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Resumen

La evolucion de la entropia durante la transicion entre las conformaciones no-fusogénica y
fusogénica del lazo 36 de la cadena HA2 de la Hemaglutinina ha sido estudiada utilizando
trayectorias de simulaciones de dindmica molecular y la llamada aproximacion quasi-armonica.
Para el célculo de la entropia de las conformaciones intermedias se aplicd un analisis de
componentes principales al conjunto de estructuras asociadas a cada conformacién. Las varianzas
de estas componentes principales pueden considerarse asociadas a un conjunto de osciladores
independientes cuya entropia puede calcularse. Los valores de entropia obtenidos se encuentran en
el orden de 17 kcal/mol K, los cuales son mayores en un orden de magnitud a los resultados
obtenidos en trabajos anteriores. Adicionalmente, se comprobo6 que el término -TS contribuye de
forma no despreciable a la energia libre. El término de energia interna se estimo a partir del
promedio sobre el ensamble, aplicado sobre las trayectorias de dindmica molecular de equilibrarian
para cada conformacion intermedia, como resultado la altura de la barrera energética para la
transicion se estimoé en 189.75 kcal/mol.

Palabras clave: Hemaglutinina; Entropia; Aproximacion Quasi-Armonica; Dinamica Molecular.

Abstract

The evolution of entropy during the transition between the non-fusogenic and fusogenic
conformations of loop 36 of the HA2 chain of Hemagglutinin has been studied using trajectories
of molecular dynamics simulations and the so-called quasi-harmonic approximation. To calculate
the entropy of the intermediate conformations, a principal component analysis was applied to the
set of structures associated with each conformation. The variances of these principal components
can be considered associated with a set of independent oscillators whose entropy can be calculated.
The entropy values obtained are in the order of 17 kcal/mol K, which are greater by an order of
magnitude than the results obtained in previous works. Additionally, it was proven that the -TS
term contributes in a non-negligible way to the free energy. The internal energy term was estimated
from the average over the ensemble, applied to the equilibrium molecular dynamics trajectories for
each intermediate conformation, as a result the height of the energy barrier for the transition was
estimated at 189.75 kcal/mol.

Keywords: Hemagglutinin; Entropy; Quasi-Harmonic Approach; Molecular Dynamics.

Pol. Con. (Edicién ndm. 92) Vol. 9, No 5, Mayo 2024, pp. 1749-1771, ISSN: 2550 - 682X



Estimacion de la entropia durante la transicion conformacional del lazo 36 de la hemaglutinina

Resumo

A evolucdo da entropia durante a transicdo entre as conformagdes ndo fusogénicas e fusogénicas
da alca 36 da cadeia HA2 da Hemaglutinina foi estudada usando trajetérias de simulacGes de
dindmica molecular e a chamada aproximacdo quase harmonica. Para calcular a entropia das
conformacdes intermediérias, foi aplicada uma analise de componentes principais ao conjunto de
estruturas associadas a cada conformag&o. As variancias destes componentes principais podem ser
consideradas associadas a um conjunto de osciladores independentes cuja entropia pode ser
calculada. Os valores de entropia obtidos sdo da ordem de 17 kcal/mol K, valores que sdo uma
ordem de grandeza superiores aos resultados obtidos em trabalhos anteriores. Adicionalmente, foi
comprovado que o termo -TS contribui de forma ndo desprezivel para a energia livre. O termo de
energia interna foi estimado a partir da media do conjunto, aplicada as trajetdrias de dindmica
molecular de equilibrio para cada conformagéo intermediaria, como resultado a altura da barreira
de energia para a transicdo foi estimada em 189,75 kcal/mol.

Palavras-chave: Hemaglutinina; Entropia; Abordagem Quase Harmonica; Dindmica Molecular.

