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Resumen

Las capsides virales tienen un rol fundamental en el proceso de infeccién viral ya que
son las encargadas de censar el ambiente donde se encuentra el virus y también interactuar
con la célula infectada. Debido a esto, es de interés comprender como es que desempenan
esta funcion.

Los virus icosaédricos, como los del género Picornavirales, poseen capsides con gran
simetria. Estas capsides poseen varios ejes de simetria dobles, triples y quintuples. Parti-
cularmente, se ha propuesto que la cavidad presente en el eje de simetria quintuple podria
ejercer un rol como canal de iones[1]. Sin embargo, esta hipétesis no ha sido corroborada.

Un ejemplo particular de estos virus icosaédricos es el virus del Triatoma (TrV). Este
virus es miembro de la familia Dicistroviridae del género Picornavirales y resulta ser un
patégeno viral del Triatoma infestans (vinchucas) por lo cual ha sido propuesto como
potencial control bioldgico para estos insectos que son los vectores del Mal de Chagas,
enfermedad endémica de América Latina[2].

El objetivo de esta tesis es lograr determinar, a partir de técnicas computacionales,
el rol de la cavidad presente en el eje de simetria quintuple en el virus del Triatoma.
Particularmente dilucidar si se comporta como un canal, si es capaz de regular su apertura,
bajo qué condiciones se encuentra abierto o cerrado y qué tipo de atomos o moléculas
son capaces de atravesarlo. A su vez se busca correlacionar el rol de esta cavidad con el
proceso de infeccién viral.

Con este fin, se utilizaran técnicas computacionales como la Dinamica Molecular para
estudiar el comportamiento de la estructura de la capside bajo distintas condiciones. A
su vez se comparara la estructura de TrV con otros virus del género para poder inferir

diferencias o similitudes en las funciones de las cavidades presentes en sus ejes de simetria.



Summary

Viral capsids play a fundamental role in the viral infection process since they are in
charge of censoring the environment where the virus is found and also interacting with
the infected cell. Thus, it is interesting to understand how they perform this function.

Icosahedral viruses, such as those of the genus Picornavirals, have highly symmetric
capsids. These capsids have several double, triple and quintuple symmetry axes. In par-
ticular, it has been proposed that the cavity present in the five-fold symmetry axis could
play a role as an ion channel [1]. However, this hypothesis has not been corroborated.

A particular example of these icosahedral viruses is the Triatoma virus (TrV). This
virus is a member of the family Dicistroviridae of the genus Picornavirales and is a viral
pathogen of Triatoma infestans (vinchucas and is therefore proposed as biological control
for these insects that are the vectors of Chagas disease, an endemic disease in Latin
America)|[2].

The goal of this thesis is to determine, using computational techniques, the role of
the cavity present in the fivefold symmetry axis in the Triatoma virus. Particularly, we
expect to elucidate if it behaves as a channel, if it is able to regulate its opening, under
what conditions it is open or closed and what kind of atoms or molecules are capable of
crossing it. At the same time, we seek to correlate the role of this cavity with the viral
infection process.

To this end, computational techniques such as Molecular Dynamics will be used to
study the behavior of the capsid structure under different conditions. In addition, the
structure of TrV will be compared to other viruses of the genus in order to infer differences

or similarities in the functions of the cavities present in their symmetry axes.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Estructura de Proteinas

El sistema de estudio en este trabajo son los virus, cuya estructura resulta de un
ensamblaje multiproteico. Precisamente, las proteinas son componentes quimicos de las
sustancias organicas y son de vital importancia para los organismos ya que cumplen una
gran variedad de funciones, tales como: enzimatica, inmunolégica, estructural, protectora
entre otras.

Estructuralmente, las proteinas, son cadenas lineales cuyos unidades basicas son los
aminodcidos [3]. Los aminoécidos son compuestos que contienen un grupo amino (—N Ho
), un grupo acido o carboxilo (—COOH) y un grupo (R) que varia en cada uno de los

veinte aminodcidos que existen en la naturaleza (Figura 1.1).

H H 0

\ | /
N—

H/ ll \OF’HH

Figura 1.1: Estructura quimica de un aminoacido. En verde se representa al grupo amino,
en rojo al carboxilo y en azul al grupo R.
Segun su cadena lateral (R) se los divide en polares y no-polares. Los primeros a
su vez se dividen segun su carga en positivos, negativos y neutros (Figura 1.2). Segin
sus caracteristicas, los distintos aminoacidos pueden interactuar de distintas formas. Por

ejemplo, los aminoacidos cargados negativa y positivamente pueden interactuar entre si
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mediante puentes salinos. Asi mismo, las cadenas laterales de los aminoacidos también
pueden actuar como donores o aceptores de protones formando puentes hidrogeno, que
si bien son débiles en solucion acuosa, debido a la cantidad que se pueden formar son
capaces de estabilizar la estructura proteica. Por otro lado, los aminoacidos No-polares
tenderan a interactuar entre si debido al efecto hidrofébico. Otro tipo de enlace posible se
observa entre pares de cisteinas que debido al sulfuro en el extremo de su cadena lateral
pueden formar puentes disulfuro. Finalmente los aminodcidos arométicos también pueden

interactuar por apilamiento.

Grupos No-Polares
o o ﬁ 0 0 0 o
Il ] Il 1 [l
H,N—rl,H-c —OH HyN—C‘H—C —OH H;N—(llH-C—OH H_:N—(liH-C—OH HQN—EllH—C—CIH HN—CH-C—0H lc,l—DH
H CHs CH=-CH, 2H CH; .'l'.—— CH | -
H | b llr- l HN C
Glicina (Gly) . b Shilhad Lz \ |
Alanina (Ala) valina (val) I.“ l | \
Leucina (Leu) [l}_. Isoleucina (lie) Prolina (Pro)
Metionina (Met)
Grupos Polares Grupos Arométicos
i i i i i i i I
N—CH=C — N —CH-C — Il Il
HaN cl:H C—OH  HN E‘IH C—OH H;N—CH-C—OH szfrl,chfaH H»N—ClH—G—OH H:N—CH-C—OH  H;N—CH-C—OH H;N—CH—C‘—IZ)H
ll.H [".r——-_‘lH CHz CH CH, CHa CH J.
| | I I |
OH CHs SH c=0 CH J\ l |
Serina (Ser) Treonina (Thr) Cisteina (Cys) I‘lm ll fs] r’ ” - ” ¢ -
Asparagina (Asn) [\|“ s \'::/./ - HN—L!
Fenilalanina (Phe) [ _ -
Glutamina (Gln) OH Triptofano (Trp)
Tirosina(Tyr)
Grupos Cargados Positivamente Grupos Cargados Negativamente
o o o ﬂ ﬁ
Il 1] | N—CH-C — —CH-C —
HzN—CH-C —OH HN—CH-C—OH  H;N—CH-C—OH HaN TH C—oH HaN “:H C—OH
| | I CH CH,
CH H CH | - |
||_|| . I I'i'll l‘.:-.’:’
| NCS ¢=0 o
CH H W /
| Y NH IlJI- Acido Aspartico (Asp)
'l” Histidina (His) Acido Glutamico (Glu)
MNH. C=NH
Lisina (Lys) N
Arginina (Arg)

Figura 1.2: Clasificacion de los 20 aminodacidos segun la caracteristica de su cadena lateral.

La estructura de la proteina se clasifica en cuatro niveles como se observa en la Fi-
gura 1.3. El primero se denomina Estructura Primaria y se refiere a la cadena lineal de
aminodcidos (residuos) que componen a la proteina. Esta cadena se mantiene unida por
los enlaces covalentes denominados puentes peptidicos que unen el grupo carboxilo de
un aminoacido con el grupo amino de otro. Los extremos de la cadena polipeptidica se
denominan carboxilo-terminal (C-terminal) y amino-terminal (N-terminal) dependiendo

el grupo que haya quedado libre en cada extremo.
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La estructura secundaria alude a la configuracién espacial local de la proteina. Estas
estructuras se forman a través de una red de puentes hidrégeno entre los atomos que
forman el enlace peptidico. De esta forma se generan estructuras con una geometria
definida que puede ser de dos formas distintas: en forma enrollada (o Hélice) o en forma
Hoja Plegada (. A su vez estas estructuras se pueden combinar entre si para formar
estructuras mas complejas denominadas super-estructura secundaria, algunos ejemplos
incluyen la horquilla-£ u horquilla-a, el barril-3, etc. En caso de no presentarse ninguna de
las dos estructuras anteriores, la proteina presenta una estructura aleatoria denominada
lazo o " random coil”.

La estructura terciaria se refiere a la configuracion tridimensional de las proteinas, es
debida a los plegamientos que sufren las moléculas, y se dividen en fibrosas y globulares.
El plegamiento hacia estas estructuras esta gobernado por la interacciéon hidrofébica de
dominios no-polares y luego estabilizada por puentes disulfuro entre las cisteinas, por
puentes salinos entre los aminoacidos cargados y/o por puentes hidrégeno.

Por tltimo la estructura cuaternaria no esta presente en todas las proteinas y resulta
de la combinacién de dos o mas cadenas de proteinas, formando un multimero. Los
monomeros se asocian entre si mediante distintas interacciones como pueden ser el puente

hidrégeno, puente salino y por interaccion hidrofébica.

Ala-GIn-Thr-Tyr
(a)

(c) (d)

Figura 1.3: Estructuras proteicas: (a) primaria, (b) secundaria, (c¢) terciaria y (d) cuater-
naria.

El conocimiento de las estructuras tridimensionales de las proteinas es de gran im-
portancia debido a que el funcionamiento de las mismas estd intimamente ligado a su
estructura. Por ejemplo, las capsides virales, que se utiliza como objeto de estudio en este

trabajo, estan compuestas por varias copias de una subunidad denominada protémero,
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las cuales a su vez estan compuestas por varias proteinas. Estos protéomeros interactiian
entre si para formar grandes complejos moleculares que tienen como funciéon proteger al
material genético del virus y de reconocimiento a la célula que infectaré.

Como se mencioné anteriormente, las cavidades presentes en los ejes quintuples de
las capsides virales han sido propuestas como canales, en forma analoga a los canales de
membrana. Precisamente, en el caso de las proteinas de membrana, su estructura esta
conformada por un arreglo de estructura secundaria con caracteristicas hidrofébicas en su
exterior y caracteristicas hidrofilicas en su interior. De esta manera la proteina tendera a
rodearse de los fosfolipidos presentes en la membrana y dejara en su interior un ambiente
propicio para permitir la hidratacion del poro y asi permitir una conexiéon entre el interior
de la célula y su exterior. Este tipo de estructuras se puede formar, por ejemplo, gracias a
varias a-hélices paralelas las cuales generan una cavidad en su centro capaz de hidratarse
y permitir el pasaje de iones. Precisamente, por esta ultima caracteristica es que se realiza

una descripcién mas exhaustiva de las mismas en el proximo capitulo.

1.2. Canales Idnicos en Proteinas de Membrana

Un grupo muy estudiado de proteinas son las proteinas que interactian con las mem-
branas celulares[4]. La estructura de estas proteinas varia segiin su ubicacién en la mem-
brana y su funcién. Se las clasifica en dos grandes categorias, integrales y periféricas,
seguin sea su interaccion con la membrana.

Las proteinas de membrana periféricas, o extrinsecas, no interactian con el nucleo
hidrofébico de la membrana ya que no poseen regién transmembrana; en cambio, inter-
actuan con ella a través de interacciones directas con las cabezas polares de los fosfolipidos
o interactian directamente con otras proteinas de membrana intrinsecas. Un ejemplo de
proteinas de membrana periféricas, que se encuentran del lado citosélico de la membrana
celular, son las proteinas del citoesqueleto como la espectrina y la actina.

Otro ejemplo de proteinas extrinsecas son las fosfolipasas, que se asocian a los grupos
polares de las membranas. Su funcién es hidrolizar varios enlaces en los grupos polares
de los fosfolipidos con el fin de degradar células viejas o danadas.

Por otro lado, las proteinas integrales, o intrinsecas, tienen uno o mas segmentos de

su cadena polipeptidica insertos en la membrana lipidicas. Estas regiones son ricas en
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aminoacidos no-polares, los cuales tienden a interactuar con las cadenas no-polares de los
fosfolipidos que forman la membrana mediante interaccién hidrofébica. Estos dominios
hidrofébicos pueden atravesar parcial o completamente la membrana una o multiples
veces. Las regiones transmembrana estan formadas por varias a-hélices u hojas-£3.

Un ejemplo de proteinas intrinsecas es la Glicoforina. Esta proteina posee un domi-
nio transmembrana formado por una a-hélice que atraviesa toda la membrana (Figura
1.4). Esta a-hélice esta formada completamente por aminodcidos hidrofébicos que inter-
actuan con los fosfolipidos mientras que los grupos amino y carboxilo interactiian entre
si mediante puentes Hidrégeno. A su vez posee aminoacidos cargados en los extremos
de la hélice que impide que la misma se desplace fuera de la membrana, ya que estos

interactiian con las cabezas polares de los fosfolipidos.

Oligosaccharide

Thr Thre i.
iy Val Ala Mat His The Ser
Thr ool Ser
+Hgn Leu Ser The
& Ser

e A% 3 A ser

The=gin
Tyr Ser Sor e 7yr Ser
20

Ala
Ala

e Pro arg “Als

Ser Val Arg Thr ygy
Gy val Ser Glu - i

Exterior

H

Cytosol * # * &
SerLVs Lys ArgArg
Pro
Ser 109 1oy
Asp le

e L s L)

Pro Ley Pro Ser 120 Val
110 Glu

Asp Ser Thr gy lle
ooc- @I 33p Pro. o Glu

Figura 1.4: Secuencia aminoacidica y disposicién transmembrana de Glicoforina A. (Figura
sacada de Lodish et al, 2000).

También es posible que las proteinas de membrana presenten mas de un dominio que
atraviese a la misma. La glicoforina es un caso ya que en la membrana se agrupa en for-
ma de dimeros. Otro ejemplo es el de las porinas, proteinas presentes en la membrana de
bacterias gram-negativas como la E. Coli. La secuencia de aminoacidos de las porinas no
presentan grandes regiones de aminoacidos no-polares que puedan insertarse en la mem-
brana. La resolucién por cristalografia de rayos X[5] mostr6 que las porinas son trimeros
donde cada una de sus subunidades forman una estructura de barril con 16 hojas-g que

a su vez forman un poro que atraviesa a la membrana (Figura 1.5). En esta estructu-
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ra la mitad de cada aminodcido, que tiene caracteristicas hidrofébicas apunta hacia la
membrana, mientras que el resto, que tiene caracteristicas principalmente hidrofilicas, se

orienta hacia el poro que es capaz de hidratarse.

Figura 1.5: Modelo tridimensional de la porina PdbID: 1A0S.

Otro importante grupo de proteinas de membrana intrinsecas, son los canales iénicos|6].
Estas proteinas presentan estructuras macromoleculares complejas cuya funcién es el
transporte de ciertas moléculas entre el exterior y el interior de las células. Estructural-
mente forman un poro que atraviesa a la membrana celular, el cual se puede hidratar
y permite el flujo de iones a través de la membrana celular. Su utilidad radica en la
velocidad con la que los iones son capaces de atravesarlo (~ 10° iones por segundo) y en
su capacidad de seleccion. Esta seleccion, denominada permeabilidad selectiva, permite el
paso de cierto tipo de iones por el canal, ya sea por su tamano y/o su carga eléctrica.
Otra caracteristica importante de estos canales es que su funcionamiento no requiere el
uso de energia metabdlica ya que funcionan a favor del gradiente electroquimico, el cual
depende de la concentracion idénica y del potencial de membrana.

