Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados
del Instituto Politécnico Nacional

Unidad Monterrey

Refinamiento del modelo de membrana basado en
fases de solvatacion con la incorporacion de

diacetilfosfatidilcolina hidratada

Proyecto de tesis que presenta

Mary Luz Gémez Lopez

Para obtener el grado de

Maestro en Ciencias
En
Ingenieria y Fisica Biomédica
Director de Tesis:

Dr. Mauricio Carrillo Tripp

Apodaca, Nuevo Le6n Agosto 2023



El presente trabajo fue realizado en el Laboratorio de la Diversidad Biomolecu-
lar en el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico
Nacional Unidad Monterrey, Nuevo Ledn, México, bajo la direccién del Dr. Mau-
ricio Carrillo Tripp y evaluado por el comité tutoral conformado por el Dr. Daniel
Paulo Sanchez Herrera, la Dra. Blanca Estela Galindo Barraza, ambos adscritos
a este Centro, y el Dr. José¢ Marcos Falcon Gonzdlez, adscrito a la Unidad Profe-
sional Interdisciplinaria de Ingenieria Campus Guanajuato del Instituto Politénico

Nacional.



Agradecimientos

Esta investigacion fue financiada en parte por el Fondo de Ciencia Basica (pro-
yecto nimero 132376) y el Fondo Sectorial de Investigacion para la Educacion
(proyecto nimero A1-S-17041), ambos del Consejo Nacional de Ciencia y Tec-
nologia México, asi como por fondos fiscales del Centro de Investigacion y de
Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional Unidad Monterrey, todos
ellos aprobados y asignados a M.C.T. Agradecemos al Centro por dar acceso a su
infraestructura a todos los miembros del grupo de investigacion del Laboratorio

de la Diversidad Biomolecular.

También agradecemos al Consejo Nacional de Humanidades Ciencias y Tec-
nologias México por haber otorgado una beca de posgrado a M.L.G.L durante los
dos afios del programa de Maestria en Ingenieria y Fisica Biomédica del Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional Unidad

Monterrey.

Todos los cdlculos y simulaciones numéricas se realizaron en la infraestructura

de computo de alto rendimiento del Laboratorio de la Diversidad Biomolecular.



Indice

Indice de figuras
Indice de tablas
Resumen
Abstract

1. Introduccién

2. Antecedentes

2.1. Membrana celular

2.2. Modelos de Membrana

2.2.1. Modelo bifasico

10

11

14

2.2.2.  Modelacion computacional de solvente implicito o explicito 18

2.2.3. Modelo de membrana de solvatacién multifase
2.2.4. Diacetilfosfatidilcolina hidratada
2.3. Variables termodindmicas
2.3.1. Cambio de energia libre de transferencia

2.3.2. Cambio de energia libre de solvatacion



3.

24.

Simulacién de dindmica molecular . . . . . . . . . .. ... ...

2.4.1. Simulacién de dinamica molecular en GROMACS

Hipétesis
Objetivos
Metodologia
3.1. Caracterizacion del sistema DAcPC:Agua . . . .. ... ... ..
3.2. Eleccion de solutos para el proceso de solvatacion . . . . . . . ..
3.3. Optimizacion del protocolo de integracion termodindmica
3.3.1. Simulacién de dindmica molecular del sistema Agua_Agua
3.3.2. Distribucion de valores de Lambda y tamafo de muestreo
parael sistema Agua Agua . . . . .. ... ... ... ..
3.4. Construccion del modelo de membrana de solvatacion multifase

original y modificado . . . . . ... .. ... oL

3.4.1. Construccién, minimizacion y relajacion de los sistemas

con solventes representativos de los estratos fosfolipidicos
3.4.2. Solvatacion de los solutos en los tres solventes . . . . . .

3.4.3. Minimizacion de energia y relajacion de los sistemas sol-

vente_soluto (Ci-Sj) . . . . . . ... ... ...

28

32

32

33

33

40

42

42

45

49

51

53



3.4.4. Cdlculos para determinar AGop Y AGyransf - -« - -« - 54

3.4.5. Validacion del protocolo optimizado para la IT a partir del

modelo octanol_agua . . . . . ... ..o 55

4. Resultados 57
4.1. Efecto de la proporcién de aguaen DACPC . . . . . . .. ... .. 57
4.2. Seleccion de solutos para el proceso de solvataciéon . . . . . . .. 58
4.3. Protocolo para la integracion termodindmica . . . . . . . .. . .. 59

4.3.1. Efecto de la distribucion de valores del pardmetro A en el

calculode AGappy -« v v v v v o e e 59

4.3.2. Efecto del tamano de muestreo en el cdlculo de AG,, . . 60

4.4. Calculo de AG o, AGiranss y coeficiente de particién . . . . . . 62

5. Discusion 69
6. Conclusion 73
Referencias 75
Anexo 1: Parametros de dinamica molécular 84

Anexo 2: Scripts para la configuracion, minimizacion y relajacion de sis-

temas solvente y solvente-soluto 97



Indice de figuras

1.  Modelo de membrana de solvatacién multifase MMPSM) . . .. 19
2. Representacion gréfica de la solvatacion . . . . . . ... ... .. 20
3. Celdas computacionalesdel MMPSM . . . . ... ... ... .. 21
4.  Esquema del camino termodinamico para el cdlculo de AGy,,, . . 24

5. Celdas computacionales para el cilculo de variables termodindmicas 49

6.  Esquema del proceso de simulacion de dindmica molecular de sis-

BMAS . . . . L e e e e e e e 54
7 Modelo de solvatacionde dos fases . . . . . . . .. .. ... ... 56
8.  Celdas computacionales de DAcPC:Agua . . .. ... ...... 57
9.  Esquema de procesos para el cilculode AGgorp - - o o« . . .. 64



Indice de tablas

10.

1.

12.

Coeficientes de particién octanol-agua . . . . . .. ... .. ...
Valores asignados al pardmetro A . . . . . . . ... ... ... ..
Tamafios de muestreo del pardmetro A . . . . . . ... ... ...

Sistemas computacionales para las simulaciones de dindmica mo-

Caracterizacion del parametro de acoplamiento A . . . . . . . ..
Caracterizacion del tamano de muestreo: aguaen agua . . . . . .
Caracterizacion del tamafio de muestreo: anilina en octanol . . . .
Resultados del AG ., de sistemas solvente_soluto . . . . . . ..
Resultados del cdlculo de AGrransf -« « « v v v v v o oo

Validacion del modelo computacional . . . . . .. .. ... ...



Resumen

Esta investigacion se enfocd en estudiar el efecto de utilizar una mezcla de dia-
cetilfosfatidilcolina (DAcPC) y agua para representar el estrato polar en un modelo

computacional de una bicapa fosfolipidica.

El objetivo fue refinar este modelo para obtener una representacion mas cerca-
na de la membrana bioldgica. Se observo que la adicion de moléculas de agua al
DAcPC mejora la prediccion del comportamiento de pequefias moléculas al inter-

actuar con la membrana.

En particular, se encontré que al afadir agua se obtiene una disminucién en el
cambio de energia libre de solvatacion y transferencia de los solutos estudiados.
Esto indica que las moléculas de agua tienen un efecto estabilizador en el proceso
de solvatacion dentro del estrato polar. Ademds, se optimiz6 el protocolo compu-
tacional para el cdlculo de variables termodindmicas, logrando una distribucién

adecuada de los parametros que definen las interacciones moleculares.

En conjunto, este estudio proporciona un modelo refinado que predice de ma-
nera correcta el comportamiento de moléculas pequeiias al interactuar con la mem-
brana fosfolipidica. Los resultados tienen implicaciones para investigaciones futu-

ras sobre el mecanismo de accion de farmacos a nivel de la membrana.



Abstract

This work focused on studying the effect of using a mixture of diacetylphospha-
tidylcholine (DAcPC) and water to represent the polar region in a computational

model of a phospholipid bilayer.

The goal was to refine this model to obtain a representation closer to the biolo-
gical membrane. It was observed that adding water molecules to DAcPC improves
the prediction of the behavior of small molecules when interacting with the mem-

brane.

In particular, it was found that adding water decreases the change in free energy
of solvation and transfer of the studied solutes. This indicates that water molecules
have a stabilizing effect on the solvation process within the polar region. Addi-
tionally, the computational protocol for calculating thermodynamic variables was
optimized, achieving an adequate distribution of the parameters that define mole-

cular interactions.

Taken together, this study provides a refined model that correctly predicts the
behavior of small molecules when interacting with a phospholipid membrane. The
results have implications for future research on the mechanism of action of drugs

at the membrane level.
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1. Introduccion

El estudio de las interacciones de biomoléculas con la membrana celular sigue
siendo fundamental para el desarrollo de nuevos fairmacos biomédicos. Es impres-
cindible poder estimar la probabilidad de que un farmaco tenga la capacidad de
atravesar la membrana celular y alcanzar su diana terapéutica [1, 2]. Esta informa-
cion es de gran relevancia tanto para investigadores biomédicos como para la in-
dustria farmacéutica. El efecto de solvatacion se ha investigado tanto tedrica como
experimentalmente, ya que este fendmeno subyace en las interacciones de molécu-
las con los diferentes estratos de la membrana. Algunas técnicas experimentales
utilizadas incluyen la dispersion de rayos X de angulo ancho y pequefio [3, 4],
difraccion de neutrones [5], resonancia magnética nuclear (RMN) y resonancia
paramagnética de electrones [6, 7]. No obstante, estas técnicas son sofisticadas y
dificiles de utilizar debido a las complejas interacciones nanoscOpicas entre las

moléculas y la membrana celular.

La membrana celular es un sistema complejo y diverso, compuesto principal-
mente por lipidos. Debido a su importancia biolégica y alta complejidad, se han
propuesto modelos que simplifican su estudio, manteniendo caracteristicas esen-
ciales para representar fendmenos relevantes, reduciendo su estructura compleja a
una bicapa lipidica [8]. Uno de los modelos comunmente utilizados en la indus-
tria farmacéutica emplea los solventes octanol y agua para representar las fases
lipidica-acuosa de la membrana celular. Este modelo ha ganado popularidad debi-
do a que permite medir, de manera relativamente sencilla, el coeficiente de parti-
cion de moléculas, que indica la proporcidén de concentraciones de las moléculas

entre ambas fases [9]. Esta proporcidn, a su vez, permite estimar si la molécula en
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cuestion podré atravesar la membrana, lo cual estd relacionado con su lipofilicidad.

A pesar de las ventajas del modelo octanol-agua, presenta una limitacion im-
portante al no considerar las interacciones de los farmacos en las regiones polar y
apolar de la bicapa lipidica de manera independiente, ya que estas ultimas estdn re-
presentadas por una sola fase (octanol). Desde un enfoque tedrico, y con el objetivo
de buscar mejores aproximaciones, se han desarrollado modelos computacionales
de membranas celulares explicitas que permiten el estudio de la interaccién de
farmacos con la estructura completa de la membrana. Sin embargo, estos mode-
los resultan costosos computacionalmente debido a la alta diversidad y cantidad
de componentes involucrados [10]. Para abordar estas limitaciones, se propuso un

modelo alternativo llamado Membrane Multi-Phase Solvation Model (MMPSM).

El MMPSM es un enfoque innovador que permite el estudio de las interaccio-
nes termodindmicas entre farmacos y los diferentes estratos de una bicapa fosfo-
lipidica. Este modelo propone el uso de tres solventes independientes entre si: el
solvente S1 emula la fase acuosa, mientras que los solventes S2 y S3 representan
los estratos conformados por las cabezas polares y las colas hidrofébicas de la bi-
capa fosfolipidica, respectivamente. De esta manera, el MMPSM permite calcular
el cambio en energia libre al transferir el firmaco de un solvente a otro, a partir del
cambio en la energia libre de solvatacion del farmaco en los distintos solventes. La
16gica subyacente en este modelo radica en que el valor estimado del cambio de
energia libre al pasar el farmaco del solvente S1 al S2, y del S2 al S3, proporciona
informacion sobre la facilidad con la que el farmaco podrd ingresar y atravesar la

membrana fosfolipidica.

Este enfoque ha demostrado ser valioso en el estudio de mecanismos de accion
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de antibidticos y anestésicos [11, 12]. Falcon-Gonzalez y colaboradores presen-
tarén la primera version de la metodologia computacional para estudiar la interac-
cion termodindmica de membranas bioldgicas con moléculas pequenas, utilizando
el modelo de solvatacion con detalle atdmico para representar la membrana, dife-
renciando laregion hidréfila de la hidrofoba. Al aplicarlo al anélisis del mecanismo
molecular de accién de la AmB, (un antimicético) y de un andlogo quimico més
seguro, los resultados proporcionaron informacion significativa sobre este proce-
so. La estimacion de cambios de energias de solvatacion y transferencia de varios
compuestos en diferentes solventes simuld el paso de las drogas a través de la
membrana. Los hallazgos del trabajo predijeron que ambas drogas se dimerizan
en todos los solventes, lo cual desfavorece su penetracion en el niicleo hidréfobo
de la membrana a bajas concentraciones, pero permite la migracién termodinami-
camente posible de los esteroles de la membrana a una gota de droga adsorbida en
la superficie de esta. Asi, el MMPSM proporcion6 una descripcion detallada del
mecanismo molecular que vincula las hipdtesis actuales sobre el complejo proceso

antibidtico de la AmB.

En un segundo trabajo, Falcon-Gonzalez y colaboradores utilizarén una se-
gunda version del MMPSM para estudiar las diferencias en el efecto anestésico
entre la lidocaina y la bupivacaina. Se estim¢6 el cambio en la energia libre de sol-
vatacion y el coeficiente de particion de las formas ionizadas de estos anestésicos
locales al transferirlos del ambiente acuoso a las diferentes fases que representan la
membrana. El andlisis termodindmico revel6 que la lidocaina difunde mas répida-
mente dentro de la membrana (mayor probabilidad), mientras que la bupivacaina
tarda mas en difundir fuera de ella (menor probabilidad). Estos resultados ofrecie-

ron una explicacion plausible de las diferencias en el inicio y duracion del efecto
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anestésico entre estos farmacos.

