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Resumen

A fines de contribuir al entendimiento del mecanismo por el cual se desnaturaliza una proteina en el presente
trabajo analizamos mediante simulaciones computacionales la formacién de agregados en una mezcla
binaria de particulas no polares en agua y los cambios que se producen en los agregados y en la estructura
del agua del sistema cuando le agregamos urea a la mezcla binaria. Los resultados nos muestran que la
presencia de la urea produce una disminucién en el tamafio promedio de los agregados de particulas no
polares, lo cual dada la simpleza del sistema inicial solo puede interpretarse en términos de una disminucién
de la interaccién hidrofébica. De manera complementaria analizamos la funcién de distribucén radial para
el agua en cada uno de los sistemas observandose resultados compatibles con la idea de que la presencia
de la urea contribuye a fortalecer la estructura del agua. Todos los sistemas fueron simulados utilizando
Dindmica Molecular como técnica central, ajustando los bafios de temperatura y presién a 300 K y 1 bar
respectivamente.
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Abstract

The mechanism by which the urea acts as a protein denaturant agent does not appear to be clearly elucidated.
In order to contribute to the understanding of this mechanism, in this paper we analyzed by computer
simulations of aggregate formation in binary mixtures of nonpolar particles in water and the changes that
occur in the aggregates and the structure of water in the system when we added urea to the binary mixture.
The results show that the presence of urea causes a decrease in the average size of the aggregates of
nonpolar particles, which given the simplicity of the initial system can only be interpreted in terms of a
decrease of the hydrophobic interaction. Complementarily, it is analyzed the radial distribution function
for the water in each system, showing results consistent with the idea that the presence of urea strengthen
the structure of water. All systems were simulated using Molecular Dynamics as a main technique, with
coupling the bath temperature and pressure at 300 K and 1 bar respectively.
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1. Introduccion

El proceso por el cual se produce la desnaturaliza-
ci6én de las proteinas no se halla completamente dilu-
cidado. Por lo tanto, a fines de comprender mejor este
mecanismo en los tltimos afios se ha estudiado de ma-
nera exhaustiva el rol que cumple la urea como agen-
te desnaturalizante [1]. Se proponen dos tipos de me-
canismos de desnaturalizacién, que son los que cuen-
tan con la mayor cantidad de evidencia en su apoyo:
el llamado mecanismo directo y el mecanismo indirec-
to. Ambos han sido discutidos ampliamente en la lite-
ratura [[2H5]]. El mecanismo directo sugiere que la urea
desnaturaliza las proteinas a través de interacciones di-
rectas con varios segmentos de la cadena principal de
la proteinas, promoviendo la transferencia de estos seg-
mentos al disolvente acuoso. Por otra parte el meca-
nismo indirecto sugiere que la urea interrumpe la red
de puentes de hidrégeno del agua y por lo tanto alte-
ra el disolvente acuoso de las proteinas, reduciendo el
efecto hidrofébico y logrando de esta manera exponer
el nicleo hidrofébico de la proteina a las moléculas de
agua [6,/7]]. La importancia del problema ha hecho que
se produzcan un nimero considerable de andlisis basa-
dos en metodologias teéricas 0 modelados computacio-
nales de sistemas en donde se estudian los efectos de la
urea sobre una solucién acuosa con un soluto no polar.
La presencia de la urea parece afectar 8] la formacion
de pares de solutos hidrofébicos [9] y en determinadas
concentraciones parece mejorar la formacién de pares
hidrofébicos [[10] aunque este tipo de andlisis presenta
la desventaja de que la informacién experimental para
contrastar los resultados es escasa [11]].

En el presente trabajo se analizé la influencia de la
urea sobre la solubilidad de particulas simples no po-
lares en agua, estudiando de estd manera a través de
este sencillo modelo el comportamiento de la interac-
cién hidréfobica y los cambios producidos en esta por
la presencia de urea.

2. Materiales y métodos

La totalidad de las simulaciones fueron realizadas
utilizando la técnica de Dindmica Molecular (DM), en
particular usamos para ello un software libre como es
el paquete de GROMACS 4.5.5 [12], resolviendo en
este caso las ecuaciones de movimiento con el algorit-
mo de leap-frog. Las restricciones topolégicas de las
moléculas de agua se resolvieron utilizando el algoritmo
SETTLE [13] y las interacciones de largo alcance se cal-
cularon utilizando Particle Mesh Ewald (PME) [12]/14].
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Para todas las simulaciones se uso el campo de fuerzas
ffgmx2 [12].