Introduccion

La Hemaglutinina (HA) es una proteina presente en la superficie del virus de la influenza, siendo
parte fundamental del mecanismo de adhesion y fusion del virus a la membrana celular (Bullough
et al., 1994; Carr y Kim, 1993). La Hemaglutinina esta formada por dos subunidades HA1 y HA2.
La estructura molecular de la Hemaglutinina ha sido caracterizada completamente de forma
experimental (Bullough et al., 1994; Sauter et al., 1992), y la informacién completa de su
composicién y estructura molecular se encuentran libremente disponibles en el Protein Data Bank
(PDB) (Berman et al., 2000) tanto para la configuracion no-fusogénica como para la fusogénica.

Figura 1: (A) La Hemaglutinina, on sus subunidades HA1y HA2, el lazo 36 se encuentra en la subunidad HA,
imagen generada mediante el software VMD a partir del registro 1HTM del PDB. (B) La Hemaglutinina en la
superficie del virus de la influenza
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De particular interés resulta la dindmica del cambio conformacional que sufre el llamado Lazo 36,
el cual corresponde a la region comprendida entre los residuos 54 y 89 de la cadena HA. El modelo
con mayor aceptacion para la descripcion de la transicion conformacional es el conocido como
Spring-Loaded (Carr y Kim, 1993) el cual plantea que la estructura nativa de la Hemaglutinina esta
atrapada en un estado metaestable, y que la disminucion del pH la desestabiliza produciendo la
transicion. EI cambio ocurre desde su conformacion inicial no-fusogénica a pH 7 hasta una
conformacién final fusogénica a pH 5. Se ha planteado que el movimiento lineal producido por
esta transicién conformacional, pueda ser aprovechado como un nanomotor lineal (Banta et al.,
2007; Dubey et al., 2003).

Figura 2: Estructura Secundaria del Lazo 36: (A) Conformacion no-fusogénica a pH 7, imagén generada a partir
del registro 1HGF del PDB utilizando el software VMD. (B) Conformacién fusogénica a pH 5, imagen generada a
partir del registro 1HTM del PDB,
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La transicion conformacional del lazo 36 de la Hemaglutinina es un proceso que, por su
simplicidad, permite estudiar el plegado proteinico. Los detalles atdbmicos de la transicion
accesibles directamente con las simulaciones de dindmica molecular, permiten el céalculo de la
energia, asi como de la entropia involucradas en el proceso. Esta informacion permitira establecer
relaciones cuantitativas entre estas dos magnitudes durante un proceso de plegado.
Adicionalmente, el entendimiento de los mecanismos atomicos asociados a la transicion
conformacional del lazo 36 de la Hemaglutinina tiene potenciales aplicaciones biomédicas y

biotecnoldgicas.
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En un trabajo precedente se utiliz6 simulaciones TMD para explorar la transicion del lazo 36
(Calderon, 2015). A partir de la trayectoria obtenida se aplico analisis de grupos para identificar
posibles conformaciones intermedias, obteniéndose 13 grupos. A partir de estos datos se realiz6
una descripcion estadistica del proceso, la cual estimo la entropia con un método simple de conteo
de estados accesibles. Por ello se considerd necesario un andlisis alternativo de los datos.

En este trabajo, se realizd un nuevo andlisis de los datos, tanto para la trayectoria TMD como para
las trayectorias de equilibracién de cada conformacion intermedia. Para este nuevo analisis en
primer lugar se compard los resultados del método de agrupamiento desarrollado en (Calderdn,
2015) con los resultados de un agrupamiento basado en la similitud de estructuras secundarias en
el espacio de Ramachandran, posteriormente se estimo la entropia del lazo 36 de la HA utilizando
el método de la Aproximacion Quasi-Armonica y finalmente caracterizo la barrera energética

asociada a la transicién conformacional.

Metodologia

Estructuras

En el trabajo de Calderon J., se realizé una simulacion de dinamica molecular tipo TMD, donde la
estructura del lazo 36 en su conformacion no-fusogenica se utilizd como estructura inicial, y como
estructura final u objetivo se utilizd la estructura fusogénica. Esta simulacion produjo una
trayectoria compuesta por 10000 estructuras. Las estructuras de la trayectoria TMD fueron
sometidas a un analisis de grupos, obteniéndose 13 conformaciones intermedias correspondientes
a 11 conformaciones representativas, cuyas estructuras representativas se muestran en la fig. 3,

ademas de las conformaciones correspondientes a la conformacion no-fusogeénica y fusogénica.