A pesar de los avances del MMPSM, dos limitaciones importantes atin deben
abordarse. En primer lugar, la molécula utilizada como solvente para representar
el estrato polar de la bicapa fosfolipidica solo se asemeja ligeramente a las cabezas
polares de los fosfolipidos. En segundo lugar, no se ha considerado la presencia de
moléculas de agua en este solvente, a pesar de que existen en la interfaz hidrofilica

de la bicapa fosfolipidica [13].

Surge entonces la pregunta, ;de qué manera se puede refinar el MMPSM para

reducir estas dos limitaciones tan importantes?

2. Antecedentes

En este capitulo, presentamos una revision detallada de los conceptos funda-
mentales necesarios para comprender la propuesta de nuestro proyecto de inves-
tigacion. Ademds, describimos las técnicas y metodologias computacionales que
hasta la fecha se han empleado para implementar el Membrane Multi Phase Solva-
tion Model (MMPSM). Con un enfoque interdisciplinario, este trabajo tiene como
objetivo refinar el MMPSM mediante el uso de un solvente con propiedades mas
cercanas a las del estrato polar de la bicapa fosfolipidica. Esto permitird obtener
un modelo de membrana celular con propiedades fisicoquimicas mas préximas a
las de una membrana bioldgica, abriendo nuevas perspectivas para la utilizacion

del MMPSM en su tercera version.
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2.1. Membrana celular

La membrana celular exhibe una alta diversidad de lipidos que conforman una
bicapa, cuya composicion varia entre especies, tejidos y/o células dentro de un or-
ganismo [14]. Los principales lipidos estructurales en las membranas eucariotas
son los glicerofosfolipidos, con predominancia de la fosfatidilcolina, y fracciones
menores de fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol y acido fos-

fatidico [15].

Los fosfolipidos presentan una region hidrofébica, que consiste en un esqueleto
de glicerol esterificado a cadenas de 4dcido graso saturadas o cis-insaturadas de
diferentes longitudes en las posiciones sn-1y sn-2 [14]. Ademds, poseen una regiéon
polar que contiene un grupo fosfodiéster en la posicion sn-3, el cual se esterifica
con colina, etanolamina, serina o inositol para formar el 4dcido fosfatidico [16].
La presencia de 4cidos grasos insaturados en al menos una posicion confiere a la

bicapa una fluidez significativa a 37 °C [17].

La glicerofosfatidilcolina presenta una geometria molecular casi cilindrica, lo
que le permite organizarse espontdneamente en bicapas planas al interactuar con
una fase acuosa [18]. Las regiones hidrofébicas de los lipidos tienden a agregarse,
evitando el contacto directo con moléculas de agua para minimizar el area su-
perficial, mientras que las regiones hidrofilicas interactiian directamente con el

ambiente acuoso y entre si [15].

Las moléculas de agua interactiian favorablemente con el estrato formado por
las cabezas polares de los fosfolipidos mediante 1a formacion de puentes de hidrégeno

con los grupos aceptores de fosfatos, carbonilos y oxigenos del glicerol [19, 20]. A
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medida que se profundiza en la bicapa, la cantidad de moléculas de agua interac-
cionando con ella disminuye gradualmente [21], desde una densidad de agua bulto
en el exterior, llegando a una densidad cero aproximadamente a 1.5 nm de profun-
didad, lo que abarca por completo el grupo de cabezas polares en las membranas

de fosfatidilcolina [21].

2.2. Modelos de Membrana

El estudio de las interacciones entre farmacos o moléculas y la membrana ce-
lular es de gran relevancia en la investigacion farmacoldgica, ya que proporcio-
na informacion valiosa para predecir su adsorcion y distribucién en el organismo
[11, 12, 22]. Esta informacion es crucial para el disefio de formacos con propie-
dades farmacéuticas mejoradas. Sin embargo, investigar y observar estas inter-
acciones experimentalmente en membranas bioldgicas reales resulta sumamente
complejo. Por esta razon, se han propuesto diversos modelos que representan las

propiedades fisicoquimicas y caracteristicas estructurales de la membrana.

En este capitulo, se detallan algunos ejemplos de estos modelos de membrana,

tanto experimentales como computacionales.

2.2.1. Modelo bifasico

Uno de los modelos utilizados para determinar la lipofilicidad de un farmaco
a través de la membrana celular es el modelo de dos fases. Este modelo considera
el medio acuoso y la regién anfipatica de la membrana celular, utilizando solven-

tes sustitutos con propiedades fisicoquimicas similares a las de la bicapa lipidica.
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Experimentalmente, se emplea un embudo de decantacion donde se colocan dos
solventes inmiscibles, uno acuoso y otro organico, en equilibrio. Cuando se agrega
un soluto, representado como A, al sistema, este se distribuye en ambos solventes
1y 2, hasta alcanzar una relacion especifica entre las concentraciones de cada fase,
conocida como coeficiente de particion o log P, en donde P es el cociente de ambas

concentraciones [9].

Overton [23] y Meyer [24] propusieron que la particion aceite-agua puede si-
mular la particién de un soluto entre la fase acuosa y una fase orgénica. Por con-
vencion, la concentracion de la fase orgdnica se situa en el numerador y la concen-
tracion de la fase acuosa en el denominador. En el contexto bioldgico, la medicion
del coeficiente de particion se ha realizado utilizando solventes como ésteres de
cadena larga o alcoholes, siendo el 1-octanol el mds comunmente utilizado para la

fase organica.

Se han medido los coeficientes de particion de diversos compuestos utilizando
la particidn octanol-agua como una aproximacion a los coeficientes de particion de
solutos que interactdan con la membrana celular. En general, un soluto puede atra-
vesar la membrana lipidica con mayor facilidad si tiene un log P > 1, lo que indica
una mayor lipofilicidad. Por el contrario, cuando el coeficiente de particion es < 1,
la molécula tiene una mayor afinidad al agua [9]. Sin embargo, la estimacién de
los coeficientes de particién de octanol-agua que representan la fase acuosa (agua)
y la fase anfipética (octanol) de una membrana, no considera la region polar y no

polar de la fase anfipatica de la membrana celular.
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2.2.2. Modelacion computacional de solvente implicito o explicito

Los modelos de dindmica molecular son una herramienta invaluable para es-
tudiar el comportamiento y la evolucion de las membranas lipidicas a lo largo del
tiempo. Para el estudio de las bicapas lipidicas, existen dos enfoques principales

basados en solventes: modelos implicitos y modelos explicitos.

Los modelos implicitos son rdpidos en términos computacionales, pero sus
predicciones pueden carecer de precision en comparacion con datos experimenta-
les [10]. Estos modelos simplifican la representacién del solvente, lo que conlleva

a una descripcion menos detallada del sistema y sus interacciones.

Por otro lado, los modelos explicitos proporcionan una descripcion més deta-
llada al considerar explicitamente las moléculas del solvente y sus interacciones
con la membrana lipidica [25]. Esto permite una mayor precision en las predic-
ciones, ya que se tienen en cuenta las fuerzas y propiedades especificas de las
moléculas involucradas. Sin embargo, como consecuencia, el costo computacio-
nal de los modelos explicitos es mayor debido al mayor nimero de particulas que

deben ser simuladas.

2.2.3. Modelo de membrana de solvatacion multifase

El Modelo de Membrana de Solvataciéon Multifase (Membrane Multi-Phase
Solvation Model o MMPSM) es un modelo a nivel atémico que representa la mem-
brana lipidica con tres fases independientes (acuosa, polar y no polar), cada una
con propiedades fisicoquimicas distintas. En la Fig.1 se muestra de forma grafica

la construcciéon del MMPSM.
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Bicapa lipidica
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Figura 1: Representacion grafica del modelo de membrana de solvatacién multifase (MMPSM):
Se muestra la estructura quimica de la Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), en el recuadro rosa se
delimita la regién polar y en color morado las colas hidrofébicas. La bicapa lipidica esta confor-
mada por moléculas de este tipo, inmersas en una solucién acuosa. El MMPSM consiste en celdas
computacionales llenas de solventes que emulan la fase acuosa, el estrato polar y las colas hi-

drofébicas de la bicapa fosfolipidica.

Este enfoque termodindmico permite estimar el cambio de la energia libre de
solvatacion, transferencia y el coeficiente de particion de un soluto a través de la
fase acuosa, fase polar e interior de la bicapa fosfolipidica [11]. La solvatacién
se refiere a la interaccion de las moléculas de un solvente con un soluto, donde
el solvente rodea y estabiliza al soluto mediante fuerzas intermoleculares, lo que
resulta en la reorganizacion de las moléculas del solvente alrededor del soluto (ver

Figura 3) [26].
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En la construccion del MMPSM, originalmente se utilizé la molécula ace-
tilmetilfosfato (AMP) para representar el estrato polar debido a su similitud es-
tructural con las cabezas polares de los fosfolipidos [11]. Sin embargo, en una
version posterior del MMPSM [12], se reemplaz6 el AMP por el Trimetilazaniu-
metil-hidrogeno-fosfato (HTC) debido a su mayor similitud con la cabeza polar
del DPPC, especialmente el grupo colina. El MMPSM siempre ha considerado el

hexadecano para representar el estrato no polar de la bicapa lipidica.
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Figura 2: Representacion grafica del proceso de solvatacion de un soluto (esfera azul) en el solvente

agua

Como se menciond anteriormente, este modelo de membrana de solvatacién
multifase ha contribuido a comprobar las hip6tesis sobre el mecanismo de ac-
cion molecular de un farmaco antimicético a nivel de la membrana celular [11].
Ademis, el modelo ha permitido analizar las diferencias en el inicio y la duracién
del efecto bioldgico de anestésicos a nivel de la membrana, proporcionando evi-
dencia que refuerza una de las hip6tesis del mecanismo de accién de estos [12].
Estos resultados sugieren que el MMPSM es una herramienta util para entender,
respaldar o comprobar posibles mecanismos de permeacion a través de la mem-

brana.

El modelo de solvataciéon multifase se construye con tres celdas computacio-
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nales independientes, cada una conteniendo el mismo soluto pero utilizando un
solvente diferente para cada fase: agua, solvente representante del estrato polar y

hexadecano (ver Figura 3).

Figura 3: Celdas computacionales independientes empleadas en el MMPSM. Las celdas compu-
tacionales ctibicas contienen distintos solventes (representacion CPK): A) agua, B) solvente repre-
sentativo del estrato polar (variable), y C) solvente representativo del estrato no-polar (hexadecano).
Todas las celdas tienen el mismo soluto en su interior (representacion space-fill). Se usa la conven-
cion estdndar de colores para los distintos tipos de dtomos: oxigeno en rojo, hidrégeno en blanco,

carbono en cyan, nitrégeno en azul, y fésforo en café.

2.2.4. Diacetilfosfatidilcolina hidratada

Se hallevado a cabo investigacion previa en el ambito de moléculas que presen-
tan similitudes estructurales con el estrato polar de la bicapa fosfolipidica. Molécu-
las como el AMP y el HPC se han utilizado como solventes representantes del es-
trato polar, sin embargo, no incorporan todos los grupos funcionales presentes en

la region polar fosfolipidica [11, 12].

En un estudio experimental de particion de compuestos, se empleo la diacetil-

fosfatidilcolina (DAcPC) como aproximacion al estrato polar de la bicapa lipidica.
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La estructura quimica del DAcPC esta compuesta por el grupo principal del DPPC,
con cadenas de 4cidos grasos truncadas. Otra caracteristica de la DAcPC es su si-
militud con la capa de hidratacion de la cabeza polar del DPPC, ya que la DAcPC

se disuelve en agua en una proporcion molar de 1:14 (1.96 M) [27].

En un estudio experimental més reciente, se midio la refractividad de las fases
hidratadas de DAcPC con diferentes concentraciones de moléculas de agua y se
determiné la polaridad mediante fluorescencia de estado estacionario. Se observo
que la polaridad disminuye con la reduccién del niimero de moléculas de agua pre-
sente, mostrando una funcion sigmoidea decreciente. Por tanto, el uso de la DAcPC
con presencia de moléculas de agua, en una proporcion de DAcPC:agua [1:8-16],
se correlaciona adecuadamente con la naturaleza polar de la fosfatidilcolina fluida

[28].

Cada estrato de la bicapa fosfolipidica presenta propiedades fisicoquimicas di-
ferentes, las cuales pueden ser representadas por distintos solventes independien-
tes: agua, solvente polar y solvente lipofilico. Se sabe que las cabezas polares fos-
folipidicas se extienden aproximadamente hasta 1.5 nm de profundidad, con una
cierta cantidad de agua presente. Por tanto, es importante mejorar la descripcion
de la interfaz hidrofilica con el solvente representativo del estrato polar implemen-
tado en el MMPSM. Asi, es deseable el uso de un solvente que se asemeje mejor
a la naturaleza polar de la membrana para aumentar la precisién del cédlculo de

interacciones de las moléculas que interactian con ella.

El uso del MMPSM permite el cdlculo de variables termodindmicas, como se

discutird en las siguientes secciones.
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2.3. Variables termodinamicas

2.3.1. Cambio de energia libre de transferencia

El cambio de energia libre de transferencia de un soluto entre dos fases inmisci-
bles corresponde al trabajo necesario para transferir ese soluto desde una posiciéon
fija en la primera fase a una posicion fija en la segunda fase. Este cambio en la
energia libre, representado como AGy,q,s5, depende de las interacciones entre la
molécula de soluto y las moléculas del solvente en ambas fases, que se describen
mediante el cambio en la energia libre de solvatacién, AG,,;,,. Matemdticamente,
el AGy,ansy se calcula como la diferencia entre las energias libres de solvatacion

del soluto en las dos fases:

AC';transf = AGSO[UQ - AC:sol'ul (1)

Ademis, el AGiyqnsy estd relacionado con el coeficiente de particién de un
soluto, que describe las concentraciones de equilibrio del soluto en dos fases dife-

rentes [9]. Esta relacion se expresa mediante la siguiente ecuacion:

AG ransy = —2,303RT log P 2)

donde R es la constante de los gases y T es la temperatura absoluta [11].
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2.3.2. Cambio de energia libre de solvatacion

El cambio en la energia libre de solvatacion, AG,,,,, se refiere al trabajo ne-
cesario para transferir una molécula (soluto) del vacio al interior de un solvente.

En el modelo MMPSM, se emplea un camino termodindmico de tres pasos para

calcular este cambio de energia, como se muestra en la Figura 4.

