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2. Propuesta

2.1 Resumen

En la actualidad se cuenta con diferentes técnicas experimentales, como la calorimetria
diferencial de barrido, que permiten obtener parametros termodinamicos de proteinas, entre
los cuales se encuentran los cambios de entalpia y capacidades calorificas, por ejemplo.
Estos parametros son utiles para dar pistas acerca del proceso de desplegamiento y la
estabilidad estructural de estas biomoléculas. Los hallazgos muestran que cada proteina
posee una huella calorimétrica unica, pero el problema radica en que hacer los
experimentos calorimétricos tienen costos econdmicos elevados, principalmente porque las
proteinas deben cumplir con altos grados de purificacion y la adquisicion de los equipos no
son siempre accesibles para los investigadores, aunado al hecho de que al contar con los
equipos sus mantenimientos siempre requieren recursos adicionales. Una alternativa viable
para solventar estos obstaculos es la realizacién de experimentos in silico, pues se han
desarrollado algunas metodologias que permiten predecir parametros termodinamicos
recurriendo a la capacidad computacional, en particular por medio de simulaciones de
dinamica molecular (MD). En este proyecto se pretenden aplicar y desarrollar estrategias
de MD para determinar y predecir algunas propiedades termodinamicas claves que estan
involucradas en la estabilidad estructural de proteinas. Ademas, a fin de enriquecer esta
investigacion, se utilizaran herramientas bioinformaticas para realizar alineamientos de
secuencias, predicciones de estabilidad, modelado estructural, etc. Finalmente, para
cumplir con las metas y objetivos de este proyecto se usaran como modelos de estudio
diferentes proteinas procedentes de organismos mesdfilos, termofilos e hipertermdfilos.

2.2 Antecedentes

La estabilidad de proteinas se puede analizar por medio de diferentes técnicas
experimentales como fluorescencia, dicroismo circular (CD) y calorimetria diferencial de
barrido (DSC) [1]. Con la técnica DSC se pueden obtener diferentes parametros
termodinamicos de estas biomoléculas, por ejemplo, la temperatura media de
desnaturalizacién (Tm), la temperatura de mayor estabilidad térmica (Ts), el cambio de
entalpia medida en Tm (AH(Tm)) y el cambio de la capacidad calorifica (ACp). Estos
parametros son esenciales para construir curvas de estabilidad termodinamica, las cuales
son utiles para seguir el proceso de desplegamiento de proteinas desde el estado nativo
(N) al estado desnaturalizado (D) [1, 2].

Para construir dichas curvas se emplea la ecuacion modificada de Gibbs-Helmholts:
T T
AG(T) = AH(Tm) (1 ——) + ACp <(T —Tm)-Tln —) (1)
Tm Tm

La temperatura Tm es un parametro esencial en el analisis termodinamico de proteinas, ya
que en este punto el 50% de la proteina se encuentra en estado nativo y el otro 50% en el
estado desnaturalizado [2]. Arriba de este valor la proteina pierde su funcionalidad.

La Figura 1 muestra las curvas de estabilidad termodinamica de dos proteinas homélogas
de histidinas fosfotransportadoras HPr procedentes de las bacterias mesdéfila Bacillus
subtilis (BsHPr) y terméfila Bacillus stearothermophilus (BstHPr). Aqui se puede observar
que la proteina termdfila presenta mayor resistencia a la temperatura y se sabe que los
puentes salinos contribuyen a este comportamiento [3, 4].
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Figura 1. Curvas de estabilidad termodinamica de las proteinas BsHPr y BstHPr.
Se indican los puntos de Ts y Tm para ambas proteinas. Observe que en Tm el
valor de AG = 0 kcal/mol.

Ademas, de conocer y analizar qué interacciones estan involucradas en la estabilidad
térmica de proteinas, es conveniente contar con estrategias que permitan analizar y
predecir las propiedades termodinamicas que se utilizan en la construccion de las curvas
de estabilidad sin recurrir a los experimentos in vitro, siendo la dinamica molecular una
alternativa viable al respecto.