Estos canales tienen diversas funciones en la célula, tales como: definir los potenciales
de reposo en las membranas celulares, permitir el flujo de iones Ca*2, controlar el volu-
men celular, entre otras. Para lograr realizar estas funciones adecuadamente, los canales
deben contar con un mecanismo de apertura y cierre que les permita controlar el flujo de
iones. Uno de los mecanismos que poseen para tal fin son las puertas hidrofébicas. Este
mecanismo de apertura y cierre puede ser provocado por diversas senales externas como
una diferencia de voltaje, por neurotransmisores, una deformacion mecanica o algin otro
estimulo quimico. Gracias a este mecanismo, los canales son capaces de enviar senales a

través de la membrana celular.
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Las puertas hidrofébicas logran controlar la apertura del canal gracias a que impiden
el ingreso de moléculas de agua en una regién del canal, lo que impide que los iones lo
atraviesen ya que estos deben estar hidratados para lograr atravesar el canal [7]. Estas
puertas, en los canales, se consiguen debido a la presencia de secuencias de aminoaci-
dos con caracteristicas no-polares o hidrofébicas en alguna seccién del canal. El efecto
hidrofébico impide el ingreso de moléculas de agua en regiones donde es estéricamente
posible que las mismas ingresen. Luego debido a alguna senal externa se logra la apertura

del canal y de esta manera se permite la hidratacién del mismo y el pasaje de iones.

(a) (b)

Figura 1.6: Estructura de los canales mecano-sensible de procariotas y la ubicacion de sus
puertas hidrofébicas. (a) MscS (pdbID: 20AU) y (b) MscL (pdbID: 20AR). Las estruc-
turas de los canales estan representadas como NewCartoon en plateado. Los aminoacidos
hidrofébicos que forman la puerta hidrofébica estan representados en licorice en naranja.
La superficie azul y verde representa el radio del canal. Las lineas horizontales marcan la
posicién de las membranas.

Este mecanismo de puertas hidrofébicas se ha observado en diversos canales de mem-
brana. Inicialmente se creyé que los canales mecano-sensibles de procariotas, que se abren
frente a la tension en la membrana, se encontraban abiertos ya que el canal tenia un diame-
tro de ~ 5 A[8]. Sin embargo utilizando Dinamica Molecular se observé que el mismo
estaba cerrado hidrofébicamente [9, 10]. En la figura 1.6 se puede observar las estructuras
de dos de estos canales, resaltando la region donde se ubica su puerta hidrofébica.

En canales pentaméricos regulados por ligando se ha demostrado que un cinturén de

aminoacidos hidrofébicos crean una barrera energética en contra del movimiento de las
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aguas y de los iones de sodio a través del poro [11] (Figura 1.7). También se ha descubierto
que para la proteina GLIC (Gloeobacter Ligand-gated Ion Channel) el costo de energia
libre necesario para hidratar la puerta hidrofébica es de ~11 kcal/mol, mientras que el
necesario para que un ion atraviese la puerta es solo 4 kcal/mol mayor [7]. Esto indica
que el mayor costo energético estd dado por la hidratacién de la puerta. Esto muestra
que el proceso de hidratacién del poro es clave para que un ion logre atravesar el canal.
Este mecanismo, clave en la funcionalidad de estos complejos moleculares, es el que

proponemos como participe del desensamblaje de una capside viral.

Figura 1.7: Estructura del canal pentamérico regulado por ligando GLIC (pdbID: 4NPQ).
La estructura del canal esta representada como NewCartoon en plateado. Los aminodcidos
hidrofébicos que forman la puerta hidrofébica estan representados en licorice en naranja.
La superficie azul y verde representa el radio del canal. Las lineas horizontales marcan la
posicién de la membrana.

1.3. ;Qué es un Virus?

Los virus[12] son pequenios pardsitos intracelulares. Estos pequenos elementos genéti-
cos moviles dependen de la compleja maquinaria metabdlica de la célula huésped para
poder propagarse. Su principal funcién es infectar a la célula y expresar su genoma para
que la maquinaria celular pueda transcribirlo y traducirlo.

Estan compuestos por un genoma de ADN o ARN y envueltos por una capa proteica.
Esta capa proteica, que rodea y protege al material genético, se denomina capside. La
capside cumple el doble rol de proteger el material genético del virus de cualquier agente

que quiera danarlo y de reconocer receptores especificos en la célula huésped a la cual se
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unird durante el proceso de infeccion. Algunos virus poseen, ademas, una bicapa lipidica
derivada de la membrana de la célula huésped que es rica en glicoproteinas de membrana
propias del virus. Toda la particula viral, genoma con sus proteinas asociadas, capside y,
en algunos casos, la bicapa lipidica, se denomina Virion.

Los virus son clasificados segiin su morfologia, su composicién quimica, su método
de replicacién y su genoma. El comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV por
el acrénimo en inglés) los clasifica de manera similar a la clasificacién de los organismos
celulares, es decir, dividido en Orden, Familia, Género y Especie.

Por otro lado, la clasificacién de Baltimore[13] los agrupa segun el tipo de genoma y el
método de replicacién. En este caso, los virus de ARN, que componen el 70 % de los virus
conocidos, pueden dividirse en cuatro grupos segin la cantidad de cadenas y el sentido
de la misma, que determina si el ARN puede funcionar como ARN mensajero(ARNm) o
no. De esta forma se obtienen los siguientes grupos: ARN bicatenario (dsRNA, por sus
siglas en ingles) cuyas cadenas son complementarias entre si. Solo la cadena positiva que
es capaz de actuar como ARNm es liberada durante la replicacién. ARN monocatenario
Positivo (+ssRNA) el cual puede funcionar como ARNm. ARN monocatenario Negativo (-
ssRNA) que no puede funcionar como ARNm, por lo cual requiere primero ser convertido
en positivo a través de una ARN polimerasa viral. Estos dos grupos son capaces de
reproducirse en el citoplasma de la célula, ya que el ARNm puede acceder directamente a
los ribosomas del huésped. ARN monocatenario retrotranscripto (ssRNA-RT), estos virus
poseen una proteina denominada transcriptasa reversa (RT) la cual puede transcribir al
ARN en ADN circular. Este ADN luego se une al ADN de la célula huésped para su
posterior transcripcion.

Los virus de ADN se dividen en tres grupos. ADN bicatenario (dsDNA), que tiene
que acceder al ntucleo de la célula para acceder a la ADN polimerasa durante el ciclo
de reproduccién celular. ADN monocatenario (ssDNA), estos virus deben formar una
estructura capaz de replicarse, es decir una estructura bicatenaria. Esto lo logran gracias
a la ADN polimerasa de la célula huésped. Por ultimo, ADN bicatenario retrotranscripto
(dsDNA-RT), estos virus poseen ADN con el cual generan ARNm y un ARN pregenémico
el cual sirve como modelo para que la transcriptasa reversa replique el ADN. De esta
manera se definen 7 grupos que se detallan en la figura 1.8.

Finalmente, segin su morfologia, los virus se pueden clasificar en dos estructuras.
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Clasificacién de los virus
Grupo Familia Ejemplo
: ) ) Adenoviridae Human Mastadenovirus C
Virus Bicatenario de .. )
dsDNA Herpesviridae Human Herpevirus 1
ADN .. ) .
Poxviridae Variola Virus
Virus Monocatenario .. ) .
ssDNA de ADN Parvoviridae Primate Bacoparvovirus
dsRNA Virus Bicatenario de Reoviridae Rotavirus A
ARN
Enterovirus
LssRNA Virus Monocatenario | Picornaviridae Rhinovirus
Positivo de ARN Togaviridae Cricket Paralysis Virus
Triatoma Virus
“«sRNA Virus Monocatenario | Orthomyxoviridae | Influenza A Virus
Negativo de ARN Rhabdoviridae Alfalfa Dwarf Virus
Virus Monocatenario Human Immunodeficienc
ssRNA-RT | Retrotranscrito de | Retroviridae . y
Virus 1
ARN
Virus Monocatenario
dsDNA-RT | Retrotranscrito de | Hepadnaviridae Hepatitis B Virus
ADN

Figura 1.8: Clasificacién de los Virus segin Baltimore.

Los virus helicoidales y los icosaédricos. Los primeros tienen simetria helicoidal donde
la subunidad proteica o protémero se ensambla en un arreglo helicoidal que rodea el
material genético. De esta manera se generan tubos rigidos o flexibles. Estas estructuras
son clasificadas segin su longitud, ancho, inclinacién de la hélice y nimero de protémeros
por vuelta de la hélice.

Por otro lado los virus icosaédricos forman capsides virales compuestas por 20 caras
triangulares formando un icosaédro. Estas estructuras presentan varios ejes de simetria
dobles, triples y quintuples. En estos virus los protémeros se agrupan en arreglos oli-
goméricos denominados capsémeros. Luego, los capsémeros generan la capside icosaédrica
y segun su arreglo permite la clasificacion de las capsides.

Las capsides virales juegan un rol fundamental en el proceso de infeccion viral. Esto
se debe a que las capsides son las encargadas del reconocimiento e interaccion de los virus
con las células infectadas. Las capsides inician la infeccion al interactuar con receptores
presentes en la superficie externa de la membrana celular. Estos receptores pueden ser

diversas moléculas, desde proteinas, carbohidratos y glicolipidos [14].
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1.3.1. Picornavirus

Un orden particular de virus es el Picornavirales[15] perteneciente al grupo de virus
+ssRNA. Estos virus reciben este nombre por ser virus pequenos (pico) y por tener RNA
en su material genético. Este orden se divide a su vez en cinco familias: Picornavirus, que
infectan a vertebrados, e Iflavirus, Dicistrovirus, Marnavirus, que infectan a invertebrados,
y Secovirus, que infectan a plantas y algas.

Estos virus se caracterizan por tener su material genético rodeado por una capside
proteica con simetria icosaédrica de aproximadamente 30 nm de diametro. Esta capside
tiene un rol crucial tanto en la proteccion del virus como en su interacciéon con el medio.
Por esta razén es importante conocer cudl es la funcién y la estructura de las proteinas
que forman al virus.

Particularmente para el caso de las capsides icosaédricas observadas en los virus per-
tenecientes a la Familia Picornavirus, el virus posee cuatro proteinas (proteinas virales
o VP) VP1, VP2, VP3 y VP4 que interactiian entre si formando un protémero (Figura
1.9a y 1.9b), el cual es la subunidad simétrica que forma una cépside. Este protémero
interactia con otros cuatro protémeros para formar un pentamero. A su vez 12 copias del
pentamero interactian entre si para formar una capside icosaédrica cuasi T=3 (Figura
1.9¢c y 1.9d). Todas las proteinas tienen una estructura similar formada por un barril-g3
constituido por 8 laminas. Estas laminas estan unidas por segmentos de random coil.
Cada una de estas proteinas tiene un peso de 30 kDa aproximadamente.

Varias de estas capsides poseen una estructura caracteristica comin que se denomina
canén[16] (Figure 1.9¢ y 1.9d). Esta estructura se encuentra alrededor del eje quintuple
y se hipotetiza que es el sitio de unién del receptor celular, debido a la dificultad que le
presenta a los anticuerpos para unirse a él. Esto es de gran importancia porque marca el
inicio del proceso de infeccién viral, el acoplamiento con las células. Esto fue confirmado
para rhinovirus[17, 18], poliovirus [19, 20, 21] y coxsacie A21 virus[22].

Otra caracteristica de estas capsides es la presencia de una cavidad hidrofébica ubicada
en el barril-g de VP1, al cual se le pueden unir pequenas moléculas hidrofébicas (~300
Da). Esta cavidad estabiliza la estructura del virus, razén por la cual es el objetivo de
ciertos compuestos antivirales[23]. Por otro lado, se ha propuesto que una competencia
entre el factor hidrofébico capaz de unirse a esta cavidad y el receptor que se une en el

candn, son los responsables de iniciar el proceso de desmantelamiento de la cdpside[24, 25].
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(©) (d)

Figura 1.9: Estructura secundaria del protémero del Virus de Rhinovirus 16 (a) y del
protémero de Poliovirus (b) coloreados por cadenas, azul VP1, verde VP2, rojo VP3 y
naranja VP4. Superficie de las cdpsides de Rhinovirus 16 (c) y Poliovirus (d), las regiones
mds oscuras corresponden a zonas més profundas en las capsides denominadas canoén.

Este proceso de desensamblaje no ha sido explicado en su totalidad. Se hipotetiza
que uno de los primeros eventos que ocurriria es la pérdida de VP4[26, 27]. Una de las
posibilidades de que ocurra este fenémeno es que el extremo N-terminal de VP4 unido
covalentemente a un grupo miristoil interactie de algiin modo con la membrana de la
célula y abandone la cépside en conjunto con el genoma viral[28]. Un camino posible por
el cual VP4 pueda salir de la capside es a través del eje de simetria quintuple. Antes

de que esto ocurra, la capside debe desestabilizarse para aumentar considerablemente el
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radio del poro presente en el eje quintuple para poder dar lugar a que una molécula del
tamano de VP4 sea capaz de atravesarlo.

Este poro observado en el eje de simetria quintuple podria actuar como un canal que
conecta el exterior de la cédpside con el interior[1]. Incluso, se observa la presencia de iones
metalicos en diversas posiciones a lo largo del canal. En rhinovirus y coxsackievirus estos
iones estan cerca de la superficie exterior, mientras que en el enterovirus bovino estan en
el interior del canal. Como se mencioné anteriormente, se ha propuesto que este canal sea
el camino por el cual se externaliza el ARN durante el proceso de infeccion, de manera
similar a como se sabe que ocurre con el ADN del bacteriéfago ¢-X174[29].

Por otro lado, los extremos N-terminal de VP1 se encuentran cerca de la superficie del
poro. En el caso de coxsackievirus A9[30], se observa la presencia del extremo N-terminal
en esta region lo cual es consistente con la hipétesis de que el extremo N-terminal de VP1
sale a través del canal.

Los extremos N-terminal de VP3, también se encuentran cerca del extremo interior del
canal. Es posible que el extremo N-terminal de VP4, en conjunto con el grupo miristoil,
estabilice el barril-5 de VP3, lo cual es esencial para el ensamblaje de la cépside[31].

Teniendo en cuenta todas estas caracteristicas, se propone, como un posible mecanis-
mo, que el primer evento del desensamblaje sea la interaccion de los grupos miristoil de
VP4 con la membrana de la célula huésped a través del canal presente en el eje de simetria
quintuple. Este evento llevaria a la perdida de VP4 a través del canal y la exposicion de
los extremos N-terminal de VP1. De esta manera, se prepararia al canal para la salida
del ARN[32]. Sin embargo, todo este proceso depende de que una molécula como VP4
sea capaz de atravesar el poro del eje quintuple, el cual tiene un radio muy reducido.

Otra hipétesis del mecanismo de liberacién del ARN, se basa en el estudio de las
capsides vacias (sin su genoma)[33, 34]. En estos trabajos se observan desplazamientos
en los protémeros y un aumento del didmetro de la capside. Esto provoca una ruptura en
las interacciones entre pentameros, particularmente en el eje de simetria doble. Debido a
la presencia de estos agujeros en el eje de simetria doble se propone que la expulsion del
ARN ocurre a través del mismo.

Por otro lado, se ha hipotetizado que el poro presente en el eje quintuple de los virus
icosaédricos podria llegar a actuar como un canal iénico que intercambie iones entre el

exterior y el interior de la cépside[1]. Sin embargo, esta hipdtesis no ha sido comprobada
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rigurosamente, por lo cual actualmente se desconoce la funcionalidad de este poro.

1.3.2. Dicistrovirus

Los Dicistrovirus son otra familia dentro del orden Picornavirales que infectan artrépo-
dos, principalmente insectos[35]. Como en el caso de los virus pertenecientes a la familia
Picornavirus, los Dicistrovirus también forman una cépside icosaédrica a partir de 60
copias de sus proteinas virales. Sin embargo, no todos los virus de esta familia presentan
la proteina VP4 en la estructura de la capside. Tal es el caso del virus del Triatoma
(TrV)[36] que en su estructura cristalografica no se observa la presencia de VP4, lo cual
fue atribuido a que la misma se encuentra en el interior de la capside con una estructura
desordenada.