Figura 4: Esquema del camino termodindmico empleado para el calculo de AGy,;, en el MMPSM.
De izquierda a derecha: un farmaco (soluto) en el vacio debe apagar sus interacciones moleculares
(AGg1) para ingresar a una celda con moléculas (solvente) (AG g2) y luego encender nuevamente
sus interacciones moleculares (AGg3). De esta forma, AG,,;,, se calcula como la suma de AGg1,

AGSQ y AGSd

Dado que la energia libre es una funcion de estado, el cambio en la energia libre
entre dos estados del sistema es independiente del camino utilizado para conectar-
los. Por lo tanto, podemos definir AGg; como el cambio en la energia libre que
ocurre cuando se apagan todas las interacciones no covalentes del soluto, AG o
como el cambio en la energia libre que ocurre al transferir el soluto del vacio al
solvente, y AG g3 como el cambio en la energia libre que ocurre al encender nue-
vamente todas las interacciones no covalentes del soluto dentro del solvente. Dado
que el soluto con interacciones moleculares apagadas no interactda con el sistema

y el volumen accesible no cambia, AG gy = 0.
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Utilizando el camino termodindmico descrito, el cambio en la energia libre de

solvatacion se calcula como:

AC:solv = AGSI - AGSZS (3)

El cédlculo de AGgs; y AGgs en el modelo MMPSM se basa en el enfoque
de integral termodindmica (IT) para estimar el cambio en energia libre durante la

transferencia del soluto entre las diferentes fases del sistema.

En la ecuacién 4, A es un pardmetro de acoplamiento que se utiliza para cam-
biar gradualmente las interacciones no covalentes del soluto con las moléculas del
solvente durante el camino termodindmico. El hamiltoniano H (7, p; \) representa
la funcién que describe el sistema, donde r son las coordenadas atémicas y p son

los momentos de los N atomos del sistema,

A1 .
AGpa = / (%) d\ (4)
Ao A

Para calcular el cambio en energia libre al apagar las interacciones molecula-
res (AGgy), se utiliza el parametro de acoplamiento A cuyo valor va desde 1 (con
interacciones) hasta O (sin interacciones). La integral termodindmica se resuelve
numéricamente, evaluando el promedio del ensamble n veces, donde n es el nime-
ro de valores de A elegidos. Se realizan simulaciones de dindmica molecular para

cada valor de A en el rango [0,1].

Para calcular el cambio en energia libre al prender las interacciones molecula-

res del soluto en el solvente (AGs3), se utiliza un enfoque similar, es decir, el valor
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de \ va desde 1 (interacciones con el solvente completamente encendidas) hasta 0

(sin interacciones con el solvente).

Una vez que se resuelven las integrales termodinamicas para AGg; y AGgs,
se utilizan en la ecuacion 3 para obtener el cambio en energia libre de solvatacion

(AG 1) del soluto en el solvente.

Es importante destacar que el cdlculo de estas energias libres implica realizar
multiples simulaciones de dindimica molecular para diferentes valores de A, lo que
puede requerir recursos computacionales significativos. Sin embargo, este enfo-
que proporciona una descripcion detallada y precisa de las interacciones entre el
soluto y el solvente en diferentes entornos, lo que permite una caracterizacion ter-
modindmica mds completa de las interacciones farmaco-membrana en el modelo

MMPSM.

2.4. Simulacion de dinamica molecular

La simulacién de dindmica molecular es una técnica computacional que se
enfoca en el estudio de la evolucion temporal de las posiciones e interacciones entre
atomos en un sistema molecular. Esta técnica se basa en la solucién numérica de
las ecuaciones de movimiento de Newton para todas las particulas del sistema en
cada instante de tiempo. Fue desarrollada originalmente por Alder y Wainwright

[29, 30] al investigar sistemas de interaccion de esferas duras.

En la actualidad, la dindmica molecular se utiliza para el estudio de estructu-
ras moleculares, variables termodindmicas y la dindmica de sistemas moleculares.

Permite estimar cantidades promediadas, como la energia, temperatura y presion,
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que son fundamentales para comprender el comportamiento promedio del sistema
en estudio. Para llevar a cabo esta técnica, se utilizan métodos, algoritmos numéri-
cos y pardmetros adecuados al sistema en cuestion. Estos métodos pueden variar
dependiendo de las caracteristicas especificas del sistema y de los fenémenos que

se deseen estudiar.

La dindmica molecular ha demostrado ser una herramienta poderosa para in-
vestigar una amplia variedad de sistemas, desde proteinas y 4cidos nucleicos en
biologia, hasta materiales y polimeros en ciencia de materiales. Su capacidad pa-
ra simular el comportamiento atomico con gran detalle y a lo largo de escalas
de tiempo significativas ha llevado a importantes avances en diversas dreas de la
ciencia. Ademas, esta técnica ha sido util para validar y complementar resultados
experimentales, asi como para generar nuevas hipotesis y comprender fenomenos

complejos a nivel molecular.

El éxito de la dindmica molecular radica en su capacidad para capturar las in-
teracciones entre particulas, lo que proporciona una vision detallada de la dindmica
y el equilibrio termodindmico de un sistema. Sin embargo, es importante tener en
cuenta que las simulaciones de dindmica molecular tienen limitaciones y depen-
den en gran medida de la precision de los modelos y pardmetros utilizados. Por lo
tanto, es fundamental llevar a cabo una validacién cuidadosa de los resultados y
considerar las condiciones especificas del sistema para obtener conclusiones sig-

nificativas y confiables.
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2.4.1. Simulacion de dinamica molecular en GROMACS

GROMACS es una herramienta especializada en simulaciones de dindmica
molecular de sistemas biologicos y quimicos. Este software permite realizar estu-
dios detallados de la evolucion temporal de los sistemas moleculares. Para iniciar
una simulacién en GROMACS, se requiere un archivo de estructura molecular y la
topologia de la molécula. La topologia incluye el tipo de campo de fuerza (Force
Field, FF) a utilizarse en la simulacion. Los campos de fuerza son un conjunto de
parametros que describen aspectos especificos de un sistema, como informacién

sobre enlaces, dngulos, restricciones e interacciones atomicas [31].

En la actualidad, existen campos de fuerza disponibles que describen con razo-
nable precision las interacciones entre los 4tomos que conforman el sistema real.
Estas interacciones se traducen en un potencial de energia total, que forma par-
te del Hamiltoniano del sistema. Por lo tanto, los resultados de las simulaciones
de dindmica molecular dependen de la precision de los campos de fuerza utiliza-
dos en los sistemas estudiados. Para este propésito, se han desarrollado diferentes
conjuntos de pardmetros, como GROMOS [32], CHARMM [33], OPLS [34, 35]
y AMBER [36], que han mejorado la fiabilidad de las simulaciones de dindmica
molecular de bicapas lipidicas hidratadas [37]. La eleccion del campo de fuerza

apropiado dependera del sistema molecular que se desee estudiar [38, 39].

Uno de los campos de fuerza compatibles con GROMACS es GROMOS (Gro-
ningen Molecular Simulation), el cual se centra en lograr un equilibrio entre una
descripcion precisa de las interacciones atdmicas en funcion de la conformacion y

una representacion funcional simple pero eficiente [40, 41].
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El archivo de estructura molecular proporciona las coordenadas de la molécula,
mientras que la topologia define las interacciones atdmicas. Estos archivos son
necesarios para definir el espacio fisico de simulacién, solvatando o neutralizando
el sistema si es necesario, y preparandolo para el inicio de la simulacién. Durante
las simulaciones, se emplean métodos computacionales como la minimizacién de

energia potencial y relajaciones de acoplamiento de temperatura y presion [31].

A continuacidn, se describen las simulaciones que se realizan para el modelo

de membrana de solvatacion multifase (MMPSM).

Minimizacion de energia

En GROMACS, es posible realizar la minimizacién de energia con el objetivo
de reajustar las posiciones iniciales y reducir las fuerzas y energias potenciales
de los dtomos en el sistema. Esto ayuda a evitar choques estéricos o geometrias

inapropiadas que podrian provocar errores computacionales durante la simulacion.

Antes de ejecutar la simulacion de minimizacidn, es necesario integrar las coor-
denadas del sistema, la topologia y los pardmetros de simulacién en un archivo
de control. Estos parametros definen el algoritmo que se utilizard durante el pro-
ceso de minimizacion, como el método de descenso mds pronunciado (steepest
descent), gradiente conjugado o 1-bfgs. También se especifican otros parametros,
como el nimero de pasos, tolerancia de fuerza, tamafio de paso, radio de corte,

entre otros [31].

Con los datos integrados, se inicia la minimizacién de energia del sistema, ya

sea en una computadora local o en un servidor si el sistema es computacionalmente
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costoso. Como resultado, se obtiene un sistema final con una distancia adecuada

entre dtomos, lo que favorece el proceso de relajacion.

Relajacion de sistemas

Para asegurar que un sistema molecular se encuentre en condiciones experi-
mentales estdndar, esto es, con valores de temperatura y presion adecuados al sis-
tema de estudio, es necesario muestrear configuraciones correspondientes a los
ensambles NVT (N nimero de particulas, V volumen, y T temperatura constan-

tes) y NPT (N nimero de particulas, P presion, y T temperatura constantes).

En simulaciones de sistemas moleculares utilizando GROMACS, los algorit-
mos asignan velocidades aleatorias a los 4tomos del sistema, siguiendo una distri-
buciéon Maxwell-Boltzmann coherente con el ensamble canonico, y esto se realiza
mediante el uso de un termostato [42]. El termostato tiene la funcién de mantener
el sistema a una temperatura promedio constante con una perturbacion minima. En
las simulaciones de dinamica molecular comunes, el termostato V-rescale se uti-
liza debido a su capacidad para generar propiedades fisicas precisas en el sistema

[43].

Una vez completada la simulacion de dindmica molecular en el ensamble NVT,
se procede de la misma manera con el barostato, que tiene la funciéon de mantener
el sistema a una presion promedio constante. Entre los barostatos disponibles, el
C-rescale es mds preciso y requiere un tamafno de muestreo menor en comparacion

con otros como Berendesen o Parrinelo-Rahaman [31].

En conjunto, el termostato y el barostato desempefian un papel importante en la
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relajacion del sistema a una temperatura y presion promedio constante, adecuada
para el estudio del sistema en cuestion. Estos algoritmos aseguran que el sistema
se encuentre en equilibrio termodindmico, permitiendo asi un estudio méas preciso

de sus propiedades.

Produccion

Después de haber simulado el sistema en los ensambles NVT y NPT, se pro-
cede a la etapa conocida como “Produccion”. En esta fase, se configura el archivo
de pardmetros de dindmica con los termostatos y barostatos adecuados, junto con
otros pardmetros relevantes como el integrador, el tamafo de paso, el nimero de

pasos, el radio y la longitud de corte, entre otros.

Durante la simulacién de produccidn, se obtienen los resultados y datos de
interés, como propiedades fisicas, conformaciones estructurales y trayectorias de
particulas. Estos datos son esenciales para analizar y obtener informacion relevante
sobre el sistema simulado [31]. La etapa de produccién proporciona una descrip-
cion detallada de la evolucion temporal del sistema, permitiendo un estudio més

profundo y completo de sus caracteristicas y comportamiento.
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Hipotesis

El uso de la diacetilfosfatidilcolina hidratada como solvente representativo del
estrato polar en el modelo de membrana de solvatacién multifase mejorara la pre-
diccion del comportamiento de la interaccion de moléculas pequeiias con la bicapa

fosfolipidica.

Objetivo General

El objetivo general de este estudio es refinar el modelo de membrana de sol-
vatacion multifase al utilizar una mezcla de diacetilfosfatidilcolina y agua para

representar el estrato polar de la bicapa fosfolipidica.

Objetivos Especificos

1. Determinar la proporciéon 6ptima de DAcPC:Agua como solvente represen-
tativo del estrato polar fosfolipidico en el modelo de membrana basado en

fases de solvatacion.

2. Optimizar los valores de las variables del protocolo de la integracion termo-
dindmica: nimero y distribucién de valores del pardmetro de acoplamiento

A, y tamafio de muestreo.

3. Caracterizar el efecto de tales variables en la convergencia y precision del

calculo de AG,;,, de solutos dentro de un rango amplio de lipofilicidad.
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3. Metodologia

En este capitulo se presenta una descripcion del disefio experimental y los pro-
tocolos implementados para el refinamiento del MMPSM con la incorporacion de
la molécula de diacetilfosfatidilcolina con moléculas de agua, ademds del procedi-
miento para la validacion de la implementacién mediante el calculo del coeficiente

de particion.

3.1. Caracterizacion del sistema DAcPC:Agua

Las coordenadas atémicas y los campos de fuerza que describen las interaccio-
nes atomicas de las moléculas de DAcPC y agua se obtuvieron del servidor web
Automated force field Topology Builder (ATB). La molécula de DAcPC se iden-
tifica con el cédigo molid 33708, y se utiliz6é el modelo de carga puntual simple
(SPC) para describir las interacciones de las moléculas de agua. Los campos de
fuerza utilizados para describir las interacciones entre &tomos son una aproxima-
cién de dtomo unido, coherente con el conjunto de pardmetros GROMOS53A7,

obtenidos de la misma manera en ATB

Todos los procedimientos descritos a continuacién fueron llevados a cabo uti-
lizando el software GROMACS 2022. En esta seccion, se proporcionan detalles
exhaustivos sobre los pasos y los pardmetros utilizados en la dindmica molecular

de los sistemas utilizando el solvente propuesto, DAcPC con moléculas de agua.

Inicialmente, se configuré un sistema compuesto Gnicamente por moléculas

de DACPC para investigar su comportamiento en ausencia de moléculas de agua
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([1:0]). Posteriormente, tomando como base estudios previos que han demostrado
la correlacion existente entre la proporcion de moléculas de agua por DAcPC [1:8-
16] y la naturaleza polar de una bicapa de PC fluida, se construyeron sistemas que
contenian moléculas de agua y DAcPC en proporciones de [1:4] [1:8], e [1:16].
Esta eleccion permitié analizar el comportamiento de cada sistema al incrementar
las moléculas de agua, abarcando proporciones de 0, 4, 8 y 16 moléculas de agua
por cada molécula de DAcPC. El niimero total de moléculas para cada uno de estos

sistemas se detalla en la Tabla 1.