Figura 3: Las 11 estructuras representativas intermedias identificadas en (Calderén, 2015), imagen reproducida del
trabajo citado.
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Para la simulacion de equilibracion, se partid de las estructuras representativas de cada
conformacién, las cuales se dejaron evolucionar mediante dindmica molecular, durante un tiempo
total de 6 ns, con condiciones de frontera esféricas. Estas trayectorias son las que se utilizaran para
el calculo de la entropia. Cada trayectoria tiene un total de 12000 estructuras, correspondiendo cada
estructura a 20 ps de tiempo en la equilibracion.

Mapas de Ramachandran

Los angulos de Ramachandran (Ramachandran et al., 1968) representan la orientacion de los
aminoacidos unidos mediante enlaces peptidicos en un polipéptido o proteina. Estos angulos
permiten describir las rotaciones del backbone o esqueleto del polipéptido en torno a los enlaces
N-Ca (llamado ¢) y Ca-C (llamado ).

La representacion en un plano de ¢ vs y, se conoce como mapa de Ramachandran, y permite
observar la distribucion de los &ngulos de torsion en una estructura de la proteina. También
proporciona una vision general de las regiones excluidas, que muestran que ciertas rotaciones del
polipéptido no estan permitidas, debido a las interacciones entre los &tomos de los aminoacidos.
Finalmente, en el mapa de Ramachandran se pueden identificar regiones correspondientes a
motivos de la estructura secundaria de una proteina, tal como las regiones correspondientes a los
denominados a-hélices y hojas-p.

El poligono que encierra a la regién correspondiente a un a-hélice en el mapa de Ramachandran

esta determinada por los puntos indicados en la siguiente tabla (Brandén y Tooze, 1999)

Tabla 1: Puntos del poligono que encierra la region correspondiente a un
a-hélice en el mapa de Ramachandran (Brandén y Tooze, 1999).

¢ v
[grados [grados
] ]

-180,0 -34,9
-164,3 -42,9
-133,0 -42,9
-109,4 -32,2
-106,9 -21,4
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443 214
443 711
-180,0  -71,1

Aproximacion Quasi-Armonica

Dado que no existe un método exacto para calcular la entropia de una biomolécula a partir de los
datos de dinamica molecular, es necesario realizar una estimacion de la misma. La estrategia que
su utilizo en este trabajo para estimar la entropia, es la llamada Aproximacion Quasi-Armonica
(QHA) (Karplus y Kushick, 1981), la cual provee un limite superior a la entropia conformacional
de una biomolécula en términos de osciladores arménicos independientes asociados a sus grados
de libertad, identificados con un analisis de componentes principales (Jolliffe, 1986).

El Analisis de Componentes Principales es una técnica estadistica, utilizada para analizar datos
multivariantes. Los objetivos practicos de la utilizacion del analisis de componentes principales
han sido enumerados en (Jeffers, 1967), siendo de interés examinar la correlacion entre las
variables de un conjunto de datos, ya que para la aplicacion de la aproximacion quasi-armonica

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

Componentes principales de una macromolécula derivadas de trayectorias de
dindmica molecular

A partir de trayectorias de simulaciones de dindAmica molecular, en las cuales se han eliminado los
atomos del solvente, se puede plantear una matriz de trayectoria R la cual tiene dimensiones 3Na
x nf siendo Na el niUmero de atomos y nf la cantidad de trayectorias de simulacidn que se consideran
para el andlisis, es decir:

A partir de trayectorias de simulaciones de dinamica molecular, en las cuales se han eliminado los
atomos del solvente, se puede plantear una matriz de trayectoria R la cual tiene dimensiones 3Na
x n¢ siendo Na el nimero de atomos y nr la cantidad de trayectorias de simulacion que se consideran

para el anélisis, es decir:
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R=| . | @

donde r; corresponde a la estructura i-ésima, la cual contiene las coordenadas de cada atomo,
arregladas en un vector con 3Na componentes:
ri=(xbyi 2 o Xa Yhe Z2ha ) ()

