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RESUMEN

A lo largo de los 6 capitulos que componen esta tesis se describe el proceso que existe en el estudio
de proteinas de membrana mediante simulaciones de dindmica molecular, partiendo de los
fundamentos de la conformacion de la materia organica y los principios fisicos que fundamentan

las simulaciones de dinamica molecular (primeros 2 capitulos).

Posteriormente se muestra el procedimiento para realizar la simulaciéon de dinamica molecular
para el combinado con el péptido transmembrana KALP (secuencia: GKK(LA)sLKKA) en la
bicapa fosfolipidica DPPC (1,2-Dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine), el cual trata un
modelo sencillo que consta de una seccion proteica transmembrana insertada en la estructura
lipidica. Este estudio se diversifica en el andlisis de campos de fuerza y membranas de mayor
dimensidn, con lo cual se abre paso al estudio de estructuras de mayor complejidad como son el
canal bacteriano PorB Neisseria meningitidis y el canal TRPV4 (Receptor de Vaniloides de

Potencial Transitorio 4, por siglas en inglés).

Inmersos en el estudio de proteinas de membrana, el nivel de dificultad asciende no solo en las
dimensiones de las estructuras, sino en la complejidad de los modelos y su funcionamiento. La
simulacion de electrofisiologia celular, es un proceso que consta en llevar un modelo
Proteina/Membrana, a un modelo donde es posible crear y controlar un gradiente electroquimico
y con ello flujo de iones a través de las estructuras en cuestion y con ello, comparar el

comportamiento en la conductancia de las estructuras PorB mutada y en su conformacion silvestre.

En el dltimo capitulo de esta tesis se realiza un modelo que a diferencia de los anteriores, no es
un modelo que se haya realizado con anterioridad, este modelo parte del posible vinculo entre el
residuo 742 de la estructura TRPV4, la estructura lipidica PIP2 (Fosfatidilinositol-4-5-bifosfatol)
y la activacion del canal, con lo cual se realiza una serie de simulaciones con modelos presentan
diversas diferencias, como mutaciones en el residuo 742 o la presencia y ausencia del lipido PIP2,

con lo cual se busca la existencia de dicho vinculo.
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INTRODUCCION

La organizacion tridimensional de los &tomos que conforman a las proteinas es esencial
para desarrollar su funcion [1]. Cada proteina tiene acceso a un conjunto finito de conformaciones,
0 espacio de estados, sobre el cual es posible establecer la relacion entre estructura y la funcion
bioldgica. Por tanto, la actividad bioldgica de las proteinas se encuentra asociada a las propiedades
de transicion conformacional de cada sistema. Dichas transiciones conformacionales son
especificas de cada proteina y varian en magnitud, tiempo de transicion y complejidad. De esta
situacién deviene la alta complejidad intrinseca en el estudio de las propiedades dinamicas de estos
sistemas bioldgicos, tanto de perspectivas experimentales como tedricas.

En un enfoque tedrico, las simulaciones de dindmica molecular se han posicionado como
una de las herramientas mas comunmente empleadas para la evaluacion de las propiedades de
transicion de las macromoléculas bioldgicas [2]. EI muestreo de estados accesibles al sistema se
realiza a través de resolver las ecuaciones de movimiento de Newton. Para ello se emplean
potenciales clasicos de interaccion interatomica e integradores simplécticos de las ecuaciones
diferenciales. En principio, y bajo la observacion de la conservacion de variables termodindmicas
apropiadas, la simulacién de dindmica molecular sobre un periodo infinito llevaria, invocando a la
hip6tesis ergddica, a muestrear en su totalidad el espacio fase. A pesar de que no es posible
determinar por completo el espacio fase empleando simulaciones moleculares, estas representan
en muchos casos la mejor herramienta para el estudio de procesos con limitada evidencia
experimental.

En el estudio de canales ionicos, sus medios de activacion e inactivacion, selectividad de

iones, variacion de transporte por mutacion y duracion del mismo, la biofisica ha encontrado
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respuestas en ecuaciones como la de Nernst y la ecuacion de Goldman-Hodgkin-Kats, que se ven
limitadas por la sensibilidad de los instrumentos de medicion.

A lo largo de los 6 capitulos que componen esta tesis, observamos en la primera mitad los
fundamentos de las simulaciones de dinamica molecular, para mostrar en la segunda mitad un
proceso de evolucion en la complejidad de las simulaciones de dindmica molecular. Esta evolucién
se encuentra ligada al creciente interés por elucidar los mecanismos moleculares que rigen el
funcionamiento de los canales ionicos.

Si bien las simulaciones de dindmica molecular son procesos de aproximacion, estos
procesos han mostrado un gran acercamiento a la descripcién de comportamientos biomoleculares
que no pueden ser estudiados mediante otros procesos. Tal es el caso del analisis de los canales
i6nicos, qué aun cuando los estudios mediante electrofisiologia otorgan gran informacion del flujo
de iones, estos estudios no describen, a nivel molecular, el acontecer en los mecanismos que

intervienen en dicho flujo.
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Organizacion de la tesis

Con la finalidad de guiar la lectura de esta tesis se dara un breve resumen del contenido en

cada capitulo.

1 Estructura de proteinas y canales ionicos

Dado que las simulaciones de dindmica molecular que se desarrollan en este trabajo son
ejecutadas a partir de modelos estructurales de proteinas, en este primer capitulo se describen
brevemente los conceptos fundamentales de la biologia estructural. EIl objetivo es establecer las
bases necesarias para, de manera general, fundamentar las relaciones funcion-estructura y asi
conceptualizar la relevancia de los canales ionicos en el contexto celular. En la parte final del
capitulo se discuten brevemente las limitaciones de los modelos de Nernst y Goldman-Hodgkin-
Kats, que justifican el estudio de los canales i6nicos a partir de simulaciones de dinamica

molecular.

2 Mecanica estadistica

El sustento tedrico de mayor peso en la dinamica molecular lo brinda la mecanica
estadistica. De particular importancia resultan el concepto de ensamble termodinamico y la
formulacion de la hipdtesis ergddica. El objetivo de este capitulo es brindar un fundamento teorico
que permita ligar a la simulacion de dindmica molecular con la medicién experimental realizada

in-vitro sobre un sistema bioldgico.
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3 Simulacién de dinamica molecular

La simulacion de dindmica molecular es una técnica computacional en la que se representa
la evolucion temporal que presenta un sistema molecular bajo la influencia de una serie de
potenciales de interaccion atomicos. Dicha evolucion temporal del sistema se lleva a cabo
mediante la integracion de ecuaciones de movimiento clasicas, definidas sobre las particulas que
componen el sistema, y la inclusion de restricciones termodinamicas que mantienen constantes la
temperatura y/o presiéon a lo largo de la simulacién. El objetivo del capitulo es describir los

aspectos mas relevantes de la simulacion de dindmica molecular.