[DAcPC:Agual Numero de Moléculas
1:0 122

1:4 122/488

1:8 122/976

1:16 122/1952

Tabla 1: Proporciones de diacetilfosfatidilcolina hidratada y nimero de moléculas para la cons-

truccion de celdas computacionales.

Configuracion inicial del sistema DAcPC:Agua [1:0]

Para la configuracion inicial de un sistema con proporcion DAcPC:Agua, se
construyen celdas computacionales de dimensiones 4x4x4 nm3. Esto se logra uti-
lizando los archivos de coordenadas en formato PDB de la molécula de DAcPC y

ejecutando el siguiente comando en la terminal:

>gmx insert-molecules -ci ${solvente}.pdb -nmol 122
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-box 4.0 4.0 4.0 -o ${solventel}.gro

La instruccion gmx insert-molecules permite insertar el nimero maximo
de moléculas del solvente dentro de una caja cibica. Las banderillas -ci se refie-
ren a las coordenadas de entrada, —-nmol indica el ndmero de moléculas a insertar,
y —-box se utiliza para especificar las dimensiones de la caja computacional en
nandmetros. Por tltimo, -o se emplea para indicar el nombre del archivo de sali-
da. Este paso se repite hasta obtener un total de cuatro archivos en formato .gro,

correspondientes a los cuatro sistemas con proporcién de DAcPC:Agua [1:0].

Conociendo el nimero maximo de moléculas de DAcPC dentro de una celda
computacional de tamafio 4x4x4 nm? (122 moléculas), se realizan los célculos

para las proporciones de DAcPC:Agua que se muestran en la Tabla 1.

Escribir Topologia del sistema DAcPC:Agua [1:0]

La topologia de un sistema es un archivo necesario para iniciar una simulacion,
y contiene informacion sobre la estructura del sistema molecular. Para este caso,

se escribe manualmente en un archivo tipo .top, como se muestra a continuacion:

#include "gromosb54a7_atb.ff/forcefield.itp"
#include "dacpc.itp"

[ system ]

dacpc

[ molecules ]

;molecule name nr.
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Q40T 122

La primera linea indica el uso del archivo force field.itp, que contiene infor-
macion detallada sobre los pardmetros de interaccion entre d&tomos, asi como las
fuerzas que actian en el sistema. La siguiente linea se refiere al archivo que incluye
los parametros especificos de la molécula de DAcPC, como longitudes de enlace,
angulos, torsiones, interacciones de pares de Lennard-Jones, masas atOmicas, entre

otros.

La seccion [system] indica el nombre del sistema, que en este caso es solo
la molécula de DAcPC. En la ultima linea, se describe el nombre asignado a la
molécula de DAcPC y el nimero maximo de moléculas dentro de la caja compu-
tacional creada en el paso de configuracion inicial. Este paso se repite tres veces
mads para tener un total de cuatro archivos .top, correspondientes a la topologia de

los sistemas DAcPC:Agua [1:0].

Configuracion inicial de sistemas DAcPC:Agua [1:0] a [1:16] y generacion de

sus topologias

A partir de los archivos de salida tipo .gro de la configuracién inicial del sistema
DAcPC:Agua [1:0], se construyen los sistemas DAcPC:Agua [1:4], [1:8] y [1:16],

que contienen un ndmero especifico de moléculas de agua.

Para introducir las moléculas de agua en cada sistema, se utilizan los siguientes

comandos para la proporcion [1:4], [1:8] y [1:16], respectivamente:

>gmx solvate -cp ${solvente}.gro -cs spc216.gro -maxsol 488
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-0 ${solvente}_4water.gro -p topol4d.top

>gmx solvate -cp ${solvente}.gro -cs spc216.gro -maxsol 976

-0 ${solvente}_8water.gro -p topol8.top

>gmx solvate -cp ${solvente}.gro -cs spc216.gro -maxsol 1952

-0 ${solvente}_l6water.gro -p topoll6.top

Estos comandos permiten introducir el nimero especifico de moléculas de agua
(488, 976 y 1952) en cada sistema DAcPC:Agua [1:4], [1:8] y [1:16], respecti-
vamente. Se generan archivos tipo .gro y .top para cada sistema, que contienen
la configuracion inicial y la topologia necesaria para iniciar las simulaciones de

dinamica molecular.

La instruccién gmaxsolvate permite agregar moléculas de agua al sistema. Las
banderillas indican lo siguiente: —cp se refiere a las coordenadas de entrada, que
en este caso son las del sistema con 122 moléculas de DAcPC; —cs son las coor-
denadas del solvente que se va a introducir al sistema, en este caso, son moléculas
de agua del modelo SPC; —maxsol establece el nimero de moléculas de agua a
introducir al sistema; —o indica el nombre del archivo de salida; y —p es el archivo
de topologia generado después de la ejecucion de gmasolvate, cuyo contenido es

el siguiente:

#include "gromosb4a7_atb.ff/forcefield.itp"
#include "dacpc.itp"

#include "gromosb54a7_atb.ff/spc.itp"
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[ system ]

dacpc in water

[ molecules ]
;molecule name nr.
Q40T 122
SOL 488

La estructura es similar a la topologia del sistema DAcPC:Agua [1:0], con la
diferencia en la tercera y la dltima linea. En la tercera linea de comando, se refiere
al archivo .ITP de la molécula de Agua, el cual contiene los parametros de interac-
ciones atdmicas del modelo de agua SPC. En la dltima linea, SOL es la notacién
para las moléculas de agua. Este archivo se genera automaticamente, pero es im-
portante revisar su contenido para verificar la correcta escritura de los nombres de
las moléculas presentes en el sistema y asegurarse de que el nimero de moléculas

concuerde con la proporcidn establecida en la Tabla 1.

Minimizacion de energia y relajacion de los sistemas DAcPC:Agua

Para realizar la minimizacién de energia del sistema, se utiliz6 el algoritmo
steepest descent, con 50,000 pasos. Los archivos de entrada son los archivos de sa-
lida del paso anterior, es decir, los cuatro sistemas con proporciones [1:0], [1:4],
[1:8] y [1:16], cada uno con sus respectivos archivos de topologia. La minimiza-
cion se llevé a cabo para evitar choques o geometrias inapropiadas de los d&tomos

de las moléculas de agua [43].

Para realizar la minimizacién de energia del sistema DAcPC:Agua [1:0], se
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utiliz6 el siguiente comando:

>gmx grompp -f min.mdp -c ${solvente}.gro -p topol.top
-0 em.tpr -maxwarn 1

>gmx mdrun -v -deffnm em

La instruccién gmx grompp permite preparar la ejecucion de una simulacion,
utilizando archivos de entrada para generar un archivo de parametros de simula-
cion tipo tpr. Las banderillas que se escriben en el comando hacen referencia a lo
siguiente: -f especifica el archivo con los pardmetros para realizar la optimizacion
de las posiciones de los d&tomos, -c¢ indica el archivo de entrada .gro, -p es la topo-
logia que se estd utilizando en el sistema y -o es el archivo de salida tipo .tpr, el
cual contiene toda la informacion necesaria para iniciar la simulacion. La siguiente
linea de comando gmx mdrun inicia el proceso de minimizacion, -v permite visua-
lizar el progreso de la simulacién y -deffnm se usa para especificar la ubicacion y

nombre del archivo de entrada para el inicio de la simulacion.

Para iniciar la relajacién de los sistemas DAcPC:Agua, es necesario utilizar
los archivos finales del paso de minimizacidn de energia. Se utilizara el termostato
V-rescale con un nimero de pasos de 2,500,000 (equivalente a 5 ns) y el Baros-
tato C-rescale con un ndmero de pasos de 25,000,000 (equivalente a 50 ns). A

continuacion, se escriben los siguientes comandos en la terminal:

>gmx grompp —-f nvt.mdp -c em.gro -p topol.top -o nvt.tpr

>gmx mdrun -v -deffnm nvt
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>gmx grompp —-f npt.mdp -t nvt.cpt -c em.gro -p topol.top
-0 npt.tpr

>gmx mdrun -v -deffnm npt

Las banderillas utilizadas en este paso indican lo mismo que se mencioné en
el paso de la minimizacion, con la adicion de la banderilla -, que permite utilizar
las velocidades que se asignaron en el paso NVT para el siguiente paso correspon-
diente a la relajacion de NPT. Los archivos de salida serdn sistemas DAcPC:Agua

relajados.

3.2. Eleccion de solutos para el proceso de solvatacion

Basandonos en un estudio previo sobre el coeficiente de particion octanol-agua,
se cuenta con una lista de valores experimentales para 600 compuestos organicos
[9]. De esta lista, se seleccionaron moléculas representativas de cada clase de com-

puesto, las cuales se detallan en la Tabla 2.

Con el proposito de comparar el comportamiento de los solutos en el modelo
experimental y en el MMPSM, se ha llevado a cabo la eleccion de solutos siguien-
do criterios determinados. Se buscd realizar una seleccion que abarcara un amplio
rango de valores de coeficiente de particion octanol-agua (logP), incluyendo valo-
res altos (moléculas lipofilicas), valores bajos (moléculas hidrofébicas) y un valor
cercano a 1. Asimismo, se considerd la disponibilidad de campos de fuerza que

describan las interacciones para las moléculas seleccionadas.
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Clase Compuesto Féormula | CAS# logP exp.
Alcano Hexano CeHyy 110-54-3 | +4.00 (0.25)
Aromatico Benceno CsHg 71-43-2 | +2.13 (0.10)
Cicloalcano Ciclohexano CeHio 110-82-7 | +3.44 (0.35)
Compuestos | Propanotiol C3HgS 107-03-9 | +1.81(0.15)
de azufre
Amina Anilina CeH;N 62-53-3 | +0.90 (0.05)
Ester Ester propilico del écido | C4,HgO- 110-74-7 | +0.83 (0.15)
metanoico
Aldehido Propenal C3H,0 107-02-8 | -0.01 (0.25)
Cetona Acetona C3HgO 67-64-1 | -0.24 (0.10)
Eter Epoxietano CyH,O 75-21-8 | -0.30 (0.20)
Nitro Nitrometano CH3NQO, | 75-52-5 | -0.33 (0.05)
Acido Metanoico CHO, 64-18-6 | -0.54 (0.20)
Alcohol Metanol CH40 67-56-1 | -0.74 (0.07)
Amida Formamida CH3NO | 75-12-7 | -1.51 (0.30)

Tabla 2: Valores de coeficientes de particién octanol-agua (con incertidumbre) de compuestos
organicos simples. De izquierda a derecha, la clase y nombre del compuesto, férmula quimica, su
identificador del Chemical Abstracts Service (CAS), y el coeficiente de particién con la incerti-

dumbre en su medicion.
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3.3. Optimizacion del protocolo de integracion termodinamica

Con el objetivo de optimizar el protocolo de integracion termodindmica apli-
cable a los sistemas solvente_soluto, se utilizo el sistema Agua_Agua como refe-
rencia. Se enfocé en el calculo computacional del cambio de la energia libre de
solvatacién (AGg,,) de una molécula de agua en un solvente acuoso. El valor
experimental del cambio de la energia libre de solvatacion de agua ya ha sido re-
portado, lo que proporciona una base confiable para la optimizacion. Ademas, el
modelo de agua SPC y su campo de fuerza han sido ampliamente estudiados, lo

que garantiza resultados precisos en el cdlculo [44, 45].

Este sistema nos permiti6 ajustar los valores del pardmetro \ en el rango de
0-1, su distribucién y el tamafio de muestreo. La optimizacion de estos parametros
es esencial para realizar de manera precisa, convergente y eficiente la integracion

termodinamica.

Para la simulacion, se obtuvo el archivo de coordenadas y el campo de fuerza
para la molécula de agua del modelo SPC a través del servidor web ATB, utilizando

el conjunto de pardmetros de fuerza GROMOSS53A7.

3.3.1. Simulaciéon de dindmica molecular del sistema Agua_Agua

Aqui se detallan los procesos computacionales realizados en el sistema Agua_Agua

para el calculo del AG,y,.
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Construccion inicial de una celda computacional con moléculas de agua

Primero, se construye una celda computacional con un volumen de 4x4x4 nm?

y se llena con moléculas de agua. Esto se logra utilizando el siguiente comando:
>gmx solvate -cs spc2l16.gro -box 4.0 4.0 4.0 -o water.gro

El archivo de salida obtenido contiene la celda computacional llena de molécu-
las de agua. Para determinar la cantidad de moléculas presentes en el sistema, se
accede al archivo .gro y se observa la peniltima linea, donde se muestra el nimero
total de moléculas. En este caso, la celda computacional con un volumen de 64 nm?
contiene 2/65 moléculas de agua. Esta informacion es fundamental para escribir

el archivo topol.top, que debe estructurarse de la siguiente manera:

; The force field files to be included
#include "gromosb4a7_atb.ff/forcefield.itp"
#include "gromosb54a7_atb.ff/spc.itp"

[ system ]

water

[ molecules ]

;molecule name nr.

SOL 2165

Minimizacion de energia y relajacion del sistema Agua

A continuacion, se procede con la etapa de minimizacion de energia para evitar

los choques estéricos entre los dtomos de las moléculas de agua. Luego, se realiza
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una relajacion en dos pasos: el primero se relaciona con un aumento de temperatura
de 0 a 310 K (Relajaciéon NVT), y en el segundo paso, se relaja el sistema para
alcanzar una densidad especifica de acuerdo con el sistema de agua (Relajacion
NPT). La simulacion de relajacion se realizé con un tiempo de simulacién de 100

ns.

Seleccion de una molécula de Agua como soluto a partir del sistema AGUA

Una vez completada la etapa de relajacion, se obtiene el archivo de salida co-
rrespondiente al sistema Agua relajado. El siguiente paso consiste en seleccionar
una molécula de agua de las 2165 presentes en el sistema para que actie como

soluto, mientras que las 2164 moléculas restantes servirdn como solvente.

Para lograr esto, se requiere un archivo .itp especifico para la molécula de so-
luto. Para ello, se copia el archivo spc.itp, que describe las interacciones atomicas
del modelo de agua SPC, ubicado en la carpeta gromosb54a7_atb, obtenido del
servidor web ATB. A continuacion, se le asigna un nuevo nombre, por ejemplo,
wat.itp, y su contenido se edita manualmente de la siguiente forma: se cambia el
nombre de la molécula de agua, que por defecto es SOL, por ejemplo, a WAT, en

todo el archivo .itp, y se elimina la seccion [settles].

