 36, el cual corresponde a la regién comprendida entre los residuos
54 y 89 de la cadena HA2 de la Hemaglutinina. El lazo 36 de la Hemaglutinina consiste
de 36 residuos (fig. 1.4), comprendiendo la region entre los residuos 54(ARG) y 89(ILE),
cabe notar que la regiéon comprendida entre los residuos 76(ARG) y 89(GLU) tiene una
estructura de a-hélice en el estado no fusogénico. El residuo 75(GLY’) corresponde a la
glicina el cual es el aminodcido mds simple que existe, lo cual también hace que sea el tnico
aminodcido presente en las proteinas de naturaleza no-quiral; la glicina junto a la prolina
son los amino4cidos con menor propension a formar a-hélices [2, 3, 4]. El residuo 75 separa
al lazo 36 en dos secciones, una cuya estructura es de a-hélice, y otra que forma un lazo
aleatorio, comprendido entre los residuos 54(ARG) y 74(GLU) [25, 13].
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54 75
1 22

ARG|VAL| ILE |GLU JLYS |THR|ASN|GLU|LYS |PHE | HIS |GLN| ILE |GLU|LYS |GLU |PHE | SER |GLU | VAL |GLU | GLY

23 36

ARG] ILE |GLN| ASP|LEU |GLU|LYS | TYR| VAL |GLU | ASP|THR]LYS | ILE

FIGURA 1.7: Secuencia del Lazo 36, la region comprendida entre los residuos
76 al 89 se encuentran en estructura de tipo a-hélice durante toda la transicién
conformacional

El modelo con mayor aceptacion para la descripcion de la transiciéon conformacional es el co-
nocido como Spring-Loaded [13], el cual plantea que la estructura nativa de la Hemaglutinina
estd atrapada en un estado metaestable, y que el mecanismo para liberarlo es disparado por
la disminucién del pH, el cual desestabiliza la estructura nativa y produce la transicién. El
cambio ocurre desde su conformacion inicial no-fusogénica a p/{ ~ 7 hasta una conforma-
cién final fusogénica a pH ~ 5. Se ha planteado que el movimiento lineal producido por la

transicion conformacional, pueda ser aprovechado como un nanomotor lineal [20, 21, 22, 23].

Neuraminidasa

Hemaglutinina
¥ 2
s
* Ve A ¢
d_f o
Vo
T~

/ =
¥ PR 3
Longitud HA = 13,5 nm{ x

i
L 7
T Y
~ Didmetro Virus = 80-120 nm

FIGURA 1.8: (A) La Hemaglutinina, con sus subunidades HA1 y HA2, el lazo
36 se encuentra en la subunidad HA2, imagen realizada utilizando VMD [24].
(B) La Hemaglutinina en el virus de la influenza

La siguiente figura muestra la estructura del lazo 36, tanto en su forma no-fusogénica, como

fusogénica.
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FIGURA 1.9: Estructura Secundaria del Lazo 36: (A) Conformacién no-

fusogénica a pH 7, imagen generada mediante el software VMD [24] a partir

de la estructura 1HGF [14] del PDB [15]. (B) Conformacién fusogénica a pH

5, imagen generada mediante el software VMD [15], a partir de la estructura
IHTM [12] del PDB [15]

1.3. Transicion Conformacional

La informacion disponible para el lazo 36 en el PDB ha facilitado su estudio mediante simula-
ciones computacionales de dindmica molecular [19, 18, 16, 26]. Particularmente, la transicion
del lazo se ha estudiado utilizando simulaciones de dindmica molecular orientada (TMD:
Targeted Molecular Dynamics) [26, 19]. Con este tipo de simulaciones se genera la transicion
entre dos estructuras mediante la aplicacion de una fuerza orientadora proporcional a la
distancia media cuadratica (RMSD) entre las posiciones de los dtomos para cada instante de
simulacién y las correspondientes posiciones de la estructura objetivo [TMD]. La aplicacién
de simulaciones TMD al estudio de la transicion del lazo 36 ha permitido identificar posibles

estados intermedios y el costo energético de la misma.

En el estudio realizado por Calderon J. [26] las estructuras generadas por las simulaciones
TMD fueron inicialmente agrupadas mediante la técnica de analisis de grupos [27, 28] en 11
grupos. Cada uno de estos grupos se asocié con una conformacién accesible al polipéptido
durante la transicion desde el estado no-fusogénico al fusogénico. Posteriormente se estudi6
la evolucién de la estructura representativa de cada conformacion identificada mediante

simulaciones de dinamica molecular. Las estructuras obtenidas se sometieron a un analisis de
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grupos obteniéndose lo que se denominé pseudoconformaciones. En el trabajo citado [26] el
nimero de pseudoconformaciones se utilizé para la estimacién de la entropia, obteniéndose
una contribucién de la entropia a la energia libre del orden de 1, 2kcal/mol. Sin embargo,
este cdlculo depende del criterio utilizado para la clasificacién de las estructuras asociadas a
cada conformacion, especificamente de la métrica utilizada para definir la distancia entre dos

estructuras. Por lo tanto un cdlculo independiente de la entropia se hace necesario.

En vista de que el andlisis de los datos realizado anteriormente no se ha terminado de forma
adecuada, se realiz6 un nuevo andlisis de los datos. Para este nuevo andlisis en primer lugar se
compard los resultados del método de agrupamiento desarrollado por Calderon J.[26] con los
resultados de un agrupamiento basado en la similitud de estructuras secundarias en el espacio
de Ramachandran, posteriormente se estimo la entropia del lazo 36 de la HA utilizando el
método de la Aproximacion Quasi-Armoénica y finalmente se estimé la energia libre con el fin
de probar varios candidatos a coordenadas de reaccion para caracterizar la barrera energética

asociada a la transicién conformacional.

La transicién conformacional del lazo 36 de la Hemaglutinina es un proceso que, por su
simplicidad, permite estudiar el plegado proteinico. Los detalles atdmicos de la transicién
accesibles directamente con las simulaciones de dindmica molecular, permiten el cilculo de
la energia, asi como de la entropia involucradas en el proceso. Esta informacién permitira
establecer relaciones cuantitativas entre estas dos magnitudes durante un proceso de plegado.
Particularmente el entendimiento de los mecanismos atémicos asociados a la transicién
conformacional del lazo 36 de la Hemaglutinina tiene potenciales aplicaciones biomédicas y

biotecnoldgicas.
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Capitulo 2
Aproximacion Quasi-Armonica

Dado que no existe un método exacto para calcular la entropia de una biomolécula a partir
de los datos de dinamica molecular, es necesario realizar una estimacion de la misma. La
estrategia que su utilizé en este trabajo para estimar la entropia, es la llamada Aproximacion
Quasi-Arménica (QHA) [29], la cual provee un limite superior a la entropia conformacional
de una biomolécula en términos de osciladores arménicos independientes asociados a sus
grados de libertad, identificados con un andlisis de componentes principales [30]. Para la
descripcion de la aproximacién quasi-armoénica es necesario primero introducir la técnica del

andlisis de componentes principales.

2.1. Analisis de Componentes Principales (PCA)

El Anidlisis de Componentes Principales es una técnica estadistica, utilizada para analizar
datos multivariantes. Los objetos practicos de la utilizacién del andlisis de componentes
principales han sido enumerados por Jeffers [31], siendo de interés para el presente estudio,

examinar la correlacion entre las variables de un conjunto de datos.

En el andlisis de componentes principales se parte de un conjunto de variables correlacionadas
x = (x1,...,x,), estas se expresan en un nuevo conjunto de variables no-correlacionadas
Yy = (Y1, - -, Yyn) conocidas como las componentes principales, las cuales son combinaciones
lineales de las variables originales. Estas componentes principales obtenidas se encuentran
ordenadas de tal forma que la primera componente principal y; contiene la mayor cantidad de
varianza posible de los datos entre todas las combinaciones lineales de las variables de x, en
tanto que 1 tiene la mayor varianza restante, y asi sucesivamente. Por esto, el PCA es titil en
ciertas aplicaciones para reducir el nimero de dimensiones bdsicas requeridas para describir el
conjunto, de forma que se puedan reducir a un nimero minimo de dimensiones significativas,
tomando en cuenta las primeras componentes principales que contienen la mayor varianza

de los datos, e ignorando las demads [31]. En el presente estudio, se utilizaron todas las
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componentes principales, ya que para la aplicacién de la aproximacién quasi-arménica para

el calculo de la entropia es inicamente necesario tener variables no-correlacionadas.

2.1.1. Matriz de Datos y Matriz de Covarianza

Considerando un conjunto de datos, los cuales se pueden representar mediante «, el cudl es un
vector estocdstico de componentes z; con j = 1,...,n, el cual a su vez tiene una distribucion
de probabilidad subyacente P(x); se puede establecer una muestra X = {x,|s = 1,...,n}
de P(x). Esta matriz X representa una matriz de datos arbitraria, cuyas filas denotan las
muestras s = 1,...,n, y cuyas columnas representan las variables (o coordenadas) de cada

muestra.