Actualmente solo se resolvieron dos estructuras cristalograficas de Dicistrovirus, una
de ellas es TrV (Figura 1.10ay 1.10c) y la otra Cricket Paralysis Virus (CrPV)[37] (Figura
1.10b y 1.10d). En ambas estructuras se pueden observar dos diferencias estructurales
fundamentales con los Picornavirus, las cuales son la ausencia del canén y la cavidad
hidrofébica.

Debido a estas diferencias entre las estructuras de las capsides de Picornavirus y
Dicistrovirus, se desconoce como los tltimos interactian con los receptores. Para el caso
de Droshophila C Virus, se sabe que la entrada del virus a la célula se lleva a cabo por
endocitosis mediada por clatrina[38]. Luego de la entrada del virus a la célula, el mismo
se desensambla y libera su ARN en el citoplasma[39].

En TrV, se ha comparado la estructura de capsides vacias, las cuales se forman luego
de liberar su material genético, y cépsides en conjunto con su material genético[40]. Este
estudio muestra que no hay un cambio sustancial entre ambas estructuras. Por otro lado,
muestra la existencia de estructuras formadas por dos pentdmeros enfrentados que se
cree que se generan luego de la liberacién del ARN. Todo esto podria indicar que el
proceso de desensamblaje y la consiguiente liberacion del genoma ocurre a través de una
apertura parcial de la capside. Particularmente, el ARN podria escapar a través de un
poro abierto en las zonas periféricas de los pentameros. También se ha observado que
este virus es estable a pH acidos pero bajo condiciones alcalina comienza el proceso de

liberacién de su ARN. Este fendmeno ocurre entre valores de pH de 8 a 9 [41].
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(c) (d)

Figura 1.10: Estructura secundaria del protémero del Virus del Triatoma (a) y del
protémero de Cricket Paralysis Virus (b) coloreados por cadenas, azul VP1, verde VP2,
rojo VP3 y naranja VP4. Superficie de las cipsides del Virus de Triatoma (c) y de Cricket
Paralysis Virus (d). En estas estructuras se observa la ausencia del cafién caracteristico de
los Picornavirus.

1.4. Virus del Triatoma

El virus del Triatoma o TrV es un virus del orden Picornavirales, de la familia Dicistro-
virus. Esta familia se caracteriza por ser virus que infectan a los insectos. Particularmente
TrV es un patégeno natural del Triatoma Infestans[2] mejor conocido como Vinchuca.
Debido a esto, es de interés el estudio de TrV para ser utilizado como método de control

bioldgico de estos insectos que son el principal vector de la enfermedad Trypanosomiasis
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Americana, mejor conocida como Mal de Chagas.

Esta enfermedad es un riesgo a la salud en Latinoamérica, donde es una enfermedad
endémica que afecta alrededor de 8 millones de personas, de las cuales el 30-40 % desa-
rrollan cardiomiopatia y/o megasindromes digestivos[42]. El agente de la enfermedad es
el protozoo Trypanosoma Cruzi, el cual infecta al insecto. Luego, se trasmite al humano
a través de la materia fecal del triatomino ya que mientras el mismo se alimenta de la
sangre de la persona también defeca infectando a través de la herida.

La estructura de la capside de TrV[36] (Figura 1.10¢) esta formada, como se mencion
anteriormente por 60 copias del protémero formado por VP1-2-3 (Figura 1.10a). Como
todas las capsides icosaédricas, TrV posee varios ejes de simetria doble, triple y quintu-
ple. Estos ultimos, son particularmente interesantes ya que en este eje se encuentra una
estructura que podria actuar como un poro que comunique el interior del virus con el
exterior.

Este poro se encuentra en el centro de la subunidad pentamérica. Esta estructura es
particularmente interesante ya que, como se menciona anteriormente, se ha observado
que es capaz de mantener su estructura incluso si no esta formando parte de la capside al
interactuar con otro pentdmero[40]. Esto indica que el pentdmero tiene un cierto grado
de integridad estructural.

El poro mencionado esta compuesto por seis anillos de aminoacidos, formados a su
vez por las cinco copias simétricas de los protomeros que forman cada eje quintuple. De
esta manera se genera una estructura tubular de aproximadamente 30 A integrada por
los seis anillos de glutamina 1128, valina 1166 y treonina 1167 pertenecientes a VP1, y
glutamina 3014, valina 3012 y treonina 3010 pertenecientes a VP3 (Figura 1.11).

A diferencia de algunos canales iénicos de membrana, el poro presente en TrV no posee
aminoacidos cargados. Sin embargo posee dos anillos de valinas que poseen propiedades
no-polares. Particularmente, el poro presenta su region mas angosta al nivel de las valinas
3012. Esta regién podria actuar como un mecanismo de regulacion de la apertura de la

cavidad gobernado por el efecto hidrofébico.
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Figura 1.11: Aminoécidos que forman el poro de TrV. (Izquierda) Pentén de TrV visto
de lado. Las proteinas estdn coloreadas azul para VP1, verde para VP2 y rojo para VP3.
(Derecha) Aminodcidos que forman el poro presente en el eje quintuple. Los aminodcidos
estan coloreados en verde los polares y en naranja los no-polares.

1.5. Efecto Hidrofobico

El denominado Efecto Hidrofébico o Interacciéon Hidrofébica[43], es el fenémeno res-
ponsable de mecanismos de regulacion de la apertura en distintos canales proteicos pre-
sentes en las células. Este mecanismo de regulacion se lo ha observado en nanotubos de
carbono[44], regulando su apertura a través de la transicién entre un estado hidratado a
otro deshidratado. También se observa que una pequena variacién en el tamano del poro
puede llevar a la hidratacién del mismo.

Se relaciona, a este efecto, con la repulsion que aparentan tener las moléculas no-
polares al interactuar con el agua. Sin embargo, realmente las moléculas no-polares se
ven atraidas por el agua, pero esta atraccién no es tan fuerte como la atraccién que
sienten las moléculas de agua entre si. Esta fuerte atraccién se debe a la red de enlaces
de hidrogeno que el agua es capaz de generar. Cada molécula es capaz de generar cuatro
enlaces de hidrégeno con cuatro moléculas de agua vecinas. Esta fuerte atracciéon entre
las moléculas de agua induce la segregacién de las moléculas no-polares, lo cual provoca
una atracciéon efectiva entre ellas.

Desde el punto de vista termodindmico [45], se relaciona al efecto hidrofébico con el

cambio de la energfa libre de solvatacién molar (GY):
AG® = AR’ — TAs" (1.1)

donde h° es la entalpia molar y s” es la entropia molar. En este proceso, el cambio en la
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entalpia representan un cambio en la fuerza de interaccion entre las moléculas mientras
que los cambios en la entropia representan un cambio en el ordenamiento de las mismas.
Debido a que el proceso de solvatacion de moléculas no-polares en agua no es favorable,
el cambio en la energia libre serd positivo.

Cuando una pequena molécula no-polar es disuelta en agua [46, 47|, el agua se ordena
a su alrededor formando puentes de hidrégeno con sus vecinos, sin que la red de puentes
de hidrégeno se vea alterada fuertemente. Por lo tanto no se observara un gran cambio
en la entalpia. Debido a esto, el aumento en la energia libre de solvatacion, se debe
a la disminucién de la entropia causada por el ordenamiento de las moléculas de agua
alrededor de la molécula no-polar. Por lo que el cambio en la energia libre de solvatacion
es entropico y no entélpico.

Por otro lado, cuando el soluto no-polar es de mayor volumen, la interface entre el
solvente y el soluto provoca que el agua no pueda formar todos los puentes de hidrégeno
que es capaz de formar. Esto causa un aumento en la energia libre de solvatacién por
un mecanismo prioritariamente entalpico. Estas dos situaciones presentan una variacion
en el cambio de la energia libre de solvatacion. De todos modos ambos mecanismos
son responsables de la segregacién de los solutos no-polares del agua, provocando asi la
hidrofobicidad.

Las caracteristicas estructurales del poro de TrV dan sustento a la posibilidad de que
el mismo funcione como una conexién entre el medio exterior y el interior de la capside.
Particularmente, la presencia de una regién angosta rica en aminoacidos no-polares, dan
sustento a la existencia de un mecanismo de regulacion dominado por el efecto hidrofébico.

Esta caracteristica es similar a la observada en proteinas de membrana.

1.6. Objetivos

Debido a que una de las tantas caracteristicas de las proteinas es la de formar canales
por donde se puedan transportar moléculas, y ya que no se ha observado la existencia
de este tipo de estructuras en las capsides virales, en la presente tesis se analizara la
posibilidad de la existencia de dichos canales proteicos en las capsides virales. Particu-
larmente, se estudiara el rol de la cavidad presente en el eje de simetria quintuple de

la capside icosaédrica del Virus del Triatoma perteneciente al genero Picornavirales. El
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objetivo es descubrir si este virus posee canales proteicos que se encarguen del transporte
de sustancias entre su interior y su exterior. Actualmente se desconoce la existencia de
este tipo de mecanismos en los virus.

De acuerdo a lo presentado, se exponen los objetivos de la presente tesis.

Objetivo General

e Estudiar mediante simulacion computacional por Dinamica Molecular la relacién
Estructura-Funcion de la capside del Virus del Triatoma. En especial el rol del poro

presente en el eje de simetria quintuple.

Objetivos Especificos

e Determinar si el poro de TrV tiene funcién de canal.
e Determinar si el poro posee algiin mecanismo de regulacién de su apertura.
e Determinar que tipo de moléculas son capaces de atravesarlo.

e Determinar similitudes y diferencias entre la estructura del eje quintuple con la

estructura de otros virus pertenecientes al género.



Capitulo 2

Teoria y Métodos de Simulacion

Computacional

2.1. Dinamica Molecular

La Dinamica Molecular se basa en la resolucién numérica de la ecuacion de Newton
para un sistema de miles o millones de particulas. Este método permite hallar informacion
estructural y dindmica de arreglos proteicos que seria impracticable con otros métodos
como la mecanica cuantica.

Al resolver la ecuacién de Newton numéricamente se obtienen sucesivas configura-
ciones de la trayectoria de las particulas, es decir las posiciones y velocidades de todas
las particulas para cada instante de tiempo. Luego si este muestreo es lo suficientemente
extenso, el espacio de fases serda muestreado adecuadamente, particularmente las confi-
guraciones de menor energia. Teniendo en cuenta ademas la hipotesis ergddica, que dice
que los promedios temporales son iguales a los promedios del ensamble:

1 T
lim — A(p™ (), 7N (t))dt = // dp™drN A(p™, V) p(pV, ™) (2.1)

T—00 T t=0

donde A es una propiedad fisica del sistema, p y 7 son los momentos y posiciones de las
particulas y p la densidad de probabilidad. En conjunto esto permitird obtener valores
para distintas propiedades macroscépicas del sistema (energia libre, capacidad calorifica,
etc.) a partir de los promedios temporales que se obtengan de la dindmica molecular.

Sin embargo, una limitacién que se observa es la falta de detalle. A nivel clasico es

20
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imposible obtener informacion de los electrones de los atomos, lo cual puede dar valio-
sa informacion acerca de los enlaces entre los mismos. Mdas atn, se podria preguntar
que tan confiable es la estructura que se va a obtener resolviendo esta ecuacién, valida
para sistemas macroscopicos, siendo que se esta empleando para el estudio de sistemas
microscopicos. Para obtener informacion de la estructura molecular a nivel atémico, se
debe resolver la ecuacién de Schrodinger, con la cual es posible obtener informacién de
la estructura electronica de una molécula. Sin embargo, a medida que el sistema crece
la resolucion de esta ecuacion incrementa en complejidad e incluso se vuelve imposible
de resolver a menos que se utilicen computadoras con gran capacidad de calculo. Incluso
asi, el tiempo que puede llevar resolver un sistema de cientos de atomos puede llegar a
ser impracticable en escalas de tiempo humano.

Para poder subsanar el problema de la confiabilidad de los resultados, se utilizara
una de las aproximaciones mas importante de la Dinamica Molecular: la Aproximacién

de Born-Oppenheimer.

2.1.1. Aproximacion de Born-Oppenheimer

El Hamiltoniano de un sistema de particulas viene dado por:

H=Ty+T.+ VN + Vee + Ve (2.2)

Donde Ty = Xp%/2My v T. = Xp?/2m son las energfas cinéticas de los nicleos y los
electrones de las particulas, respectivamente, y Vyn,Vee v Ve las energias potenciales de
interaccién nicleo-ntcleo, electron-electréon y nicleo-electrén respectivamente.

La aproximacién de Born-Oppenheimer[48; 49] propone que se puede considerar al
lento movimiento de los niicleos atéomicos independientemente del rapido movimiento de
sus electrones. Esta aproximacion separa a la funciéon de onda ®(R,r) en una parte
electrénica (R, r) y en otra parte nuclear W(R), donde R es la posicién de los niicleos
y r la posicion de los electrones. Luego, considerando tinicamente la parte electrénica y

manteniendo la posicién del nicleo fija se obtiene:

[Te + Vee + Ve (R, 7) = Ec(R))(R, 7) (2.3)

Teniendo en cuenta la ecuacién 2.3 y planteando la ecuacién de Schroedinger para ® se
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obtiene:

Y(R, )Ty + Vyn + EJY(R) = Y(R,7)EV(R)
—h?

-2
2My

[W(R)VAG(R,v) + 2VRU(R) V(R r) (2.4)

Multiplicando esta ecuacién por ®(R,r)* e ignorando el ultimo término[49] se llega a la

ecuacion de Born-Oppenheimer:
[Tn +e(R)|Y(R) = EY(R) (2.5)

Donde ¢(R) = Vyn(R) + E.(R). Esta es la ecuacién de Schrodinger para los niicleos que

tiene en cuenta la energia de interaccion con sus electrones.

2.1.2. Aproximacion Clasica

La aproximacion de Born-Oppenheimer dice que podemos tratar al nicleo bajo un
potencial efectivo dado por:

V =Vyn(R) + Ee(R) (2.6)

Luego, se puede aproximar a la dindmica del sistema de particulas resolviendo la ecuacion

de Newton para cada uno de los ntcleos:

Donde a; es la aceleracién de la particula i-ésima, m; su masa y Fj la fuerza a la que esta
sometida. Esta fuerza se puede calcular a través del gradiente de una funcién potencial

V que dependera de la posicion de todas las N particulas del sistema.
F,L' = —viV(’l‘l,Tz,...,TN) (28)

La forma funcional del potencial y todos los parametros que lo definen se lo denomina

“Campo de Fuerza”.
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2.1.3. Campo de Fuerzas

El campo de fuerzas es una de las herramientas més importantes de la Dinamica Mo-
lecular ya que posee toda la informacién sobre la interaccién entre las distintas particulas
del sistema. Debido al niimero de atomos interactuantes en los sistemas estudiados, los
potenciales utilizados son funciones simples (como la ley de Hooke) para poder acelerar
el tiempo de célculo. Ademas, a pesar de la sencillez del modelo, la precisién lograda con
los campos de fuerza puede llegar a ser tan buena como algunos calculos de la mecéani-
ca cuantica. Aun asi, siempre se debe tener en cuenta que este método no podra dar
informacion concerniente a la distribucion electrénica de una molécula.