Una forma simple de abordar el proceso de desplegamiento de una proteina es mediante
el analisis de la fraccidon de contactos nativos, el cual se refiere al calculo de los contactos
topoldgicos que existen entre los atomos de los residuos no contiguos de la proteina
plegada. En este sentido, se analiza la trayectoria de cada atomo a través del paisaje
energético durante el tiempo de simulacién. Para calcular la Tm a partir de los datos de
contactos nativos, se utiliza un modelo de ajuste sigmoideo basado en el modelo que
describe la ecuacion logistica de Boltzmann para fendémenos de transicion [5], es decir, esta
ecuacion es de utilidad para sistemas que presentan transicion cooperativa. La ecuacién
empirica que modela este tipo de ajuste en funcién de la temperatura f(T) es la siguiente:

A — Ay

)= T atmx + 4 (2)

donde T es la temperatura de interés, k es la pendiente (relacionada con la cooperatividad
de la transicién), A, y A, son los valores inicial y final de la fraccidon de contactos nativos. El
valor de Tm puede ser inferido como el punto medio de la transicién de desplegamiento, en
otras palabras, el punto de inflexidon de la curva sigmoidea generada por los valores de los
contactos nativos.

Ademas, del calculo de Tm por MD, se puede determinar el ACp, lo cual se realiza por
medio del analisis del area superficial accesible al solvente (ASA). Este analisis permite
medir indirectamente los contactos hidrofobos y el empaquetamiento del centro hidréfobo
de la proteina. Esto se logra al determinar el nUmero de atomos que se encuentran en
contacto con el solvente. La medicion se hace con el total de los contactos y se pueden
dividir en contactos entre residuos polares (ASAp) y residuos no polares (ASAnp). Estas
mediciones indican qué tanto se despliega la proteina por el efecto de la temperatura,
exponiendo asi zonas hidréfobas que normalmente estan interaccionando entre si (zona no
polar). Una vez obtenidos los valores de ASA, tanto para residuos polares como para los
no polares, se puede realizar el calculo del ACp, para lo cual se puede emplear la ecuacion:



ACp = 2.14 x AASAnp — 0.88 x AASAp (3)

Esta ecuacién fue propuesta por Makhatadze y Privalov [6] y se basa en el muestreo de
diversas estructuras proteicas mediante una aproximacién experimental del calculo del ACp
con respecto al AASA, durante el paso del estado nativo al estado desnaturalizado.
Ademas, esta ecuacion no es Unica, pues se han propuesto otras alternativas para hacer
esta medicion [7].

Finalmente, se han implementado estrategias de MD para medir otras propiedades
termodinamicas como AH de desplegamiento [8]. Entonces, al contar con estas
herramientas que permiten determinar los parametros Tm, ACp y AH es posible construir y
predecir curvas de estabilidad a partir de las simulaciones, con lo cual se puede describir la
“huella calorimétrica” sin recurrir a experimentos del laboratorio “real”.

2.3 Objetivo General y objetivos particulares

Objetivo general

Calcular parametros termodinamicos de proteinas procedentes de organismos mesdfilos,
termdfilos e hipertermdfilos utilizando simulaciones de dinamica molecular.

Objetivos especificos

a) Seleccionar proteinas de interés fisicoquimico procedentes de organismos
mesdfilos, termdfilos e hipertermofilos.

b) Realizar simulaciones de dinamica molecular de las proteinas de interés con
trayectorias de 1 a 5 ps.

c) Obtener parametros termodinamicos de las proteinas de interés.

d) Construir curvas de estabilidad termodinamica de las proteinas a partir de los
parametros obtenidos de las simulaciones.

2.4 Descripcion
Hipotesis

Es posible construir y predecir curvas de estabilidad térmica a partir de propiedades
termodinamicas obtenidas por simulaciones de dinamica molecular.

Metodologia
Los modelos proteicos que se tienen planeados simular son los siguientes:
Proteina Organismo Tipo Tamanho (aa*) | PDB id
Bacillus subtilus mesofila 87 2HPR
histidina Bacillus e
fosfotransportadora | staerothermophilus termofila 88 1Y4Y
(HPr) Thermoanaer_obacter termafila 88 3LNW
tengcongensis
CheY Escherichia coli mesofila 120 3CHY
Thermotoga maritima | hipertermdfila | 128 1TMY
metil guanina metil | Escherichia coli mesofila 178 1SFE
transferasa Pyrococcus . -
(MGMT) kodakaraensis hiperterméfila | 174 TMGT

*aa = aminoacidos



Las estructuras cristalograficas de rayos X se obtienen del banco de datos de proteinas
(PDB) con los codigos mostrados en la tabla anterior. Estas estructuras se protonan
utilizando el servidor PropKa [9] a pH neutro (pH = 7.0). Las simulaciones se realizan con
el programa de libre acceso GROMACS versién 2024 o posteriores [10] utilizando el campo
de fuerza AMBER99SB o CHARMM [11]. Para llevar a cabo tales simulaciones se usa el
protocolo siguiente.