Entonces se puede obtener el primer momento de la matriz de datos [32], como el vector

promedio:
1 n
(@)=~ 2.1)
s=1

De manera similar, se puede determinar el segundo momento de la matriz de datos, el cual es

conocido como la matriz de covarianza [33]:

C=-> (. — (x) (@, — (x))" (2.2)

s=1

Esta matriz se puede expresar de forma compacta, definiendo una nueva variable X’ =

{zs — (x)}: '
C:gXW” (2.3)

2.1.2. Descomposicion de Valores Propios

Es conocido [34], que a partir de una matriz A, se puede plantear un problema de valores
propios de la forma:
Au = \u 2.4)

(A=X)u=0 (2.5)
donde u es llamado vector propio o autovector y A es un escalar llamado valor propio o
autovalor, e I es la matriz identidad.

Por convencion, se acostumbra reunir al conjunto de autovectores de A en una matriz U,

donde cada columna de U es un autovector de A. Los autovectores se arreglan en una matriz
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diagonal A, de forma que se puede expresar el problema de valores propios de la forma:
AU = AU (2.6)

Entonces a partir de esta expresion, se puede obtener la descomposicion de valores propios de
una matriz A:
A=UAU! 2.7)

2.1.3. Matrices Positivas Semi-definidas

Una matriz A es positiva semi-definida cuando puede ser expresada mediante el producto de

una matriz por su transpuesta, es decir:
A=XXT (2.8)

Esta expresion implica que una matriz positiva semi-definida es siempre simétrica (es de-
cir A = AT). Ademdis los autovalores de una matriz positiva semi-definida son siempre
positivos o nulos [34], y sus autovectores son siempre ortogonales cuando los autovectores
correspondientes son diferentes; por tanto, si se arreglan los autovectores en una matriz U, la
misma sera ortogonal, es decir:

uut =1 (2.9)

Por lo tanto:
u-l'=U"T (2.10)

Entonces la descomposicién en valores propios de la matriz (A = U AU ~1) puede expresarse
de la forma:
A=UAUT (2.11)

La matriz de covarianza es una matriz positiva semi-definida.

2.1.4. Descomposicion de Valor Singular (SVD)

La descomposicién de valor singular (SVD) es una generalizacién de la descomposicion de
valores propios. La SVD descompone una matriz rectangular en tres matrices: dos matrices
ortogonales y una matriz diagonal. Si A es una matriz rectangular, entonces tiene una
descomposicién del tipo [34]:

A=UrTVT (2.12)
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donde U es la matriz de autovectores normalizados de la matriz AAT, V es la matriz de
autovectores normalizados de la matriz AT A, y I" es la matriz diagonal que contiene los
valores singulares, de forma que: I' = Az donde A es la matriz diagonal de autovalores de la
matriz AAT y de la matriz AT A, ya que los dos conjuntos de autovalores son los mismos
[33].

2.1.5. PCA mediante SVD

Una matriz de datos X de dimensién n X m se puede descomponer mediante SVD de la

forma X = UT'V'T, por tanto la matriz de covarianza se puede expresar [30, 32]:

C = (UTVT)(VTUT) = (UT)(VTV)(TUT) = - (UT)ITUT)  (213)
c= urur (2.14)

donde U es una matriz n X m.

2.2. Componentes principales de una macromolécula deri-

vadas de trayectorias de dinAmica molecular

A partir de trayectorias de simulaciones de dindmica molecular, en las cuales se han elimi-
nado los dtomos del solvente, se puede plantear una matriz de trayectoria R la cual tiene
dimensiones 3N, x n; siendo N, el nimero de dtomos y n la cantidad de trayectorias de

simulacién que se consideran para el andlisis, es decir:

1
T2
T3

R=| : (2.15)

Tnf

donde 7; corresponde a la estructura i-ésima, la cual contiene las coordenadas de cada dtomo,

arregladas en un vector con 3/Na componentes:

i = (2, Y, 20 TN UNas ZNa) (2.16)
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Aplicando a la matriz de trayectoria R, una transformacién de la forma [35]:

Y = MY?R (2.17)

donde la matriz M'/? de dimensiones 3N, x 3N, viene dada por:

W 0 0 0 ]
0 m 0 0
0 0 mr 0 0
MY?=| : : : 0 0 (2.18)
0 0 MNg 0 0
0 0 0 MNa 0
0 0 0 0 Mg

siendo m; la masa atémica del i-€simo atomo [36].

Sobre esta matriz Y se aplica el andlisis de componentes principales, para lo cual, en primer
lugar, se obtiene la matriz de covarianza de Y, cuyos elementos individuales vienen dados

por:

n

C=15 - W - )" (2.19)

n
s=1

En consecuencia la matriz de covarianza se puede representar de la forma:

C = lYYT (2.20)
n

Se aplica la descomposicion de valor singular (SVD) a la matriz C , obteniendo un conjunto
de 3N, autovalores ), los cuales debido a la ponderacién realizada a través de la matriz M
contienen valores de masa que son combinacidn de las originales [35, 37, 38], por lo cual los

autovalores pueden representarse de la forma:

Ni = Meg0pea (2.21)

2.3. Frecuencias Asociadas a las Componentes Principales

Se puede demostrar (Apéndice A) que para un sistema con desviacion estandar nula (x) = 0
y varianza conocida (x?), el valor méximo de la entropia se presenta cuando las energias y

las varianzas para cada estado son proporcionales, excepto por una constante aditiva. Esta
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condicidn es satisfecha por el Hamiltoniano de un oscilador arménico [35, 37], es decir:

1 2
H= -2 + mwa?) (2.22)
2'm

donde p es el momento candnico asociado a X.
Para este tipo de sistemas es de interés encontrar la frecuencia a partir de la varianza (z?).
Para ello se puede utilizar la siguiente aproximacioén [35]:

mw?(2?) = kT (2.23)

Estd expresion se cumple también en el régimen clasico, debido al teorema de equiparticion.

Una generalizacion propuesta para el caso n-dimensional es a través de la matriz de covarianza

[35], de forma que la expresién anterior se puede representar como:

Meprwoos = kT (2.24)

Las varianzas o2 pueden estimarse con simulaciones de dindmica molecular del sistema. Este
tipo de simulaciones de dindmica molecular, se realizan usualmente en un sistema de coorde-
nadas cartesiano, por lo cual varias de sus coordenadas estaran correlacionadas. Con el fin de
obtener una transformacion de coordenadas, las cuales sean independientes u ortogonales, se
puede aplicar una transformacién ortogonal, tal como el andlisis de coordenadas principales,
las cuales ademas estdn ordenadas desde la que contiene la mayor cantidad de varianza del

sistema, hasta la que contiene la menor, de forma que:

Mef w0y poay = kT (2.25)

Esta expresion corresponde a la hipétesis fundamental de la aproximacion Quasi-Armonica, la
cual considera que los autovalores obtenidos a partir del andlisis de componentes principales,

corresponden a un conjunto de osciladores armoénicos cudnticos no-correlacionados [39, 40].

Desarrollando la ecuacion anterior, para cada autovalor se puede obtener una frecuencia w:

kgT
b= (2.26)
Meff05(pca) Ai

W; =

La ultima ecuacién asigna un valor de frecuencia a cada autovalor obtenido mediante el

analisis de componentes principales.
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2.4. Calculo de la Entropia en la Aproximaciéon Quasi-Armonica

La funcidn de particion [41] para un oscilador arménico cudntico, incluyendo la energia del

punto zero, viene dada por

7 — Ze’k?TwT(jJr _ o TeT Z (e kBT) (2.27)

Jj=0 J=0

A partir de esta funcion de particion se pueden obtener las funciones termodinamicas, siendo

de interés la entropia de cada oscilador

F-U 1 hw _ hw
sgi=———==|—F—"1|—-k ln(l—e kBT) 2.28

Para estimar la entropia total se considerard al sistema como conformado por una serie de

osciladores arménicos cuanticos no-correlacionados [35, 37]

1 hw; _ i
T ( B 1> —1In (1—6 ’“BT>] (2.29)

Este resultado, permite el cdlculo de la entropia a partir de los valores de frecuencia, los

3N

SszBZ

cuales se pueden obtener a partir de la aplicacion de la aproximacién quasi-armoénica a las
trayectorias de dindmica molecular, y por tanto, este resultado se utilizara para la estimacion

de la entropia en el presente trabajo.
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Capitulo 3

Metodologia

3.1. Analisis de Grupos

El Andlisis de Grupos, es una técnica del andlisis estadistico, la cual intenta agrupar un
conjunto de objetos, de forma que los objetos clasificados dentro de un grupo sean mas
similares entre si, que cualquier otro objeto del resto de grupos. Debe observarse que no
existe una definicion tinica de grupo para un conjunto de datos, ya que pueden utilizarse
diferentes criterios para la clasificacion dentro de los grupos; de manera similar, no existe
un tnico algoritmo para realizar el anélisis de grupos. Uno de los criterios mds ttiles para la
clasificacion de los grupos, consiste en el criterio de conectividad, el cual se basa en la idea
de que los objetos mas cercanos estaran mas relacionados entre si que los distantes[28]; los
métodos de agrupamiento basados en este criterio se conocen como métodos de agrupamiento

jerdrquicos.