El campo de fuerza se divide en dos tipos de interacciones, interacciones enlazantes y
no-enlazantes. Las primeras modelan los enlaces entre atomos vecinos y las segundas las
interacciones coulombicas y de Van der Waals entre atomos mas alejados. De esta manera

el campo de fuerza toma la forma:

k s k’e,i Up,
V= Z ; (I — lio)® + Z (0; — 0;0)* + Z ?(1 + cos(nw — 7))

2 ,
enlaces angulos torsiones
Tij Oij 4i4;
4 J\12 J\6 J 2.9
#3030 6l = (O g (29
=1 j=i+1

Los tres primeros términos en la ecuacién anterior son los términos enlazantes. El primero
tiene en cuenta el estiramiento del enlace y esta modelado por un potencial elastico, de es-
ta manera el enlace oscilara en torno a una longitud natural de enlace. El segundo término,
también modelado como un oscilador, representa las oscilaciones en el dngulo formado
por tres particulas. Por ltimo, el tercer termino representa los cambios de energia cuando
un enlace rota sobre si mismo (Estos enlaces estén representados esquematicamente en
la figura 2.1).

Los ultimos términos de la ecuacion 2.9 representan las interacciones no-enlazantes
entre pares de atomos que encuentren distanciados mas alld de tres enlaces o en otra
molécula. Para la interaccion electrostatica se utiliza el potencial de Coulomb y para la
de Van der Waals el potencial de Lennard-Jones.

Todas las constantes que aparecen en la ecuacién 2.9 (constantes eldsticas, posiciones
de equilibrio, constantes de Van der Waals, etc) son los parametros definidos en el Campo

de Fuerza. Estos parametros son definidos de manera tal que el modelo logre reproducir
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W@

Figura 2.1: Esquematizacién de los potenciales enlazantes. De arriba a abajo: potencial
de enlace, de angulo y de torsién.

N
VM’Q
"

propiedades estructurales o de interés. El hecho que algunos campos de fuerza no logren
reproducir con exactitud alguna caracteristica en particular, no es un fallo, sino que se
debe ser precavidos en la eleccion del mismo dependiendo de la propiedad que se desee
estudiar.

Los distintos campos de fuerza existentes se los pueden clasificar segiin el nivel de de-
talle que utilizan para representar todos los atomos del sistema. Hay campos de fuerza que
poseen parametros para todos los dtomos (all-atom), los campos de fuerza AMBER|50]
y OPLSI51] son ejemplos de estos. Otros modelan un grupo de dtomos en conjunto, por
ejemplo, modelan al carbono de las cadenas carbonadas en conjunto con sus hidrégenos.
Este tipo de campo de fuerzas se lo denomina de atomo unido o united-atom.Un ejemplo
de este tipo de campos de fuerza es el GROMOSI[52]. Esta aproximacion puede ser llevada
mas lejos modelando grupos mas grandes de atomos con una sola particula que posee las
propiedades del conjunto, se los denomina de grano grueso o coarse-grain. Ejemplos de
estos son el MARTINI[53] y el SIRAH[54].

El objetivo de reducir el nivel de detalle en los campos de fuerza de grano grueso es
disminuir el nimero de particulas y asi aumentar la velocidad de simulacién. Una opcién
intermedia es utilizar un enfoque hibrido, es decir, utilizar dos campos de fuerza en
simultaneo, uno de detalle atomistico y otro de grano grueso. De esta manera se simulan

con gran detalle las zonas de interés y con menor detalle los alrededores.
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2.1.4. Condiciones de Borde

Cuando se desea simular un sistema como una proteina, luego de definir los campos de
fuerza a utilizar y antes de agregar las moléculas de agua que hidrataran a la proteina, se
debe elegir la forma y tamano de la caja en la que estara confinado el sistema. Luego esta
caja serd rellenada con las moléculas de agua. Estas cajas de simulaciéon pueden variar
en forma y tamano dependiendo el sistema que se desee simular. Particularmente uno
de los criterios de eleccién es elegir una caja de manera que se minimice la cantidad de
moléculas de agua que son necesarias para llenar a la misma, y de esta manera disminuir
el numero de particulas a simular. Entre los tipos de caja posibles se encuentran la cubica,
triclinica, octaedro truncado y dodecaedro rémbico.

Un problema que surge al momento de simular al sistema dentro de la caja es el tra-
tamiento de los bordes. Las particulas en los extremos de la caja se encontraran rodeadas
por un lado por otras particulas pero por otro lado por vacio. Para evitar este problema
se utilizan condiciones de borde periddicas. Es decir, que las particulas que atraviesen
una de las caras de la caja, apareceran por la cara opuesta. De esta manera se simula un
sistema periédico con una simetria similar a la cristalografica.

Teniendo en cuenta estas condiciones, al momento de elegir el tamano de la caja
se debe tener cuidado de no elegir una caja muy pequena y que la proteina empiece a
interactuar con su propia imagen periédica. Para evitar esto hay que tener en cuenta las

distancias de corte de las interacciones no-enlazantes y el tamano de la caja de simulacién.

2.1.5. Bisqueda de Vecinos

Como se menciond anteriormente, los campos de fuerzas se dividen en dos interaccio-
nes, las enlazantes y las no-enlazantes. En el caso de las segundas, que tienen en cuenta
las interacciones de Van der Waals y Coulomb, las interacciones se dan entre todos los
pares de atomos. Esto puede ser costoso computacionalmente para sistemas muy gran-
des. Por otro lado, muchas de estas interacciones son minimas cuando las particulas se
encuentran alejadas una de otras debido a que las fuerzas decaen como 1/r2,1/7, 1/r13 ete.
Para acelerar este proceso se define una distancia hasta la cual se considerara efectiva la
interaccién entre pares de particulas, es decir, una distancia de corte (o cut-off).

Al definir un cut-off para las interacciones no-enlazantes, surge el problema de en-
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contrar las particulas que se encuentran a esta distancia de corte de la particula a la
cual se desea calcular la fuerza. Para ello se definen varios esquemas para encontrar los
“vecinos”de una particula. Algunos de ellos son Group y Verlet[55].

Ambos esquemas, encuentran los grupos de particulas que se hallan a la distancia del
cut-off y generan la lista de vecinos de la cual luego se calculara el potencial. Esta lista
se redefinira cada una cierta cantidad de pasos de integracién. Durante los pasos donde
la lista de vecinos no se redefine, se corre el riesgo de que particulas entren o salgan de
la regién definida por el cut-off, introduciendo asi errores en el calculo. El esquema de
verlet resuelve este problema definiendo una distancia de cut-off para la cual se buscara
primeros vecinos y otra distancia menor para la cual se calculara el potencial. De esta
manera queda definido un cascarén donde hay particulas que se encuentran en la lista de
primeros vecinos pero no se tienen en cuenta para el calculo del potencial, pero si estas
particulas se acercan a la segunda distancia del cut-off comenzaran a tenerse en cuenta

y viceversa.

2.1.6. Calculo de las interacciones de Coulomb

La interaccién coulombica, como se muestra en la ecuacién 2.9, viene dada por:

Ve=)" Z % (2.10)
i=1 j=i+1

Debido a las caracteristicas de este potencial y al hecho de usar distancias de corte para
truncar el alcance de los mismos, se han desarrollado varios métodos para calcular las
sumatorias. Entre los métodos desarrollados para aumentar la velocidad y la precisién de
los célculos se encuentran el Campo de Reaccion, Sumatorias de Ewald, Particle Mesh

Ewald (PME), entre otros.
Considerando que el sistema se encuentra dentro de una caja de simulaciéon cubica
de lado L y si se tienen en cuenta las imagenes periddicas del sistema, la interaccién de
Coulomb, por ser de largo alcance, deberia tener en cuenta también la interacciéon de

estas imagenes. Teniendo esto en consideracién la ecuacién 2.10 quedaria:

f = N 6
Vo=3 >N — (2.11)

nezdij=1 9"
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Donde la prima indica que los términos con i=j deben ser omitidos cuando (n,, ny, n,) =
(0,0,0). La distancia r;;,, representa la distancia real y no la distancia minima entre las
imégenes. Esta suma es condicionalmente convergente pero su convergencia es muy lenta.
Para acelerar este proceso se utiliza la Sumatoria de Ewald[56] que consiste en rees-
cribir la sumatoria presentada en la ecuacion 2.11 como la suma de dos sumatorias cuya
convergencia sea mas rapida que la original. El método empleado se encuentra explicado

en detalle por Deserno y Holm [57]. Utilizando la identidad:
L) 1) 12

—_ = +
r r T

y eligiendo apropiadamente la funcién f(r) se logra separar en dos términos las dos
propiedades del potencial de Coulomb, su rapida variacion para r pequenos y su lento
decaimiento para r grande. Teniendo esto en cuenta, M deberia ser despreciable mas
all4 de un cierto valor de corte y 12/ deberfa variar lentamente para todo valor de r,
de manera que su transformada de Fourier se la pueda representar con pocos vectores k.
Con este fin se elige que f(r) sea igual a la funcién error complementaria er fe(r)

De esta manera, la energia electrostatica quedaria de la forma:
E=E"4+E®W + B® B (2.13)

donde los términos de la energfa del espacio real E), del espacio reciproco E®) la auto-

energia E®) y la correccién dipolar E@ vienen dadas por:

(7") f Z Z Gq jerfc Oé| Tijn )|) (214)

nEZS 3,7=1 |r7‘-7’n|
f 47T —k2/4a2 | ~
E® = o8 2 72 I (k) (2.15)
k0

2o — _i"/_f% > (2.16)

o f 2
2 _ m ( Z qm-) (2.17)
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donde p(k) es la transformada de Fourier de la densidad de carga:

N
plk) = / drp(r)e*T = que_““’f (2.18)
Vi o

El pardmetro «, denominado parametro de Ewald, permitird ajustar la contribucion del
espacio real y el espacio reciproco.

De esta manera se logra dividir a la ecuacién inicial 2.11 en cuatro términos cuya
convergencia es mas rapida. Los dos primeros términos convergen exponencialmente, lo
cual permite escoger una distancia de corte pequena sin perder precision en el resultado.

El algoritmo resultante es de O(N?) lo cual es muy costoso computacionalmente.
Debido a esto es que se generd otro algoritmo que implementa la Transformada Répida de
Fourier (FFT) para calcular el término 2.15, de esta manera se logra reducir la velocidad
del algoritmo a O(N -log(N)) [58] este ultimo método se denomina Particle Mesh Ewald
(PME).

2.1.7. Integracion de las Ecuaciones de Movimiento

Una vez definido el potencial el siguiente paso es resolver la ecuacién 2.7 para todas
las particulas del sistema. El problema que surge ahora es que este sistema de ecuaciones
solo tiene solucién analitica para un maximo de dos particulas y en dindmica molecular
se debe resolverlo para miles. Debido a esto es que se debe utilizar un método numérico
para resolver el problema.

Un método numérico para integrar esta ecuacién de movimiento es el algoritmo de

Verlet[55]. El cual puede deducirse a partir de los siguientes desarrollos en Taylor:

z(t + At) = x(t) + v(t) At + %a(zﬁ)At2 + ...

z(t — At) = x(t) —v(t) At + %a(t)AtQ + .. (2.19)

Luego, reemplazando una de las expansiones en la otra, obtenemos el algoritmo de Verlet

para hallar la posicion.

o(t + At) = 22(t) — x(t — At) + a(t)At? + O(At?) (2.20)
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Este algoritmo tiene la ventaja, frente a una expansién en taylor, que el error local es de
orden O(At?).

Otro método equivalente que se utiliza en Dindmica Molecular es el leap-frog[59)].
Este método calcula las velocidades cada medio paso de tiempo. Para poder hallar las

ecuaciones de evolucion de la posiciéon y velocidad, definimos a la velocidad como:

1 x(t+ At) — x(t
o(t+ AL = (t+ Ai (®)
ot — %At) _ o) = "Z(tt —AY) (2.21)
Utilizando estas definiciones y la ecuacion 2.20 obtenemos el integrador leap-frog.
x(t + At) = z(t) + v(t + %At)At
v(t + %At) =o(t — %At) + alt (2.22)

Este integrador es 1til debido a su reversibilidad, se obtiene el mismo resultado si se avanza
n pasos de tiempo y luego se vuelven otros n pasos, y por su naturaleza simpléctica,
conserva la energia del sistema levemente perturbada.

Al momento de utilizar estos integradores hay que prestar especial cuidado al valor del
paso de tiempo At que utilizaremos. El paso de tiempo tiene que ser lo suficientemente
pequeno como para poder muestrear los movimientos mas rapidos que ocurren en nuestro
sistema. Como regla general wAt << 2fs, donde w es la frecuencia de oscilacién de una

particula.

2.1.8. Restricciones en las Distancias

El tamano del paso de tiempo At es una cuestiéon muy importante en la Dinamica
Molecular. Un paso de tiempo grande nos permite hacer simulaciones mas largas en menos
tiempo de calculo pero corremos el riesgo de perdernos movimientos entre las particulas
que ocurren en escalas de tiempo menores al At o incluso puede ocurrir la aparicién de
inestabilidades en la estructura como dos atomos muy cerca el uno del otro. Al mismo
tiempo, At muy pequenos nos aseguran la calidad de nuestra simulacién ya que muestrean
adecuadamente los movimientos mas rapidos pero causan que los tiempos de simulacion

sean extremadamente largos.
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Usualmente se utiliza un paso de tiempo que sea la décima parte del periodo de
vibracién maés corto en nuestro sistema[60]. Particularmente en moléculas flexibles los
movimientos mas rapidos se dan en los enlaces con Hidrégenos. El enlace C-H tiene un
periodo aproximado de 10 fs por lo que el paso de tiempo deberia ser de 1 fs. Debido a que
este valor es muy pequeno y que el movimiento de estos enlaces no son de mucho interés,
ya que no tiene gran efecto en los movimientos generales del sistema, se desarrollaron
métodos que permiten aumentar el paso de tiempo.

Estos métodos consisten en mantener fijas ciertas coordenadas del sistema, particular-
mente ciertas longitudes de enlaces. Para lograr esto se utilizan restricciones holonémicas
y el método de los multiplicadores de Lagrange para poder resolver el problema.

El algoritmo SHAKE es uno de dichos métodos[61]. Esta técnica resuelve el algoritmo
de verlet (Ecuacién 2.20) sometido a k restricciones que pueden ser en la longitud del

enlace, en el angulo de enlace, etc. Las restricciones tienen la forma:

5Uk
F, =\ 2.23
oy (2.23)
Y particularmente para una restriccion en un enlace:
_ 2 2 __
oij = (ri—m;)" —di; =0 (2:24)
Debido a esto, la ecuacién de verlet queda de la forma:
Fi(t AR
ri(t + At) = 27 (t) — ri(t — At) + —(>At2 T (! >At2 (2.25)
m; m;

Recordando que las coordenadas 7/ (t+ At) sin perturbar se pueden obtener de la ecuacién

2.20, las nuevas coordenadas pueden escribirse como:

ri(t + At) = 7l (t + At) + Aerig (¢ )At2 (2.26)

m;

Este algoritmo actualiza las coordenadas sin perturbar a las coordenadas perturbadas a
través del ultimo término de la ecuacion.

Finalmente queda hallar los multiplicadores \; que satisfacen todas las restricciones
simultaneamente. Este procedimiento puede resolverse analiticamente para algunos casos

sencillos pero para sistemas mas complejos no es posible. El método de SHAKE resuelve
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de a una restriccion por vez. Debido a que este procedimiento puede provocar que al
satisfacer una restriccién se viole otra, es necesario iterar repetidas veces este proceso
hasta llegar a una tolerancia aceptable.

Otro método existente para resolver este problema es el SETTLE[62], el cual resuelve
el problema analiticamente para pequenas moléculas. Este método es utilizado para res-
tringir a las moléculas de agua. Por tltimo el algoritmo LINCS[63] resuelve el problema,
sin iterar, en dos pasos. Estos pasos son aplicados luego de una actualizacion del sistema
sin restricciones, al igual que en SHAKE. El primer paso define en cero las proyecciones
de los nuevos enlaces sobre los viejos. El segundo paso corrige la longitud de los enlaces
debido a la rotacién de los mismos (Ver Figura 2.2). Este algoritmo presenta la ventaja
que acelera el tiempo de simulacion entre 3 y 4 veces, sin embargo no es recomendable
para realizar restricciones en los dngulos de los enlaces. Atin asi estas técnicas aplicadas

a la longitud del enlace permite aumentar el paso de tiempo a 2 fs.