4 Dindmica molecular de una estructura
transmembrana (KALP en DPPC) y diseno de
membrana

Mediante el protocolo establecido por el Ph.D. Justin A. Lemkul de Virginia Tech
Department of Biochemistry [20], se describe la simulacion de dindmica molecular del péptido
KALP de membrana (secuencia: GKK(LA),LKKA) en una bicapa fosfolipdica (DPPC)
empleando el campo de fuerza GROMOS69 [23]. Posteriormente se repite el protocolo utilizando
el campo de fuerza AMBER99SB-ILDN [24]. El objetivo es validar la implementacion del
protocolo y discutir sobre la influencia del campo de fuerza en los resultados. Adicionalmente, se

presenta el protocolo empleado para el disefio membranas lipidicas de mayor tamario.
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5 Dinamica molecular del poro PorB en DPPC y
técnica de electrofisiologia computacional

En este capitulo se introduce el método de electrofisiologia computacional planteado en
Computational Electrophysiology: The Molecular Dynamics of lon Channel Permeation and
Selectivity in Atomistic Detail [21]. Esta metodologia busca simular directamente el flujo de iones
a través de canales de membrana haciendo uso de gradientes electroquimicos. Esta técnica ha
logrado reproducir procesos moleculares a escalas de tiempo fisiolégicos y experimentalmente
relevantes [21]. Para validar su correcta implementacion, el método es empleado en el canal
bacteriano PorB de la bacteria Neisseria meningitidis patdgena, insertado en la membrana DPPC,

lo que lleva a predecir la conductancia y selectividad de iones.

6 Dinamica molecular del canal i6nico TRPV4,
Interaccion con el lipido PIP2 y efectos de
mutacion.

El canal TRPV4 (Receptor de Vaniloides de Potencial Transitorio 4, por siglas en inglés) es un
canal de cationes no selectivo que responde a estimulos mecanicos, térmicos y osméticos. De
acuerdo con datos presentados por O. F. Harraz et al.[31], PIP2 (Fosfatidilinositol-4-5-bifosfatol)
actia como un inhibidor de la actividad del canal TRPV4. Sin embargo, el mecanismo molecular
de dicha inhibicién es atn desconocido. En este capitulo se estudia un posible sitio de unién de la

molécula PIP2 al receptor TRPV4.
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Capitulo 1

ESTRUCTURAS DE PROTEINAS Y CANALES IONICOS

En este capitulo introductorio se da un breve repaso sobre la organizacién estructural y
relevancia de las proteinas en el contexto celular. Posteriormente se aborda, de manera general, la
estructura y funcion de los canales idnicos. Finalmente, se brinda una descripcion de las ecuaciones
de Nernst y Goldman-Hodgkin-Kats, con la finalidad de dar un acercamiento a como la biofisica
ha abordado el estudio de canales idnicos y plantear la necesidad del uso de las simulaciones de

dindmica molecular.

1.1 ESTRUCTURAS BIOLOGICAS

La conformacion de la materia tiene dos vertientes a partir de su estructura molecular,
dichas vertientes son la materia organica e inorganica.

La materia orgénica estd compuesta en su mayor parte de moléculas con una estructura
basada en carbono. Estas moléculas ademas de ser grandes y complejas; como los aminoacidos,
las proteinas o los carbohidratos, pueden ser fabricadas por un ser vivo. Por otro lado, se encuentra
la materia inorganica, que con algunas excepciones, no esta conformada por carbono, ademas que
las estructuras moleculares suelen ser simples y pequefias como los minerales o sales. Sin embargo,

la mezcla de la materia organica e inorganica es fundamental para la vida.
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1.1.1 Aminoécidos

El nombre amino&cido corresponde a una estructura, compuesta por un grupo amino (-
NH2) y otro grupo &acido o carboxilo (-COOH), estos elementos estan unidos a través de un
carbono (-C), denominado carbono alfa (Ca). Las valencias restantes del carbono quedan ocupadas
por un grupo variable denominado grupo de cadena lateral o radical (-R) y con un aomo de
hidrégeno (-H) (Figura 1.1) [3].

Existen 20 distintos aminoacidos, los cuales son caracterizados por su radical R y

clasificados de la siguiente manera (Tabla 1.1):

Atomo

H H De hidrogeno 0
Carbono | //

Grupo Alfa Grupo
Amino C C Carboxilo

/ |
H R Cadena 0 —_— H

Lateral

Figura 1.1: Estructura basica de un aminodcido.

Tabla 1.1: Estructura de aminoacidos (codigo de tres y una letra).

Aminoacidos esenciales Aminoacidos no esenciales
1] I
HzN—Clﬂ‘C —oH HzN—CH-C —OH
CHz |
CHz
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| CHz
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CHz

|‘
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|
Treonina (Thr - T) CHs

Triptofano (Trp - W)

o
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HzM—CH-C—OH

Valina (Val - V) CHs

Arginina (Arg - R)

Histidina (His - H) "tk

|
H:N—CH-C—0CH

CHz
c=0

|
Asparagina (Asn - N) NH;

o
I
HaN—CH-C —OH
|
CHz

|
Cisteina (Cys - C) SH

o
[l
HaN— CH-C —OH

Glicina (Gly - G) H

Il
HaN—CH-C —OH
CHa

|
CHa
|

Glutamina (GIn - Q) et

0]
[l
c—
L
HN ]

Prolina (Pro-P)

OH

e}
Il
HzN—(llH—C —OH

[iZH-_.-
Serina (Ser - S) CH

Tirosina (Tyr-Y)  on

Clasificacion segun las propiedades de la cadena lateral:

Aminoacidos con cadenas laterales no polares: Glicina (Gly), Valina (Val), Alanina (Ala),
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Leucina (Leu), Isoleucina (lle), Triptofano (Trp), Fenilalanina (Phe), Metionina (Met) y Prolina

(Pro).
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Aminoécidos con cadenas laterales polares, pero no cargadas: Asparagina o asparragina (Asn),
Glutamina (GIn), Cisteina (Cys), Serina (Ser), Treonina (Thr), Tirosina (Tyr).
Aminodcidos con cadenas laterales &cidas: Acido aspartico (Asp) y acido glutamico (Glu).