Una vez realizada la edicidn del archivo .itp, se procede a modificar la topologia

realizada del sistema Agua de la siguiente forma:

#include "gromosb54a7_atb.ff/forcefield.itp"
#include "gromosb54a7_atb.ff/wat.itp"

#include "gromosb4a7_atb.ff/spc.itp"
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[ system ]

water

[ molecules ]
;molecule name nr.
WAT 1

SOL 2164

Ahora, para poder asignar una molécula de SOL a WAT en el sistema Agua

relajado, se crea un archivo index utilizando el comando de GROMACS:

>gmx make_ndx -f npt.gro -o index.ndx

En este caso, el pardmetro — f se refiere al archivo de entrada, que corresponde
al sistema relajado de Agua con las 2165 moléculas, y —o indica el nombre del
archivo de salida. De esta manera, el sistema Agua_Agua estard preparado para el

siguiente paso.

3.3.2. Distribucion de valores de Lambda y tamaiio de muestreo para el sis-

tema Agua Agua

Para eliminar gradualmente las interacciones de tipo Coulomb y Van der Waals
del soluto con el solvente del sistema Agua_Agua, se establecié un conjunto de

valores para el pardmetro A, en el rango [0-1] tal como se muestra en la Tabla 3.

Para eliminar todas las interacciones atomicas, se utilizan diferentes tamafios

de muestreo, que se describen en la Tabla 4
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Valores asignados a \
n para interacciones tipo Coulomb | n para interacciones tipo Van Der Waals
10 (0,0.1,...,0.9,1) 10 (0,0.1,...,0.9,1)
15 (0,0.0625....,0.9375,1) 15 (0,0.0625.,...,0.9375,1)
10 (0,0.1,...,0.9,1) 20 (0,0.05....,0.95,1)
15 (0,0.0625.,...,0.9375,1) 30 (0,0.0333,...,0.9666,1)
30 (0,0.033....,0.966,1) 30(0,0.033....,0.966,1)

Tabla 3: Valores asignados al parametro A\. Ambas columnas corresponden al muestreo de n valores
de )\, del 0 al 1, donde n varia entre 10-30. La primera columna es el muestreo para la eliminacién
de las interacciones tipo Coulomb mientras que la segunda columna corresponde al muestreo para

la eliminacion de las interacciones tipo van der Waals.

Tamarnos de muestreo en nanosegundos | N numeros de valores de Lambda
I ns 20, 30, 45, 60
2ns 20, 30, 45, 60
Sns 20, 30, 45, 60

Tabla 4: Tamafios de muestreo del pardmetro A

La configuraciéon de nimero y distribucién de valores de A, asi como el ta-
mafio de muestreo se realiza modificando el archivo que describe los parametros
de dindmica molecular (mdp). Por ejemplo, en la primera fila de la Tabla 4 se tiene
un total de 20 valores para el pardmetro de \. Esto implica que se crearan 20 archi-
vos, cada uno con un valor de Lambda distinto. A continuacién, se muestran los
pardmetros mds relevantes que se incluyen en los archivos .mdp para la eliminacion

de las interacciones inter e intramoleculares.
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dt 0.002

nsteps = 2500000 ;2500000%0.002 = 5 ns
free_energy = yes
init_lambda_state =0

couple-moltype WAT ; name of moleculetype to decouple

couple-lambda0l vdw-q ; all interactions

couple-lambdal none ; turn off everything

; Nimeros de valores de Lambda

; 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
i0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
coul_lambdas= 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
vdw_lambdas= 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.00.00.00.0
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

La primera linea indica el tamafio del paso. Este valor se multiplica por el
numero de pasos (nsteps), que es 2500000 ps, lo que resulta en un tamafio de
muestreo de 5 nanosegundos. La tercera linea indica que se realizard el calculo
del cambio de la energia libre. El parametro init_lambda_state permite contro-
lar qué valor de A se asignard al archivo de pardmetros. En el ejemplo anterior,
init_lambda_state es 0, por lo que el valor inicial de A es 0,00. La molécula o so-
luto de estudio, a la cual se eliminan las interacciones, estd asignado al pardmetro
couple_moltype, siendo en este caso el soluto WAT. El parametro couple_lambda0
se refiere al estado inicial de las interacciones del soluto con el solvente, lo que im-

plica que el soluto tendra todas las interacciones de Coulomb y de Van der Waals
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en este estado. La siguiente linea indica el estado final, en el cual el soluto no
tendrd ninguna interaccion inter e intramolecular. Los pardmetros coul_lambdas 'y
vdw_lambdas son los que se modificaran para asignar el niimero total de valores al
pardmetro Lambda. Al utilizar n valores del muestreo de A, se generan n archivos
con estos valores, realizando el paso de la integraciéon termodindmica, como se ve
en la seccion 4.3.3, mediante el algoritmo llamado BAR. Este célculo se realiza

con el siguiente comando:

>gmx bar -f {nombre}*.xvg -o

La banderilla -f especifica los archivos de entrada, que se refieren al resultado
final de cada simulacidn realizada para todas las n, mientras que -o indica que el

resultado del célculo de energia libre se guardara en un archivo de salida.

El resultado de este proceso es el cambio de la energia libre al eliminar todas
las interacciones de un soluto en un solvente, tal como se describe en la Figura 4.
A partir de este dato, es posible utilizar la ecuacion 3 para calcular el AGg,,. El
ejemplo anterior muestra como calcular el cambio de la energia libre de solvatacién
con 20 valores de A, 10 para la eliminacion de interacciones de Coulomb y /0
para las interacciones de tipo Van der Waals, con un tamafio de muestreo de 5
nanosegundos. Este procedimiento se repite para todos los valores asignados, cada
uno con los tres tamafios de muestreo: 1, 2 y 5 ns. Esto se realiza con el fin de
observar los efectos que producen la variabilidad de estos parametros e identificar
los 6ptimos para el cdlculo del cambio de la energia libre de solvatacion, buscando

que sea convergente, preciso y eficiente para el sistema Agua_Agua.
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3.4. Construccion del modelo de membrana de solvatacion mul-

tifase original y modificado

El disefio experimental del modelo de solvatacién multifase, utilizado para el
célculo de las variables termodindmicas, se muestra en la Figura 5. Para ello, pri-
mero es necesario llevar a cabo la construccién de sistemas computacionales sol-
vente_soluto.

Solvente para el estrato ¢ Hexadecano

<88

A
e s ‘/
/A

(]

Soluto |’ p

= #

* g L a T _ .
Solv C1-Si AGSol\.r Ci-§j Solv C9-§j

AGTransf C1Ci-Sj AGTransf CiC9-Sj

Figura 5: Celdas computacionales de sistemas moleculares, con un soluto j solvatado en el centro,
llenas de moléculas de un solvente, agua en C1, hexadecano en C9 y una variacién del solvente
en Ci (i=2,3....,8). Para el célculo del cambio de la energia libre de solvatacion, de C1, Ci y C9,

seguido del célculo del cambio de la energfa libre de transferencia, de C1 a Ciy de Ci a C9.

En la Tabla 5 se detallan los sistemas de las celdas computacionales utilizadas
para la simulacion de dindmica molecular. En primer lugar, se configuran 9 siste-
mas de solventes relajados (C1-C9). En cada uno de estos sistemas relajados, se
solvatan los solutos seleccionados, uno hidrofilico, otro anfipatico y otro hidrof6bi-
co. De esta manera, se obtienen 27 celdas computacionales con solutos solvatados

en C'1 — (9, lo que resulta en un total de 36 sistemas a construir e iniciar las
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simulaciones de dindmica molecular.

Las coordenadas atémicas y los campos de fuerza que describen las interaccio-
nes atomicas de las moléculas correspondientes a los solutos y solventes a utilizar,
se obtuvieron del servidor web ATB, utilizando el conjunto de pardmetros de fuer-
za GROMOSS53A7. A continuacion, se describen con méas detalle los pasos para

la configuracion y construccion de estos sistemas.

Celda Solventes Soluto Soluto Soluto
hidrofilico | anfipatico | hidrofébico

R s | o | os
C1 agua C1-S1 C1-S2 CI1-S3
C3 AMP C3-S1 C3-S2 C3-S3
C4 HTC C4-S1 C4-S2 C4-S3
C5 DACcPC:Agua[1:0] C5-S1 C5-S2 C5-S3
C6 DACPC:Agua [1:4] C6-S1 C6-S2 C6-S3
C7 DACcPC:Agua[1:8] C7-S1 C7-S2 C7-S3
C8 | DAcPC:Agua[l:16] C8-S1 C8-S2 C8-S3
c9 hexadecano C9-S1 C9-S2 C9-S3

Tabla 5: Sistemas computacionales para las simulaciones de dindmica molecular. Cada color hace
referencia a una fase especifica de la bicapa fosfolipidica, en azul la fase acuosa, en violeta, la fase
fosfolipidica del modelo bifésico, la celda de C3-C8 son los solventes representativos del estrato

polar y por ultimo en amarillo se indica el solvente representativo de las colas hidrofébicas. Los

sistemas solvente_soluto estd representado por Ci-Sj
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3.4.1. Construccion, minimizacion y relajacion de los sistemas con solventes

representativos de los estratos fosfolipidicos

Los pasos de configuracion inicial, escritura de topologia, minimizacion de
energia y relajacion NVT y NPT se realizan nueve veces, una vez para cada sol-
vente. Para facilitar y automatizar este proceso, se escribi6 un script llamado sol-
vente.sh, que contiene los pasos de minimizacion y relajacion del sistema. Este
script puede ser ejecutado desde la terminal del computador con el comando ./sol-

vente.sh.

Construccion del sistema: Se inicia definiendo la dimension de la celda compu-
tacional del sistema solvente, con un volumen de 4x4x4 nm?3. Luego, se inserta un
numero N de moléculas del solvente en esta celda, utilizando el siguiente comando

en la terminal:

>gmx insert-molecules -ci {solventel}.pdb -nmol N -box

4.0 4.0 4.0 -o {solvente}.gro

Escritura de la topologia del sistema: Se escribe el archivo de topologia para
el sistema con N moléculas, de acuerdo al nimero de moléculas definidas para cada

solvente. Este proceso se detalla en el capitulo 5.1 de la topologia DAcPC:Agua.

Minimizacion de energia del sistema: A continuacion, se inicia el proceso
de minimizacion de energia para evitar superposiciones entre d&tomos durante la
simulacion de relajacion. Se utiliza el siguiente comando dentro del script ./sol-

vente.sh:

>gmx grompp -f min.mdp -c ${solvente}.gro -p topol.top
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-0 em.tpr -maxwarn 1

>gmx mdrun -v -deffnm em

El comando gmx gromp permite unir posiciones, interacciones y parametros de
simulacion, que se encuentran en el archivo de Anexos (minimizaciéon.mdp). Con el
comando gmx mdrun, se inicia el proceso de minimizacion de energia, obteniendo

como resultado un sistema con una configuracion de energia minima.

Relajacion del sistema: El siguiente paso consiste en iniciar el proceso de re-
lajacion, donde el sistema debe alcanzar y mantener una temperatura promedio de
310°K y una presion de 1 atmdsfera. Esto se logra mediante los siguientes coman-

dos, que estan incluidos en el script ./solvente.sh.

>gmx grompp -f nvt.mdp -c em.gro -p topol.top -o nvt.tpr
-maxwarn 1

>gmx mdrun -v —-deffnm nvt

>gmx grompp —-f npt.mdp -c nvt.gro -t nvt.cpt -p topol.top
-0 npt.tpr -maxwarn 1

>gmx mdrun -v -deffnm npt

Aqui, el archivo de preprocesamiento realizado por el comando gmx grompp
combina las posiciones del sistema minimizado, las interacciones atémicas y los
parametros de dindmica molecular correspondientes al ensamble NVT. Luego, se
inicia el primer proceso de relajacion con el comando gmx mdrun. A continuacion,
se repite el proceso para el ensamble NPT, pero en esta ocasion se agrega la ban-

derilla -z, que hace referencia al archivo de salida de velocidades nvt.cpt generado
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durante el paso NVT. Los archivos con los pardmetros de simulacion para NVT
y NPT se encuentran en el apartado de Anexos (nvt.mdp y npt.mdp). El resultado
es un sistema minimizado y relajado, configurado con condiciones experimentales

bioldgicas estandar.

3.4.2. Solvatacion de los solutos en los tres solventes

A partir de la seleccion de las tres moléculas como solutos, se procede a solva-
tar cada soluto en el centro de las nueve celdas computacionales con los solventes
relajados. Es decir, el proceso de solvatacion se realiza 27 veces, tal como se mues-
tra en las columnas 3 — 5 de la Tabla 5. Para llevar a cabo este proceso de manera
automatizada, se escribi6 el script solvatacioén.sh (ver script en Anexos). El pro-
ceso de solvatacion se lleva a cabo mediante un algoritmo disefiado para eliminar
las moléculas del solvente que se traslapen con el soluto, de manera que al colocar
esta ultima adentro de la celda computacional, no se superponga con dtomos de
las moléculas del solvente. El resultado serd un conjunto de 27 sistemas, cada uno

con un soluto solvatado en el centro de la celda computacional.

3.4.3. Minimizacion de energia y relajacion de los sistemas solvente_soluto

(Ci-Sj)

Los sistemas Ci-Sj ahora contienen un nimero diferente de moléculas de sol-
vente y una molécula de soluto, por lo tanto, los archivos de topologia deben rees-
cribirse de acuerdo al nimero de moléculas presentes en cada sistema. Se procede

nuevamente a realizar el proceso de minimizacion y relajacion de los 27 sistemas,
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tal como se describi6 en 5.5.1. Este proceso se lleva a cabo con el mismo script

solventes.sh, pero se cambia el nombre del sistema de solvente a solvente_soluto.