Correccidén por

Actualizacion Correccién de

. o — . —= alargamiento por
sin restricciones las proyecciones

rotaciones

Figura 2.2: Pasos del algoritmo de LINCS. La linea punteada representa a los enlaces
viejos de longitud d y la linea continua a los nuevos.

2.1.9. Termostato y Baréstato

Las simulaciones obtenidas por Dinamica Molecular permiten muestrear el espacio
de configuraciones de nuestro sistema en condiciones de volumen y energia constante, es
decir, muestrean adecuadamente el ensamble microcanénico. Sin embargo, en el labora-
torio los experimentos son llevados a cabo en menor medida a volumen y temperatura
constante (ensamble candnico) y en mayor medida en temperatura y presion constante
(isotérmico-isobdrico). Para lograr que las simulaciones sean realizadas bajo estas condi-
ciones se desarrollaron distintos algoritmos. Los que mantienen constante la temperatura

lo logran reajustando a cada paso de la dindamica las velocidades del sistema, las cuales
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determinan la energia cinética y esta, a su vez, define a la temperatura. Por otro lado
los que mantienen constante la presion, lo hacen reajustando las posiciones de todos los
atomos. De esta manera alteran el volumen de la caja en la que se encuentra el sistema

simulado, alterando consecuentemente la presion.

Termostato de Berendsen

La temperatura (T) de un sistema se la relaciona con la energia cinética promedio

(K) a través de:

K= ;Nk:BT (2.27)

Donde N es el nimero de particulas del sistema y kg la constante de Boltzmann. Luego, si

la velocidad de las particulas en un determinado instante ¢ es multiplicada por un factor

A

N N
L= 2m;(M?) 1= 2mv?
AT ==y 200250 SN~ 2T 2.28
2;3 Nkg 2;3%3 (228)
AT = (N — 1)T(t) (2.29)
A = /Thueva/T () (2.30)

Usando este resultado se puede calcular el valor de A para ajustar las velocidades a la
temperatura deseada.

El termostato de Berendsen[64] reajusta las velocidades pero simulando que el sistema
este ligeramente ligado a un bano térmico a la temperatura deseada Tjq7,. De esta manera
el cambio de temperatura del sistema es proporcional a la diferencia de temperatura con
el bano.

dT(t)

- () 2:31)

El parametro 7 determina que tan ligado esta el sistema al bano térmico. Este método
nos da un decaimiento exponencial hacia la temperatura deseada. De esta manera, para

cada paso de tiempo el parametro A\ va a estar dado por:

N =1+—( (2.32)

Este termostato tiene la ventaja de ser estable y facil de implementar. Sin embargo, los



CAPITULO 2. TEORIA Y METODOS 33

promedios candnicos generados no son estrictamente correctos. Aun asi es ampliamente

utilizado en simulaciones.

Termostato de reescaleo de las velocidades

Este termostato, conocido como v-rescale[65], es muy similar al de Berendsen pero
corregido de manera que muestree adecuadamente el ensamble candénico y genere una
correcta distribucion de velocidades. Esta correccién se logra agregando un término es-
tocastico quedando la variacién de energia cinética como:

dt KKbaﬁo dW

dK = —(Kpaio — K) + 2 2.33
(g — K) +2, | = (233

Donde el primer término es exactamente igual al del termostato de Berendsen y el segundo
término es una componente estocéstica dada por el ruido de Weiner (dW) y donde N es

el nimero de grados de libertad.

Bardstato de Berendsen

El algoritmo de Berendsen[64] para mantener la presién constante es similar al que se
utiliza para mantener la temperatura constante. En este caso se acopla al sistema a un

“bano” a la presion deseada cuya variacién viene dada por:

aP(t) 1
BT ;(Pbaﬁo — P(t)) (2.34)

Donde 7 es la constante de acoplamiento. De esta manera, andlogamente a lo que sucede

en el termostato, se reajusta la caja de simulacién con un factor i, de tal manera que:

o= VnueUO/V(t) (235)

O lo que es equivalente, reajustar las coordenadas por p'/3.

Finalmente, recordando que la compresibilidad isotérmica viene dada por:

= —% (g—‘;T> (2.36)
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Esta definicién en conjunto con las ecuaciones (2.34) y (2.35) definen a p como:

=1 52 Py — PU1) (2.37)

Al igual que en el caso de la temperatura, este termostato es estable y sencillo de imple-

mentar pero no muestrea adecuadamente el ensamble.

Baréstato de Parrinello-Rahman

El bardstato de Parrinello-Rhaman[66] fue desarrollado de manera que este muestree
adecuadamente el ensamble. Este método representa a los vectores que definen la caja de

simulacién con una matriz b que sigue la siguiente ecuacion:

db2 —1z/—-1

Donde V es el volumen de la caja, y W es una matriz que determina la intensidad
del acoplamiento. Por otro lado, modifica la ecuacion de movimiento de las particulas

agregando un termino resistivo:

? _—

a2 m; dt
dv’  db
M=b'|b—+—=b|b!
{ a T d }

2
dri B dr (2.39)

(2.40)

La matriz inversa W1 tiene la informacién sobre la intensidad del acoplamiento y como
se deforma la caja de simulacion. Estd definido a partir de compresibilidad isotérmica y
la constante de tiempo de la siguiente manera:

N 471'251']'

(W) = 3r2] (2.41)

Este bardstato muestrea adecuadamente el ensamble pero tiene dificultades en llevar al
sistema al equilibrio si este se encuentra lejos del equilibrio. En estos casos conviene

estabilizar el sistema con el baréstato de Berendsen.
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2.1.10. Algoritmo de Actualizacién

Teniendo en cuenta todos los aspectos mencionados anteriormente se define el algorit-
mo de actualizacién que se llevard a cabo en cada paso de la dindmica molecular (Figura

2.3)

Algoritmo de actualizacién

Dado:

- Posicién r de todos los atomos a un tiempo t

- Velocidad v de todos los atomos a un tiempo t-At

- Aceleraciones F/m en todos los d4tomos a tiempo t.

1. Calcular los factores de ajuste A y u de acuerdo con las ecuacio-
nes (2.32) y (2.37).

2. Actualizar y ajustar las velocidades v’ = A(v + aAt)

3. Calcular las nuevas posiciones sin restricciones. r’ = r + v’ At
4. Aplicar los algoritmos de restriccién a las coordenadas.r’ — r”.
5. Corregir las velocidades debido a las restricciones.

6. Ajustar las coordenadas y la caja: r = ur”; b = ub.

Figura 2.3: Algoritmo de Dindmica Molecular.

2.2. Programa de Simulaciéon: GROMACS

GROMACS (GROningen MAchine for Chemical Simulations)[67] es uno de los pro-
gramas desarrollados para realizar Dinamica Molecular. A pesar de la existencia de otros
programas capaces de obtener resultados similares como NAMD[68], CHARMM]I69] entre
otros, GROMACS presenta una serie de ventajas que resultaron definitorias al momento
de elegir que programa usar para el desarrollo de esta tesis. A continuacion se listan las

ventajas que presenta Gromacs:

e Cuenta con una continua optimizacion de los algoritmos, lo cual le otorga un alto

desempeno en comparacién con otros programas.

e A partir de una de las tdltimas versiones (4.6), Gromacs puede ser utilizado con
las placas de video de NVIDIA (Graphics Processing Unit o GPU) para lograr una
mayor aceleracion en la simulacion al ser programado en CUDA. Esto permite un
aumento sustancial en los tiempos de simulacién, lo cual es determinante al simular

sistemas muy extensos como lo es una capside viral.
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e El programa es amigable al usuario. Todos los archivos de topologia y de parametros
estan escritos en formato claro. Esto es importante particularmente al momento de
utilizar pardmetros que no son propios del programa, como en el caso de querer

agregar un campo de fuerzas externo.

e Por otro lado, al poseer la capacidad de correr en paralelo y utilizando las GPU,
esto permite la realizacion de simulaciones de grandes sistemas de particulas, en
tiempos reducidos y en computadoras de bajo costo comercial al compararlas con

un Cluster.

e Gromacs es un software de distribucién libre y gratuito.

2.3. Herramientas de Analisis

Una vez obtenida la simulacién por dindmica molecular, el siguiente paso es extraer la
informacion deseada de la simulacién. Para ello, los programas como Gromacs, cuentan
con diversas subrutinas para calcular distintas propiedades, tales como la energia, tem-
peratura, presion, desplazamientos, distancias, radios de giro, estructuras secundarias y
mas. A continuacién se detallaran algunas de ellas.

Al momento de analizar las simulaciones, en primer lugar se corrobora la integridad
de la estructura. Es decir que ain mantenga la estructura terciaria de la proteina. Es
posible que la estructura se desplace levemente de la estructura original pero se espera
que llegue a una estructura estacionaria. Para evaluar la convergencia de la estructura se
analiza el desplazamiento cuadréatico medio o RMSD (por sus siglas en ingles). El RMSD
mide que tan parecidas son dos estructuras y se define como:

ZNétomos d’L2

=1

(2.42)

thomos

Donde Ngiomos €s el nimero de atomos de la estructura y d; es la distancia entre el atomo
i de las dos estructuras. Usualmente para evaluar convergencia de estructuras proteicas
se evalua el RMSD sobre los carbonos alpha de la proteina. Este resultado puede ser
obtenido facilmente utilizando la subrutina de gromacs g_rms.

Por otro lado, es posible medir el radio de giro de la proteina. Este parametro nos

describe como es la distribucién de las particulas alrededor de un eje. De esta manera se
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puede estudiar si hubo algiin cambio conformacional importante que haya podido alterar

sustancialmente esta propiedad. Se lo define como:

R? = ﬁ > (ri—r;)? (2.43)
1]
Donde N es el nimero de particulas y r la posiciéon de cada particula. Gromacs cuenta
con una rutina (g_gyrate) capaz de calcular esta magnitud.

También es posible medir la densidad de moléculas de agua a lo largo de un eje
utilizando la rutina de gromacs g_densmap. Esta rutina mide la densidad de moléculas
de agua promedio a lo largo de toda una simulaciéon en una zona particular del sistema.
Particularmente, es posible definir una secciéon cilindrica y contar las moléculas de agua
presentes en esa region promediada en la direccién azimutal y también a lo largo de
toda la simulacién. De esta manera se obtiene un mapa de la densidad en funcion de la
coordenada radial y la direccion vertical.

Finalmente, se puede medir el radio de un canal presente en una proteina utilizando
el programa Hole[70]. Este programa busca el maximo radio de una esfera en un punto
p sin que se solape con la superficie de Van der Waals de los dtomos que forman a la

proteina. Esto lo logra buscando el minimo:

R(p) — mz‘nfvdtomos[

Donde Ngiomos €8 €l nimero de atomos de la proteina, x; es la posicion de cada atomo
de la proteina y VAW el radio de Van der Waals de cada atomo. A su vez se realiza una
simulacién utilizando el método Monte Carlo en combinaciéon con Simulated Annealing
con el fin de maximizar el radio posible que pueda presentar el poro. Este proceso se
repite para distintos planos paralelos separados por una pequena distancia a lo largo del

poro, obteniendo finalmente el radio a lo largo de toda la estructura.

2.4. Calculo de Energia Libre

La energia libre[60] es una magnitud termodindmica de gran importancia, ya que nos
indica la cantidad de trabajo que un sistema termodinamico es capaz de realizar. O dicho

de otro modo, el trabajo necesario para ir de un estado a otro en un sistema. Esta cantidad
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se suele expresar de dos formas distintas seglin en que ensamble se esté trabajando: la
energia libre de Hemlholtz para un ensamble donde se mantengan constantes la cantidad
de particulas, el volumen y la temperatura (NVT), y la energia libre de Gibbs para
sistemas en donde se mantiene constante la presién en lugar del volumen (NPT).

La energia libre de Helmholtz de un sistema puede ser calculada como:
A= —kgTInQ (2.45)

donde kp es la constate de Boltzmann y Q es la funcién particiéon que viene dada por:

#HN V)

11 _
QNvT = 738 / / dp"drNe  FBT (2.46)

donde N es el numero de particulas, h la constante de Planck y H el Hamiltoniano del

sistema. Reemplazando la ecuacion 2.46 en 2.45 y utilizando las siguientes identidades:

1 _ 2@ Ny BV
1= W// dedrNe I;BT e I;"BT (247)
T
7E(pN7TN)
e kT
p(p", V) = v (2.48)

xigan J[ dpNdrNe”weT

donde se reemplazé al Hamiltoneano por la Energia E y p(p™, ") es la densidad de

probabilidad, se llega a la expresion para la energia libre:

NN EeED
A:kBTln(//dp dre FT  p(p™,rY) (2.49)

De esta tltima expresion se puede observar que los estados de mayor energia son los
que mas aportan a la integral y, de esta manera, al valor final de la energia libre. Esto
acarrea un problema para poder determinar estos valores utilizando el método de la
Dinamica Molecular, ya que esta muestrea adecuadamente estados de baja energia. De
esta manera, la energia libre y otras propiedades entrépicas obtenidas de trayectorias de
dindmica molecular no seran muy precisas.

Debido a esta dificultad, diversas metodologias han sido desarrolladas para mejorar el
muestreo de las regiones de alta energia a lo largo de una dinamica molecular. El método

de Potencial de Fuerza Media nos permite determinar la energia libre a lo largo de una
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coordenada de reaccién especifica. Por otro lado el método de muestreo avanzado Umbrella

Sampling permite muestrear adecuadamente regiones desfavorables energéticamente.

2.4.1. Potencial de Fuerza Media

Una forma de calcular la energia libre es empleando el método de Potencial de Fuerza
Media[71] (PMF por sus siglas en ingles), el cual nos permite hallar el cambio de energia
libre en funcién de alguna coordenada intra o intermolecular, denominada coordenada de
reaccién, como por ejemplo la distancia entre dos grupos de atomos. De esta manera es
posible calcular, por ejemplo, el cambio de energia libre que ocurre cuando un ion atraviesa
un canal en una proteina[72]. En este caso la coordenada de reaccién es coincidente con
el eje del canal.

El nombre de este método se debe a la relacion existente entre el promedio de las
fuerzas y el trabajo realizado[73]. E1 PMF, W(x), es la energia libre requerida para
posicionar una particula en la posicién xy, relativa a un estado de referencia y viene dado
por:

e PV = C/d3m2...d3:cNeBU(“’l"“’mN) (2.50)

donde se integran todas las coordenadas salvo la coordenada de la particula 1, C es una
constante fijada por el estado de referencia y 8 = 1/kp7. Luego, el gradiente —V{W(x1)
es la fuerza media ejercida sobre la particula 1 por el resto de las particulas.

Para un fenémeno de transporte es conveniente definir una coordenada de reaccion
(&) que parametrice el camino recorrido, (), por la particula de interés. En términos

de esta coordenada, W({(x1)) toma la forma:

3 3 —BU(x1,...,x

2.51
fd3:c2...d3:cN5(zc(§0) — xq)e AU@1.2N) ( )

donde &, es un punto de referencia y C es arbitrario. Por otro lado, a través de la funciéon

densidad de probabilidad promedio (p(x)) definida por:

. fd3w dSwN(S(f(CC) —f)e‘BU(mj)
(PO} = B

(2.52)

donde la coordenada de reaccion £ tipicamente no depende de todas los coordenadas x;,
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se puede definir a W(x) como:

(p(£))
{p(&))

W(E) =W(&) — ksTln (2.53)

donde W(xo) y (p(xo)) son variables arbitrarias. Finalmente, a través, del muestreo
del espacio de fases utilizando la Dindmica Molecular es posible determinar la densidad
de probabilidad promedio y luego, utilizando la ecuaciéon 2.53 encontrar el PMF. Sin
embargo, como se plante6 en la Seccién 2.4 las regiones con valores de energia alta son
los méas importantes para determinar correctamente a la energia libre y al mismo tiempo
son los que presentan una ocupacién minima, por lo que las funciones de densidad de
probabilidad encontradas no son confiables. Por esta razén, es necesario utilizar una
metodologia de muestreo avanzado en conjunto con PMF para muestrear adecuadamente

las regiones de alta energia. Uno de estos métodos se denomina Umbrella sampling.