Aminoé&cidos con cadenas laterales basicas: Lisina (Lys), Arginina (Arg), Histidina (His).

Clasificacion segun su obtencion:

Aminoacidos esenciales: son aquellos que no son producidos por el organismo, siendo necesaria
su ingesta (Valina, Leucina, Treonina, Lisina, Triptéfano, Histidina, Fenilalanina, Isoleucina,
Arginina y Metionina). Por otra parte, los aminoacidos que pueden ser sintetizados por el
organismo se conocen como no esenciales: Alanina, Prolina, Glicina, Serina, Cisteina, Asparagina,

Glutamina, Tirosina, Acido aspartico y Acido glutamico.

1.1.2 Proteinas

Las proteinas son moléculas conformadas por cadenas de aminodcidos, las cuales se
pliegan, formando asi estructuras especificas, capaces de desempefiar una gran cantidad de
funciones, entre ellas funciones enzimaticas, estructurales y transportadoras [3]. La complejidad
estructural de las proteinas se constituye de cuatro niveles (estructura primaria, secundaria,

terciaria y cuaternaria), con cada nivel dependiente del anterior (Figura 1.2):

€sbructura prAmaria

€structura secundada

€sbrucbura

Gerdada

€structura

Cuaternaria

Figura 1.2 Estructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria.
Recuperado de: http://quimicasbiologas-churniaz.blogspot.com/2010/06/estructura-primaria-secundaria.html (Junio-2020)
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Estructura primaria: Esta determinada por la secuencia de aminoacidos en la cadena proteica,

caracterizada por el nimero de aminoécidos presentes y el orden en que estan enlazados.

Estructura secundaria: Es el plegamiento que la cadena polipeptidica presente por la formacién

de puentes de hidrégeno entre los atomos que forman el enlace peptidico.

Estructura terciaria: Es la disposicion tridimensional de todos los atomos integrantes de la
proteina a partir del plegamiento de una cadena polipeptidica, de manera que los aminoacidos

polares se sittan en el exterior y los apolares en el interior.

Estructura cuaternaria: Esta presente en aquellas proteinas con méas de una cadena peptidica.

1.1.3 Célula

Una célula es la unidad morfologica y funcional méas pequefia que constituye a los seres
vivos. Esto quiere decir que es la pieza méas pequefia en que se puede dividir un ser vivo sin que
dicha pieza pierda su individualidad como ser vivo. Las células son divididas en dos tipos,
procariotas que son células sin nucleo y eucariotas, que cuentan con nucleo y son de mayor
complejidad, siendo capaces de formar organismos como los animales o plantas [4].

De manera general una célula eucariota siempre esta constituida de una membrana
plasmatica que separa el medio interno del externo, el citoplasma que es el medio en el que se
encuentra el interior de la célula y el nacleo que contiene el material genético heredado por la

célula predecesora (Figura 1.3)
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CITOPLASMA

MEMBRANA
PLASMATICA

Figura 1.3: Esquema general de una célula eucariota, constituida por tres elementos.
Recuperado de: http://hnncbiol.blogspot.com/2008/01/celulas-eucariotas.html (Noviembre-2021)

1.1.4 Membrana plasméatica

De forma general, la membrana plasmatica es una barrera fisica, encargada de aislar el
citoplasma del liquido extracelular, el cual tiene una composicion distinta y también permite la
entrada de iones, nutrientes o moléculas especificas que requiere la célula. Es una estructura
semifluida, compuesta por distintas moléculas, conformada principalmente por fosfolipidos

(50%), proteinas (40%) y azucares (10%), su grosor no es mayor a 5nm [4].

glicolipido

glicoproteina

Hidrolifilica

Hidrofébca

superficie
interna de la

roteinas
P membrana

colesterol Ceélula

filamentos del
citoesqueleto

Figura 1.4: Composicion de la membrana plasmatica
Recuperado de: https://www.portaleducativo.net/primero-medio/40/membrana-plasmatica.(Junio-2020)
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1.1.4.1 Lipidos

La membrana plasmatica de las células eucarioticas esta formada por tres tipos de lipidos:
fosfolipidos, glucolipidos y esteroles (como el colesterol). Todos con naturaleza anfipética, por
tanto, en un medio acuoso se orientan espacialmente formando micelas esféricas o bicapas
lipidicas. La estructura en bicapa permite que los grupos del extremo hidrofilico se asocien
libremente con el medio acuoso, y las cadenas hidréfobas de acidos grasos permanezcan en el
interior de la estructura.

La distribucion lipidicaa lo largo de la membrana es irregular y asimétrica, pudiendo existir
zonas de naturaleza fluida debido al movimiento de sus componentes, describiendo los siguientes
movimientos. (Figura 1.5)

Rotacion: supone el giro de la molécula lipidica en torno a su eje mayor.

Difusion lateral o flexion: Las moléculas lipidicas pueden difundirse libremente de manera lateral
dentro de la bicapa.

Flip-flop: Es el movimiento de un lipido de una monocapa a su paralela debido a unas enzimas
denominadas flipasas.

La fluidez de las moléculas que componen las membranas depende de la temperatura,
naturaleza de los lipidos y de la presencia de colesterol. Cuando aumenta la temperatura aumenta

la fluidez, ademas, la presencia de colesterol aumenta la rigidez de la membrana.

Rotacion

—
Difusién lateral
Figura 1.5: Movimientos en los lipidos de membrana.
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Fosfolipido
Se trata de una molécula anfipatica, conformada por una region hidrofébica la cual esta
compuesta por dos cadenas hidrocarbonadas de acidos grasos que constituyen una region apolar,
y otra region hidrofilica compuesta por una cabeza polar. (Figura 1.6)

N

Cabeza polar Colas no polares

\
J
~
<

CH CH.CH CH CH CH.CH,

) o
Grupo  H-*C— O—C—CH CHCH CHCHCHCHCH=
fosfato ‘
I
H—‘$— O~—C—CH CH CH CH CH CH CH CH CH CH,CH CH CH CH CH,
H Acido graso

Glicerol

Figura 1.6: Estructura de un fosfolipido dividida por regiones o grupos y composicion.
Recuperado de: http://biologiacienciasnaturales2016.blogspot.com/2016/06/lipidos.html (Enero-2020)

Algunos fosfolipidos que estan implicados en el anclaje de proteinas a la membrana
plasmaética son:
Fosfatidiletanolamina.