Cada proteina se debe colocar dentro de una caja, que en este caso tiene geometria
dodecaédrica, con condiciones de contorno periddicas aplicadas en todas sus caras. Las
moléculas del solvente se agregan de forma explicita por medio del modelo de agua SPCE
[12] y la distancia entre el ultimo atomo de la proteina y el borde de la caja debe estar en el
intervalo de 1.0 a 2.0 nm. Ademas, se utiliza el algoritmo “genion” para afadir los
contraiones adecuados de Na* y Cl que neutralizan la carga total del sistema a pH = 7.0.

Las interacciones electrostaticas de largo alcance se calculan mediante el método de las
sumas de Ewald (PME), utilizando un corte de Coulomb de 1.0 nm y un espaciado de
Fourier de 0.16 nm en una interpolacién cubica de cuarto orden, mientras que las
interacciones de van der Waals se calculan utilizando un corte de 1.0 nm. La energia de los
sistemas se minimiza utilizando el algoritmo de “descenso mas rapido”. Este proceso debe
converger cuando la fuerza maxima sea inferior a 1,000 kJ-mol™"-nm™"y la energia potencial
debe ser negativa en un intervalo de 10°-10° kJ-mol™". Después de la etapa de minimizacion
de la energia, se necesitan equilibrar la temperatura y la presion del sistema.

El equilibrio de la temperatura se hace con una extensién del termostato de Berendsen
conocido como método de “reescalamiento de velocidades” [13]. En este proyecto, los
sistemas se van a equilibrar a temperaturas que estén en el intervalo desde el estado nativo
hasta el estado desplegado, posiblemente entre 300 y 500 K. La presion se debe equilibrar
a 1 bar mediante el bardstato de Parrinello-Rahman y un coeficiente de compresibilidad de
4.5x107° bar™' [14]. Los dos termostatos, el de temperatura o NVT y el de presion o NPT,
se equilibran empleando tiempos de 100 a 300 ps. Finalmente, se utiliza el algoritmo LINCS
para limitar y restringir las longitudes de los enlaces.

Una vez que se ha equilibrado el sistema, se procede a la etapa de produccion. Durante
esta etapa se pretenden simular 500 — 2,500 millones de pasos, con un paso de integraciéon
de 2 fs, lo que equivale a 1,000 — 5,000 ns, esto es, se pretenden hacer simulaciones de 1
a 5 s, esto con el fin de hacer una mayor exploracion conformacional, ya que se obtendran
de 10,000 a 50,000 configuraciones de cada sistema. Ademas, a fin de garantizar la
reproducibilidad de los experimentos se realizan tres simulaciones independientes para
cada temperatura, lo cual asegura de forma inequivoca una exploracién mas detallada de
los estados conformacionales de la proteina.

Finalmente, después de realizar las simulaciones se procede a determinar las propiedades
termodinamicas descritas en los antecedentes, principalmente Tm y ACp, con las cuales se
tiene cierta experiencia y se han generado protocolos de medicion. Mientras otras
propiedades, como el calculo de AH, se incorporaran a medida que el proyecto avance,
pues es necesario aprender e implementar los protocolos adecuados.

2.5 Formacion de recursos humanos

a) Formacion de cuatro alumnos de licenciatura, puede ser que cursen el Proyecto
Terminal o realicen investigacién de Servicio Social.
b) Formacion de un alumno de maestria.



2.6 Productos esperados

a) Publicacion de un articulo de investigacion por afio en revistas que cuenten con
arbitraje internacional.
b) Asistencia y participacion por lo menos a un congreso nacional por afo.

2.7 Impacto esperado

Este proyecto tiene como meta principal robustecer el conocimiento acerca del
comportamiento estructural y fisicoquimico de proteinas resistentes a la temperatura. El
protocolo que se pretende desarrollar con proteinas modelo podra ser aplicado a proteinas
con valor agregado utilizadas a nivel industrial, en donde los procesos térmicos son
esenciales para obtener materias intermedias y productos finales. Ademas, el conocimiento
adquirido durante esta investigacién sera util para presentarlo en los cursos a nivel
licenciatura y posgrado, contribuyendo a la calidad educativa, ya que se tendran un analisis
reciente del como abordar las propiedades termodinamicas en proteinas desde una
perspectiva computacional, evitando costos elevados en el laboratorio.