De manera general, se presenta un esquema de los pasos de la simulacion de

dindmica molecular descrita previamente en la Figura 6.

r

| Solvente j ) >
@ ‘ Solvatacion del solutoi = |
e  Coordenadas moleculares ) ﬁ ~
o (Campodefuerza ' Relajacion
e  Parametros de Dinamica Molecular 1-Volumen y
Temperatura
‘ ‘ | 2-Presion )
. _ o =
Configuracién inicial (o ,
Tamafio de celda, nimero de Minimizacion de Energia
~ moléculas , Topologia ]
A 4

Figura 6: Esquema general del proceso de simulacién de dindmica molecular de los sistemas sol-

vente y solvente_soluto.

3.4.4. Calculos para determinar AGo, Y AGiranss

Para el cdlculo de AGg,,, se implementa el protocolo optimizado para la inte-
gracion termodindmica. Este resultado permite calcular el cambio de energia libre
de transferencia a partir de la ecuacion 3 en los sistemas que se muestran en el di-
seflo experimental de la Figura 5. Estos datos nos proporcionan informacién sobre

el costo energético de transferir el soluto de un solvente a otro.
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3.4.5. Validacion del protocolo optimizado para la IT a partir del modelo

octanol _agua

Para validar el modelo implementado, es posible evaluar la lipofilicidad de los
solutos seleccionados mediante la construccidon del modelo bifdsico octanol agua,
como se muestra en la Figura 7. En este modelo, se calcularan las variables termo-

dindmicas utilizando el protocolo optimizado para la integracion termodindmica:

AGSOZU y AC¥t7‘m’Lsf-

Ademds, AGy,qns5 estd relacionado con el coeficiente de particion, como se
muestra en la ecuacion 2. Despejando la ecuacion, es posible conocer el coeficiente

de particion (Log P) de los solutos a través del sistema octanol_agua.
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Figura 7: Modelo de solvatacién de dos fases. Celdas computacionales con un solvente, agua y

octanol, para la celda C1 y celda C2, respectivamente, con un soluto j solvatado en el centro de ellas.

Se realiza el célculo del cambio de la energia libre de solvatacién de j en la celda computacional

C1 y en la celda computacional C2, a partir de la implementacién del protocolo para la integracion

termodindmica y el camino termodindmico descrito en la Figura 4. Luego se estima el cambio de la

energia libre de transferencia de la celda C/ a la celda C2 y el coeficiente de particién entre ambas

celdas.
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4. Resultados

4.1. Efecto de la proporcion de agua en DAcPC

Se llevaron a cabo simulaciones de dindmica molecular para diferentes propor-
ciones de DAcPC:Agua, como se muestra en la Tabla 1. Para la proporcion [1:0]
de DAcPC:Agua, es decir, C1, se realizé una simulaciéon de 50 ns. En contraste,
las siguientes celdas computacionales, C2-C4, se simularon durante 500 ns, con el
fin de observar el comportamiento de las moléculas de DAcPC en interaccién con

las moléculas de agua.

El ultimo cuadro de las simulaciones se presenta en la Figura 8. En ella, es
posible observar una separacion de fases en los sistemas DAcPC:Agua con pro-

porciones de [1:8] y [1:16], correspondientes a las celdas C3 y C4.

DACPC(1:0) DAcPC:Agua(1:4)

DAcPC:Aqua(1:8) DAcPC:Agua(1:16

Figura 8: Simulacién de dindmica molecular de celdas computacionales independientes con cuatro

proporciones diferentes de DAcPC:Agua. La primera celda CI no contiene moléculas de agua y
se simuld durante 50 ns. Para las proporciones de las celdas C2-C4, la simulacién de dindmica

molecular se realiz6 con un tiempo de simulacién de 500 ns.
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4.2. Seleccion de solutos para el proceso de solvatacion

De todos los compuestos organicos de la Tabla 2, seleccionamos el hexano, la
anilina y la formamida como solutos de estudio en la implementacién del MMPSM
original y modificado, debido a que sus valores de coeficiente de particion cubren

un rango amplio.

El hexano es una molécula no polar y tiene el coeficiente de particion més alto
de la Tabla 2. Es decir, es una molécula que debe tener una mayor preferencia por
la region no polar de una membrana bioldgica. La molécula de anilina tiene una
region polar que permitird interacciones con la region hidrofilica y una regién no
polar favorable para el estrato hidrofébico, esto es, es una molécula anfipatica. Por
ultimo, la formamida es una molécula polar, por lo que se espera que permanezca

en el estrato polar de la membrana.

Hexano CID:8058 Anilina CID:7847 Formamida CID:713
LogP=4,00 £ 0,25 LogP=0,90 +£ 0,05 Log P=—1,51 £+ 0,30
H. H |"|
NN H
H

Tabla 6: Estructra molecular de compuestos seleccionados como solutos para la implementacion
del modelo MMPSM. La molécula de hexano, anilina y formamida, exhiben las siguientes propie-
dades, el Hexano es de naturaleza lipofilico, Anilina es una molécula anfipatica y 1a Formamida es

hidrofilico.
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4.3. Protocolo para la integracion termodinamica

4.3.1. Efecto de la distribucion de valores del parametro )\ en el calculo de

AGsalv

Con la finalidad de caracterizar el efecto del pardmetro de acoplamiento \ y
optimizar el protocolo de la integracién termodindmica, se escogié un sistema de
referencia agua en agua, que ha sido muy estudiado. Asi, se realizaron simulacio-
nes de dindmica molecular del sistema Agua_Agua para calcular AG,;,. Se utilizé
un rango de 20-30 valores para el parametro A\, como se muestra en la primera co-
lumna de la Tabla 7. Se implementaron distribuciones simétricas y asimétricas de
los valores de A para la eliminacidn de interacciones coulomb y Van der Waals,
mostradas en la segunda columna de la Tabla 7. Se llevaron a cabo los pasos de
minimizacion de energfia, relajacion NVT y NPT, con una duracién de 0.1 ns para
cada paso, lo que suma un total de 0.2 ns de relajacion. Se analizaron las simu-
laciones del paso de produccién (simulacién de 1 ns) para la integracion termo-
dinamica. Los resultados del cédlculo de AG,,;, se muestran en la tltima columna
de la Tabla 7, y en la dltima fila se incluye el valor de AG,;,, de una molécula de
agua en el solvente agua, reportado experimentalmente [44]. Los resultados mues-
tran que al utilizar 30 valores del pardmetro A distribuidos de manera simétrica, se
obtiene una mayor precision en el calculo de AG,;, en comparacién con el valor

experimental reportado.
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Cambio en la energia libre de solvatacion de agua en agua
A B C D E

20 | 10/10 | 0.2 ns 1 ns —26,70 £ 0,18
30 | 15/15 | 0.2 ns 1 ns —26,40 + 0,10
30 | 10/20 | 0.2 ns I ns —27,25+ 0,12
AGgo)y calculado experimentalmente —26,40 £ 0,8

Tabla 7: Caracterizacion del pardmetro de acoplamiento \. De izquierda a derecha: A) Cantidad de
puntos de muestreo en el rango [0,1] para valores de A\, B) distribucion de los puntos de muestreo
entre las interacciones de Coulomb y de van der Walls, C) tiempo de simulacién considerando las
fases de minimizacién y relajacion NVT y NPT para cada punto de muestreo en A, D tiempo de
simulacién en la fase de produccion para cada punto de muestreo en \ en la integracién termo-
dindmica, E) prediccién del valor de AG,,,. Los datos marcados en verde indican el protocolo
mds exacto y preciso para el cdlculo de AG,,, utilizando como referencia el valor reportado de

manera experimental (en amarillo).

4.3.2. Efecto del tamaiio de muestreo en el calculo de AG,,

Una vez determinado que utilizando 30 valores de A distribuidos de manera
simétrica entre interacciones de Coulomb y van der Waals se obtiene una predic-
cién precisay exacta de AG,, para el agua en agua, ahora queremos evaluar cémo
el tamafio de muestreo afecta la convergencia del calculo de AG . Las simula-
ciones para este calculo se realizaron con diferentes tiempos de relajacion NPT,
que se muestran en la tercera columna de la Tabla 8. El tiempo de simulacién de
produccion se establecio en / ns. Los resultados del calculo de AG,,, se muestran
en la quinta columna y en la dltima columna se incluye el costo computacional en

horas para el calculo realizado en un nodo de 24 nucleos de un cluster. Los datos
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calculados indican que el tamafio de muestreo mds eficiente para cada valor de A es

de 2 ns, ya que permite obtener el cdlculo de AG,,;, de manera eficiente y precisa.

La linea marcada con color verde en la Tabla 8 indica el tamafio de muestreo
mds 6ptimo. Es posible observar que al aumentar el tamafio de muestreo, también
aumenta la convergencia y precision del calculo de AGy,,,. Sin embargo, este au-
mento en la precision conlleva un incremento en el costo computacional. Aunque
el costo computacional se duplica al aumentar el tamafio de muestreo de 1 ns a 2
ns, el beneficio en la precision es alto. Sin embargo, la diferencia entre hacer una
relajacion de 2 ns o 4 ns no es conveniente debido al incremento del costo compu-
tacional sin que aumente la precision del calculo. Se concluye que el tamafio de

muestreo mas 6ptimo para obtener un cdlculo de AG,,, eficiente es de 2 ns.

Cambio en la energia libre de solvatacion de agua en agua

A B C D E F
30 | 15/15 | 1 ns 0 ns —32,20£2,50 | 12
30 | 15/15 | 1 ns I ns —26,85+ 0,15 | 24
30 | 15/15 | 4 ns I ns —26,80 £0,13 | 60
AGygoly calculado experimentalmente | —26,40 £ 0,84

Tabla 8: Caracterizacion del tamafio de muestreo estudiando el sistema agua en agua. De izquierda
a derecha: A) Cantidad de puntos de muestreo en el rango [0,1] para valores de A, B) distribucién
de los puntos de muestreo entre las interacciones de Coulomb y de van der Waals, C) tiempo de
simulacién de relajacion NPT para cada punto de muestreo en A, D) tiempo de simulacién en la fase
de produccion para cada punto de muestreo en A en la integracion termodinamica, E) prediccion
del valor de AG .0, F) costo computacional en horas. Los datos marcados en verde indican el
protocolo més eficiente para el cdlculo de AGy,,, utilizando como referencia el valor calculado de

manera experimental (en amarillo).
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Para corroborar esta conclusion, se analiz6 un segundo sistema de referencia:
el sistema anilina en octanol. En esta simulacién para el cdlculo de AG,,y,, se
aplicaron los pasos de dindmica molecular descritos en la seccion 5.5 al sistema. Se
realizaron simulaciones con diferentes valores para el pardmetro de acoplamiento
A, que se muestran en la primera columna de la Tabla 9, utilizando distribuciones
simétricas y asimétricas, y un tamafo de muestreo de 1 ns para la relajacion NPT

y produccion.

Estas simulaciones se llevaron a cabo para observar la contribucién del au-
mento en el nimero de valores y la distribucion del pardmetro A y caracterizar su
efecto en la convergencia, precision y eficiencia del calculo de AGy,,,, de manera
similar al sistema agua en agua. Los resultados refuerzan la conclusion de que el
protocolo 6ptimo para el cdlculo de AG,;, mediante la integracion termodinami-
ca consiste en utilizar 30 valores del pardmetro A distribuidos de manera simétrica
para la eliminacion de interacciones tipo Coulomb y van der Waals. Ademads, se
encontrd que un tamafio de muestreo de 2 ns para la integracién termodindmica
proporciona resultados precisos y eficientes, con 1 ns de relajacion para el sistema
y 1 ns para el analisis de la integracion termodindmica. De esta manera, se logra

obtener el AG,,;, con gran exactitud y eficiencia.

4.4. Calculo de AG 1, AGiyanss y coeficiente de particion

Con el protocolo de integracion termodindmica optimizado, se llevé a cabo el
calculo de AG,, para todos los sistemas solvente_soluto mencionados en la Tabla
5, excepto las proporciones DAcPC:Agua [1:8] y DAcPC:Agua [1:16], lo que re-

sulté en un total de 21 sistemas. Para cada sistema, se realizaron 30 simulaciones,
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Cambio en la energia libre de solvatacion de anilina en octanol

A B C D E F
30 | 15/15 | 1 ns 1 ns —32,33 £ 0,36 10
45 | 15/30 | 1 ns I ns —32,44+0,18 15
60 | 30/30 | 1 ns I ns —31,72 + 0,42 20
A G401 calculado experimentalmente | —28,07 + 0,84

Tabla 9: Caracterizacion del tamafio de muestreo estudiando el sistema anilina en octanol. De
izquierda a derecha: A) Cantidad de puntos de muestreo en el rango [0,1] para valores de A\, B)
distribucién de los puntos de muestreo entre las interacciones de Coulomb y de van der Waals, C)
tiempo de simulacién de relajacion NPT para cada punto de muestreo en A, D) tiempo de simulacién
en la fase de produccién para cada punto de muestreo en A en la integracion termodinamica, E)
prediccion del valor de AG o4, F) costo computacional en horas. Los datos marcados en verde
indican el protocolo mas eficiente para el cdlculo de AGy,, utilizando como referencia el valor

calculado de manera experimental [44] (en amarillo).

con un tamafno de muestreo total de 2 ns (incluyendo relajacién y produccion), lo
que equivale a 630 simulaciones de dindmica molecular para el cdlculo de AG .,
de todos los sistemas solvente_soluto. Para agilizar la realizacion de estos cdlculos,
se cred el script I'T.sh, el cual automatiza el procedimiento de generar 30 simulacio-
nes para cada sistema (ver Anexos). Asi, utilizando el método BAR, se obtuvieron

los valores del calculo de AGy.

El siguiente paso fue calcular AG'7,4,¢ de los solutos estudiados al pasar de

agua al solvente representativo del estrato polar de la bicapa fosfolipidica.

En la Figura 9 se muestra de manera general los procesos realizados para el

célculo de AGso1y Y AGiransy-
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Figura 9: Esquema general de procesos computacionales para el cdlculo deAG o1 Y AGTransf

En la Tabla 10, se presentan los resultados de AG,;,. Estos datos nos permi-
ten determinar el cambio en la energia libre generado al solvatar un soluto en los

diferentes solventes representativos de la bicapa fosfolipidica.

Los resultados de AG ., para el hexano, anilina y formamida concuerdan con
lo esperado, dada la naturaleza fisicoquimica de cada uno de ellos en el solvente
acuoso. El hexano, al ser una molécula menos polar que la formamida, muestra
que el proceso de solvatacion no es espontaneo, mientras que la formamida, al ser

mads polar que el hexano y la anilina, presenta un proceso de solvatacion favorable.