La fosfatidiletanolamina (PE) es un componente basico de la cara interna de las membranas
en animales y plantas, puede auxiliar durante el ensamblaje de las proteinas de membrana guiando
su plegamiento y facilitando su transicion desde el entorno del citoplasma a la membrana

plasmatica. (Figura 1.7)

o] o]
1l
/\/\/\/\/\/\/\/U\ o, AP %NHz
o] ¥ o0
/\ 0'
\/\/\/\/\/\/\/\rrO
o]

Figura 1.7: Estructura de un fosfolipido DPPE (1,2-dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine) Formula
molecular: C;,H;,NOgP.
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La fosfatidilserina (PS) contribuye a las interacciones electrostaticas no especificas de la

cara interna de las membranas, aunque esta localizacién se puede ver alterada durante la activacion

de plaquetas o en la apoptosis, cuando se transfiere a la cara externa de la membrana y actia como
una sefial para otras células. (Figura 1.8)

Figura 1.8: Estructura de un fosfolipido DPPS (1,2-dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoserine) Formula
molecular: C3gH;4,NO;,P.
Fosfatidilcolina

Las fosfatidilcolinas (PC) son los fosfolipidos mas abundantes en las membranas de células

tanto animales como vegetales donde se encuentra en la cara externa de la membrana. También
forma parte de las lipoproteinas plasmaticas. (Figura 1.9)

8]

=]

\N.‘““-vo-.
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E"OWO\’-(\/\/\/\/\/\/\/
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Figura 1.9: Estructura de un fosfolipido DPPC (1,2-Dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) Formula
molecular: C,oHgoNOgP.
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1.1.4.2 Proteinas de membrana

Las proteinas de membrana son proteinas que estan embebidas en la membrana celular y
estan divididas en dos tipos. (Figura 1.10)

Proteinas integrales:

Conocidas también como proteinas transmembrana debido a que suelen atravesar la
membrana una o varias veces. En consecuencia, estas proteinas estan fuertemente ligadas a los
lipidos en la bicapa.

Proteinas periféricas:
Estas proteinas se pueden encontrar en ambos lados de la bicapa lipidica, unidas débilmente

a las cabezas polares.

bt

el
YV

ot

AR DI | A RN

Proteinas integrales L —
Proteinas periféricas

Figura 1.10: Esquema general de proteinas integrantes y periféricas.
Recuperado de: http://www.bionova.org.es/biocast/documentos/figura/figtem1011/imagenesl1/paginasimagenes
(Enero -2020)

1.2 CANALES IONICOS
Son estructuras proteicas embebidas en la membrana celular, con una configuracion en
forma de canal. Esta conformacion no solo es un poro acuoso que permite el paso de iones, sino

que presenta funciones caracteristicas como [22]:
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a) Permiten el flujo de iones a su través, el cual puede medirse como una corriente eléctrica,
que puede producir cambios en el potencial de membrana.

b) Son capaces de discriminar que iones pasan a su través; es decir, presentan selectividad
iénica.

c) Las proteinas del canal son capaces de adoptar diversos estados conformacionales en
respuesta a un estimulo. Dichos estados son el estado conductor (estado abierto, que permite el
paso de iones) y el no-conductor (estado cerrado).

d) Los estimulos que influyen en el estado de canal pueden ser de naturaleza variada.

1) Canales regulados por ligandos: Abren en respuesta a la unién de determinados
transmisores u otras moléculas.

2) Canales regulados por voltaje: Abren en respuesta a cambios en el potencial
eléctrico a través de la membrana plasmatica.

3) Canales regulados por un impulso mecanico: Abren en respuesta a una accion
mecanica.

Un elemento esencial de los canales ionicos es el llamado “filtro de selectividad” (Figura
1.11), que determina que ion se mueve a través del canal. EI mecanismo de selectividad se basa
tanto en el tamario del ion como en su carga, de modo que ciertos residuos del canal se alinean en
el poro e interaccionan con los iones, formando minimos en el paisaje de energia que favorecen el
paso de un determinado ion. En general, el poro de los canales voltaje-dependientes es altamente
selectivo para un determinado ion, mientras que los activados por receptores presentan menor

selectividad y pueden, en muchos casos, conducir aniones o cationes a su través.
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Figura 1.11: Estructura general de un canal iénico: 1) Compuerta del poro. 2) Poro. 3) Filtro de selectividad. 4)
Bicapa lipidica. Recuperado de: https://www.nobelprize.org/prizes/chemistry/2003/popular-information/
(Noviembre-2021).

1.2.1 Gradiente Electroquimico

El fenomeno llamado “gradiente electroquimico” se debe a que numero de iones en el
citoplasma y en el medio extracelular es muy distinto y con ello la diferencia de cargas, lo que
produce una diferencia de potencial (potencial de membrana). Por tanto, la resultante de la suma
del potencial quimico y el potencial electrostatico se denomina “gradiente electroquimico”, este

fendmeno causa permeabilidad en la membrana.

1.3 ECUACION DE NERNST Y GOLDMAN-HODGKIN-KATS

La acumulacion de iones en las superficies tanto interna como externa de la membrana,
produce un campo eléctrico dentro de ella que ejerce fuerza sobre los iones que la cruzan, por lo
cual, la tendencia de movimiento de un ion es resultado de la fuerza quimica y eléctrica. Sin
embargo, la posibilidad que tiene un ion de cruzar la membrana depende de la existencia de canales

ionicos.
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El comportamiento cuando la membrana es permeable a solo un tipo de ion est4 descrito

por la ecuacion de Nernst-Planck.

i i > [ = Ckaﬁ - (11)
lk =]_kd +]_ke = _DkaF VCk + RT 7474

Mientras que al considerar distintos tipos de iones este comportamiento se describe con la
ecuacion de Goldman—Hodgkin-Katz.

- —ﬂl Pycigx + PyaCina + PerCocL (1.2)
m F PxCox + PyaCona + PerCicr

Donde ¢ corresponde a la concentracién del ion y P la permeabilidad de la membrana al
ion.