2.4.2. Umbrella Sampling

El método de Umbrella Sampling[74, 75] soluciona el problema de la falta de muestreo
en las regiones de alta energia, agregando un potencial w(r") el cual fuerza a que las
particulas se mantengan en la region de alta energia. De esta manera se realizan simu-
laciones con un nuevo potencial perturbado U(r") + w(rY) el cual favorece el muestreo
en la regién deseada. La forma del potencial normalmente utilizada es la de un potencial

armonico.

w(r™) = %k(rN —r))? (2.54)

Este potencial restringe el movimiento de las particulas en torno a la posicion de equi-
librio ). De este modo, las configuraciones que se encuentren lejos de la posicién de
equilibrio seran menos favorables, promoviendo asi el muestreo en torno a la zona de in-
terés. Normalmente es necesario utilizar mas de una perturbacién para lograr muestrear
a lo largo de toda la coordenada de reaccion (§). A cada una de estas perturbaciones se
las denomina ventanas y cada una de ellas esta caracterizada por una constante de fuerza
y por una posicion de equilibrio. Luego, la densidad de probabilidad perturbada en la
i-ésima ventana viene dada por:

<p(§)>Pertu7‘bada _ 6—511)1-(5) <p(§)>;§zn Perturbar <e—ﬁwi(§)> (255)

)
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por lo tanto, la densidad de probabilidad sin perturbar esta dada por:
<p<€)>;9m Perturbar _ eﬁwi(ﬁ) <p(€)>f6rtubada<6—ﬁwi(§)>—1 (256)
Finalmente, reemplazando en la ecuacion 2.53 se obtiene el PMF para la i-ésima ventana:

() — A TIn (p(£))i
i) = W) = ke T — @) + T (257

con : e P = (e Puild)) (2.58)

Utilizando esta ultima ecuacion es posible determinar el PMF para cada ventana a lo largo
de la coordenada de reaccién. Todos los términos de la ecuaciéon 2.57, salvo el Fj, pueden
ser determinados de la simulacion de la ventana. El termino F; representa la energia libre
necesaria para introducir la perturbacién. Determinar adecuadamente el valor de este
termino para cada una de las ventanas es fundamental para poder reconstruir el PMF a
lo largo de toda la coordenada de reacciéon. Uno de los métodos utilizados con el fin de

determinar los F; es el Weighted Histogram Analysis Method (WHAM)[76].



Capitulo 3

Poro en el Eje de Simetria Quintuple

de TrV

El objetivo de estudio de la presente tesis, es la cdpside del virus del Triatoma (Figura
3.1a). Como se ha mencionado anteriormente, esta cépside presenta varios ejes de simetria,
de los cuales prestaremos especial atencién al poro presente en el eje de simetria quintuple

ubicado en el centro de la subunidad pentamérica que forma la cépside (Figura 3.1b).

(2) (b)

Figura 3.1: Estructura de la Capside de TrV, en azul, verde y rojo las proteinas virales
VP1,2 y3: (a) Cépside completa, (b) Pentdmero.

42
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3.1. Puerta Hidrofobica

Para poder estudiar el rol del poro presente en el eje de simetria quintuple, el primer
paso propuesto fue estudiar el proceso de hidratacion del mismo. Esto se debe a que
es una condiciéon fundamental para el funcionamiento de un canal que este se encuentre
hidratado. Se ha observado en otro trabajo[7] que la energia libre necesaria para que un
ion atraviese un canal viene dada en gran parte por la energia necesaria para hidratar
al canal. Debido a esto, en esta seccion, se propone estudiar el comportamiento de las
moléculas de agua a lo largo de la cavidad presente en el eje de simetria quintuple de

TrV.

3.1.1. Protocolo de la Dinamica Molecular

La capside del virus del Triatoma esta constituida por 60 copias del protémero for-
mado por las proteinas virales VP1-2-3, generando asi una estructura cuaternaria de
aproximadamente 360.000 dtomos (Figura 3.1a). Debido al gran tamano de la cépside
viral, los tiempos de simulacién se ven disminuidos, ralentizando y dificultando el estudio
del sistema. Para lograr agilizar el proceso se realizo la dindmica de un tnico pentén ais-
lado (Figura 3.1b) y luego se compararon los resultados con una simulacién de la cépside
completa.

Todas las simulaciones de la capside de TrV fueron realizadas a partir de la estructura
cristalografica (pdb ID: 3NAP[36]) obtenida de la base de datos ViperDB[77].

Para realizar las dindmicas se utilizé el programa GROMACS[67] y una combinacién
de campos de fuerza para realizar una aproximacion multi-escala. Para armar el sistema
donde se simuld la capside completa, se generaron tres niveles de detalle. Esto se logrd
simulando con detalle atémico a la proteina, usando el campo de fuerza Gromos53a6[52],
y una capa de agua de un 1 nm de espesor a su alrededor con el modelo de agua SPCI78].
Luego se utilizé el campo de fuerza Sirah[54] para simular una segunda capa de moléculas
de agua de grano-grueso (WT4[79, 80]) con un espesor de 2.5 nm y una ultima capa
de aguas con menor detalle atin (WLS) (Figura 3.2a). Utilizando este método se logra
disminuir notablemente el niimero de particulas del sistema sin perder detalle en el area
de interés, y de esta manera acelerar el proceso de simulacion.

En el caso de las simulaciones del pentén aislado, se utilizo el campo de fuerza Gro-
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mosb3ab para la proteina y el SPC para las aguas en el entorno del pentén en un cascaron
de 1 nm. Luego el resto de la caja de simulacion fue rellenada con aguas de grano-grueso

WT4 (Figura 3.2b).

(a) (b)

Figura 3.2: Corte transversal del sistema de simulacién, (a) cdpside completa y (b)
pentamero aislado. En azul, verde y rojo las superficies de las proteinas virales VP1, 2
y 3. Seguido de las capas de solvente SPC, WT4 y WLS representadas como superficies
transparentes.

El sistema se construyé usando una caja de simulacién con forma de un dodecaedro
rombico, ya que de esta manera se disminuye el niimero de moléculas de agua periféricas
que se colocan en el sistema. Luego, aleatoriamente se reemplazan algunas moléculas
de agua por iones para simular una solucién fisioloégica. Las concentraciones de sales
utilizadas fueron de 0.15 ™ /iitro de NaCl y 0.015 ™ fiitro de MgCls.

El algoritmo de Verlet fue utilizado para buscar primeros vecinos y para también
hacer uso de la aceleracion por GPU. Las interacciones de largo alcance de Coulomb se
calcularon usando el método de Particle-Mesh Ewald y para las interacciones de Lennard-
Jones se utilizé el Cut-Off. Cuando se requeria que los sistemas estuvieran en contacto
con un reservorio térmico o de presién, se utilizaron los algoritmos de Berendsen. Se
restringié las distancias de los enlaces de hidrégeno utilizando el algoritmo LINCS, lo
cual permite utilizar un paso de integracion de 2 fs.

Una vez armadas las cajas de simulaciéon de cada sistema, con sus aguas y la concen-

tracién de sales deseadas, el siguiente protocolo fue utilizado para equilibrar al sistema
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antes de comenzar a realizar las simulaciones de produccion. En primer lugar se realizaron
una serie de minimizaciones de energia, estas fueron alternandose entre los algoritmos de
Steepest Descent y Conjugate Gradient hasta que el parametro de minimizacién EMTOL
llegara al valor deseado de 1000 &7/moik. El objetivo de este paso es corregir cualquier
contacto que pueda haber entre las distintas estructuras que forman el sistema y que
puedan provocar una energia extremadamente alta.

El siguiente paso en la equilibracién es permitir que las moléculas de agua se relajen
alrededor de la proteina. Para ello se permite que las aguas se muevan libremente mientras
que se restringe el movimiento de la proteina. Este proceso se lo denomina restriccion de
posiciones ("Position Restraint’ o PR). En esta etapa se permitié al sistema interactuar
con un reservorio térmico a 310 K con una constante de tiempo de 0.2 ps. Esta simulacion
se la extendi6 por 500 ps.

El dltimo paso en la equilibracién es la termalizacion, la cual lleva al sistema de una
temperatura inicial de 100 K a una temperatura final de 310 K. Esta simulacién, al igual
que el PR se la realiz6 a volumen constante con el sistema conectado a un reservorio
térmico cuya constante de tiempo era de 1 ps. En los primeros 500 ps, las velocidades de
las particulas se las extrajo de una distribucion de velocidades de Maxwell a 100 K y el
reservorio se encontraba a 200 K. Luego los siguientes 500 ps se le permitié al sistema
interactuar con un reservorio a 310 K, permitiendo al sistema llegar a la temperatura
final deseada.

Finalizado el protocolo anterior, se comienza a hacer las simulaciones de produccion.
En estas simulaciones se permite al sistema interactuar con un reservorio de temperatura
y otro de presion, de esta manera el ensamble de simulacién es a temperatura y presion
constante. La temperatura fue mantenida a 310 K con una constante de tiempo de 0.5
ps v la presion a 1 bar y su constante de tiempo era de 0.4 ps.

En caso de ser necesario realizar alguna mutaciéon de aminoécidos se utilizé el pro-
grama pymol[81] para lograrlo. En tal caso se selecciond el rotdmero del mutante cuya
cadena lateral tuviera el menor contacto con el resto de la proteina.

Siguiendo este protocolo se generd una simulacion de 50 ns de la estructura crista-
lografica de la capside completa (TrV_Full. WT). Por otro lado se obtuvieron 100 ns de
simulacién del pentén aislado (TrV_WT). Finalmente, se obtuvo un conjunto de simula-

ciones del penton aislado con una duracién de 20 ns a 100 ns donde se mutaron todas las
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valinas 3012 por cinco aminodcidos iguales (Serina, Asparagina, Treonina y Glicina).

Por otro lado, se repitieron todas las simulaciones del pentén aislado cambiando el
modelo de agua al SPCE[82]. Debido a que varios de los resultados obtenidos estén re-
lacionados con la interaccion del agua con la cépside viral, se desed ver si los fenémenos
observados eran producto de la parametrizacién del campo o eran propios de las carac-
teristica de la capside.

El interés en trabajar con el pentamero aislado radica en que este sistema tiene un
menor numero de particulas, lo cual se traduce en simulaciones mas rapidas, de mayor
duracién (ver figura 3.3) y por ende mejor estadistica en los resultados. Por otro lado, se
ha observado que el pentamero es capaz de mantener su estructura luego del desmantela-
miento de la cdpside al interactuar con otro pentamero[40]. Por esta razén, se considera

que los resultados del pentdmero aislado son comparables a los de la capside completa.

N¢ de particulas | Velocidad de Simulacién
TrV Céapside Atomistica ~3.300.000 ?
TrV Cépside Multiescala ~1.300.000 ~1 75 /dia
TrV Pentdmero Atomistico ~900.000 ~2 "5 /dia
TrV Pentamero Multiescala ~170.000 ~10 "3 /dia

Figura 3.3: Velocidades de simulacion para distintos sistemas del virus de TrV. Todas las
simulaciones fueron realizadas en una computadora con procesadores i7 de 4-6 ntcleos y
placas de video GeForce 780 o 980.

3.1.2. Resultados y Discusion

La estructura estudiada fue la cavidad presente en el eje de simetria quintuple. Como
se menciono anteriormente, esta cavidad estd compuesta por los seis anillos de glutamina
1128, valina 1166 y treonina 1167 pertenecientes a VP1, y glutamina 3014, valina 3012 y
treonina 3010 pertenecientes a VP3 (Figura 3.4).

Una vez armados los dos sistemas descriptos en la seccién de protocolo con aguas SPC,
TrV_Full WT y TrV_W'T, se procedié a su anélisis. El primer paso fue la comparacion
de ambas estructuras para ver si los resultados de la segunda simulaciéon son confiables.
Para ello se estudié el RMSD, el radio de giro y la dindmica de ambas estructuras,
particularmente en los bordes del pentamero aislado y en el eje quintuple de ambas
simulaciones.

Observando los graficos 3.5a y 3.5b se puede observar que ambas estructuras llegan a

converger en valores no muy lejanos de la estructura de referencia. Si bien la estructura
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Figura 3.4: Aminodcidos que forman el poro de TrV. (Izquierda) Pentén de TrV visto
de lado. Las proteinas estdn coloreadas azul para VP1, verde para VP2 y rojo para VP3.
(Derecha) Aminodcidos que forman el poro presente en el eje quintuple. Los aminodcidos
estan coloreados en verde los polares y en naranja los no-polares.

de TrV_WT llega a valores levemente mayores, estos valores todavia son aceptables. Lo
mismo se puede observar en las figuras 3.5¢ y 3.5d donde se observan los radios de
giro de ambas estructuras. Ambos valores permanecen constantes en la mayoria de la
simulacion y nos demuestra que la forma tridimensional de ambas estructuras no cambid
sustancialmente. Es decir, la cdpside no se desensambld y el pentamero mantuvo su
estructura cuaternaria.

Por otra lado, se estudio las dindmicas de ambas simulaciones para ver que no ocurriera
ningin cambio sustancial en la estructura y finalmente se estudio el comportamiento del
poro presente en el eje quintuple. En el caso de la capside completa se analizaron los 12
poros y en el caso del pentamero el inico presente.

Debido a que se observo el mismo comportamiento en ambas simulaciones y a que
la simulacion del pentamero aislado resulta un sistema de un niimero considerablemente
menor de particulas (~170.000 contra ~1.300.000 atomos), se decidi6 continuar todos los
estudios con esta simulacion ya que permite aumentar considerablemente los tiempos de
simulacion.

Ademsds, a partir de lo observado en la figura 3.5a, se consideré que el sistema conver-
gid, es decir llegd a una estructura estable, a partir de los 10 ns. Teniendo esto en cuenta,
se realizaran todos los andlisis siguientes utilizando los 90 ns finales de la simulacién
TrV_WT.

De esta simulacion, se puede observar que el poro presente en el eje quintuple presenta

una zona deshidratada, donde no penetra ninguna molécula de agua. Esto se observa
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Figura 3.5: RMSD del backbone y Radio de giro de TrV: (a) y (c) pentdmero y (b) y
(d) Cépside completa. En los graficos de RMSD se ve la convergencia de las estructuras.
En conjunto con el radio de giro se puede ver que las estructuras permanecen estables a lo
largo de la simulacion sin una variaciéon considerable de su estructura tridimensional.

claramente en la figura 3.6C, donde se puede ver una vista lateral del poro del eje quintuple
de TrV. Como se aprecia en la figura, la regiéon deshidratada coincide con la posicion
de la Valina 3012 que es un aminoacido con cardcter no-polar o hidrofébico. Esto se
comparé con el mapa de densidad promedio de moléculas de agua, calculado con el
g-densmap utilizando los tltimos 90 ns. En el mismo se puede observar (Figura 3.6B) que
esta ausencia de moléculas de agua no es un evento fortuito de un tnico instante en la
simulacion sino que es un fenémeno que ocurre a lo largo de toda la simulacion.