Para la aplicacién de los métodos de agrupamiento jerarquicos, es fundamental la idea de
distancia entre los objetos del conjunto, lo cual nos lleva al concepto de métrica [28, 27]; la mé-
trica es una funcién d(z, y) que define la distancia entre cada par de elementos de un conjunto,
dicha funcién debe cumplir las siguientes propiedades: Debe ser no-negativa d(z,y) > 0,
la distancia entre objetos indiscernibles entre si debe ser cero d(z,y) = 0 siy solo six =y,
debe cumplir la propiedad de simetria d(z,y) = d(y, x), debe cumplir la desigualdad del
tridangulo d(x, z) < d(x,y) + d(y, z). En la siguiente tabla se exponen algunos ejemplos de

métrica utilizadas en los métodos de agrupamiento jerdrquicos.
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Funcién Expresiéon Matematica

Distancia Euclidea  d(a,b) = /> _,(a; — b;)?
Distacia Manhattan  d(a,b) = >, |a; — b,

Distancia Mdxima  d(a, b) = max; |a; — b;|

TABLA 3.1: Métricas utilizadas en los métodos de agrupamiento jerarquicos.

Una forma util para representar los resultados de los métodos de agrupamiento jerarquicos es
la representacion de dendograma, el cual es un diagrama de arbol, cuya base tiene todos los
elementos individuales, es decir cada elemento representa un grupo, conforme se asciende en
el diagrama el nimero de ramas del 4rbol representa un grupo que contiene a los elementos
de las filas inferiores, hasta la parte superior del diagrama que consiste de un solo grupo que

contiene a todos los elementos.
-1
@ W—T

inysy

abecdefghijkmadldl

FIGURA 3.1: Esquema del andlisis de grupos, y la representacién de dendogra-
ma [42]

3.1.1. Algoritmo

El andlisis de grupos jerarquico aglomerativo organiza los datos en forma de drboles. Cada hoja
corresponde a uno de los objetos originales, y cada nodo interior representa una agrupacion
de objetos. Los algoritmos de agrupamiento jerdrquico aglomerativo, construyen los drboles
mediante una aproximacion desde abajo hacia arriba, produciendo una serie de particiones de

los datos, el primero consiste de n grupos con un tnico elemento, y el tltimo consistente de un



Capitulo 3. Metodologia 20

unico grupo con n elementos. En cada iteracidn, se unen elementos o conjuntos de elementos
cercanos o similares, difiriendo los métodos de agrupamiento en la métrica utilizada, sin
embargo el procedimiento es comtn a los diferentes métodos: el algoritmo comienza con
n grupos formados por elementos de la forma z;, y entonces se unen los dos grupos mas
cercanos en cada iteracion [43]. Esta unién se repite hasta que queda un solo cluster que
contiene a todos los objetos. Debido a que en cada iteracion un par grupos se unen en uno

solo, el algoritmo termina después de n — 1 iteraciones.

Sean n objetos x1, . .., x,. El grupo Cy = ey, ..., e, y las distancias d(z;, z;) = d(z;, x;)

para todo @ # j.

Paral=1,...,n—1:
1. Evaluar (G1, G2) = ming kec, ,d(H, K).
2. Actualizar C; = C)_1 U{G; U G2} \ {G1, G2}.
3. Calcular d(G; U G2, H) paratodo H € C;.

Donde ) denota el agrupamiento después de [ pasos.

3.2. Trayectorias del Lazo 36 de la Hemaglutinina

3.2.1. Trayectoria de Dinamica Molecular Dirigida (TMD)

Las simulaciones de dindmica molecular dirigida (TMD: Targeted Molecular Dynamics) per-
miten obtener un mapeo rdapido de las conformaciones de la biomolécula durante la transicién
entre dos estados: uno inicial y uno objetivo. De tal forma que se pueden establecer posibles
conformaciones intermedias, que podrian ayudar a estudiar la dindmica de la transicion, ya
que podrian ser posibles estados que caracterizan a la transicion, y son de interés tedrico y

experimental [4].

Con el fin de explorar las posibles conformaciones de la biomolécula durante la transicion
conformacional, Calderon J. en su trabajo [26] realizé una simulacién TMD, tomando como
estado inicial el correspondiente a la conformacién no-fusogénica, y como estado objetivo el
correspondiente a la estructura fusogénica. Como resultado de esta simulacion se obtuvo una
trayectoria TMD, consistente de 10000 estructuras, explorando uno de los posibles caminos

para la transicion.

Esta trayectoria TMD fue sometida por Calderon J. a un andlisis de grupos aglomerativo,

utilizando como pardmetro la distancia euclidea entre estructuras, con una distancia de corte
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de 57, 1[angstrom]. Como resultado de este andlisis se encontraron 11 grupos, los cuales
fueron asociados a conformaciones intermedias de la transicidn, tomdndose la estructura
representativa de cada grupo como estructura representativa de la conformacion respectiva

[26]. Las conformaciones intermedias identificadas se muestran en la siguiente figura.

Loy g f oy

B

38/2 1582/3 2474/4 3324/5 4124/6 47147

L%

5306/8 6574/9 7300/10 8330/11 09240 /12

FIGURA 3.2: Las 11 estructuras representativas intermedias identificadas en
[26], imagen reproducida de [26].

3.2.2. Trayectorias de Dinamica Molecular de Equilibraciéon (TEQ)

Con el fin de explorar los estados accesibles a cada conformacién, Calderon J. realiz6
simulaciones de dindmica molecular de equilibracién, para dicha simulacién se parti6 de
las estructuras representativas de cada conformacion (fig. 3.2) ademds de la conformacion
fusogénica y la no fusogénica, dejdndose evolucionar cada una de ellas mediante dindmica
molecular durante un tiempo total de 6n.s con condiciones de frontera esféricas. De esta forma
se obtuvieron 13 trayectorias, cada una de las cuales tiene 12000 estructuras, correspondiendo

cada estructura a 20 ps de tiempo en la equilibracién.

Para este trabajo se utilizard una trayectoria de dindmica molecular dirigida (TMD), y 13
trayectorias de equilibracion. La trayectoria TMD se utilizé para validar el anélisis de grupos,
y por ende las conformaciones identificadas, en tanto que las trayectorias de equilibracién se

utilizaron para la estimacion de la entropia y la energia libre.
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3.3. Procedimiento

3.3.1. Recursos Computacionales

Los procedimientos de calculo y visualizacidn cientifica, fueron realizados en un computador
MacBook Pro modelo A1278, con procesador Intel Core i7 de 2.9 GHz, cuyas caracteristicas

mas reelevantes se enumeran en la tabla 3.2.

Dispositivo Modelo Caracteristicas
Procesador Intel Core i7 2.9 GHz

Grificos Intel HD Graphics 4000 GPU 1536 MB

Memoria Hynix 8 GB, 1600 MHz, DDR3
Disco Duro Kingston SSD, 240 GB

TABLA 3.2: Caracteristicas del computador MacBook Pro, utilizado para el
procesamiento de datos

Los paquetes computacionales utilizados se enumeran en la tabla 3.3.
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Nombre Desarrollador Versiéon  Funcion
VMD [24] UluC 1.9.3 Software para Visualizacion
Molecular
NAMD [44] UIuC 2.11 Software para Dindmica Mo-
lecular
R [45] R Foundation 3.3.2 Entorno para Computacion
Estadistica
Python [46] Python Software Foundation 2.7.13  Lenguaje de Programacion
Matplotlib[47]  Matplotlib Development 2.0.2 Libreria de visualizacion cien-
Team tifica en Python
Numpy [48] SciPy Developers 1.8.0 Libreria de computacién cien-
tifica en Python
Gnuplot [49] Williams, Kelley et al. 5.03 Libreria de visualizacién cien-
tifica
MDTraj [50] Stanford University y Robert 1.8.0 Libreria para el andlisis de tra-
McGibbon yectorias de dindmica molecu-
lar en Python
ProtoClust [43] Bien, J. y Tibshirani, R. 1.5 Paquete para andlisis jerdrqui-

co de grupos con prototipos
en R

TABLA 3.3: Paquetes computacionales utilizados

3.3.2. Evaluacion del Método de Agrupamiento Inicial

Para cada estructura clasificada dentro de una conformacién intermedia (grupo) en [26], se

obtuvo un mapa de Ramachandran. Las conformaciones definidas en [26] se consideran

adecuadas si las estructuras asociadas cumplen con las siguientes condiciones:

» [a distancia euclidea entre las estructuras dentro de la conformacién en el plano de

Ramachandran, tiene un valor medio menor que la distancia entre diferentes conforma-

ciones.