Para considerar las masas de los &tomos ubicados en cada posicion r;, se aplicé a la matriz de
trayectoria R la transformacion (Schlitter, 1993):

R' = MY?R (3)
donde la matriz M'/2 de dimensiones 3Na x 3Na viene dada por la matriz diagonal conformada
por la raiz cuadrada de las masas de cada atomo.
Sobre esta matriz R’ se aplica el andlisis de componentes principales, para lo cual primero se
obtiene la matriz de covarianza de R':

C=-RRT (4
Se aplica la descomposicion de valor singular (SVD) a la matriz C, obteniendo un conjunto de 3Na
autovalores A, los cuales debido a la ponderacion realizada a través de la matriz M contienen
valores de masa que son combinacion de las originales (Schlitter, 1993; Schafer et al., 2000), por
lo cual los autovalores pueden representarse de la forma:

A= meffo-lgCA (6)

donde cada autovalor 4; es la desviacion estandar de las componentes principales obtenidas, las
cuales debido a la ponderacion realizada contienen un factor m,,f el cual es una funcion de las

masas atdmicas m, ... msy,.

Frecuencias Asociadas a las Componentes Principales
Es un resultado conocido que para un sistema con desviacion estandar nula {(x) = 0 y varianza

conocida (x2), el valor maximo de la entropia se presenta cuando las energias y las varianzas para
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cada estado son proporcionales, excepto por una constante aditiva. Esta condicion es satisfecha por

el Hamiltoniano de un oscilador arménico (Schlitter, 1993; Schafer et al., 2000), es decir:
_1(r* 2,2
H—Z(m+mw X ) (7)
donde p es el momento candnico asociado a X.

Para este tipo de sistemas es de interés encontrar la frecuencia a partir de la varianza (x?). Para ello

se puede utilizar la siguiente aproximacion (Schlitter, 1993):

mw?(x?) = kzT (8)
Esta expresion se cumple también en el régimen clésico, debido al teorema de equiparticion.
Una generalizacion propuesta para el caso n-dimensional es a través de la matriz de covarianza
(Schlitter, 1993), de forma que la expresion anterior se puede representar como:

mw2c? = kgT (9)
Las varianzas ¢;2 pueden estimarse con simulaciones de dinamica molecular del sistema. Este tipo
de simulaciones de dindmica molecular, se realizan usualmente en un sistema de coordenadas
cartesiano, por lo cual varias de sus coordenadas estaran correlacionadas. Con el fin de obtener una
transformacion de coordenadas, las cuales sean independientes, se puede aplicar una
transformacion ortogonal, tal como el andlisis de coordenadas principales, las cuales ademas estan
ordenadas desde la que contiene la mayor cantidad de varianza del sistema, hasta la que contiene
la menor, de forma que:

Mepr®f0iipcay = kT (10)

Esta expresion corresponde a la hipotesis fundamental de la aproximacién Quasi-Armonica, la cual
considera que los autovalores obtenidos a partir del andlisis de componentes principales,
corresponden a un conjunto de osciladores armonicos cuanticos no-correlacionados (Meirovitch et
al., 2009; Barén et al., 2009).

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

T e L—— /"— (12)
! mEff"iz(PCA) A

La Gltima ecuacion asigna un valor de frecuencia a cada autovalor obtenido mediante el analisis de

componentes principales.
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Estimacion de la Entropia

Las trayectorias disponibles, se encuentran en un formato binario (DCD), por lo cual se exportaron
a coordenadas del tipo x,y,z, utilizando el software VMD (Humphrey et al., 1996), las coordenadas
exportadas se organizaron en una matriz, utilizando el lenguaje de programacion Python (Van

Rossum y Drake Jr., 1995), la estructura de la matriz es:

"1 Tz Tz e Ting
21 T2 T2z o To2p,

. . . . . (13)
7h51 7h82 7h53 o 7hsna

donde 7;; = (x;j,¥ij, Z;j), i indica el nimero de estructura y j el nimero de atomo, de forma que la
matriz tiene dimensiones 3n, X ny , siendo n, el nimero de atomos, y n, el nUmero de estructuras
en cada trayectoria de equilibracion.