A su vez, se puede ver (Figura 3.6A) que esta regién hidrofébica coincide con la regién
de menor radio del poro. Utilizando el programa HOLE se puede observar que el radio
del poro en la regién mds angosta puede alcanzar valores mayores a 1.4 A. Teniendo en
cuenta que el radio de Van der Waals de una molécula de agua es de ~1.4 A, la ausencia
de moléculas de agua en esta regiéon no es necesariamente por un impedimento estérico

sino por las caracteristicas no-polares de los aminodcidos del entorno. Debido a esto, se
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Figura 3.6: Estructura del poro presente en el eje quintuple de TrV. (A) Radio del poro
representado en una superficie, donde la regién verde corresponde a la de menor radio. (B)
Mapa de densidad de moléculas de agua en el poro en funcién del radio del poro y la posicién
vertical. (C) Vista lateral del poro de TrV en la simulacién del pentdmero aislado, en verde
se muestran los aminoacidos con caracter polar y en naranja los de caracter no-polar.

postula la existencia de un mecanismo de puerta hidrofébica que regule la apertura y
cierre del poro. Este tipo de mecanismos es cominmente estudiado en canales iénicos de
proteinas de membrana, pero nunca ha sido observado en capsides virales.

Para confirmar esta hipotesis se realizaron varias simulaciones donde las valinas 3012
fueron mutadas por otros aminoacidos (Glicina, Serina, Treonina y Asparagina). Se eligi6
a la glicina por su reducida cadena lateral, el fin era observar si aumentando el espacio
disponible para las moléculas de agua estas entrarian. Por otro lado, las mutaciones
con serina, treonina y asparagina fueron realizadas para ver si la imposibilidad de que
las moléculas de agua penetraran en el sistema era por motivos estéricos o debido a la
caracteristica no-polar de la valina. Particularmente, la serina y la treonina poseen una
cadena lateral de similar longitud con la de la valina, mientras que la asparagina posee

una cadena de mayor longitud.
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Tanto la mutacion de treonina como la asparagina, no presentaron hidratacion com-
pleta de la cavidad. Sin embargo, una minuciosa inspeccién de la simulacion y de la
estructura formada por estos aminoacidos muestra que el poro siempre se encuentra ce-
rrado estéricamente por las cadenas laterales de estos aminoacidos. Por otro lado, la
mutacion por glicina presenta una hidrataciéon de sus alrededores. No obstante, la pre-
sencia de las glicinas provocan un cambio conformacional en el poro generando un cierre
del mismo en la regiéon ocupada por VP1. Esto indicaria que la presencia de las valinas
tiene una implicancia estructural en el poro ademas de regular su apertura.

Por 1ultimo, la mutacién por serina, cuya cadena lateral es similar en longitud a la
de la valina pero posee caracteristicas polares, presenté una completa hidratacién del
poro sin alterar la estructura del pentdmero (Figura 3.7). En este caso los mapas de
densidad fueron creados con los iltimos 80 ns de simulacion, ya que el RMSD de esta
simulacién muestra convergencia a partir de los 20 ns y ademas este instante coincide con

la hidratacién del poro.
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Figura 3.7: Estructura del poro presente en el eje quintuple de TrV al mutar la valina
3012 por una serina. (A) Mapa de densidad de moléculas de agua en el poro en funcién del
radio del poro y la posicién vertical. (B) Vista lateral del poro de TrV mutado, en verde se
muestran los aminoacidos con cardcter polar y en naranja los de cardcter no-polar.
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Todos los resultados mencionados anteriormente para el pentamero aislado con aguas
SPC fueron repetidos cambiando el modelo de aguas al SPCE. Todas las simulaciones
del pentdmero y sus mutaciones muestran el mismo comportamiento observado para las
simulaciones donde se utiliz6 el modelo de aguas SPC.

Basado en estos resultados, se propone que el eje quintuple de TrV presenta un poro
capaz de comunicar el medio exterior de la capside con su interior y ademas posee una
puerta hidrofébica situada a la altura de las valinas 3012. Esta caracteristica no ha sido
observada en capsides virales pero si ha sido estudiada en canales iénicos de membrana

y otros sistemas no biolégicos [83, 44, 84, 85].

3.2. Energia libre de un Ion a través del Poro

Como se menciond en la secciéon anterior, TrV presenta un mecanismo de regulacion
de apertura en el poro presente en su eje de simetria quintuple. Este mecanismo de puerta
hidrofébica provoca la deshidratacion del poro en la regién de las valinas 3012. Debido a
que para que un poro actie como canal de alguna molécula es necesario que el mismo se
encuentre completamente hidratado, en esta seccion estudiaremos bajo que condiciones
el poro es capaz de hidratarse completamente.

En trabajos previos, donde se estudié la estructura de TrV por cristalografia, se pre-
sento una densidad electronica en la regién del eje quintuple que fue omitida al momento
de resolver la estructura [36]. En este mapa (Figura 3.8) se muestra una densidad, a la
altura de las glutaminas 3014, aproximadamente esférica, la cual postulan podria deberse
a un ion y particularmente al de un ion Mg?** ya que la solucién donde fue creado el
cristal era rica en dicho ion.

Partiendo de esta informacién se estudié la factibilidad de que un ion Mgt penetre
en el poro. Para ello se calculd la variacién energfa libre de un ion Mg?** a lo largo del
poro de TrV. Esto se logré calculando el Potencial de Fuerza Media (PMF) del ion a
lo largo de la coordenada de reaccion definida por el eje quintuple de TrV utilizando el

método de Umbrella Sampling.
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Figura 3.8: Mapa de densidad electrénica de TrV de las proteinas VP1 y VP3 en la regién
del eje de simetria quintuple (Material suplementario[36]).

3.2.1. Protocolo de muestreo avanzado

Para calcular el PMF de un ion Mg?* a lo largo de la coordenada de reaccién definida
por el eje de simetria quintuple de TrV, se utilizé el método de muestreo avanzado de
Umbrella Sampling. Con este fin se alined al pentamero de manera que el eje quintuple
coincida con el eje Z. Luego se generaron 29 ventanas de simulacién donde el ion Mg?* fue
colocado a lo largo del eje Z separado por 1 A entre ventana y ventana. A continuacién,
se agregaron 11 ventanas mds (para llegar a un total de 40 ventanas) para mejorar el
muestreo en regiones particulares del poro.

La configuracion inicial para estas simulaciones fue la configuracién final de la simula-
cién del pentdmero aislado (TrV_WT), presentada en la seccién anterior. Utilizando esta
configuracion, se colocé al ion Mg?* en la posicién deseada en la coordenada de reaccion.
Luego se realizé una minimizacion de energia usando el algoritmo de Steep Descent para
relajar al sistema frente al agregado del ion. A continuacién, se comenzo la dindmica para
realizar el muestreo de la coordenada de reaccién.

Con el fin de muestrear adecuadamente la region deseada, se utilizé el Pull-Code de

Gromacs con un potencial armoénico para restringir el movimiento del ion. Esto es nece-
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sario ya que de lo contrario el ion abandonaria la posicion deseada debido a la repulsion
que sentiria por estar en una region de alta energia.

Tanto la minimizacién de energia como la dindmica fueron realizadas con los mismos
parametros que las dinamicas de la seccion anterior, salvo por la restricciéon presente sobre
el i6n Mg?*. El Pull-Code utilizado fue el de Umbrella con la geometria de posicién. De
esta manera, el potencial armonico tiraba entre los centros de masa del ion y el de los
aminoacidos que forman al poro, forzando al ion a mantenerse en su posicién inicial.
La restriccién en el movimiento solo fue aplicada en la direccion del eje, el cual se hizo
coincidir con el eje Z del sistema. La constante de fuerza utilizada fue de 3000 £ /mot - nm?
en las primeras 29 ventanas. Debido a que ciertas regiones del poro presentan barreras de
mayor energia, es mas desfavorable que el ion pueda muestrearlas adecuadamente. Por
esta razén, 11 ventanas fueron agregadas para mejorar el muestreo en dichas regiones.
Para lograr esto, las constantes de fuerza fueron aumentadas a 6000 X7 /mol . nm? y 10.000
KJ Jmot -nm?, de este modo el ion permanece en la region desfavorable. Cada una de estas
ventanas fueron simuladas por 10 ns.

Una vez obtenidas todas las simulaciones, se utilizé la subrutina de Gromacs g_wham|[86]
para calcular la energia libre del ion a lo largo de la coordenada de reaccion.

Por otro lado, para corroborar los resultados obtenidos con PMF, en algunas de las
ventanas utilizadas anteriormente se permitié la evolucién temporal del ion libre de la
fuerza armonica introducida por el Pull-Code. De esta manera se pudo observar el com-
portamiento del ion libre dentro del poro. En estos casos el protocolo fue el mismo que

en las simulaciones de TrV_WT y fueron extendidas hasta 100 ns.

3.2.2. Resultados y Discusion

Luego de obtener todas las simulaciones de las 40 ventanas de Umbrella Sampling, se
utilizo el programa g_wham para obtener el Potencial de Fuerza Media. De esta manera se
logré obtener el perfil de Energia Libre de Gibbs de un Ion Magnesio atravesando el poro
del eje de simetria quintuple de TrV (Figura 3.9A). En esta figura se observa que el perfil
de energia libre presenta un maximo a la altura de las Valinas 3012 que coincide con la
posicién de la puerta hidrofébica postulada en la seccion anterior. A su vez se advierte la
presencia de un minimo a la altura de las Glutaminas 3014. Este minimo coincide con la

posicién de la densidad electréonica omitida en la figura 3.8, lo cual corrobora la hipdtesis



CAPITULO 3. PORO EN EL EJE DE SIMETRIA QUINTUPLE DE TRV 54

de la presencia de magnesio en esa regiéon. Ademas, la amplitud del méaximo presente en
las valinas 3012, indica que el ingreso del ion hacia el minimo ocurre desde el exterior de

la capside ya que la barrera energética a atravesar es mucho menor.
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Figura 3.9: Estructura del Poro de TrV con la presencia de un ion Mg?* en su interior.
(A) Energfa Libre de Gibbs del Mg?* en funcién de la coordenada de reaccién. (B) Mapa
de densidad de moléculas de agua en el poro en funcién del radio del poro y la posicién
vertical. (C) Vista lateral del poro de TrV en la simulacién del pentdmero aislado con la
presencia de un ion Mg?* a la altura de la Glutamina 3014. En la seccién inferior derecha
se muestra aumentada la coordinacién octaédrica del Magnesio con el oxigeno. En verde se
muestran los aminoacidos con caracter polar y en naranja los de cardcter no-polar.

Basados en el resultado anterior, se realizé una serie de simulaciones con la presen-
cia de un ion Mg?* libre a lo largo de la coordenada de reaccién. Como se esperaba de
lo observado en el grafico de energia libre (Figura 3.9A), los iones que se ubicaban en
posiciones cercanas a los extremos del poro, rapidamente abandonaban el canal en pe-
riodos menores a 2 ns. Por otro lado, los iones colocados en la cercania del minimo se
coordinaban con las glutaminas 3014.

En esta simulacién se observo que el ion permanecié en la regién inicial y se coordiné

con tres moléculas de agua y con los oxigenos de las cadenas laterales de tres glutaminas
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3014 para formar una estructura octaédrica. Esta estructura resulté ser muy estable a lo
largo de los 100 ns de simulaciéon ya que en ningin momento el ion abandoné esta region
asi como tampoco lo hicieron las moléculas de agua a las que se coordiné inicialmente. En
conjunto con este fendémeno, se observd que la regién hidrofébica de las valinas 3012 se
encontraba hidratada. Esto es de especial interés ya que presenta un posible mecanismo
por el cual regular la apertura del poro. Dicho fenémeno, se puede observar claramente en
la figura 3.9B donde se muestra el mapa de densidad de moléculas de agua, construido con
los ultimos 80 ns de simulacién. Aqui se observa que la region previamente deshidratada
se encuentra completamente solvatada. La pequena region que se observa completamente
deshidratada a la altura de las glutaminas 3014 coincide con la posicién del magnesio.
Por otro lado, se puede observar una cadena continua de moléculas de agua que comunica
el exterior con el interior de la capside (Figura 3.9C).

Esta ultima simulacién, donde se permitio la libre evolucion del ion magnesio, también
fue realizada en una capside completa para comparar los resultados obtenidos. En este
caso se colocod un ion en la posicion coincidente con el minimo de energia libre en cada
uno de los 12 ejes de simetria quintuple y se estudié su evolucién. Los resultados fueron
los esperados, donde se observo que algunos ejes de simetria presentaban el mismo com-
portamiento que la simulacién con el pentén aislado y el Mg?*. En algunos casos, si bien
el ion se coordiné en la misma region la coordinacién variaba levemente, se coordinaba
con 4 moléculas de agua y dos glutaminas, con 4 glutaminas y dos moléculas de agua
y otras variantes estructurales. Algunas de estas variaciones no lograban la hidratacion
del poro. De todas maneras, el evento mas observado fue el mismo que se observé en la
simulacién del pentamero aislado.

Por otro lado, simulaciones similares fueron realizadas con otros iones como Na™ y
Cl1™ para ver si presentaban comportamientos similares. En el caso de los iones Cl~, estos
rapidamente abandonan al poro, mostrando que no se trata de una zona favorable para los
mismos. Por otro lado, los iones Na' mostraban mayor afinidad por permanecer dentro
del poro pero no tanto como el Mg?*.

Finalmente, un anélisis del movimiento de las moléculas de agua que hidrataban a
la puerta hidrofébica muestra que estas moléculas presentan una movilidad reducida.
Particularmente, una vez que llegan a la posicion que permite la hidratacion del canal,

permanecen en dicha posicién a lo largo de toda la simulacién. Debido a esta baja movi-
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lidad es poco probable que el canal actie como un canal de aguas. Tampoco es probable
que permita el paso de iones, ya que el ion Mg?*T también presenta poca movilidad v,
como se mencion6 anteriormente, los iones deben atravesar los canales en conjunto con
su esfera de hidratacién[7], que por lo expuesto anteriormente respecto al movimiento de
las aguas es poco probable. Debido a todo esto se propone que el canal podria actuar
como una cadena transportadora de protones.

Basados en estas observaciones, se puede concluir que la presencia de iones magnesio
en el poro de TrV, particularmente en el minimo de energia libre el cual coincide con la
posicién de las glutaminas 3014, juegan un rol fundamental en la completa hidratacion
y consecuente apertura de la puerta hidrofébica presente en las valinas 3012. A su vez el
perfil de energia libre nos indica que el ingreso de los iones ocurre desde el exterior de la
capside ya que de lo contrario, lo iones deberian atravesar una barrera energética mayor.
Por ultimo, la cadena continua de moléculas de agua podria indicar la existencia de un

mecanismo de transporte de protones entre el exterior y el interior de TrV.

3.3. Comparacién con Otros Virus Icosaédricos

Debido a la puerta hidrofébica observada en la capside de TrV y cémo esta podria
regular el intercambio entre el interior del virus y sus alrededores, se estudié si esta ca-
racteristica era comun al resto de los virus de su orden. En primer lugar se buscaron las
capsides virales pertenecientes al orden Picornavirales, cuyas estructuras tridimensiona-
les hayan sido resueltas, y se observo si estas presentaban en su estructura un arreglo de
aminoacidos capaz de funcionar como puerta hidrofébica. Luego se eligieron algunas es-
tructuras representativas de cada familia y se estudié el eje quintuple de cada estructura

por dindmica molecular.

3.3.1. Protocolo de la Dinamica Molecular

Las estructuras de las capsides virales fueron obtenidas de la base de datos ViperDB y
luego estudiadas con el programa VMD[87]. Las dindmicas moleculares de las estructuras
seleccionadas fueron realizadas con los mismos protocolos detallados en la seccion 4.1.1

para las simulaciones de pentones aislados.
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3.3.2. Resultados y Discusién

Estructuras de las familia de Picornavirus, Dicistrovirus y Secovirus fueron estudiadas.
Las familias Iflavirus y Marnavirus no tienen ninguna estructura resuelta cristalografica-
mente, por esta razon no se incluyen en este estudio. De la familia Picornavirus se estudio
la estructura de los siguiente virus: Human Enterovirus 71 (3VBS), Human Rhinovirus 16
(LIAYM), Foot and Mouse Disease Virus (4GH4), Equine Rhinitis A Virus (2WFF), The-
ller Murine Encephalomyelitis Virus (1TMF), Mengo Encephalomyelitis Virus (2MEV),
Seneca Valley Virus (3CJI), Poliovirus (1HXS) y Hepatitis A Virus (4QPI). De la fami-
lia Dicistrovirus se estudié las tnicas dos estructuras resueltas: Cricket Paralysis Virus
(1B35) y Triatoma Virus (3NAP). Por ultimo de la familia Secovirus se estudiaron las es-
tructuras de: Cowpea Mosaic Virus (INY7), Bean Pod Mottle Virus (1BMV), Grapevine
Fanleaf Virus (2Y7T) y Tobacco Ringspot Virus (1A6C).