= Los puntos en el mapa de Ramachandran de las estructuras de una conformacién ocupan

un area definida.
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Para evaluar estas condiciones, se define la distancia euclidea entre un par de estructuras j, k

en el plano de Ramachandran de la siguiente manera:

1 36 ‘
Tje= 5 ;7 (3.1a)
1 & — —
Di = 2 D /(65 — 6102 + (85 — v’ (3.1)
=1

donde ¢ y % son los dngulos de Ramachandran, el superindice ¢ indica el nimero de residuo,

los subindices j y k denotan un par de estructuras clasificadas dentro de una conformacion.

180

120

B0

phi
=

-60 -
120 -
_1 3 S i | i | I | i

RBD -120 -60 o 60 120 180

FIGURA 3.3: Distancia Euclidea en el plano de Ramachandran

El mapa de Ramachandran para cada estructura de las trayectorias de dindimica molecular
orientada se obtuvo mediante el programa VMD [24], para lo cual se prepard el script
correspondiente; posteriormente se determind si los angulos ¢ y 1) obtenidos para cada
residuo se encuentran dentro de la region correspondiente al a-hélice, con esta informacién

se calcul6 la helicidad para cada estructura.

3.3.3. Estimacion de la Entropia

Las trayectorias disponibles, se encuentran en un formato binario (DCD), por lo cual se

exportaron a coordenadas del tipo z, y, z, utilizando el software VMD [24], las coordenadas
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exportadas se organizaron en una matriz, utilizando el lenguaje de programacién Python [46],

la estructura de la matriz es

T11 Ti2 Ti3 ... Tin,
T21 T22 T23 ... T2n,

(3.2)
rnsl Tns2 Tns?) cee rns’na

donde 7;; = (z4j, Yij, zij), ¢ indica el nimero de estructura y j el nimero de dtomo, de forma

que la matriz tiene dimensiones 3n, X n.

Sobre la trayectoria de dindmica molecular de equilibracidn representada por esta matriz
se aplico el andlisis de componentes principales (PCA), mediante un script en R [45]. A
partir de los autovalores (desviaciones estiandar) de las componentes principales obtenidas, se
encontraron las frecuencias correspondientes a través de la Aproximacion Quasi-Armonica,

con estas frecuencias se estimo la entropia mediante la ecuacion (seccién 2.4):

3N -

1 hwi i
So="ks Y T\ B —In (1—6 kBT> (3.3)

i=1 ekBT —

3.3.4. Descripcion de la Barrera Energética

Para describir la barrera energética, se buscara la coordenada generalizada, o coordenada de
reaccion, que mejor caracterice el comportamiento energético durante la transicion, a través

una gréfica de la energia interna en funcién de la coordenada de reaccidn.

Como candidato a coordenada de reaccion se utilizo la primera coordenada principal resultante
de la aplicacién del PCA a la trayectoria TMD, ya que esta coordenada por definicién contiene

la mayor cantidad de varianza de los datos.

Otra posible coordenada generalizada que se utilizd es el RMSD entre las posiciones de
los atomos en las estructuras calculado con respecto a la estructura inicial (fusogénica), de
manera similar el RMSD calculado con respecto a la estructura final (no-fusogénica). Estos
valores de RMSD se calcularon mediante la herramienta RMSD Calculator disponible en el
software VMD [24].
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De manera similar, se utiliz6 el RMSD angulo, calculado en el espacio de Ramachandran con

respecto tanto a la estructura fusogénica como a la no-fusogénica.

N , , |
RMSDGO = \ % Z (gbzl:onf - ¢6)2 + ( éonf - ¢6)2 (34)
i=1
1 36
RMS‘Daf - % Z (qbionf - QS;)Q + (wionf - 1/’})2 (3.5)
=1

donde { ¢! o (U ) son los dngulos de Ramachandran para la estructura representativa
de la conformacion intermedia en la trayectoria TMD, {¢{, 14} son los dngulos de Rama-
chandran para la estructura de la conformacién no-fusogénica, y {¢%, w}} son los dngulos de

Ramachandran para la estructura de la conformacién fusogénica.

Otra coordenada que se utilizé fue la helicidad la cual se definié como la cantidad de

aminodcidos presente en un a-hélice en relacion al nimero total de aminodcidos.

- NO[R

ha
Np

(3.6)

donde Nap, es el nimero de residuos que se encuentran en el a-hélice, y N es el nimero
total de residuos. El valor de Nag se obtuvo a través del conteo de puntos que se encuentran

en la region del espacio de Ramachandran descrita en la tabla 1.1.
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Capitulo 4

Resultados y Discusion

4.1. Analisis del Agrupamiento de Estructuras

4.1.1. Agrupamiento Inicial de Estructuras TMD

El andlisis de grupos original de las estructuras en la trayectoria TMD, se realiz6 utilizando
la distancia media cuadratica (RMSD) como parametro, con una distancia de corte de 57.17
angstroms, y considerando inicamente 5000 estructuras, las cuales representan la mitad de
todas las estructuras disponibles [26]. En primer lugar se realiz6 un andlisis de grupos con
todas las 10000 estructuras TMD disponibles y los mismos pardmetros utilizados en [26].
Como resultado se encontraron 11 grupos, al igual que en [26], pero con diferente tamafio, y

diferente estructura representativa.

La tabla 4.1 muestra las diferencias entre los dos andlisis. Para cada configuracion se muestran
las caracteristicas de los grupos encontrados considerando 5000 y 10000 estructuras. Se puede
observar que los grupos con mayor disimilitud sonel 7, 8,9 y 11. Por otra parte, las estructuras
prototipo de los nuevos grupos encontrados, se encuentran dentro del rango de estructuras de

los grupos anteriores, excepto para los grupos 8B y el 10B.
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Conf. Grupo Estructura Estructura Rango de Prototipo
Inicial Final Estructuras
Prototipo Helicidad RMSDg RMSD
(%)

1 1A 0 870 870 538 51.51 % 0.1942 0.0219
1B 0 1419 1419 715 48.48 % 0.2161

2 2A 870 2162 1292 1582 51.51% 0.3511 0.0514
2B 1420 2168 748 1778 48.48 % 0.4025

3 3A 2162 2814 652 2474 48.48 % 0.5250 0.0003
3B 2168 2803 635 2476 48.48 % 0.5253

4 4A 2814 3700 886 3324 45.45 % 0.6520 0.0086
4B 2804 3610 806 3301 42.42 % 0.6434

5 5A 3700 4496 796 4124 48.48 % 0.8502 0.0288
5B 3611 4442 831 4027 48.48 % 0.8214

6 6A 4496 4948 452 4714 45.45 % 0.9514 0.0175
6B 4443 5209 766 4735 51.51 % 0.9689

7 TA 4948 5898 950 5396 45.45 % 1.0275 0.0231
7B 5210 6632 1422 5780 48.48 % 1.0506

8 8A 5898 6880 982 6574 54.74 % 1.1221 0.0541
8B 6633 7284 651 6933 51.51% 1.1762

9 9A 6880 8120 1240 7300 42.42 % 1.2009 0.0208
9B 7285 8219 934 7961 48.48 % 1.2217

10 10A 8120 8472 352 8330 48.48 % 1.2187 0.0072
10B 8220 9115 895 8474 57.57 % 1.2115

11 11A 8472 10000 1528 9240 66.67 % 1.2188 0.0130
11B 9116 10000 884 9416 90.90 % 1.2318

TABLA 4.1: Comparacién de las estructuras representativas obtenidas para
cada conformacién intermedia mediante andlisis de grupos, el RM S Dg se
ha calculado con respecto a la primera estructura de la trayectoria TMD, el
RM S D; cuantifica la diferencia de RM .S D entre las estructuras prototipo

para cada grupo dentro de una conformacién

La figura 4.1, muestra el tamafio de los grupos, y el rango de estructuras que los componen.

FIGURA 4.1: Distribucién de las estructuras en grupos como resultado del
andlisis hecho con (A) 5000 [26] y (B) 10000 estructuras (este trabajo)

Numero de Grupo

—— 5000 Estructuras

Numero de Grupo

—— 10000 Estructuras

0 2000 4000 6000 8000 10000 0 2000 4000 6000 8000 10000
Numero de Estructura

Numero de Estructura
®
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FIGURA 4.2: Estructura representativa para cada grupo
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4.1.2. Mapa de Ramachandran para la trayectoria de Dinamica Mole-

cular Dirigida

Se generd un histograma para los dngulos de las 10000 estructuras TMD en el mapa de
Ramachandran, con el fin de comprobar las regiones de mayor ocupacion, el cual se muestra
en la figura 4.3.

104
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FIGURA 4.3: Histograma del Mapa de Ramachandran para las estructuras TMD

Se puede observar que la region de mayor ocupacion, en el plano de Ramachandran, es la
regidn correspondiente a estructuras secundarias de tipo a-hélice. La regidn correspondiente a
las estructuras tipo hojas-(3 también es ocupada con mayor frecuencia que el resto de regiones
del plano.