Por otro lado, en el solvente hexadecano, al ser menos polar que el agua, el
proceso de solvatacion se ve favorecido para las moléculas de hexano y anilina, en

contraste con la formamida.

Es importante mencionar que los valores de AG ,,, para todos los solutos (he-
xano, anilina y formamida) en los solventes representativos del estrato polar son
negativos, lo que indica que el proceso de solvatacion ocurre de forma espontanea.
Sin embargo, estos valores varian, algunos mas negativos que otros, lo que clasifi-

ca los procesos de solvatacion como mas o menos espontdneos. Estas diferencias
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se deben a las propiedades fisicoquimicas de cada soluto y solvente, asi como a las

interacciones y efectos de entropia que ocurren en el proceso de solvatacion.

Al comparar los resultados de AG,;, para el solvente DAcPC sin agua [1:0]
y con agua [1:4], es posible observar una disminucion de estos valores al agregar
moléculas de agua al sistema. Esto se relaciona con las interacciones intermole-
culares presentes en cada sistema. Para el sistema en presencia de moléculas de
agua, se han formado puentes de hidrégeno con la DAcPC, antes de que un soluto
sea solvatado y pueda formar interacciones soluto_solvente. Por lo que el proceso
de solvatacion de un soluto, es menos espontdneo, en contraste con el sistema sin
moléculas de agua, el soluto al ser solvatado por DAcPC las interacciones son mas

favorables.

En consecuencia, al incorporar moléculas de agua, el resultado se acerca a los
valores de AG,;,, del agua como solvente puro. Esto indica que las moléculas de
agua tienen un efecto estabilizador en el proceso de solvatacion, lo que disminuye
la energia requerida para solvatar los solutos en el sistema. Esta disminucién en
los valores de AG,,, refleja la afinidad de los solutos por el agua (con diferente
magnitud) y la capacidad del agua para estabilizar las moléculas de soluto en el

sistema.

A partir del calculo de los AG,;,, del soluto en dos distintos solventes, se puede

realizar el cdlculo de AGy;qnsf, como se muestra en la Figura 9.

Los datos calculados del AG';qns que se muestran en la Tabla 11, representan
la energia necesaria para transferir un soluto particular entre los solventes imple-
mentados en la version 3 del MMPSM, considerando el efecto de la inclusién de

agua en el estrato polar, contrastando las proporciones de DAcPC:Agua [1:0] y
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AG oy [kI/mol]

Solvente/Soluto hexano anilina formamida

! 15,36 4+ 0,347 | —32.33 +0,36° | —23,15 + 0,259

agua | 9,864+ 0,19° | —22,55+0,22¢ | —33.80 £ 0,16

AMP | —35,62+£0,73 | —66,18 41,06 | —80,741
HTC | —42,45+0,75 | —94,17+£1,8 | —67,75 £ 0,68
DACPC:Agua[l:0] | —3,23+157 | —4497+12 | —59,8+0,69
DACPC:Agua[l:4] | 0,74 +0,65 | —29744+15 | —3556 % 1,43

hexadecano | —17,21 +0,58° | —28,95 4+ 0,23/ | —10,24 +0,21"

Tabla 10: Resultados del célculo de AG o1, de los sistemas solvente_soluto estudiados en este
trabajo. El solvente AMP se utilizé en la version 1 del MMPSM, y el HTC en la versién 2, se

incluyen con propdsito comparativo. AG s, calculados de manera experimental de los solutos en
algunos solventes: a = 10,38+2,51,b = —12,594+0,84, c = —15,23+0,84 ,d = —22,974+0,84,
e=—28,07+£0,84, f=-2276+0,84, g = —32,64 £ 0,84, h = —12,18 £ 0,84 [44, 46].

[1:4].

Los valores del cambio de la energia libre de transferir los solutos hexano,
anilina y formamida del agua al DAcPC puro y del agua al DAcPC con agua son
negativos. Esto sugiere que todos los solutos pasaran de la solucién acuosa al es-
trato polar. Adn mads, al comparar los resultados de la DAcPC con y sin moléculas
de agua, se puede observar que incluir moléculas de agua al solvente DAcPC dis-

minuye el AGyqns -

En el caso del soluto hexano, su transferencia desde el solvente DAcPC, sin o

con agua, al solvente hexadecano, resulta en un valor del AG/,,,sf negativo, lo que
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indica que este soluto prefiere estar en el estrato no polar de la bicapa fosfolipidica.
Este resultado concuerda con la naturaleza fisicoquimica del hexano, al ser una

molécula hidrofébica.

Para los solutos anilina y formamida, los valores son positivos, lo que indica
que tienden a quedarse preferentemente en el solvente representativo del estrato
polar, DAcPC sin o con agua, aunque en menor grado en el caso de la anilina. Esto
se debe a la naturaleza anfipatica del anilina y a la polaridad de la formamida, lo

que favorece su solvatacion en el solvente polar.

MMPSM AG'1yanss [kI/mol]

hexano anilina formamida

W—DAcPC | —13,09+ 1,76 | —22,42 4+ 1,42 | —25,91 £ 0,85

W—-DAcPC:W | —9,12+0,84 | —7,19+1,72 | —1,67+£1,59

DAcPC +H | —13,98£2,15 | 16,02+ 1,43 49,56 £ 0,9

DAcPC:W —H | —1795+1,23 | 9,32+0,99 27,07 £1,64

Tabla 11: AG1ransy de los solutos estudiados, en el modelo de solvatacion propuesto en este
trabajo. En las filas de la celda en color azul se muestra la energia necesaria para poder pasar el
soluto del solvente Agua (W) al DACPC sin o con agua, es decir de la fase acuosa al estrato polar.
En las filas de color verde se muestran los valores cédlculados del AGrransy de pasar el soluto

del estrato polar al estrato no polar, representado por el solvente hexadecano (H).

Como se menciond en capitulos previos, el cdlculo de AG 455 a partir de la
implementacion del protocolo para el cdlculo de AGg,,, permite estimar el coefi-
ciente de particion del soluto para dos diferentes solventes, tal como se muestra en

la ecuacion 2.
Dado que se han reportado mediciones experimentales, y con la finalidad de
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generar evidencia que valide al MMPSM, calculamos el valor del coeficiente de
particiéon octanol-agua para el hexano, la anilina y la formamida (ver Tabla 12).
Los datos de AGgo1 Y AGransy se calcularon previamente considerando el mo-
delo bifasico Octanol/Agua, el cual se ha utilizado en mediciones experimentales
de la lipofilicidad de moléculas. Nuestros resultados se comparan con predicciones
calculadas con los algoritmos computacionales Molinspiration [47], rdkit [48] y
ALOGPS [49]. Molinspiration es una empresa privada centrada en el desarrollo
y la aplicacion de técnicas modernas de quimioinformadtica, la cual proporciona
herramientas a través de su sitio web (no da detalles de como implementa y rea-
liza los célculos). rdkit realiza la prediccion de parametros fisicoquimicos basada
en contribuciones atomicas. ALOGPS utiliza redes neuronales asociativas para la
prediccion de la lipofilicidad. Todos estos valores se contrastan con mediciones

experimentales reportadas en la literatura [9].

Los resultados demuestran que el protocolo para el calculo de variables termo-
dindmicas utilizado en el modelo MMPSM predice correctamente la lipofilicidad
de los solutos estudiados. En particular, refleja la naturaleza lipofilica, anfipatica
e hidrofilica del hexano, la anilina y la formamida, respectivamente. Estos resulta-
dos son consistentes con las observaciones experimentales y validan la precision
y confiabilidad de la versién 3 del MMPSM en la prediccion de la lipofilicidad de

solutos en diferentes solventes.
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Log P Octanol/Agua
A B C D E
hexano | +3,66 | 42,59 | +4,02 | +4,25 £ 0,53 | 44,00 £ 0,25

anilina | +1,01 | 41,26 | 40,89 | +1,65 £ 0,58 | +0,90 £ 0,05

formamida | —0,92 | —0,90 | —1,63 | —1,81 0,41 | —1,51 £ 0,30

Tabla 12: Validacién del modelo de solvatacion computacional. De izquierda a derecha: A) Mo-
linspiration, B) rdkit, C) ALOGPS, D) MMPSM, E) medicién experimental. El uso del protocolo

implementado en el MMPSM predice correctamente la lipofilicidad de los solutos aqui estudiados.

5. Discusion

Este trabajo de investigacion se centr6 en estudiar el efecto de utilizar una mez-
cla de diacetilfosfatidilcolina y agua (DAcPC:Agua) como solvente representativo
del estrato polar en el modelo de membrana de solvatacién multifase (MMPSM),
dada la similitud estructural de estas moléculas con dicho estrato en bicapas fos-

folipidicas.

Se observé que la proporcion critica para la separacion de fases en el sistema
DAcPC:Agua se da a partir de [1:8], haciéndose mas evidente en [1:16]. A medida
que aumenta la proporcion de agua en la mezcla, se favorece la separacion de fases.
La capacidad del campo de fuerza de las moléculas DAcPC y agua para reproducir
correctamente el efecto de separacion de fases a partir de cierta proporcion, es
evidencia de la calidad de descripcion de interacciones atomicas utilizadas en este

estudio.

Sin embargo, este efecto natural tiene implicaciones en nuestro estudio de la
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solvatacion de solutos. Por ejemplo, cuando se solvatan solutos en mezclas con
proporciones DAcPC: Agua mayores a [1:4], la propiedad fisicoquimica de los so-
lutos favoreceran la fase acuosa o la del DAcPC, lo cual no simula bien el com-
portamiento del soluto dentro del estrato polar de la membrana. Por lo tanto, la
mezcla DAcPC:Agua con una proporcién mayor a [1:4] no es adecuada como sol-
vente representativo del estrato polar en este modelo. No obstante, observamos
que en una proporcion DAcPC:Agua [1:4], el sistema se muestra como una mez-
cla homogénea. En este ultimo caso, el proceso de solvatacion de un soluto es mas
cercano al comportamiento del estrato polar de la membrana fosfolipidica. Asi, a
pesar que de manera experimental la proporcion de moléculas de DAcPC:Agua
[1:8-16] se correlaciona con la naturaleza de las bicapas PC [28], nuestros resul-
tados sugieren que la proporciéon méxima de DAcPC:Agua en la implementaciéon

del MMPSM debe ser de [1:4].

Por otro lado, optimizamos de manera sistemética el protocolo implementado
parael cdlculo de AG,;,,. Encontramos que es mds preciso y eficiente si se utilizan
30 valores del pardmetro de acoplamiento A distribuidos de manera simétrica, para
la eliminacion gradual de las interacciones inter e intramoleculares de Coulomb y
van der Waals. Este resultado predice valores cercanos a los datos experimentales
reportados para el AG,,;, de los solutos analizados en este trabajo. En términos de
tamafio de muestreo, se encontrd que con un tiempo de 2 ns, en todos los sistemas
solvente_soluto (1 ns para realizar la relajacion y 1 ns de produccién), se obtiene

un muestreo adecuado para el cdlculo de AGg,,,,, dando resultados convergentes.

En concordancia con el MMPSM implementado previamente en el estudio de

la Anfotericina B [11] y anestésicos locales [12], el modelo de membrana basado
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en fases de solvatacion usando el solvente DAcPC:Agua [1:4] como representacion
del estrato polar, predice correctamente el comportamiento esperado de los solutos
estudiados de acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas. Sin embargo, observamos
que el efecto de la adicion de moléculas de agua en el solvente DACPC se ve refle-
jado en una disminucién del AG's,;, y por consiguiente de AG'7yqnsf, generando
una correccion en las predicciones de solvatacion en el sentido correcto. Este es
un resultado importante, ya que muestra la relevancia de considerar al agua como

componente del estrato polar de la membrana [50, 51, 52].

También generamos evidencia de la confiabilidad de los campos de fuerza de
los solutos y solventes utilizados, ya que estos reproducen los efectos entélpicos y
entrépicos necesarios para formar una cavidad en los solventes de manera que estas
moléculas se reordenen alrededor del soluto. Asi mismo, la prediccion de los valo-
res del coeficiente de particion octanol-agua para el rango amplio de lipofilicidad
estudiado fue correcta. Estos resultados refuerzan la validez del uso del modelo de
membrana de solvatacién multifase propuesto como herramienta confiable para el

calculo de variables termodinamicas [53, 54, 55].

Es importante tener en cuenta las limitaciones que surgen al interpretar los
resultados de este estudio. Reconocer y comprender estas limitaciones nos permi-
tird identificar dreas de oportunidad para la mejora de futuras investigaciones. El
modelo de membrana de solvatacion multifase, con el uso de DAcPC:Agua co-
mo solvente representante del estrato polar, muestra una capacidad adecuada para
predecir la naturaleza fisicoquimica de los solutos estudiados. Sin embargo, has-
ta el momento no conocemos mediciones experimentales del logP de los solutos

estudiados en este trabajo en membranas bioldgicas reales, esto es, solventes dis-
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tintos a octanol. Esto limita evaluar la exactitud de las predicciones del MMPSM.
Aln asi, los comportamientos relativos de todos los solutos en todos los solventes

analizados son como se espera.

Otra limitacién importante es la omision de presencia de iones en el solvente
representante de la fase acuosa, ya que la region extracelular ademds de moléculas
de agua contiene iones como Na™, K*, Ca*", Mg®" o CI~, por lo que se propo-
ne para un siguiente refinamiento, seleccionar los iones Na®™ y C1~, en una misma
proporcion, para la fase acuosa ya que ambos iones tienen un impacto en la hidrata-
cién y orientacion en el grupo fosfato de una bicapa de DPPC [56]. Esto permitiria
ver los efectos en el calculo de las variables termodindmicas al usar la mezcla

Agua:iones.

Ademas, creemos que es posible reducir el tamafio de muestreo para la integra-
cién termodindmica y tener una mejora en la convergencia de los datos calculados,
disminuyendo el costo computacional, utilizando el método de integracion Acce-

lerated Weight Histogram (AWH) [57].