Sobre la trayectoria de dindmica molecular de equilibracion representada por esta matriz se aplico
el analisis de componentes principales (PCA), mediante un script en R (R Core Team, 2015). A
partir de los autovalores (desviaciones estandar) de las componentes principales obtenidas, se
encontraron las frecuencias correspondientes a traves de la Aproximacion Quasi-Armonica, con

estas frecuencias se estimo la entropia mediante la expresion (Schlitter, 1993; Schafer et al., 2000):
L _hoy
SQ = kB :132]1 kl37 Twy —In <1 — e kBT> (12)
ekBT 1

Energia libre de gibbs y barrera energética

Para estimar la energia libre de Gibbs AG, se requiere de dos componentes, la diferencia de energia
interna AU, y la contribucion de la entropia —TAS. La diferencia de energia interna puede obtenerse
a partir de los valores de energia obtenidos durante las simulaciones de dinamica molecular, y la
contribucion de la entropia se puede obtener a partir del valor calculado con el método expuesto en
la seccion anterior.

Para describir la barrera energética, se probaron coordenadas de reaccion, que describan el
comportamiento energético durante la transicion. Como candidato a coordenada de reaccion se
utiliz6 la primera coordenada principal resultante de la aplicacion del PCA. Otra posible

coordenada es el RMSD entre las posiciones de los atomos en las estructuras, calculado con
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respecto a la estructura inicial (no-fusogénica), y a la estructura final (fusogénica), el RMSD se
calculé mediante la herramienta "RMSD Calculator” disponible en el software VMD (Humphrey
et al., 1996).

Resultados y discusién

Analisis de Grupos en el Espacio de Ramachandran

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

correspondientes a cada grupo, los cuales se muestran en la fig. 4.

Figura 4: Dendogramas para cada grupo.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo § Grupo &

Grupo T Grupo 8 Grupo 9 Grupo 10 Grupo 11

L [fra=—n, L o,

A distancias de corte representativas, tales como 10, 12 y 14 grados, se obtiene un nimero de
grupos comparable para cada dendograma. Los resultados de este analisis se reportan en la

siguiente tabla.
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Tabla 2: Nimero de grupos para distancias de corte especificas.

Grupo Distancia de Corte

14 12 10

Numero de Grupos
1 1 2 2
2 1 2 2
3 1 1 1
4 1 1 1
5 1 1 1
6 1 5 5
7 3 7 9
8 4 4 11
9 1 2 2
10 1 1 2
11 1 2 5

Se puede comprobar que los grupos 3,4 y 5 no tienen subgrupos para las distancias de corte
consideradas, por ello se puede afirmar que estan bien definidos de acuerdo a los dos criterios
utilizados (RMSD Yy distancia en el espacio de Ramachandran). Por otra parte, los grupos 7 y 8 son

los que maés subgrupos presentan para las distancias de corte consideradas.

Entropia conformacional

Frecuencias de los osciladores armadnicos

En la fig. 5, se muestran las frecuencias de los osciladores armonicos en la aproximacion Quasi-
Armonica, correspondientes a las componentes principales, para cada una de las conformaciones

intermedias.

Figura 5: Frecuencias de los osciladores armonicos de la aproximacién quasi-armoénica, correspondientes a las
componentes principales.
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Figura 6: Histograma de las frecuencias de los osciladores armdnicos correspondientes a las componentes
principales, cada color esta asociado a una conformacion.
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A partir de los histogramas, se puede observar que las frecuencias de los osciladores armonicos, se
encuentran mayoritariamente en el rango entre 10! [Hz] y 10* [Hz]. Considerando que la
frecuencia de oscilacion de las vibraciones moleculares se encuentran en el orden de entre
1013 [Hz] y 10'* [Hz] (Barth, 2007; Dill y Broomberg, 2010) se puede observar que las
frecuencias obtenidas son cercanas a este rango.