Mapa de Ramachandran para cada Residuo

Se generd un mapa de Ramachandran para cada residuo, durante la trayectoria TMD, con el
fin de observar su movimiento en el espacio de Ramachandran, cuyos resultados se muestran

en la figura 4.4.
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FIGURA 4.4: Mapa de Ramachandran para cada residuo
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Debido a que los dngulos estdn definidos en torno al enlace formado por dos residuos, no a
uno solo, los mapas correspondientes a los residuos de los extremos se ubican sobre los ejes.
El residuo 54 corresponde al terminal amino del polipéptido, y su mapa de Ramachandran
tiene valores de ¢ = 0, es decir que se encuentra sobre el eje vertical. De manera similar, el
residuo 89 corresponde al terminal carboxilo, y su angulo de torsién 1) = 0, por lo que se

ubica sobre el eje horizontal del mapa de Ramachandran.

Como se conoce a partir de la informacién de la estructura del lazo 36 [12, 14], los residuos
desde el 76 hasta el 89 forman una estructura de tipo a-hélice, como se puede comprobar
también en la figura 4.4, excepto para el residuo 88. Por ello el mapa de Ramachandran del
residuo 88 es andmalo, y se puede considerar como un artefacto de la simulacién causado por

las restricciones impuestas.

Considerando estos hechos, en todos los andlisis posteriores, no se tomaran en cuenta los
datos de los dngulos de torsién de los residuos 54, 88 y 89. De este modo se eliminaran datos

que no aportan informacién relevante.

Mapas de Ramachandran para cada grupo

Mapa de Ramachandran, en el cual se representaron los dngulos de torsién ¢ y 1 para todas
las estructuras clasificadas dentro de un grupo. Este andlisis permite apreciar de forma grafica

la dispersion de las estructuras dentro de un grupo en el plano de Ramachandran.
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FIGURA 4.5: Mapas de Ramachandran para cada grupo

Se puede observar que, inicialmente los dngulos de torsion de los residuos estdn dispersos en
el mapa de Ramachandran, particularmente en los cuadrantes 3 y 4 del mapa, visitando las

regiones usualmente ocupadas por las estructuras tipo hojas-/3.

Los mapas de Ramachandran de los grupos desde el 1 hasta el 6, presentan dos aglomerados,
uno en torno a la regién correspondiente a a-hélices, y otra en la vecindad de la region
correspondiente a hojas-/3. El grupo 7 presenta 3 aglomerados, en tanto que el grupo 8 se
encuentra fragmentado en 7 aglomerados. El grupo 9 presenta esencialmente 3 aglomerados,
en tanto que el grupo 10 presenta 4 aglomerados, los cuales estin muy dispersos, y a la vez

proximos. Finalmente el grupo 11 presenta 4 aglomerados, los cuales estdn bien definidos.
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4.1.3. Distancias en el Plano de Ramachandran

Se realiz6 un histograma de la distancia euclidea de los dngulos de torsion entre las estructuras
de cada grupo, para explorar la consistencia de los grupos definidos en [26]. La estructura
que se tom6 como referencia fue la estructura inicial, correspondiente a la conformacion

no-fusogénica.
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FIGURA 4.6: Histogramas para las distancias entre las estructuras de cada
grupo en la Trayectoria TMD, se sefialan con numerales la ubicacion de los
maximos
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Un méximo en el histograma representa un conjunto de estructuras, cuya distancia euclidea
en el espacio de Ramachandran calculada con respecto a la estructura fusogénica, es de
magnitud similar; lo cual a su vez indica similitud entre dichas estructuras, y por tanto podrian
considerarse como posibles subgrupos. Los valores mdximos determinados en el histograma,

y la distancia entre ellos se presentan en la siguiente tabla.

Grupo No. de Mdximos Maéximo Distancia entre maximos

1 2 I=16,11=19 dr—rir =3

2 1 I=16 N/A

3 1 I=16 N/A

4 1 =17 N/A

5 2 [=15,11=23 dr—j1 =38

6 2 [=14,11=25 dr—rir =11

7 3 [=16,11=251I1=35 di—r1 =9,drr—r11 = 10

8 3 [=30,11=35,11=40 dr—rr =5,drr—111r =95

9 2 [=19,11=27 dr—r7r =8

10 4 [=14,11=18,I1=22,1V d;j_11 = 4, dij—111 = 4,
=24 drj—r1 =2

11 4 1=25,11=29,1=38,IV dj—i1 = 4, drr—111 = 9,
=45 drp—rr =7

TABLA 4.2: Méximos en el histograma de cada grupo, y distancia entre ellos.

A partir de la tabla anterior, se puede observar que los grupos 7 y 8, tienen 3 maximos definidos.
En tanto que los grupos 9 y 10 tienen 4 maximos definidos. Esto sugiere la existencia de
un nimero mayor de conformaciones, las cuales se manifiestan a través de las estructuras

acumuladas en el valor mdximo, y en su entorno.

De manera similar, se realizaron histogramas acumulativos para las distancias entre las

estructuras en el espacio de Ramachandran.
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FIGURA 4.7: Histogramas acumulativos para las distancias entre las estructuras
de cada grupo en la Trayectoria TMD

4.1.4. Analisis de Grupos en el Espacio de Ramachandran

Para explorar la posibilidad de la existencia de grupos adicionales, se realiz un nuevo andlisis
de grupos sobre cada conjunto de estructuras de la trayectoria TMD clasificadas dentro de
un grupo de acuerdo al criterio del RMSD, utilizando como pardmetro la distancia euclidea
de los angulos de torsion entre las estructuras del grupo. De forma que se obtuvieron 11

dendogramas, correspondientes a cada grupo, los cuales se muestran en la siguiente figura.
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A distancias de corte representativas, tales como 10, 12 y 14 grados, se obtiene un nimero de
grupos comparable para cada dendograma. Los resultados de este andlisis se reportan en la

siguiente tabla.

Grupo Distancia de Corte

14 12 10

Numero de Grupos

1 1 2 2
2 1 2 2
3 1 1 1
4 1 1 1
5 1 1 1
6 1 5 5
7 3 7 9
8 4 4 11
9 1 2 2
10 1 1 2
11 1 2 5

TABLA 4.3: Numero de grupos para distancias de corte especificas

Se puede comprobar que los grupos 3,4 y 5 no tienen subgrupos para las distancias de corte
consideradas, por ello se puede afirmar que estdn bien definidos de acuerdo a los dos criterios
utilizados (RMSD vy distancia en el espacio de Ramachandran). Por otra parte los grupos 7'y

8 son los que mas subgrupos presentan para las distancias de corte consideradas.

4.2. Entropia Conformacional

4.2.1. Frecuencias de los osciladores armonicos

En la figura 4.9 , se muestran las frecuencias de los osciladores arménicos en la aproximacion
Quasi-Armonica, correspondientes a las componentes principales, para cada una de las

conformaciones intermedias.
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FIGURA 4.9: Frecuencias de los osciladores armoénicos de la aproximacién
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FIGURA 4.10: Histograma de las frecuencias de los osciladores arménicos
correspondientes a las componentes principales

A partir de los histogramas, se puede observar que las frecuencias de los osciladores arménicos,
se encuentran mayoritariamente en el rango entre 10''[Hz] y 10**[H z]. Considerando que la
frecuencia de oscilacion de las vibraciones moleculares se encuentran en el orden de entre
10"[Hz] y 10"[H z] [51, 52], se puede observar que las frecuencias obtenidas son cercanas a

este rango.

Por otra parte, en los histogramas se puede apreciar la presencia de frecuencias en un rango
bajo, las cuales corresponden a las dltimas frecuencias obtenidas mediante la aproximacién

quasi-armonica, como se puede observar en la figura 4.11.
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FIGURA 4.11: Frecuencias de los dltimos osciladores arménicos, correspon-
dientes a las dltimas componentes principales, los 6 tltimos valores presentan
una variacion significativa con respecto a los anteriores, para todos los grupos

Para explicar la presencia de estas frecuencias, en primera instancia se analizé la posibilidad
de existencia de oscilaciones del centro de masa de la molécula, para lo cual se calcularon
las posiciones del centro de masa a lo largo de la trayectoria TMD, las cuales se muestran
figura 4.12.
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FIGURA 4.12: Posicién del centro de masa para la trayectoria de equilibracién
de la conformacién no-Fusogénica

Para caracterizar estas oscilaciones del centro de Masa, se procedio a obtener la transformada
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de Fourier mediante el método FFT, considerando ademas que dado que se tiene en total 12000
estructuras correspondientes a 6[ns] de tiempo de simulacion, el tiempo de muestreo seria de
500[ps], lo cual nos permite obtener el rango de frecuencias para la FFT. Los resultados de

este andlisis se muestran en la figura 4.13.