Fig.la. Sistema BCV.

Fig.1b. Sistema BCVU.

El radio de corte para las interacciones de largo al-
cance utilizado fue de 0,9 nm. Todas las simulaciones se
llevaron a cabo bajo condiciones de contorno periddi-
cas y utilizando una semilla diferente para cada sistema
al asignar las velocidades iniciales. Los sistemas fueron
débilmente acoplados a un bafio de temperatura y pre-
sién, eligiendo para realizar el acoplamiento térmico e
hidrostatico el algoritmo de Berendsen [15]], trabajando
de esta manera dentro de un ensamble NPT.

En una primer etapa se procedio a equilibrar cada sis-
tema en las condiciones de acoplamiento de los bafios
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durante 3000 ps. Para todos los sistemas analizados la
presion del bafio se mantuvo a 1 bar, cambiando la tem-
peratura del bafio de acoplamiento térmico. El paso de
integracién utilizado fue 2 fs.

Como solvente explicito para todos los sistemas se
utilizo el modelo de agua de tres puntos SPC/E [[16] con-
formando una mezcla con particulas de Lennard-Jones
(LJ). Estas particulas de cardcter hidrofébico, fueron
definidas de manera tal que su radio fue de 0.42 nm y
un minimo de energia de 0.65017 kJ / mol. En el caso
de la urea usamos el modelo HHL propuesto por Ha-
gler, Huler y Lifson [[17]]. Los tres sistemas utilizados
para el analisis fueron:

Niimero de particulas

Sistema /Agua / LJ / Urea
BULK 12744 710/0
BCV /2665 /60 /0
BCVU /2748 1 60/ 100

Tabla 1. Caracteristicas de los sistemas simulados.

Para poder tener una mejor idea de los sistemas simu-
lados presentamos en las figuras siguientes una imagen
de los mismos.

Inicialmente los tres sistemas consistian en una
caja cubica de simulacién, cuyos volimenes fueron
de 79,2nm? para BULK, 88,53nm?3 para BCV y
88,28 nm? para BCVU. Finalmente se continuaron las
simulaciones a cada temperatura y presién durante 2000
ps mas, usando los datos obtenidos en este periodo para
el andlisis.

2.1. Observables

En el presente trabajo se determin el tamafio de los
agregados de particulas hidrofébicas a partir de un cri-
terio de conectividad directa instantaneo, definiendo la
conectividad directa [18]] por pardmetros de caricter pu-
ramente geométricos, llamado criterio de Stillinger [[19]
el cual se basa solamente en la distancia entre las dos
particulas involucradas. Este criterio considera que dos
particulas estan directamente conectadas si su separa-
cién es menor que una cierta distancia critica, la cual se
elige de acuerdo a la problemdtica planteada. En nuestro
caso elegimos como criterio de conectividad, es decir
que dos particulas se hallan conectadas si la distancia
entre sus centros es menor o igual que una vez y me-
dia su dirmetro (1,5 o). La clasificacion e identificacion

23

de las particulas que componen los agregados una vez
definido el criterio de conectividad se realiz6 utilizando
el algoritmo de Stoodard [20]]. Para definir el tamafio
(en cantidad de particulas) de un clister finito podemos
primero definir la probabilidad de encontrar un cldster
compuesto de s particulas de la siguiente manera:

n(s)s
TN
donde n(s) es el nimero de agregados consistentes de
s particulas (frecuencia) y IV el ndmero total de particu-

()

. n
las. El cociente N en este caso lo podemos pensar

como una frecuencia relativa. Asi definida la probabili-
dad ws cumple la condicién de normalizacién, es decir:

N
Zws =1
s=1

De esta manera, el tamafio promedio del clister [21]]
lo podemos definir como:

N

S=> sn(s)/

N
sn(s)
s=1 s=1

La determinacién y medida de los tamafios prome-
dios de los agregados, a partir de la implementacién de

todos los criterios descriptos previamente se hizo a par-
tir de programas de propia autoria.