Por otra parte, en los histogramas se puede apreciar la presencia de frecuencias en un rango bajo,
las cuales corresponden a las Gltimas frecuencias obtenidas mediante la aproximacion quasi-
armonica, como se puede observar en la fig. 7.

Figura 7: Frecuencias de los Ultimos osciladores armonicos, correspondientes a las Ultimas componentes
principales, los 6 Gltimos valores presentan una variacién significativa con respecto a los anteriores, para todos los
grupos.
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Para explicar la presencia de estas frecuencias, en primera instancia se analiz6 la posibilidad de

existencia de oscilaciones del centro de masa de la molécula, para lo cual se calcularon las
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posiciones del centro de masa a lo largo de la trayectoria TMD. Para caracterizar estas oscilaciones
del centro de Masa, se procedid a obtener la transformada de Fourier mediante el método FFT de
las posiciones del centro de masa, considerando ademas que dado que se tiene en total 12000
estructuras correspondientes a 6 [ns] de tiempo de simulacién, el tiempo de muestreo seria de 500

[ps], lo cual nos permite obtener el rango de frecuencias para la FFT. Los resultados de este analisis
se muestran en la fig. 8.

Figura 8: Transformada de Fourier de las coordenadas del centro de masa para la trayectoria de equilibracion de
la conformacién no-Fusogénica
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A partir de la figura anterior, se puede observar que la mayor componente de frecuencia se

encuentra en el rango entre 108 [Hz] y 10° [Hz], para cada coordenada analizada, lo cual permite
explicar 3 de los 6 valores de la fig. 7.

Entropia Absoluta

Para estimar la entropia, a partir de las frecuencias de los osciladores armonicos de la aproximacion
quasi-armonica, se utilizd la ecuacién (ec. 12). Este procedimiento se realizd para cada

conformacién intermedia, obteniéndose en total 13 valores de entropia, los cuales se encuentran en
el orden de 17 [kcal/mol °K].
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Figura 9: Entropia absoluta obtenida mediante la Aproximacion Quasi-Armonica, el valor méximo de entropia
18.021 [kcal/mol °K] ocurre para la conformacion 12 cuya estructura representativa es la 9240, en tanto que
disminuye para la conformacion fusogénica, aproximéandose al valor 17.597 [kcal/mol °K] semejante al de la

conformacion inicial (no-fusogénica).

B

niEsm)

A partir de los valores obtenidos de entropia absoluta, se puede determinar la diferencia de entropia
entre conformaciones, obteniéndose 12 valores de diferencia de entropia, y tomando como valor

de referencia el primer valor de entropia, el cual corresponde a la conformacion no-fusogénica.

Figura 10: Diferencia de entropia entre conformaciones, tomando como referencia la entropia de la conformacién
inicial (no-fusogénica), el valor maximo de la diferencia de entropia es de 0.4622 [kcal/mol K]

I}.n Y40

0z | A

Energia Libre
A partir de la estimacion de la diferencia de entropia, cuyo resultado se presentd en la seccién
anterior, se puede determinar el término de contribucién de la entropia a la energia libre —TA4S,

dada la temperatura T=300 K a la que se realizo la dinamica molecular.
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Figura 11. Contribucion de la entropia a la energia libre.
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Energia interna en la trayectoria TMD

La energia interna se estimé utilizando el plugin “Namd-Energy” incluido en el software VMD
(Humphrey et al., 1996), sobre la trayectoria TMD al igual que en (Calderén, 2015). Como
resultado se obtienen 10000 valores de energia, correspondientes a cada estructura de la trayectoria,

como se muestra en la siguiente figura:

Figura 12. Energia interna U, estimada a partir de la trayectoria TMD.