2.8 Recursos necesarios

a) Financiamiento e infraestructura fisica y humana actual en el proyecto

e Financiamiento actual
Apoyo anual del Departamento de Ciencias Naturales ($30,000).

e Infraestructura fisica actual

Un servidor de alto rendimiento con 1 unidad de procesamiento grafico (GPU)
NVIDIA GeForce RTX 2060 con 24 procesadores.

Un servidor de alto rendimiento con 1 GPU NVIDIA GeForce RTX 2080 con 20
procesadores.

Un servidor de alto rendimiento con 2 GPU NVIDIA GeForce RTX 2080 con 52
procesadores.

2 GPU NVIDIA GeForce RTX 3080.

e Infraestructura humana actual
Dr. Salomén de Jesus Alas Guardado
Dr. Edgar Lopez Pérez

b) Presupuesto calendarizado

Afo | Rubro Monto

1 e Adquisicion de 3 GPU $45,000.00
e Instalacion de 2 GPU NVIDIA GeForce RTX 3080 $15,000.00
¢ Mantenimiento de equipos $25,000.00
o Adquisicién de 2 discos duros externos de 1 TB $5,000.00
e Gastos de hospedaje y viaticos para asistencia a un $5,000.00

congreso nacional

o Gastos de pasajes para asistencia a un congreso nacional $5,000.00
2 e Mantenimiento de equipos $25,000.00

e Adquisicion de 2 discos duros externos de 1 TB $5,000.00

e Gastos de hospedaje y viaticos para asistencia a un | $5,000.00

congreso nacional
o Gastos de pasajes para asistencia a un congreso nacional $5,000.00




3 ¢ Mantenimiento de equipos $25,000.00
e Adquisicion de 2 discos duros externos de 1 TB $5,000.00
Gastos de hospedaje y viaticos para asistencia a un | $5,000.00
congreso nacional
Gastos de pasajes para asistencia a un congreso nacional | $5,000.00

[}
4 ¢ Mantenimiento de equipos $25,000.00
e Adquisicion de 2 discos duros externos de 1 TB $5,000.00
e Gastos de hospedaje y viaticos para asistencia a un | $5,000.00
congreso nacional
 Gastos de pasajes para asistencia a un congreso nacional | $5,000.00
Total $220,000.00

c) Fuentes de financiamiento externas.

Aun no se cuentan con fuentes de financiamiento externas. Se pretende someter el
proyecto a instancias externas para solicitar recursos que ayuden al desarrollo del mismo.



3.

Calendario de actividades en periodos trimestrales

Periodo

Ano 1

Ano 2

Ano 3

Ano 4

Actividades

v

\

\

\il

VI

IX

Xl

Xl

Revisién bibliografica

X

X

Simulaciones de la proteina HPr

X
X

Analisis de resultados de HPr

Escrito de resultados de HPr

eltalts

Presentacion en congreso

Sltltadle

Simulac. de la proteina CheY

Analisis de resultados de CheY

Escrito de resultados de CheY

eltalts

Presentacion en congreso

Sltltadle

Simulac. de la proteina MGMT

Analisis de resultados de MGMT

it

Escrito de resultados de MGMT

Presentacion en congreso

il

Escrito de resultados

Presentacion en congreso

it




4. Informacion para el seguimiento del proyecto
4.1 Calendarizacién de productos esperados a lo largo del proyecto
Producto Ano 1 Ao 2 Aino 3 Ano 4
Formacion de recursos
humanos nivel licenciatura
Servicio Social
Proyecto terminal 1 1 1 1
Tesis de licenciatura
Formacion de recursos
humanos posgrado
Especializacion
Maestria 1
Doctorado
Publicaciones
Articulos 1 1 1 1
Capitulos de libro
Memorias o Proceedings
Difusién o Divulgacion
Congresos 1 1 1 1
Conferencias
Otros
4.2 Resultados esperados
a) Formacion de cuatro alumnos de licenciatura y un alumno de maestria.
b) Publicaciéon de un articulo de investigacién por ano en revistas que cuenten con
arbitraje internacional.
c) Asistencia y participacion por lo menos a un congreso nacional por afo.
d) Contribucién a mantener consolidado el Laboratorio de Fisicoquimica y Simulacion
Molecular.
e) Enriquecimiento de la linea de investigacion “estudio de estabilidad en proteinas”.
f) Enriquecimiento de la linea de investigacion “estudio del proceso de

plegamiento/desplegamiento en proteinas”.
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