100 H i =

80 1 1

60 — E

40 d J

0- e =

108 10° 1010 101 1012 108 10° 1010 1011 1012 108 10? 1010 101 1012
Frecuencia x Frecuencia y Frecuencia z

FIGURA 4.13: Transformada de Fourier de las coordenadas del centro de masa
para la trayectoria de equilibracion de la conformacién no-Fusogénica

A partir de la figura anterior, se puede observar que la mayor componente de frecuencia
se encuentre en el rango entre 10%[H z] y 10°[H z|, para cada coordenada analizada, lo cual

permite explicar 3 de los 6 valores de la figura 4.11.

4.2.2. Entropia Absoluta

Para estimar la entropia se utilizé la ecuacion 2.29 con las frecuencias de los osciladores
armoénicos obtenidos de la aproximacion quasi-arménica. En primera instancia, el PCA
aplicado sobre trayectorias sin alinear produjo 2 coordenadas proximas a cero, esto ocasiona
que las frecuencias estimadas a partir de la QHA diverjan (ecuacién 2.26) y por ende el valor de
la entropia también serd divergente. Dado que dichas coordenadas principales representarian
coordenadas ligadas, es decir restricciones, no se tomaran en cuenta para el cdlculo de la

entropia.

Con estas consideraciones se estimé la entropia para cada trayectoria correspondiente a
una conformacion intermedia, obteniéndose en total 13 valores de entropia, los cuales se

encuentran en el orden de 17 [kcal /mol K].
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FIGURA 4.14: Entropia absoluta obtenida mediante la Aproximacién Quasi-
Armonica, el valor maximo de entropia 18,021 m’f)‘lalK ocurre para la conforma-
cién 12 cuya estructura representativa es la 9240, en tanto que disminuye para

la conformacion fusogénica, aproximandose al valor 17,597m’2‘;§lK semejante

al de la conformacion inicial (no-fusogénica)

Se puede comprobar que la entropia aumenta considerablemente hasta 18,021-2%L. para

mol° K
la conformacién inmediatamente anterior a la fusogénica, disminuyendo para el caso de la
conformacidén fusogénica, hasta un valor de 17 ,597m’2‘;‘§%.

4.2.3. Cambio de Entropia

A partir de los valores obtenidos de entropia absoluta, se puede determinar el cambio de
entropia entre conformaciones, tomando como valor de referencia el primer valor de entropia,

el cual corresponde a la conformacién no-fusogénica.
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FIGURA 4.15: Diferencia de entropia entre conformaciones, tomando como

referencia la entropia de la conformacién inicial (no-fusogénica), el valor

L. . . . kcal
méximo de la diferencia de entropia es de 0,4622 27

4.3. Energia Libre

Para estimar la energia libre de Gibbs AG, se requiere de dos componentes, la diferencia de

energia interna AU, y la contribucién de la entropia —T'AS.

A partir de la estimacidn de la diferencia de entropia, cuyo resultado se present6 en la seccién
anterior, se puede determinar el término de contribucién de la entropia a la energia libre

—TAS, dada la temperatura 7' = 300K a la que se realiz6 la dindmica molecular.
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FIGURA 4.16: Contribucién de la entropia a la energia libre
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4.3.1. Energia Interna en la Trayectoria TMD

La energia interna se puede estimar utilizando el plugin Namd-Energy incluido en el software
VMD [24], sobre la trayectoria TMD al igual que en [26]. Como resultado se obtienen 10000
valores de energia, correspondientes a cada estructura de la trayectoria, como se muestra en la

siguiente figura:

200

Ulkcal/mol]

-400

I I I I I I I I I
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Estructura

FIGURA 4.17: Energia interna U, estimada a partir de la trayectoria TMD

Para el andlisis se tom¢ el valor de la energia interna para la estructura representativa de cada
grupo, afiadiéndole la contribucién de la entropia, para asi obtener la energia libre de Gibbs;

los resultados de esta aproximacion se muestran en la siguiente figura:
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-300
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FIGURA 4.18: Energia libre de Gibbs, estimada utilizando la energia interna
de la estructura representativa, obtenida a partir de la trayectoria TMD
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Se puede observar, que el valor maximo de energia libre 74[kcal/mol| se presenta para el
grupo 1(538), y se mantiene relativamente estable, después se reduce drasticamente, hasta
el minimo —280,77[kcal/mol] en la estructura correspondiente al grupo 11(9240), después

incrementa levemente hasta la estructura correspondiente a la conformacién fusogénica.

4.3.2. Estimacion utilizando las Trayectorias de Equilibracién para ca-

da Conformacion Intermedia

Para estimar la energia interna, se utilizaron las trayectorias de equilibracién para cada
grupo, suponiendo que todas las estructuras son equivalentes y por tanto pertenecientes a una
conformacion, de forma que cada trayectoria se puede considerar como un ensamble, y por

tanto la energia interna se puede estimar mediante la siguiente expresion: [53]:

1 M
(E) :M;E (4.1

donde M es el total de estructuras en el ensamble (trayectoria), y n es la n-ésima estructura.

Para el anlisis, resulta conveniente tomar un subconjunto de estructuras de la trayectoria
de equilibracion, las que tengan un valor de RMSD estable, para lo cual resulta conveniente
analizar el RMSD de la trayectoria de equilibracion de la estructura no-Fusogénica, la cual se

presenta en la siguiente figura:

5
EY

RMSD [angstrom]
e
»

0.2 1

0.0

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
Estructura

FIGURA 4.19: RMSD para la trayectoria de equilibracion correspondiente a la
estructura no-Fusogénica

Por tanto, se decidi6 tomar las dltimas 2000 estructuras de las trayectorias de equilibracion

para cada grupo para el cédlculo de la energia interna, considerando ademés que U = (FE).
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En la siguiente figura, se muestra la energia libre de Gibbs AG, ademas de las componentes

que la constituyen: la energia interna AU, y la contribucién de la entropia —TAS.
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-400

-500

L 1 Il L
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
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FIGURA 4.20: Energia libre de Gibbs, utilizando el promedio obtenido a partir
de las trayectorias de equilibracién para la energia interna

A partir de la figura, se puede comprobar que el valor méximo de energia libre 189,75[kcal /mol]
se presenta para el grupo 6(5396), y se tienen dos valores minimos, uno de —234,55[kcal /mol]
correspondiente al grupo 3(2474), y un minimo global de —404,72[kcal /mol] correspondien-
te al grupo 11(9240), el cual por lo tanto corresponde a la conformacién intermedia mas
estable.

4.3.3. Comparacion de los valores de Energia Libre obtenidos mediante

los dos métodos

La energia libre obtenida directamente a partir del valor de la energia libre de la estructura
representativa en la trayectoria TMD, fluctia considerablemente en comparacion con la
obtenida a partir del promedio sobre el ensamble generado a partir de las trayectorias de
equilibracion.
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FIGURA 4.21: Comparacion de la energia libre de Gibbs, obtenida mediante
los dos métodos anteriores.

En las dos aproximaciones el valor de energia libre de la pentltima estructura representativa
corresponde a un minimo, sin embargo se puede ver que en la aproximacién mediante
el promedio sobre el ensamble, la energia del grupo correspondiente a la conformacion
fusogénica es comparable a este minimo, sin embargo en la otra aproximacion, el valor de
energia es mayor que este valor minimo; por tanto se puede ver que la aproximacion mediante
el promedio sobre el ensamble, provee un valor que se aproxima mds a la realidad, ya que se

ha comprobado de forma experimental [12] que el estado fusogénico es estable.

4.4. Descripcion de la Barrera Energética

Con los valores de energia obtenidos en la seccion anterior, se puede comprobar la viabilidad
de posibles coordenadas de reaccidn, para lo cual se probaron los siguientes candidatos: La pri-
mera coordenada principal del PCA, RM S Dy, RMSDy, Helicidad, RMSD,oy RMSD,;.
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FIGURA 4.22: PC A, obtenido de la aplicacién del andlisis de componentes

principales a las estructuras de la trayectoria TMD, se ha aplicado la transfor-

macién PC A" = max(PCA) — PC A de forma que se muestre el incremento
de la variable
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FIGURA 4.23: RM S Dy, este parametro fue calculado con respecto a la estruc-
tura no-fusogénica

Tanto para el PCA como para el RM S D, como coordenadas de reaccidn, se puede ver el
minimo local de energia libre correspondiente a la cuarta conformacién intermedia, en tanto
que las conformaciones 10, 11, 12 y 13 se encuentran muy proximas en el eje correspondiente

tanto al PCA como al RM S Dy, por lo cual se puede ver una correlacion entre las dos posibles
coordenadas de reaccion.



Capitulo 4. Resultados y Discusion

49

FIGURA 4.24: RM S Dy, calculado con respecto a la estructura fusogénica, se
ha aplicado la transformacién: RM SD’; = maz(RMSDy) — RMSDy, de
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forma que se muestre el incremento de la variable

Por otra parte para el RM S Dy se puede observar que las conformaciones 10, 11, 12y 13 estdn

mejor espaciadas, y se manifiesta una posible transicion natural entre las conformaciones 8, 9,

10, 11, 12.
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FIGURA 4.25: Helicidad
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FIGURA 4.26: RMSD,, este pardmetro fue calculado con respecto a la
estructura no-fusogénica

8(5396)

—100 A

—200 13{Fus.)