Ukcobimed

Para el analisis se tomo el valor de la energia interna para la estructura representativa de cada grupo,
afiadiéndole la contribucion de la entropia, para asi obtener la energia libre de Gibbs; los resultados

de esta aproximacidn se muestran en la siguiente figura:
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Figura 13: Energia libre de Gibbs, estimada utilizando la energia interna de la estructura representativa, obtenida a
partir de la trayectoria TMD.
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Se puede observar, que el valor maximo de energia libre 74 [kcal/mol] se presenta para el grupo
1(538), y se mantiene relativamente estable, despues se reduce drasticamente, hasta el minimo -
280.77 [kcal/mol] en la estructura correspondiente al grupo 11(9240), después incrementa

levemente hasta la estructura correspondiente a la conformacion fusogénica.

Estimacion utilizando las trayectorias de equilibracion para cada conformacion
intermedia
Para estimar la energia interna, se utilizaron las trayectorias de equilibracién para cada grupo,
suponiendo que todas las estructuras son equivalentes y por tanto pertenecientes a una
conformacién, de forma que cada trayectoria se puede considerar como un ensamble, y por tanto
la energia interna se puede estimar mediante la siguiente expresion (Thijssen, 2007):

(E) =30 B (14)
donde M es el total de estructuras en el ensamble (trayectoria), y n es la n-ésima estructura.
Para el analisis, resulta conveniente tomar un subconjunto de estructuras de la trayectoria de
equilibracidn, las que tengan un valor de RMSD estable, para lo cual resulta conveniente analizar
el RMSD de la trayectoria de equilibracion de la estructura no-Fusogeénica, por tanto, se decidio
tomar las Gltimas 2000 estructuras de las trayectorias de equilibracién para cada grupo para el
calculo de la energia interna, considerando ademas que U = (E).
En la siguiente figura, se muestra la energia libre de Gibbs AG ademas de las componentes que la

constituyen: la energia interna AU, y la contribucion de la entropia —T4S.
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Figura 14: Energia libre de Gibbs, utilizando el promedio obtenido a partir de las trayectorias de equilibracion
para la energia interna.
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A partir de la figura, se puede comprobar que el valor maximo de energia libre 189.75 [kcal/mol]
se presenta para el grupo 6(5396), y se tienen dos valores minimos, uno de -234.55 [kcal/mol]
correspondiente al grupo 3(2474), y un minimo global de -404.72 [kcal/mol] correspondiente al

grupo 11(9240), el cual por lo tanto corresponde a la conformacion intermedia més estable.

Comparacion de los valores de Energia Libre obtenidos mediante los dos métodos
La energia libre obtenida directamente a partir del valor de la energia libre de la estructura
representativa en la trayectoria TMD, fluctua considerablemente en comparacién con la obtenida

a partir del promedio sobre el ensamble generado a partir de las trayectorias de equilibracion.

Figura 15: Comparacién de la energia libre de Gibbs, obtenida mediante los dos métodos anteriores.
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Barrera Energética

A continuacion se presentan los valores de energia libre asociados a las diferentes conformaciones
en funcion de la primera coordenada principal del PCA, el RMSDg, y el RMSDy.

Figura 16: PCA, obtenido de la aplicacion del analisis de componentes principales a las estructuras de la
trayectoria TMD, se ha aplicado la transformacion PCA' = max(PCA) - PCA de forma que se muestre el incremento
de la variable.
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Figura 17: RMSDO, este parametro fue calculado con respecto a la estructura no-fusogénica.
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Tanto para el PCA como para el RMSDO como coordenadas de reaccion, se puede ver el minimo
local de energia libre correspondiente a la cuarta conformacién intermedia, en tanto que las
conformaciones {10, 11, 12 y 13} se encuentran muy préximas en el eje correspondiente tanto al
PCA como al RMSDO, por lo cual se puede ver una correlacion entre las dos posibles coordenadas

de reaccion.
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Figura 18: RMSD;x calculado con respecto a la estructura fusogénica, se ha aplicado la transformacion: RMSD's =
max(RMSDy) — RMSDy, de forma que se muestre el incremento de la variable.
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Por otra parte, para el RMSDf se puede observar que las conformaciones {10, 11, 12 y 13} estan
mejor espaciadas, y se manifiesta una posible transicion natural entre las conformaciones {8, 9, 10,
11, 12}.