Los resultados de la refinacion del modelo de membrana de solvatacion mul-
tifase tienen implicaciones que enriquecen nuestro entendimiento del proceso de
la solvatacion en sistemas de bicapas lipidicas, que se pudieron visualizar en este
estudio. Por lo anterior, podemos decir que el MMPSM version 3 es una buena
aproximacion para estudiar las interacciones del soluto con una bicapa fosfolipidi-

ca, basandose en el proceso de solvatacion, con nuestro protocolo optimizado.
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6. Conclusion

La modificacién del modelo de membrana de solvatacion multifase (MMPSM)
ha demostrado su eficacia en el célculo preciso de variables termodindmicas me-
diante el método de integracion termodindmica. Para lograrlo, se optimiz6 un pro-
tocolo que distribuye adecuadamente los valores del parametro de acoplamiento
A, reproduciendo asi datos experimentales reportados previamente con precision

y buena convergencia.

En este trabajo, se propuso refinar el MMPSM mediante el uso de la molécula
DACcPC, que presenta una estructura quimica similar a la regién polar del DPPC,
ademads de la incorporacion de agua con diferentes proporciones. Los resultados
indican que para utilizar DAcPC:Agua como disolvente representativo del estrato
polar de una bicapa fosfolipidica, es necesario mantener la proporcion en [1:4].
Ademés, se confirmo la validez de los campos de fuerza utilizados, al observar el
efecto natural de separacion de fases en proporciones de DAcPC:Agua a partir de

[1:8].

Asimismo, el uso del disolvente DAcPC:Agua en el MMPSM predice correc-
tamente el comportamiento de los solutos estudiados en los diferentes estratos de
la bicapa. Los resultados obtenidos validan la hipdtesis planteada inicialmente;
refinar este modelo de membrana con el uso de DAcPC:Agua como disolvente re-
presentante de la fase polar mejora la aproximacion tedrica, generando una herra-
mienta confiable y precisa para el cdlculo de variables termodindmicas en sistemas

de bicapas fosfolipidicas.

En conjunto, los resultados obtenidos en este estudio respaldan la utilidad y
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aplicabilidad del MMPSM, mostrando ser una buena plataforma para estudiar las
interacciones de solutos con una bicapa fosfolipidica, basdndose en el proceso de
solvatacion. Este trabajo abre nuevas posibilidades para futuras investigaciones en
las que se estudien nuevos farmacos, caracterizando su interaccion con la mem-

brana en etapas tempranas de desarrollo de manera eficiente y confiable.
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ANEXO 1

Anexo 1: Archivos con parametros de Dinamica molécular
Parametros para la minimizacion de energia
min.mdp

; PARAMETROS DE CONTROL DE CORRIDA

integrator = steep

nsteps = 50000

; Frecuencias de salida para energias para archivo log y archivo de energia
nstlog =1

nstenergy = 1

; Opciones de minimizacién de energia

; Tolerancia de fuerza y tamafio de paso inicial

emtol = 10 ; Stop minimization when the maximum force < 1000.0 kJ/mol/nm
emstep = 0.01 ; Minimization step size

; Nimero maximo de iteracines en "relax-shells"

niter = 20

; PARAMETROS DE BUSQUEDA DE VECINGOS
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cutoff-scheme = Verlet

; Frecuencia de actualizacién de nblist

nstlist =1

; Algoritmo de busqueda de vecinos (simple o grid)
ns_type = grid

; Condiciones de frontera periédicas (XYZ o ninguna)
pbc = xyz

; Radio de corte de nblist

rlist = 1.2

; OPCIONES PARA ELECTROSTATICA Y VDW

; Método para hacer electrostatica

coulombtype = PME

; rcoulomb-switch = 0

rcoulomb = 1.2

; Constante dieléctrica (DC) para radio de corte o DC de campo de reaccién
epsilon-r =1

; Método para hacer VDW

vdw-type = cut-off

; Longitudes de corte

rvdw = 1.2

; Aplicar correcciones de dispersién de largo alcance para energia y presidn
DispCorr = EnerPres

; Espaciamiento para la rejilla PME/PPPM FFT
fourierspacing = 0.12

; Tamafio de rejilla FFT, cuando un valor es O se usard fourierspacing
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fourier_nx = 0
fourier_ny = 0
fourier_nz = 0

; Parametros EWALD/PME/PPPM
pme_order = 6

ewald_rtol = 1e-06
epsilon_surface = 0
;optimize_fft = no

; Type of constraint algorithm

constraint-algorithm = lincs

Parametros para la relajacion NVT

nvt.mdp

; RUN CONTROL PARAMETERS
integrator = md

; start time and timestep in ps =
tinit =0

dt

0.002

nsteps 25000000 ; b5mns

; number of steps for center of mass motion removal =
nstcomm = 100

; OUTPUT CONTROL OPTIONS =

; Output frequency for coords (x), velocities (v) and forces (f) =
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nstxout =0

nstvout =0

nstfout =0

; Output frequency for energies to log file and energy file =
nstlog = 500

nstenergy = 100

; Output frequency and precision for xtc file =
nstxout-compressed = 5000
compressed-x—-precision = 1000

; NEIGHBORSEARCHING PARAMETERS =

; nblist update frequency =

nstlist = 10

;OPTIONS FOR TEMPERATURE COUPLING

tcoupl = V-rescale

tc_grps = System
tau_t =1
ref_t = 310

; OPTIONS FOR BONDS =

constraints = hbonds

; Type of constraint algorithm =
constraint-algorithm = lincs

; Do not constrain the start configuration =
continuation = no

; Relative tolerance of shake =

shake-tol = 0.0001
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; Highest order in the expansion of the constraint coupling matrix =
lincs-order =4

; Lincs will write a warning to the stderr if in one step a bond =

; rotates over more degrees than =

lincs-warnangle = 30

; Periodic boundary conditions: xyz or none =

pbc = Xyz

; nblist cut-off =

1.0

rlist
; OPTIONS FOR ELECTROSTATICS AND VDW =

; Method for doing electrostatics =

coulombtype = pme

rcoulomb =1.2

; Dielectric constant (DC) for cutoff or DC of reaction field =
epsilon_r =1

; Method for doing Van der Waals =

vdw-type = cut-off
; cut-off lengths =
rvdw_switch =0

rvdw =1.2

; Apply long range dispersion corrections for Energy and Pressure =
DispCorr = EnerPres

; Spacing for the PME/PPPM FFT grid =

fourierspacing =0.1

; FFT grid size, when a value is O fourierspacing will be used =
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fourier_nx
fourier_ny

fourier_nz

; EWALD/PME/PPPM parameters

pme_order
ewald_rtol

epsilon_surface

0
0

6

1e-06

; GENERATE VELOCITIES FOR STARTUP RUN =

gen_vel
gen_temp

gen_seed

yes
310
-1

Parametros para la relajacion NPT

npt.mdp

; RUN CONTROL PARAMETERS =

integrator

md

; start time and timestep in ps =

tinit
dt

nsteps

; number of steps for center of mass motion removal

nstcomm

0

0.002

25000000 ;

100

89

; ps=2fs

)

5ns



; OUTPUT CONTROL OPTIONS =

; Output frequency for coords (x), velocities (v) and forces (f) =

nstxout =0
nstvout =0
nstfout =0

; Output frequency for energies to log file and energy file =
nstlog = 500

nstenergy = 100

; Output frequency and precision for xtc file =

50000

nstxout-compressed

compressed-x—precision 1000
; NEIGHBORSEARCHING PARAMETERS =
; nblist update frequency =

nstlist = 10

;OPTIONS FOR TEMPERATURE COUPLING

tcoupl = V-rescale

tc_grps = system
tau_t =1
ref_t = 310

;OPTIONS FOR PRESSURE COUPLING

Pcoupl = c-rescale
tau_p = 0.5
compressibility = be-05
ref_p =1.0
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; OPTIONS FOR BONDS =

constraints = hbonds

; Type of constraint algorithm =

constraint-algorithm = lincs

; Do not constrain the start configuration =

continuation = yes

; Relative tolerance of shake =

shake-tol = 0.0001

; Highest order in the expansion of the constraint coupling matrix =
lincs-order =4

; Lincs will write a warning to the stderr if in one step a bond =
; rotates over more degrees than =

lincs-warnangle = 30

; Periodic boundary conditions: xyz or none =

pbc = Xyz

; nblist cut-off =

1.0

rlist

; OPTIONS FOR ELECTROSTATICS AND VDW =

; Method for doing electrostatics =

coulombtype = pme

rcoulomb =1.2

; Dielectric constant (DC) for cutoff or DC of reaction field =
epsilon_r =1

; Method for doing Van der Waals =
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vdw-type cut-off
; cut-off lengths =
rvdw_switch =0

rvdw =1.2

; Apply long range dispersion corrections for Energy and Pressure

DispCorr = EnerPres
; Spacing for the PME/PPPM FFT grid =

fourierspacing = 0.1

; FFT grid size, when a value is O fourierspacing will be used =

fourier_nx =0
fourier_ny =0
fourier_nz =0

; EWALD/PME/PPPM parameters =

pme_order =6

ewald_rtol 1e-06

Il
o

epsilon_surface

; GENERATE VELOCITIES FOR STARTUP RUN =

gen_vel = no
gen_temp = 310
gen_seed = -1

Parametros para la integracion termodinamica

integrator = sd ; Langevin dynamics
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tinit =0

dt = 0.002

nsteps = 2500000 ; 5 ns
nstcomm = 100

; Output control

nstxout = 500

nstvout = 500

nstfout =0
nstxout-compressed =0

; Output frequency for energies to log file and energy file =
nstlog = 500
nstenergy = 100

; Output frequency and precision for xtc file =

nstxtcout 5000

xtc-precision 1000

; Neighborsearching and short-range nonbonded interactions

cutoff-scheme = verlet
nstlist = 20
ns_type = grid
pbc = Xyz
rlist =1.2

; Electrostatics

coulombtype = PME
rcoulomb =1.2
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; van der Waals

cutoff

vdwtype

vdw-modifier potential-switch

rvdw-switch 1.0

rvdw 1.2

; Apply long range dispersion corrections for Energy and Pressure
DispCorr = EnerPres

; Spacing for the PME/PPPM FFT grid

fourierspacing = 0.12

; EWALD/PME/PPPM parameters

pme_order =6
ewald_rtol = le-06
epsilon_surface =0

; Temperature coupling

; tcoupl is implicitly handled by the sd integrator

tc_grps = soluto solvente
tau_t =1.0 1.0
ref_t = 310 310

; Pressure coupling is on for NPT

Pcoupl =C-rescale
tau_p =1.0
compressibility = 4.5e-05
ref_p =1.0

; Free energy control stuff

free_energy = yes
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init_lambda_state =0

delta_lambda =0

calc_lambda_neighbors =1 ; only immediate neighboring windows
couple-moltype = soluto

couple-lambda0l = vdw-q ; only van der Waals interactions
couple-lambdal = none ; turn off everything, in this case only
vdW

couple-intramol = no

; Vectors of lambda specified here
; Each combination is an index that is retrieved from init_lambda_state for

each simulation

; init_lambda_state 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

i0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

25 26 27 28 29 30

coul_lambdas = 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.50
0.60 0.70 0.80 0.90 0.95 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.0

vdw_lambdas = 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.50
0.60 0.70 0.710 0.715 0.720 0.725 0.730 0.735 0.74 0.75 0.78 0.80 0.85 0.90
0.95 1.00
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; We are not transforming any bonded or restrained interactions

bonded_lambdas 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

restraint_lambdas 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

; Masses are not changing (particle identities are the same at lambda = O and

lambda = 1)

mass_lambdas 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

; Not doing simulated temperting here

0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

temperature_lambdas
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

; Options for the decoupling

sc-alpha = 0.5

sc-coul = no ; linear interpolation of Coulomb (none
in this case)

sc-power =1

sc-sigma =0.3

nstdhdl = 10
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; Do not generate velocities
gen_vel = no

; options for bonds

constraints h-bonds ; we only have C-H bonds here
; Type of constraint algorithm

constraint-algorithm = lincs

; Constrain the starting configuration

; since we are continuing from NPT

continuation = yes

; Highest order in the expansion of the constraint coupling matrix

lincs-order =12

ANEXO 2

Anexo 2: Script para la configuracion, minimizacion y relajacion
de sistemas solvente y solvente-soluto

solvente.sh

solvente=’0ctanol’
##CONFIGURACION INICIAL
##MINIMIZACION

gmx grompp -f min.mdp -c ${solvente}.gro -p topol.top -o em.tpr -maxwarn 1
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gmx mdrun -v -deffnm em

##RELAJACION NVT

gmx grompp —-f nvt.mdp -c¢ em.gro -p topol.top -o nvt.tpr -maxwarn 1
gmx mdrun -v -deffnm nvt

##RELAJACION NPT

gmx grompp -f npt.mdp -c nvt.gro -t nvt.cpt -p topol.top -o npt.tpr
-maxwarn 1

gmx mdrun -v -deffnm npt

Script para solvatar un soluto en solvente

solvatacion.sh

solvente=’agua’
soluto=’formamida’
mkdir mix_soluto

./insert_solute_in_solvent.awk solutos/${soluto}$.pdb solventes/${solvente}$.pdb :

##VISUALIZAR FARMACO-SOLVENTE

vmd mix_formamida/AGUA_formamida.pdb

IT.sh

#!/bin/bash

gmx="/usr/bin/gmx"
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solvente="DACPC"

soluto="formamida"

#CREAR CARPETA PARA GUARDAR ARCHIVOS DE SALIDA DE LA INTEGRACION TERMODINAMICA

mkdir it_${solvente}_${soluto}

#30 VALORES DE LAMBDA
for (( i=0; i<31; i++ ))
do
LAMBDA=$i
#CREAR CARPETA it_SOLVENTE_FARMACO
mkdir it_${solvente}_${soluto}/Lambda_$LAMBDA
$gmx grompp -f MDP/it_${solvente}_${soluto}/md_$LAMBDA.mdp -c
SIS_CALENT/${solvente}_${soluto}_npt.gro -p FF/${solvente}_${soluto}.top -t
SIS_CALENT/${solvente}_${soluto}_npt.cpt -o

it_${solvente}_${soluto}/Lambda_$LAMBDA/md$LAMBDA.tpr -maxwarn 1

$gmx mdrun -v -deffnm it_${solvente}_${soluto}/Lambda_$LAMBDA/md$LAMBDA

done

exit;
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