Las ecuaciones anteriores, cuya deduccion se encuentra en el Apéndice A, se limitan a
brindar informacion equilibrio termodinamico del flujo de iones y con ello sobre la permitividad
de la membrana. A pesar de su utilidad, estas ecuaciones no permiten evaluar los cambios
asociados a modificaciones estructurales en el canal; por ejemplo, debido a la mutacion de un
aminodcido en el canal. Las simulaciones de dindmica molecular ofrecen una posibilidad para
evaluar los efectos asociados a modificaciones en la estructura molecular. En el siguiente capitulo
se hace un breve repaso de los conceptos de Termodinamica y Mecéanica Estadistica que dan

sustento a las simulaciones de dinamica molecular.
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Capitulo 2

TERMODINAMICA Y MECANICA ESTADISTICA

La termodindmica brinda una descripcion macroscopica del comportamiento de sistemas
compuestos por un nimero gigantesco de N particulas interactuantes (del orden del nimero de
Avogadro = 10%%), Dichas particulas (dtomos, moléculas, etc.) obedecen las leyes de la mecénica
clasica o cuantica (leyes de Newton o la ecuacion de Schrédinger, respectivamente). La mecéanica
estadistica establece la conexion entre estos dos niveles de descripcion [7].

Un sistema compuesto por N particulas clésicas se rige bajo las ecuaciones de Hamilton, lo
que implica que los estados del sistema estan definidos por 3N coordenadas “q, G4, 43, -, Gan” ¥
3N momentos “Py, Pz, P --- P3n’” por lo cual en un sistema tridimensional se tienen 6N variables
independientes, con ello el conjunto (p, g) puede entenderse como un punto en el espacio 6N-
dimensional también llamado espacio fase.

dd; _9H@,d) dpi _ OH(,d) (2.1)
dt ap; ~ dt 2q;

Todos los puntos en el espacio que cumplan la condicién H(p, q) = E describen una superficie
en el espacio fase, estos puntos representan los microestados accesibles del macroestado definido
por la energia E [3].

Para un sistema macroscopico no es posible determinar los estados en cada instante, sin
embargo, a partir de propiedades macroscopicas como el nimero de particulas N, el volumen V' y

una energia entre E y AE es posible tener un gran nimero de posibles estados que satisfacen estas
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condiciones [13]. A la gran cantidad de estados compatibles con los valores N, V, E pertenecientes
a un macroestado, se les denomina microestados compatibles, mientras que la conjuncion de los
microestados y macroestado es llamado ensemble. (Figura 2.1)

La coleccion de sistemas que comparten energia E con igual nimero de particulas N en un
volumen V es llamado ensemble microcanoénico. Dicha coleccion puede estar en contacto térmico

con un depdsito de calor u otros sistemas con lo cual recibe el nombre de ensamble canénico.

MACROESTADO

MICROESTADO MICROESTADO MICROESTADO
E; E; E;

MICROESTADO MICROESTADO MICROESTADO
E, E; Eg

MICROESTADO MICROESTADO MICROESTADO
E; Eq E,

Figura 2.1: Réplicas de un sistema macroscépico representando un ensamble. Cada sistema representa un estado
microscopico diferente, compatible en energia.

La distribucion de los puntos en el espacio fase esta caracterizada por la funcion de densidad
de probabilidad p(p, g, t) que toma como valores el infinito nimero de microestados. La densidad
de probabilidad asociada a encontrar un sistema en un elemento de volumen d3" pd3" q del espacio
fase a un tiempo t debe estar normalizada para todo tiempo:

fp(ﬁ, G, t)d*Npd3Ng =1 (2.2)

donde la integral se extiende a todo el espacio fase. La probabilidad P(R, t) de encontrar el

sistema en un volumen finito R del espacio fase al tiempo t esta dada por:

N (2.3)
P(R,t) =f p(B,q,t)d3Np d3Nq
R
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La mecénica estadistica se sustenta en tres postulados:
Postulado de probabilidad a priori: En un sistema aislado todos los microestados compatibles

con el macroestado son igualmente probables:
! E<H@B{<E+A (24)
N —_— ara = f =
pBD=f)=T@E P P

0 si no cumple la condicion
donde,

(2.5)
re= | HGD P
E<H(P,§)<E+A
Postulado de Gibbs: EI promedio de una variable microscopica corresponde a propiedades
macroscopica del sistema.

1 _BE. (2.6)
E = (E)ensemble = Z Eij = 6 Z Eje PE;
Jj Jj

1 0E;\ gk, 2.7
P = (P)ensembie = _6 z (a_VJ>N e PE; (2.7)
]

Hipotesis ergddica: El promedio de una variable f microscopica es igual al promedio temporal
de esa variable f. Bajo el formalismo Hamiltoniano se define el flujo en el espacio de las fases
(p(t), q(t)). Sea una funcion arbitraria f(p, ). Se define el promedio temporal de la funcién f

como:

1 to+T 2.8
(=7 | Fo@a@)a (28)

0

Esto es, el promedio a lo largo de una trayectoria. Por otra parte, el promedio del

ensamble de la funcion f viene dado por:
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= [ 16D Drapda = L £, )dpd 22
p,q)p\p,q)apaq T'(E) B<H(d)<E p,q )apaq

Es decir, un sistema es ergodico si para casi toda trayectoria (p(t), q(t)) se cumple que el

promedio temporal es igual al promedio estadistico:

(fensembie = ()t (2.10)

2.1 ENSAMBLE MICROCANONICO

La cantidad fundamental que proporciona la conexién entre el conjunto microcanénico y
la termodinamica es la entropia.

Considerando un sistema aislado con N particulas y energia E en un volumen V, con una
cubierta pequefia pero finita [E,E + AE] cerca de la superficie de energia, el conjunto
microcanonico se define entonces por:

2.11)
[(E,V,N) = f AN pdq p(3,3) = I'(E)

E<H(P,q)<E+A

Se entiende la dependencia de I'(E) en N, V' y A. Si ®(E) denota el volumen del espacio

fase encerrado por la superficie de energia E.

2.12
®(E) = f d3Npd3Ng (212
H(B,4)<E
Donde
I'E)= ®(E+A) —d(E) (2.13)
SIAK E
r'(E) = aq;](f) A= Q(E)A (2.14)

Donde 2(E) es la densidad de estados del sistema con energia E 'y esté definido por:



ID(E)

) = —5¢

2.1.1 Interaccién térmica

Considerando dos sistemas en contacto térmico,
-Q(EA» EB) = -QA (EA)-QB (EB)

la configuracién con mayor probabilidad es:

0
_“Q(EAJ EB) =0

0E,
que implica,
0 0
EQA (E4) ~ Eﬂs (Ep)
-QA(EA) ‘QB (EB)

definimos una cantidad a la que llamaremos £,

d
==, (Ey)
_ aEA A\A _
por lo cual:
d
p =—=—=ImnN(E)

o0E

2.1.2 La entropia de Boltzmann

[ @ [ @p o -G

(2.15)

(2.16)

(2.17)

(2.18)

(2.19)

(2.20)
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En un sistema aislado en equilibrio, todos los estados conjuntos accesibles tienen la misma

probabilidad de ser ocupado.