Todas estas estructuras fueron estudiadas en VMD para observar la composicion de
aminoacidos presentes en el eje de simetria quintuple. A partir de este analisis se pudo
observar ciertas caracteristicas en comun entre todos los virus. En primer lugar, el poro
presente en el eje de simetria quintuple esta compuesto por varios anillos de aminoacidos,
cada uno de ellos formado por sus cinco copias simétricas. La cantidad de anillos varia de
estructura a estructura desde 6 a 27 aminoacidos. Las propiedades de los mismos también
varian, no todos presentan aminodcidos cargados, caracteristica normal en los canales
i6nicos de membrana. Todos los virus, salvo los Secovirus, tienen su poro formado por las
proteinas virales VP1 y VP3 y en algunos casos por VP4. En el caso de los Secovirus, el
poro solo se encuentra formado tnicamente por VP1.

La caracteristica mas interesante observada es que, en todos los virus pertenecientes
a las familias Picornavirus y Dicistrovirus, la regién més angosta del poro (~1.4-4 Ade
radio) estd formada por uno o mas anillos hidrofébicos. Como se observé en TrV, los
radios son lo suficientemente grandes para el paso de moléculas de agua pero la propiedad
no-polar de los aminoacidos presentes podria evitar el pasaje de agua. Debido a esto, es
posible que todos estos virus presenten el mismo mecanismo de regulacién de su apertura
a través de una puerta hidrofébica. En el caso de los Secovirus, no se observo la presencia
de un anillo hidrofébico lo suficientemente angosto como para poder crear un mecanismo
de regulacion de este estilo.

A continuacién, se eligieron algunos virus representativos y se realizaron dinamicas
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moleculares de los mismos para corroborar si efectivamente las constricciones observadas
pueden actuar como puerta hidrofébica y para observar en el caso de los Secovirus que
la ausencia de estos mecanismo permite el paso de moléculas de agua. Los virus elegidos
fueron Poliovirus (PoV), Hepatitis A Virus (HAV) y Human Rhinovirus 16 (HRV16)
de la familia Picornavirus, Cricket Paralysis Virus (CrPV) de los Dicistrovirus y Bean
Pod Mottle Virus (BPMV) y Tobacco Ringspot Virus (TRsV) de la familia Secovirus.
Todos los virus fueron simulados por 100 ns salvo los Secovirus que fueron simulados por
50 ns. En cada caso se estudié los RMSD de cada simulacion y se eligié el periodo de
simulacién donde la misma llegd a una estructura estable. A partir de estas porciones de
simulacién (80 ns para las simulaciones cuya extensién era de 100 ns y 40 ns para las
cuales su extensién era de 50ns) se construyeron los mapas de densidad de moléculas de
agua utilizando el programa g_dens.

En las figuras figuras 3.10 y 3.11 se puede observar los mapas de densidad de moléculas
de agua para los poros presentes en el eje quintuple de HRV16 y PoV. Ambos mapas
muestran una regién deshidratada que coincide con una de las regiones mas angostas
de la cavidad. Sin embargo, el radio observado en ambos canales es suficiente para que
pueda entrar una molécula de agua. Dado que esta regién coincide con la ubicacién de
los anillos de aminoacidos hidrofébicos, la causa de que las moléculas de agua no logren
entrar en esta regién es debido al caracter no-polar de la misma. Se puede observar que
estas regiones son de mayor tamano que en TrV al estar compuestas por tres anillos, en
el caso de HRV16 (Valina 3006, Valina 3004 y Leucina 3002), o por dos anillos, en el caso
de PoV (Valina 3004 y Leucina 3002).

También se puede ver que ambos virus presentan una regién angosta en la parte
superior del poro, lindando con el exterior del virus. Esta region coincide con la ubicacion
de un anillo de histidinas. En el caso de Rhinovirus (3.10A), esta regién es hidratada a
lo largo de la simulacién, indicando que las aguas son capaces de penetrar en el poro y
aumentar levemente el radio del mismo. Sin embargo, en el caso de Poliovirus (3.11A),
esta region se encuentra deshidratada a lo largo de toda la simulacién. Al estudiar la
dindmica en esta regién, se observa que la cavidad se encuentra obstruida por las cadenas
laterales de las histidinas, por lo que el cierre es estérico. Al ocurrir este cierre, las aguas
entran en el poro, rodeando estos aminoacidos, como se puede ver en el mapa de densidad

para r=0.6 nm.
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A

Figura 3.10: (A) Mapa de densidad de moléculas de agua en HRV16 en funcién del radio del poro
y el radio de la cépside. (B) Estructura del poro de HRV16. La cédpside se representa en NewCrtoon
en gris. La superficie azul, verde y roja representa el radio del poro calculado con el programa Hole.
Se resaltan los aminodcidos hidrofébicos que forman al poro en la regién deshidratada.

Figura 3.11: (A) Mapa de densidad de moléculas de agua en PoV en funcién del radio del poro y
el radio de la cépside. (B) Estructura del poro de PoV. La cédpside se representa en NewCrtoon en
gris. La superficie azul, verde y roja representa el radio del poro calculado con el programa Hole.
Se resaltan los aminoacidos hidrofébicos que forman al poro en la regién deshidratada.
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En la figura 3.12 se observa el mapa de densidad para el HAV, también perteneciente
a la familia de Picornavirus. Al igual que HRV16 y PoV, el virus de la hepatitis presenta
una region en el poro que se encuentra completamente deshidratada a lo largo de toda
la simulacién. De igual manera, esta regién coincide con la presencia de un anillo de
aminoacidos no-polares que provocan la deshidratacién del poro a pesar de haber espacio

suficiente para el ingreso de moléculas de agua.
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Figura 3.12: (A) Mapa de densidad de moléculas de agua en HAV en funcién del radio del poro y
el radio de la cépside. (B) Estructura del poro de HAV. La cédpside se representa en NewCrtoon en
gris. La superficie azul, verde y roja representa el radio del poro calculado con el programa Hole.
Se resaltan los aminodcidos hidrofébicos que forman al poro en la regién deshidratada.

Por otro lado, en la figura 3.13 se puede observar el poro presente en CrPV junto con
el mapa de densidad. Este virus pertenece a la familia de Dicistrovirus como TrV y como
era esperado presente una regién deshidratada en su poro que coincide con la ubicacion
de tres anillos hidrofébicos formados por Valina 1174, Leucina 3014 y Cisteina 3012.

Por ltimo, en las figuras figuras 3.14 y 3.15 se muestran los mapas de densidad pa-
ra los virus pertenecientes a la familia Secovirus. Ambos mapas muestran una completa
hidratacion del canal. Esto era lo esperado debido a la ausencia de aminoacidos hidroféobi-
cos en las regiones mas angostas del poro. Debido a esto, los poros presentes en los virus
pertenecientes a esta familia, deben poseer otro tipo de mecanismo de regulaciéon de su

apertura.
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Figura 3.13: (A) Mapa de densidad de moléculas de agua en CrPV en funcién del radio del poro
y el radio de la cépside. (B) Estructura del poro de CrPV. La cédpside se representa en NewCrtoon
en gris. La superficie azul, verde y roja representa el radio del poro calculado con el programa Hole.
Se resaltan los aminodcidos hidrofébicos que forman al poro en la regién deshidratada.
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Figura 3.14: (A) Mapa de densidad de moléculas de agua en BPMV en funcién del radio del poro
y el radio de la cépside. (B) Estructura del poro de BPMV. La cépside se representa en NewCrtoon
en gris. La superficie azul, verde y roja representa el radio del poro calculado con el programa
Hole. Se resaltan los aminoédcidos que forman al poro en la regiéon més angosta coloreados segin sus
caracteristicas. En rojo los cargados negativamente y en azul los positivos.
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Figura 3.15: (A) Mapa de densidad de moléculas de agua en TRsV en funcién del radio del poro
y el radio de la cdpside. (B) Estructura del poro de TRsV. La cépside se representa en NewCrtoon
en gris. La superficie azul, verde y roja representa el radio del poro calculado con el programa
Hole. Se resaltan los aminoédcidos que forman al poro en la regién més angosta coloreados segin sus
caracteristicas. En verde los polares y en naranja los no-polares.

A partir de lo observado podemos concluir que todos los virus Picornavirales que
afectan a animales (Picornavirus y Dicistrovirus) poseen un mecanismo de regulacion de
la apertura del poro presente en el eje quintuple. Este mecanismo es regulado gracias al
efecto hidrofébico producido por los aminoacidos no-polares presentes en la regién més
angosta del poro. Por otro lado los virus que afectan a las plantas (Secovirus) poseen

un poro mas pequeno que no posee aminodacidos no-polares por lo que, si existe algin

mecanismo de regulacién de apertura del poro, este no es el de puerta hidrofébica.
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Conclusion

A lo largo de la tesis se ha intentado dilucidar el rol de la cavidad presente en el eje
de simetria quintuple de la capside icosaédrica del Virus del Triatoma. Particularmente,
el papel que cumple como posible canal para el intercambio de particulas entre el interior
del virus y su exterior. Este tipo de estructuras protéicas que regulan el paso de particulas
entre dos medios son ampliamente estudiados en membranas celulares, como por ejemplo
los canales i6nicos, sin embargo no ha sido asi en las capsides virales. En esta tesis se
confirma la existencia de canales en capsides virales como fue propuesto, pero no compro-
bado, décadas atras por Kalko et al. Con este fin, se identificd, a través de simulaciones
computacionales, el proceso de hidratacién y regulacion de la apertura del canal.

Las simulaciones del pentamero de TrV permiten identificar la presencia de una puerta
hidrofébica, que regula la apertura del canal en el interior de la cavidad presente en el eje
quintuple. Esta region se encuentra ubicada a la altura de las Valinas 3012 pertenecientes
a VP3. Las propiedades hidrofébicas de las Valinas en conjunto con el reducido radio del
canal en esa regién, permiten crear una puerta que controla el pasaje de particulas.

A su vez, se demostro que la insercion de un ion magnesio dentro del canal cumple un
rol clave en la consecuente apertura de la puerta hidrofébica. Este ion es capaz de ingresar
en el canal desde el exterior del virus y llegar hasta el nivel del anillo de aminoacidos
definido por las Glutaminas 3014. Una vez ubicado en esta regién, interactia con los
oxigenos de las cadenas laterales de las glutaminas y con el de las moléculas de agua del
entorno, formando una estructura octaédrica estable. Esta estructura se ubica adyacen-
te al anillo definido por las Valinas 3012 donde se encuentra la puerta hidrofébica. La

presencia de este ion logra que las moléculas de agua ingresen en la region previamente
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deshidratada y, de esta manera, se logre la apertura del canal. Gracias a la presencia
del ion y la apertura del canal se consigue una cadena estable de moléculas de agua que
conectan de forma continua al exterior de la capside con el interior.

Finalmente, un andlisis del resto de los virus del orden Picornavirales mostré que los
virus pertenecientes a la Familias Picornavirus, que infectan a vertebrados, y Dicistro-
virus, que infectan a insectos, comparten la presencia de un canal en el eje de simetria
quintuple de sus cépsides, el cual regula su apertura a través de una puerta hidrofébica
formada por anillos de aminoacidos no-polares. Por otro lado, los virus pertenecientes a
la Familia Secovirus, que infectan a plantas, no muestran la presencia de un mecanismo

de regulacion de apertura de su poro a través del mecanismo de puerta hidrofébica.

Palabras Finales

En resumen, esta tesis tiene como objetivo responder la incognita de: ;Existe algin
mecanismo de transporte en el eje quintuple del Virus del Triatoma? Y de ser asi, ;De
qué manera regula su apertura? y ;Qué tipo de moléculas son capaces de atravesarlo?

En conclusion, mediante el trabajo realizado a lo largo de esta tesis, se puede afirmar
que existe una region presente en el eje de simetria quintuple de TrV que es capaz de
comunicar el interior del virus con su exterior. Este canal regula su apertura a través de
una puerta hidrofébica formada por un anillo de cinco Valinas. El mismo es capaz de
abrirse gracias al ingreso de un ion Mg™? dentro del canal, el cual al interactuar con un
anillo de glutaminas proximas a la puerta hidrofobica, permiten el ingreso de moléculas
de agua en la puerta. Estas moléculas de agua generan una cadena continua de moléculas
de agua.

De estos resultados nacen nuevas interrogantes respecto de este canal: ;Qué tipo de
particulas son capaces de atravesarlo? ;y con qué fin? Basado en estas preguntas se
elaboré la hipétesis de que la cadena de aguas formado a lo largo de la puerta hidrofébica
en conjunto con el ion Mg*? crean el ambiente propicio para la existencia de una cadena
transportadora de protones, la cual podria causar la desestabilizacién de la capside viral.

Debido a que para poder estudiar un mecanismo de transporte de protones como el
Grothuss|[88] es necesario observar la ruptura de enlaces covalentes, la Dinamica Molecular

ya no es una herramienta adecuada para continuar el estudio. Para continuar con la
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comprobacion de esta hipotesis se propuso una colaboracion con las Dras. Patricia Belleli,
Maria Marta Branda y el Dr. Sergio Pantano.

En esta colaboracién, en primer lugar, se simul6 a la estructura del canal hidratado
debido a la presencia del Mg™2 en conjunto con las aguas responsables de la hidratacion
del mismo utilizando el paquete de programas Gaussian[89] y la Teoria del Funcional
Densidad (DFT). De estos resultados[90] se pudo confirmar la hipétesis de que el canal
funciona como una cadena transportadora de protones mediante el mecanismo de Grot-
huss. Posteriormente, se realizaron simulaciones de grano grueso utilizando el campo de
fuerzas Sirah. En estas dinamicas se simul6 el egreso de protones de la capside viral colo-
cando un exceso de carga negativa en el interior de la misma. La presencia de este exceso
de carga negativa, provocd una expansion del radio de la cédpside debido a una repulsion
electrostatica. Esta expansion causo la apertura de la capside en los bordes que unen a
los pentameros entre si, dejando al pentén intacto. Este fenémeno es consistente con lo
observado experimentalmente en cépsides vacias[33, 34]. De este modo, la apertura de la
capside en estas regiones, daria lugar a la externalizacién del material genético del virus,
comenzando asi el proceso de infeccion.

De esta manera, el trabajo presentado en esta tesis, logra proponer un posible meca-
nismo de desensamblaje de la capside viral del virus del Triatoma. Este mecanismo es de
suma importancia durante el proceso de infeccién viral. El mismo consiste en la regulaciéon
del pasaje de protones a través del poro presente en el eje quintuple. Esta regulaciéon se
logra gracias a una puerta hidrofébica en su interior, la cual controla su apertura gracias
a la presencia de un ion magnesio dentro del poro. Luego, la apertura del canal provoca
el flujo de protones desde el interior hacia el exterior por medio de un mecanismo tipo
Grothuss cuando el virus se encuentra en un medio basico. Finalmente, el egreso de los
protones, provoca un desbalance en la carga eléctrica lo cual causa la apertura de la
capside en las regiones donde se ubican los ejes dobles, permitiendo al ARN abandonar
la capside e iniciando el proceso de infeccion celular. De esta manera, se presenta en esta
tesis por primera vez, utilizando como modelo a la estructura de TrV y por medio de la

simulaciéon computacional, el mecanismo de desensamblaje de una capside viral.
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