3. Resultados y discusion

En una primer etapa del trabajo comenzamos anali-
zando la dependencia de la solubilidad de las particulas
no polares (sistema BCV) en agua a diferentes tempe-
raturas, manteniendo en todos los casos la presién a 1
bar. Se observa en la figura 2 que a bajas temperaturas
y en estas condiciones de presion el sistema no logra
conformar grandes agregados, pero a partir de los 300
K aumenta sustancialmente el tamafio de los agrega-
dos, observandose que el sistema alcanza el limite de
solubilidad y después de ese punto el tamafio medio de
los agregados involucra alrededor del 80 % del niimero
total de particulas de soluto.

Esta agregacion se desintegra a temperaturas mas al-
tas para las cuales se recupera la solubilidad de la mez-
cla, levemente por encima de los 450 K. Esto es consis-
tente con la idea del aumento de movimiento térmico
y la disminucién de la contribucién entrépica a la aso-
ciacién producida por la pérdida de estructuracién del
agua. El origen de este peculiar comportamiento clara-
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mente esta asociado a una fuerte presencia de la inter-
accion hidrofébica, mostrando que se produce un au-
mento en su magnitud al aumentar la temperatura [22]
en un cierto rango de temperaturas, comportamiento
que se contrapone en su dependencia a lo que ocurre
con los otros tipos de interacciones. Estd caracteristi-
ca se reproduce correctamente para la presente simula-
cion coincidiendo cuantitativamente con los resultados
experimentales [23]].
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Fig. 2. Tamafio promedio de los agregados en funcién de la
temperatura.

El andlisis del segundo sistema (BCVU) nos muestra
que la presencia de urea modifica el tamaio de los agre-
gados no polares, conformandose agregados que invo-
lucran menos del 70 % del nimero total de particulas
no polares. La presencia de urea, aunque sea a bajas
concentraciones como es en este caso, parece produ-
cir un debilitamiento en la interaccién hidrofébica. Esto
podria explicarse pensando en que se producen puentes
de hidrégeno entre el agua y la urea, los cuales son sig-
nificativamente mds débiles que los producidos en las
moléculas de agua, pero logran producir o impulsar una
situacion de agregacion de la urea debido a la interac-
ci6én hidrofébica.

Si observamos la figura 3, en donde analizamos la
funcién de distribucién radial para el agua en los tres
sistemas y a una temperatura de 300 K, se nota un pe-
quefio aumento en el pico correpondiente a primeros
vecinos. Si comparamos el sistema BCVU con el sis-
tema BCYV, claramente para ambos sistemas estos picos
son mayores que el correspondiente al del agua bulk.
Este comportamiento parece ser consistente con la idea
de que la presencia de urea en determinadas concentra-
ciones logra ordenar el agua del entorno a partir de la
formacién de puentes de hidrégeno, aunque sean de un
cardcter mas debil.
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Fig. 3. Funcién de distribucién radial para el agua en los tres sis-

temas.

4. Conclusiones

Podemos concluir que las simulaciones por dinamica
molecular describen adecuadamente el comportamien-
to experimental de las soluciones acuosas de particulas
hidrofébicas y los cambios que se producen cuando le
agregamos urea en determinadas concentraciones [24].
Los sistemas elegidos son de gran sencillez en el as-
pecto computacional y de modelizacién lo cual nos per-
mite lograr una mejor interpretacion de los fenémenos
ocurridos y nos evita de esta manera los problemas que
implicaria trabajar con simulaciones de sistemas mds
complejos, tales como son las proteinas, en donde hay
otros tipos de interacciones y restricciones. Estos mo-
delos sencillos nos sirven para aclarar cuéles son las in-
teracciones responsables de los resultados observados.

Se observé que como consecuencia de la presencia
de urea en la mezcla binaria, se produce una dismi-
nucién en la solubilidad de las particulas no polares,
forméandose agregados de menor tamaiio, lo cual es un
claro indicador de que la presencia de la urea produce
una disminucién de la interaccién hidrofébica. El andli-
sis realizado a partir de la funcién de distribucion ra-
dial del agua en todos los sistemas parece indicar que
la presencia de la urea fortalece débilmente la estructu-
ra del agua, al menos para primeros vecinos, a costa de
un debilitamiento de la interaccién hidrofébica. Seria
interesante en trabajos futuros poder comparar el com-
portamiento de la formacién de agregados para un am-
plio rango de concentraciones de urea y analizar como
cambia el drea expuesta al solvente en los agregados no
polares conformados.
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