1

i am

(2.21)
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La colectividad microcandnica queda determinada al conocer 2(E), que es proporcional al
namero de microestados compatibles con una energia dada, Boltzmann relacion6 2(E) con la

entropia termodinamica a través de la ecuacion.

) B 11 (2.22)
S=—ky ). PlnP, = kBZim )
—kgQ(E) [ﬁan(E)] .(2(E)
= kBlTl.Q(E)

La entropia de Boltzmann muestra consistencia en la definicion de temperatura, la segunda
ley de la termodinamica.

De la termodinamica sabemos que la temperatura se encuentra dada por:

1 (65) — 002(E) (2.23)
T \0E/yy °\ QE .
Que sustituyendo (2.22) en (2.23) tenemos:
1 (2.24)
ﬁ‘@r

Y de manera similar

9E _ 100(E) 0E _ 1090(E) (2.25)
av_g av " HTANT B an

2.2 ENSAMBLE CANONICO
En un ensamble canonico, se considera un sistema pequefio A, que se encuentra en contacto
con un bafo termico A’, donde el volumen V, el nimero de particulas N y la temperatura T

permanecen constantes, con el que intercambia energia.(Figura 2.2)
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AJ

Figura 2.2: Sistema A en contacto con un bafio térmico A’ a temperatura T.

El formalismo candnico se fundamenta en la determinacion de la distribucion de
probabilidad de los estados A, lo cual se logra basandose en que la conjuncion de los sistemas
A+ A" = A7 es también un sistema aislado, de estados accesibles 2(E) y £2'(E"), por lo que el
sistema conjunto tendria 2°(E + E") = Q(E)Q2(E). Por lo tanto, la probabilidad de que A tenga
energia E.

P(E) = CQ(E)'(E — Er) (2.26)

donde C es una constante de normalizacion sobre todos los estados posibles
Ahora suponemos que A’ es un reservorio de energia, en el sentido que si A<<A’ entonces

E<<E’, por lo cual la probabilidad de que el sistema A este en un estado r, es de la forma:

P.=CN'(E°-E,) (2.27)

con C como constante de normalizacion, tal que Y, P(E) = 1, desarrollando (n2'(E") alrededor
de E°.

InP. = InC + InQ'(E° — E,) (2.28)

alnQ’
InP. =~ InC + In2' (E®) — 3 E, + -
0
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el equilibrio termodinamico entre A y A’ se cumple cuando:

oln  dlnn’ ) (2.29)
- = d =
J0E JdE’ B=F

en cuanto al sistema A, In2’(E°) es constante, por lo tanto
P. = Ce PEr (2.30)

que permite escribir la probabilidad del estado E como:

e~ BEr (2.31)

b= P

definimos aqui la funcion de particion del ensamble canénico como:

/= z e_.BEr (232)
T

Esta cantidad Z que depende explicitamente de la temperatura T y que contiene la

dependencia en el nimero de particulas N y el volumen V a través de E,. (N, V).

2.2.1 Variables termodinamicas

La funcidn de particion permite calcular variables termodindmicas intensivas directamente

de Z = Z(B, x).
dlnz 1 alnZ 1 0E
- _ = _ -BEr R _ ") ,o-BEr — _
B ZZr Ere " Ox ZZr< B ax)e BX

de donde la suma se relaciona con la derivada de la funcion de particion, obteniendo:

19InZ 19inZ 19inZ 19inZ (2.33)

=75 5o ~ T pav * 5N
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tomando en cuenta que Xdx se refiere a ), Xdx = —PdX — udV + ---, una relacion util entre la

funcidn de particion u la entropia se obtiene de:

dinZ — aand +aand _ _Ed vd (2.34)
nZ =g df + - dx = —Edf = pXdx
resultando en:
S=k(lnZ+PBE) » F=E-TS=-InZ (2.35)

donde F es la energia libre de Helmholtz.
La energia libre de Helmholtz, F(N,V,T) es un potencial adecuado para un sistema en

equilibrio con un bafio térmico, relacionandolo con la funcion de particion canonica Z.

2.2.2 Energia libre de Helmholtz

La energia libre es una funcién termodinamica que determina el equilibrio de un sistema
cerrado, en condiciones de volumen y temperatura constantes. Esta relacionado con propiedades
fisicas en las que un quimico o un bioquimico puede encontrar interés, como constantes de unién
o preferencias conformacionales [10].

Usando la mecéanica estadistica, la energia libre de Helmholtz se puede expresar en
términos de la funcion de particion canonica Z:

14
F=—kgTinZ (N,V,T) = —NkT (1 +In {N(

27r}r;kT)3/ 2}) (2.36)

Empleando la férmula de Stirling para [nN! Es posible calcular otras propiedades

termodinamicas a partir de la ecuacion de energia libre.

b= — (6F> NkT (2.37)

W)y V
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SRR HEE)
), =i

Obtenidas todas las cantidades como funciones de N,V,T, es posible utilizarlas para

calcularU = F + TS = gNkT y ser empleado en la sustitucion de la energia interna para obtener:

")

5
S(U,V,N) = Nk<§+ln{ﬁ
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Capitulo 3

SIMULACION DE DINAMICA MOLECULAR

La simulacién de dindmica molecular es una técnica que permite realizar experimentos
numeéricos en un “laboratorio virtual”, empleando un modelo que, hasta cierto punto, se aproxima
a un sistema fisico o quimico real, teniendo ventajas como poder ajustar pardmetros (temperatura
0 presion) de manera directa [19].

La mecénica cuéntica otorga la descripcion mas rigurosa de un sistema, pues toma en
cuenta a los electrones en sus célculos, haciendo posible el estudio de la estructura, las propiedades
que dependen de la distribucion electronica ademas de la formacién y estructura de enlaces. Sin
embargo, su aplicabilidad se limita a estudios de unos cientos de &tomos. Por otro lado, la
Mecénica Clésica ignora los movimientos electronicos, calculando la energia molecular en funcion
de la posicién de los nucleos atomicos.