Conclusiones

En este articulo se ha investigado la evolucion de la entropia para la transicion conformacional del
lazo 36 de la Hemaglutinina, para lo cual primero se evalud la pertinencia de las conformaciones
determinadas mediante analisis de grupos en el espacio de Ramachandran, posteriormente se
obtuvieron frecuencias a través de la aproximacién quasi-armoénica con las cuales se pudo estimar
la entropia, y a la vez estimar la contribucion de entropica de la energia libre, y con ello describir
la barrera energética asociada a la transicion conformacional.

El analisis de grupos en el plano de Ramachandran para cada grupo, muestra que los grupos 3, 4 'y
5 no tienen subgrupos para las distancias de corte consideradas, por ello se puede afirmar que estan
bien definidos de acuerdo a los dos criterios utilizados (RMSD vy distancia en el espacio de
Ramachandran). Por otra parte los grupos 7 y 8 son los que mas subgrupos presentan para las
distancias de corte consideradas y reafirma la posibilidad de existencia de grupos adicionales.

Las frecuencias obtenidas a través de la aproximacion quasi-arménica se encuentra en el rango
entre 10° y 10° [Hz], con la mayoria de frecuencias en el rango entre 10** y 10* [Hz], lo cual
permite establecer una relacion directa entre las frecuencias encontradas y el comportamiento
molecular, ya que coinciden con el rango de las frecuencias de vibracion molecular. Por otra parte,

se comprobo que las frecuencias de menor valor, corresponden a modos colectivos de vibracién,
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entre los cuales se analizo la oscilacion del centro de masa, y se comprobé que esta oscilacion tiene
un méaximo de frecuencia en torno a 108 [Hz]. De esta forma se puede verificar que la
aproximacion quasi-armoénica, produce resultados consistentes con los resultados experimentales
(Bullough et al., 1994).

La estimacion de la entropia a través de la aproximacion quasi-armonica, provee valores de
entropia del orden de S = 17 [kcal/mol °K], y valores de diferencia de entropia con un maximo
de AS = 0.8 [kcal/mol °K], lo cual produce una contribucion energética de la entropia maxima
de —TAS = —240 [kcal/mol], este valor difiere en 2 6rdenes de magnitud del valor reportado
en trabajos anteriores (Calderon, 2015); sin embargo la distribucion de los valores obtenidos,
siguen una tendencia similar, con un cambio abrupto de —TAS en la conformacion 12 cuya
estructura representativa es la 9240.

Para la descripcion de la barrera energética se probaron 3 posibles coordenadas de reaccion, tanto
para la primera coordenada principal como para el RMSD,, se tiene un comportamiento similar, por
lo cual se puede ver una posible correlacion entre las dos coordenadas de reaccion. Por otra parte,
la coordenada que mejor describe el sistema es RMSDy, ya que permite apreciar la barrera
energética durante todas las etapas de la transicion.

En el futuro, seria relevante utilizar las estructuras representativas encontradas mediante analisis
de grupos, considerando como parametros tanto el RMSD como la distancia euclidea en el plano
de Ramachandran, ya que los resultados de utilizar los dos criterios se pueden considerar como
complementarios. Esto permitiria ademas encontrar valores adicionales de entropia, utilizando los
mismos datos de simulaciones de dindmica molecular para cada conformacién, ya que se podria
aplicar la aproximacion quasi-armonica sobre particiones de la trayectoria en subconjuntos de
estructuras, que correspondan a los grupos adicionales. Otro aspecto a tomar en cuenta es que, en
la aproximacion quasi-armonica, la componente de frecuencias bajas contribuyen
mayoritariamente a la entropia, por ello resultaria relevante ampliar el anlisis espectral presentado
en la seccién 3.2.1, de modo que incluya no solo la oscilacion del centro de masa, sino también

otros aspectos, por ejemplo, la rotacion de la molécula.
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