Energia Interna [kcal/mol]

a(2474)
—300 4

—400 4

RMSD g [grados]

FIGURA 4.27: RM SD,y, calculado con respecto a la estructura fusogénica, se
ha aplicado la transformacién: RMSD,, ; = maz(RMSD,p) — RMSDqy,

a
de forma que se muestre el incremento de la variable

En el andlisis de las coordenadas de reaccién en el espacio de Ramachandran (¢, 1), la helici-
dad oscila en torno a 0.4 para las primeras 11 conformaciones intermedias, y se incrementa
drasticamente para la conformacién 12. Por otra parte el andlisis del RM .S D en el espacio
de Ramachandran calculado tanto con respecto a la conformacién no-fusogénica como a la
conformacion fusogéncia, muestra que las conformaciones 2hasta7 tienen distancias muy

préximas, en tanto que a partir de la conformacion 8 la distancia se incrementa. Es notable
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también que en tanto que el RM S D, para las conformaciones 12 y 13 tiene valores muy
préximos, para el RMSD,y se puede observar la transicién de forma mas marcada, por lo

cual esta coordenada describe mejor la transicién en sus ultimas etapas.

Se puede ver que de las 6 coordenadas probadas, la coordenada que mejor describe el sistema
es RMSDy, ya que permite apreciar la barrera energética durante todas las etapas de la

transicion.
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Capitulo 5

Conclusiones

En el presente trabajo se realizé un andlisis alternativo de las trayectorias de dindmica molecu-
lar correspondientes a la transicién conformacional del lazo 36 de la Hemaglutinina obtenidas
en un estudio anterior [26]. El andlisis realizado en este trabajo abord¢ las limitaciones del
estudio anterior, particularmente en lo que respecta al cdlculo de la entropia y a los criterios
para el agrupamiento de las estructuras. Las conformaciones definidas en el trabajo previo se
examinaron teniendo en cuenta los pardmetros de las estructuras secundarias en el plano de
Ramachandran y el cdlculo de la entropia se realiz6 utilizando la aproximacién quasi-armdnica
[29].

En el trabajo anterior, se utilizaron la mitad de las estructuras de dindmica molecular disponi-
bles, citando como dificultad el costo computacional [26] requerido para el andlisis. En el
presente trabajo, ademads de reproducir los resultados del agrupamiento anterior, se utilizaron
todas las 10000 estructuras disponibles para el analisis de grupos. Comparando el tamafio de
los grupos mostrado en la figura 4.1, para 5000 y 10000 estructuras se puede observar que
el andlisis de grupos produce grupos con tamaiio diferente. Esto evidencia la posibilidad de
existencia grupos adicionales, ya que se comprueba una dependencia del tamafio de la muestra
utilizada para el agrupamiento. En particular existe la posibilidad de grupos adicionales en
el grupo 11, pero también en los grupos 7, 8, 9. Las estructuras representativas de los grupos
obtenidos en el andlisis del presente trabajo, se encuentran dentro del rango de las estructuras
abarcadas por los grupos obtenidos en el trabajo anterior, a excepcion del grupo 8 By 10B;
por otra parte, el valor de diferencia del RMSD entre las estructuras representativas obteni-
das, es significativo Unicamente para las estructuras representativas correspondientes a los
grupos (2, 2B) y (8, 8B). Por tanto no seria necesario para posteriores trabajos, simular las
estructuras representativas correspondientes al analisis del presente trabajo, sino resultaria
conveniente, realizar simulaciones con las estructuras representativas de los posibles nuevos

grupos encontrados con diferentes criterios de agrupacion.

El andlisis en el plano de Ramachandran para cada grupo, muestra que los grupos correspon-

dientes a las conformaciones 1, 2, 3,4, 5, 6, 10 tienen una distancia euclidea en el plano de
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Ramachandran de alrededor de 12 grados, a partir de la cual comienzan a aparecer grupos
adicionales. Por otra parte los grupos 7, 8,9, 11 tienen una distancia euclidea de alrededor
de 15 grados, lo que coincide con los resultados del andlisis del agrupamiento en base a los

grupos encontrados en [26], y reafirma la posibilidad de existencia de grupos adicionales.

Se conoce que en la simulacion de dindmica molecular de equilibracion, de la estructura
representativa de cada grupo, se fijo el ultimo dtomo de la molécula con el fin de prevenir
que abandone la burbuja de agua en la que se realizé la simulacion. Esto implica que las
coordenas (z,y, z) del dltimo 4&tomo son constantes, por tanto al aplicar el PCA se esperan al
menos 3 coordenadas principales proximas a 0. La aplicacion del PCA en este caso produjo 2
coordenadas préximas a cero, y una tercera coordenada, mucho menor que el resto, pero a su
vez mucho mayor que cero. Una alternativa que se probd, fue con las estructuras alineadas de
simulaciones MD, tomando como referencia la primera estructura. A priori se podria esperar
obtener tras la aplicacion del PCA, 6 coordenadas proximas a cero adicionales, 3 debidas a la
simetria de traslacién, 3 a la simetria de rotacidn, ademads de las 3 debidas a que el dltimo
atomo se encuentra fijo. Sin embargo, al aplicar el PCA se obtuvieron 6 coordenadas cuyo
valor es mucho menor que los valores anteriores, pero mucho mas grandes que cero, y una
coordenada adicional cuyo valor difiere significativamente en comparacién a los anteriores,
pero no coincide en orden de magnitud con los 6 planteados. Esto se debe a que el proceso
de alineacién mueve el dtomo que estaba fijo, de forma que se pierden las restricciones
correspondientes. Cabe notar que la entropia de las estructuras alineadas es mayor que las no
alineadas, lo cual se puede esperar debido a que no hay coordenadas independientes (préximas

a cero) en el primer caso.

Las frecuencias obtenidas a través de la aproximacion quasi-arménica se encuentra en el rango
entre 10% y 10'°[H 2], con la mayoria de frecuencias en el rango entre 10'! y 101 [H 2], 1o cual
permite establecer una relacion directa entre las frecuencias encontradas y el comportamiento
molecular, ya que coinciden con el rango de las frecuencias de vibracién molecular. Por otra
parte, se comprobé que las frecuencias de menor valor, corresponden a modos colectivos
de vibracidn, entre los cuales se analiz6 la oscilacién del centro de masa, y se comprobd
que esta oscilacion tiene un mdximo de frecuencia en torno a 10%[H z|. De esta forma se
puede verificar que la aproximacién quasi-armonica, produce resultados consistentes con los

resultados experimentales.

La estimacion de la entropia a través de la aproximacién quasi-armoénica, provee valores
de entropia del orden de S ~ 17[kcal/mol K], y valores de diferencia de entropia con un
méximo de AS = 0,8[kcal /mol K], 1o cual produce una contribucién energética de la entropia
méxima de —T'AS = —240[kcal/mol], este valor difiere en 2 6rdenes de magnitud del valor

reportado en trabajos anteriores [26, 19]; sin embargo la distribucién de los valores obtenidos,
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siguen una tendencia similar, con un cambio abrupto de —7'AS en la conformacién 12 cuya

estructura representativa es la 9240.

Para la descripcion de la barrera energética se probaron 6 posibles coordenadas de reaccidn,
tanto para la primera coordenada principal como para el RM S Dy se tiene un comportamiento
similar, por lo cual se puede ver una posible correlacion entre las dos coordenadas de reaccidn.
En el andlisis en el espacio de Ramachandran, la helicidad oscila para las primeras 11 confor-
maciones intermedias, y su valor incrementa tinicamente para las dos dltimas conformaciones.
Por otra parte el andlisis del RM SD en el espacio de Ramachandran calculado tanto con
respecto a la conformacion no-fusogénica como a la conformacion fusogéncia, muestra que
las conformaciones 2 hasta 7 tienen distancias muy proximas, en tanto que a partir de la
conformacion 8 la distancia se incrementa. Es notable también que en tanto que el RM SD,
para las conformaciones 12 y 13 tiene valores muy préximos, para el RMSD,s se puede
observar la transicion de forma mas marcada, por lo cual esta coordenada describe mejor la
transicién en sus Ultimas etapas. Por esto se puede ver que de las 6 coordenadas probadas,
la coordenada que mejor describe el sistema es RN S Dy, ya que permite apreciar la barrera
energética durante todas las etapas de la transicion, y que hay una posible correlaciéon entre la

primera coordenada principal y el RM S D,.