Los célculos de mecénica molecular se fundamentan en la aproximacion de Born-
Oppenheimer que permite desacoplar los movimientos electronicos y nucleares, al ser la masa del
nacleo mucho mayor que la de los electrones. De esta forma los electrones perciben al nucleo
como estético, quien a su vez los percibe como “una nube de electrones”, asi se considera que se
adaptan rapidamente la posicion del nucleo, es por ello que la energia de una molécula en estado
basal puede tomarse como una funcion de las coordenadas de los nicleos atomicos. Esta funcion

es denominada campo de fuerza.
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El conjunto microcanonico consta de todos los estados microscopicos en la hipersuperficie

de energia constante H(x) = E. Si se establece una conexion entre el conjunto microcanonico y
la mecéanica hamiltoniana clasica, tendemos entonces un sistema que evoluciona segun las

ecuaciones de Hamilton:

oH . OH (3.1)

QL:a—pi' Pz=a—qi

Como las ecuaciones de movimiento conservan el Hamiltoniano H(x), una trayectoria
calculada a través de las ecuaciones 3.1 generara configuraciones microscopicas pertenecientes a
un conjunto microcandnico con energia E. Supongamos, ademas, que, dado un tiempo infinito, el
sistema con energia E puede visitar todas las configuraciones en la hipersuperficie de energia
constante. Un sistema con esta propiedad se dice que es ergodico y se puede utilizar para generar
un conjunto microcanonico.

Dada una trayectoria ergodica generada por un Hamiltoniano H(x), los promedios de
espacio fase microcanoénicos se pueden reemplazar por promedios de tiempo sobre la trayectoria
de acuerdo con la ecuacion 3.2 [19].

_ [ dpdaf GB,DSIE — HGE,D] 1 (3.2)

T
= [dpdqS[E—H®B,§)] T fo dtf(pr,qc) = a

En un célculo de dinamica molecular, se resuelven numéricamente las ecuaciones (3.1) con
un conjunto de condiciones iniciales. Hacerlo requiere el uso de un integrador numeérico de las
ecuaciones de movimiento.

Un integrador para generar un vector de espacio de fase en momentos discretos que son
multiplos de un parametro fundamental de discretizacion de tiempo At, conocido como paso de

tiempo. A partir de la condicion inicial X, los vectores de espacio de fase X, At, aunque n =
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0,..., M se generan al aplicar iterativamente el integrador o el solucionador [19]. El promedio de
conjunto de una propiedad a (x) se relaciona con el promedio discretizado por:

M
A={(a)= %Znﬂa(Xn At) (3.3)

Por tanto, una simulacién de dindmica molecular es una evaluacion de la fuerza resultante

sobre cada atomo de una molécula a lo largo de un tiempo finito. Durante la simulacion la molécula

adquiere distintas conformaciones de acuerdo el ensamble estadistico simulado. (figura 3.1)

Modelo molecular / estructura cristalografica

-

Caja de simulacion

L > Inicia la simulacién cont = 0
Solvatacion y ionizacion 1
¢ Calcula la fuerza a partir del potencial:
au dir;
L ., , Fi= o = Miga
Minimizacion de energia ¢
¢ Cilculo de posicion:
1
o iy ri(t +dt) = 1, (t) + vidt + - a,(t)dt?
DM de Equilibracion (NVT, NPT) i ) =) +vdt +5a,(0)
T :
Calculo de velocidades:
Produccion de Dindmica Molecular v (t + dt) = v,(f) +%(ﬂfo) +a,(t +dt))dt
v I
ST . Se suma la diferencia de tiempo al
Analisis de trayectorias \ tiempo inicial t = ¢ + AC

Figura 3.1: Diagrama de pasos Yy acciones en una simulacién de dinamica molecular.

Las simulaciones de dinamica molecular en este trabajo se realizaron con el software de
licencia libre llamado GROMACS - Groningen machine for chemical simulations (maquina de

Groningen para simulaciones quimicas), bajo los campos de fuerza GROMOS96 [23] y
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AMBRER99SB-ILDN [24], cuyo comportamiento se rige bajo las ecuaciones descritas en la

seccion 3.1.

3.1 CAMPO DE FUERZA

Un campo de fuerza en simulaciones de dinamica molecular se define como un conjunto
de funciones utilizadas para calcular la energia potencial (U) del sistema a partir de sus
interacciones. La energia potencial se descompone en dos grupos, potenciales intermoleculares y
potenciales intramoleculares.

U = Uinter + Uintra (34)

3.1.1 Potencial intermolecular
Los &tomos que no estan enlazados mediante enlaces covalentes entre ellos tienen
interacciones de tipo intermolecular. En dicho caso la energia potencial en funcién de sus

posiciones puede separarse en interacciones individuales, pares, tripletes, etc.:

Uinter = Z v(r) + 22 v(r,m) + Zz Z v(ri,15,1) + - (3.5)

i ij>i i j>i k>j>i
El término v(r;) representa una fuerza externa aplicada al sistema, por ejemplo, los efectos
de superficie. El célculo de los potenciales para interacciones de tres 0 mas cuerpos resulta

complicado, por lo cual se hace una aproximacién por pares,

Unneer = ) 0@ + " ) v(r1) (3.6)

i ij>i
El potencial efectivo de Lennard-Jones representa la interaccion de dos particulas, donde
€ es una escala de energias (el minimo de potencial) y o una escala de distancias (la distancia a la

que el potencial vale cero).
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o =ae[ -] e

- - o 1z -7 g 6 -7
El primer termino (;) representa repulsion y el segundo — (;) representa la atraccion
de Van Der Waals.

" Potencial de Lennar-Jones
< T ‘

Lennar-jones
lo/n*2

15 | -lo/r)®

05 4 \

00 + \ —

Potencial (U)

-05 1

1.5 ey T v v v
05 10 15 20 25 30

Distancia (r)
Figura 3.2: Potencial de Lennard-Jones entre un par de atomos en funcién de su distancia.

Considerando que las particulas tienen carga electrostatica, la interaccion debida al
potencial eléctrico también es un potencial intermolecular cuya contribucién forma parte del

potencial intermolecular total.

Potencial eléctrico

10 1

8: 2

Potencial (U)

0 1 2 3 4 5
Distancia (r)
Figura 3.3: Interaccion atémica y grafica asociadas al potencial eléctrico.
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12 6
Upnser = z ae |(22) —(22) |+ 2 ay  ©F
inter i rij rij 4 T 80 rij

pares de atomos pares de atomos

3.1.2 Potencial intramolecular

Una interaccién intramolecular es aquella que sucede entre los &tomos conformantes de la
molécula. Para el calculo del potencial intramolecular son tomados en cuenta los enlaces, &ngulos
de enlace y angulos de torsion que se forman entre los atomos de cada molécula.