Para trabajos futuros, seria relevante utilizar las estructuras representativas encontradas
mediante andlisis de grupos, considerando como pardmetro el RMSD para todas las estructuras
disponibles de la simulacién TMD, asi como considerando también los resultados de usar
como pardmetro la distancia euclidea en el plano de Ramachandran, ya que los resultados de
utilizar los dos criterios se pueden considerar como complementarios, a partir de los resultados
obtenidos en el presente trabajo. Esto permitiria ademds encontrar valores adicionales de
entropia, utilizando los mismos datos de simulaciones de dindmica molecular para cada
conformacion, ya que se podria aplicar la aproximacidn quasi-armoénica sobre particiones
de la trayectoria en subconjuntos de estructuras, que correspondan a los grupos adicionales.
Otro aspecto a tomar en cuenta es que, en la aproximacion quasi-armonica, la componentes
de frecuencias bajas contribuyen mayoritariamente a la entropia, por ello resultaria relevante
ampliar el andlisis espectral presentado en la seccion 4.2.1, de modo que incluya no solo
la oscilacion del centro de masa, sino también otros aspectos, por ejemplo la rotacion de la

molécula.
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Anexos

A. Miaximo de la Entropia para una Desviacion Estandar Nu-
la y Varianza Conocida

Para la estimacion de la entropia se puede considerar un sistema cudantico, con estados
discretos |n), con autovalores de energia ¢, asociados a una funcién de particién para un

ensamble canodnico de la forma [35]:
7 = Zexp(—ﬂen) (1)
0

donde 5 = 1/kpT.

Considerando la definicién de la entropia:
S=—kp Y paln(p,) )
0

donde la probabilidad p,, para cada estado viene dada por la expresion:

_ eap(—Pen)
Pn = 7 3)
podemos considerar que el sistema en su conjunto posee una masa 1 y una dnica coordenada
x con desviacion media nula (x) = 0y varianza (z*) cuyo valor se asume conocido, y ademds

se puede expresar en funcion de los valores de cada elemento individual del sistema:
n
(@%) = porl )
0

Considerando como restricciones: la ecuacion anterior, y la condicion de normalizacién para

las probabilidades > | p, = 1, se puede plantear el problema optimizaci6n, el cual siempre



61

producira un méximo ya que la segunda derivada de la entropia es siempre negativa [37]:

Hzléx F:5=—kp ;pnln(pn) (5a)
sujeto a glz<x2)::§£:pnxi (5b)
0
g2 : an =1 (5¢)
0

Utilizando los pardmetros de Lagrange A y p, se obtiene la siguiente condicién para cada n:

In(pn) + 1+ 22 +pu=0 (6)
Expresando p,, en términos de la energia, la condicidon puede ser expresada de la forma:

Blen) — Al = p—In(Z) +1 (7)

B. Script para generar mapas de Ramachandran para cada
grupo

Cédigo en Python[46] para generar mapas de Ramachandran para cada grupo.

import csv

from math import =

import numpy as np

from pylab import =

import matplotlib.pyplot as plt

def main() :
pathAngulos =
< '"/Tesis/Objetivol/Ramachandran/angulos.txt'
pathGrupos =
- '/Tesis/Objetivol/TMDAlineado/num_gruposJC.txt'

g = np.fromfile (pathGrupos, sep=" ")

G = np.reshape(np.array([lg, gl), 10000, order='F")
ang = np.zeros ((360036,3))

i=20

with open (pathAngulos, 'rb') as csvfile:

reader = csv.reader (csvfile, delimiter=' "',

< quotechar="']")
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for fila in reader:
ang[i] = fila
i+=1
print ang
print (ang. shape)

grup = np.append(np.repeat (G, 36), np.repeat([11], 36))
A = np.concatenate((ang, grupl:, None]), axis=1)

for grupo in range(1,12):

estructuras = A[A[:,3] == grupo]

figure ()

scatter (estructuras[:, 1], estructurasl[:, 2],
< marker='.', c=estructuras([:, 0], s=3,
— cmap="'Spectral')

cbar = colorbar ()

cbar.set label ('Estructuras Res')
xlabel (r'$\Phi$ [grados]')
x1im(-180, 180)

ylabel (r'S$\Psi$ [grados]')

ylim (=180, 180)

savefig ('grupo'+str (grupo)+'.png')
close ()

if name == "__main_ ": main{()

C. Script para analisis de grupos utilizando la distancia en el
plano de Ramachandran

Script en R [45] para realizar andlisis de grupos, utilizando la distancia euclidea en el plano

de Ramachandran como pardmetro.

library (pracma)
library (readr)
library (sp)

library (mgcv)
library (protoclust)

angulos <-—
— read_delim("~/Tesis/Objetivol/Ramachandran/angulos.txt",
—~ " ", escape_double = FALSE, col_names = FALSE, trim ws =
— TRUE)
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numFrames <- as.integer (max(angulos([,1]))
matrizAngulos <- matrix (NA, nrow=10000, ncol=72)

for(frame in 1:10000) {
matrizFrame <- angulos[angulos|[,1l] == frame , ]
angulosFrame <- t (matrizFramel[,c(2,3)1])
rowAngulos <- t(c(angulosFrame))
matrizAngulos[frame, ] <- rowAngulos

distancia <- dist (matrizAngulos, method = "euclidean") /36
mat <- protoclust (distancia)

cut <- protocut

plot (mat)

D. Script para preparacion de trayectorias

Cédigo en Python [46] para convertir las coordenadas desde el formato xyz, a una matriz de

trayectorias con la ponderacion mediante las masas atomicas.

import csv
import numpy as np

def main () :

pathPosiciones = '/Tesis/Scripts/Alineacion/538_a.txt'
pathMasas = '/Tesis/Objetivo2/MD/masas.txt'

i =20

i =0

X = np.zeros ((12002,1863))

m = np.sqgrt (np.fromfile (pathMasas, sep=" "))
M = np.reshape(np.array([m, m, m]), 1863, order='F")

print M
with open (pathPosiciones, 'rb') as csvfile:
reader = csv.reader (csvfile, delimiter=' "',

<~ quotechar="']")
r = np.zeros (1863)

for fila in reader:
if(str(fila).__ _contains__ ('generated')):
x[j] = np.multiply (r,M)
r = np.zeros (1863)
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Jo+=1
i=0
elif (len(fila)>3):
for columna in fila:
if columna. contains__ ('.'):
r(i] = np.float (columna)
i+=1
print x
pathX = '/Tesis/Objetivo2/MD/matriz_538a.txt’
np.savetxt (pathX, x, fmt='%f', delimiter=' "',

— newline='\n', comments="# ")

if name == "__main_ ": main{()

E. Script para estimacion de la entropia

Script en R [45] para estimar la entropia a partir de trayectorias de dindmica molecular,

utilizando la aproximacién quasi-armonica.

library (pracma)
library (readr)
library (sp)
library (mgcv)
library (ggplot2)
library (ggfortify)

h_bar <- 1.054571e-34
k_ B <- 1.38064852e-23
Ts <= 300.00

alpha <- h_bar/ (k_B=*Ts)
limite <- 1.0/alpha

estructuras <-
~ read_delim("~/Tesis/Objetivo2/MD/matriz_538a.txt", " ",
escape_double = FALSE, col_names =
-~ FALSE, trim ws = FALSE)
cp <- prcomp (estructuras)
w <— 5el2xcpSsdev

s <= c()
for (i in 1l:length(w)) {
if(wli]l>1) {
s <- c(s, k_Bralpha*w[i]/ (exp(alpha*w[i])-1) -
< k_Bxlog(l-exp(—alphaxw[i])))
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Sq <—- sum(s) / 6.9477e-21 # E1 valor de la entropia se
—~ obtiene en kcal/mol K

write.table (format (w, scientific = TRUE),
"/Users/dc/Tesis/Objetivo2/ResultadosRl/w_538a.txt",
row.names = FALSE, col.names = FALSE, quote =
-~ FALSE)

F. Script para el calculo de la helicidad

Script en R [45] para calcular la helicidad, a partir de los dngulos de ramachandran de residuos,

que se encuentren dentro del drea correspondiente a a-hélices.

library (pracma)
library (readr)
library (sp)
library (mgcv)

alphaHelice <- matrix(c(-180.0, -34.9, -164.3, -42.9,
- =-133.0, -42.9, -109.4, -32.2, -106.9, -21.4, -44.3,
- —-21.4, -44.3, -71.1, -180.0, -71.1), nrow = 8 , ncol = 2,
-~ byrow = TRUE)
angulos <- read_delim("~/Tesis/Ramachandran/angulos.txt", "
—~ ", escape_double = FALSE, col_names = FALSE, trim_ws =
- TRUE)

numFrames <- as.integer (max(angulos[,1]))
helicidad <- c()

for (frame in 1:numFrames) {
matrizFrame = angulos[angulos[,1] == frame , ]
angulosFrame = data.matrix (matrizFramel[,c(2,3)1])
helicidad <- c(helicidad, sum(in.out (alphaHelice,
< angulosFrame), na.rm=TRUE))

write.table (helicidad,
"/Users/dc/Tesis/Ramachandran/helicidad.txt", row.names
< = FALSE, col.names = FALSE)