Uintra = Ueniaces T Uéngulos de T Uéngulos de (3-9)
enlace torsion

El primer término es la energia de enlaces, la cual esta asociada a la energia potencial entre

los atomos i y j separados por una distancia r:

2
Ueniaces = z k;rj(rij - TO) (310)

enlaces

Potencial de enlace

JJ

25 1

20 1

15

10

Potencial (U)

-4 -2 0 2 4
Distancia (r)
Figura 3.4: Interaccién atémica y gréfica asociadas al potencial de enlaces.

El segundo término es la representacion de la energia de enlace que estd asociada a la
modificacion del angulo entre tres atomos i, j, k, la cual es descrita por el angulo de flexion

formado entre tres atomos, en donde k;,, variara de acuerdo al movimiento de estos tres atomos:



— 6 2
Uéngulos de = kijk(gijk - 90)
enlace angulos de enlace
Potencial de angulos de enlace
10
i L )
=) b
5 6 \\94 \ )
9
G 4
—
o
a
2
0

3 2 -1 0 1 2 3
Angulo en radianes (8)

(3.11)

Figura 3.5: Interaccién atémica y gréfica asociada al potencial de angulos de enlace.
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La energia debida al angulo de torsion se calcula tomando un conjunto de 4 4tomos (i-j-k-

), y el &ngulo formado por los planos definidos por i-j-1y j-k-I.

Uéngulos de — Z Z kldj)]:rll[l + Cos(m‘pijkl - ym)]

torsion

angulo de torsion m

- Potencial de torsion

SR ® g ¥

1.0

0.5

Potencial(U)

0.0

-0.5

"-100 -75 -50 -25 00 25 50 75 100
Angulo en radianes (¢)
Figura 3.6: Interaccién atémica y gréfica asociadas al potencial de torsién.

(3.12)
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3.2 MINIMIZACION DE ENERGIA

La superficie de energia potencial de un sistema esté definida por la variacion de la energia
en las moléculas que lo conforman, la cual depende directamente de su conformacion estructural.
(Figura 3.7)

La minimizacién de energia busca los puntos minimos en la superficie de energia potencial,
que corresponden a los estados més estables del sistema. EI punto con el minimo energéetico més
bajo es conocido como minimo global, mientras los demés son minimos locales. La identificacion
de las conformaciones del sistema que corresponden a puntos de minima energia potencial se
denomina algoritmo de minimizacion.

Los métodos mas empleados para la minimizacion de energia con descenso mas
pronunciado (steepest descent) y gradiente conjugado (conjugate gradient). Ambos métodos
modifican las coordenadas en los atomos del sistema, mientras el sistema se desplaza al punto
minimo de energia.

La aproximacién por descenso méas rapido, busca el minimo de energia siguiendo la
méaxima pendiente, lo cual funciona muy bien si la conformacion del sistema se encuentra muy
lejos del minimo, mientras que la aproximacién por gradiente conjugado busca la conformacion

de minima energia con oscilaciones pequefias.
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Figura 3.7: Esquema de superficie de energia relacionado a una conformacion.
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3.2.1 Descenso Mas Rapido
Dada una funcion f:R,, = R que es diferenciable en x,, la direccion del descenso mas

pronunciado es el vector —V f(x,). Considere la funcion:

o) = f(xo +td) (3.13)
donde 1 es un vector unitario; es decir, ||i|| = 1. Luego, por la regla de la cadena,
. Of 0xy of 0ty o L (3.14)
@'(t) = ox, ot + +6xn Frale Vi(xo+tu)-u
por lo tanto.
7f(xo) (3.15)

@'(0) = —[|Vf (%)l

—
u =

IPFGl”
Es posible reducir el problema de minimizar una funcion de varias variables a un problema
de minimizacién de una sola variable, encontrando el minimo de ¢(t) para esta eleccion de u. Es
decir, encontramos el valor de ¢, parat > 0, que minimiza.
9o (6) = f(xo = t7f (x0)) (3.16)
Después de encontrar el minimizador t se tiene que:
X, =X — t0|7f(x0) (3.17)
El proceso continda buscando desde x; en la direccion de — \7f(x1) para obtener x,
minimizando ¢, (t) = f(x; — tVf(x,)) y asi sucesivamente,
Xy = X — 6V f(0), k=0123,.., (3.18)

donde t;, > 0 minimiza la funcion:

@) =l — tVf(x) (3.19)
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3.2.2 Gradiente Conjugado

Este método tiene una propiedad, la de generar un nuevo vector p, usando solamente la
direccion anterior p,_,. Por lo que este método no necesita conocer py, ..., Pr—» del conjunto de
direcciones conjugadas, automaticamente el vector p,, es conjugado a estos.

Cada direccion se escoge para que sea una combinacion lineal de la direccion de maximo

descenso —\7f(xk), que es lo mismo que el negativo del residuo —r;, y la direccién previa py_1,
de este modo tenemos:

Pk = —Tk + BrPr-1 (3.20)
donde el escalar B, se determina por la necesidad de que py Y Px— Sean conjugados respecto a A.
Entonces si se multiplica por p%_, A e imponiendo la condicion pf_,Ap, = 0, encontramos que:

_ i A (3.21)
pI’gAﬁk—l

B

3.3 ALGORITMOS DE INTEGRACION
Para describir el movimiento atomico, hay varios métodos de diferencias finitas
desarrollados para la integracién numérica de la ecuacion de movimiento de Newton. Estos
métodos numéricos para aproximar las soluciones a ecuaciones diferenciales mediante derivadas
aproximantes con ecuaciones de diferencias finitas. A continuacion, se presentan 3 algoritmos de

integracion comdnmente usados.
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3.3.1 Algoritmo de Verlet
Para integrar las ecuaciones de movimiento de Newton en cada paso de tiempo dt, suponga
que el tiempo actual es t, estos pasos de tiempo (dt) se pueden representar mediante la expansion
de Taylor:

dr;(t) 1de2F;(t)  dt333r;(b) . (3.22)
T R T A

ri(t +dt) =r(t) +
El mas comun de los algoritmos para realizar la integracion se llama “Algoritmo de Verlet”.
Comienza expandiendo r;(t — dt),

dr; (t) 1dt2F(t)  dt3 93r(0) . (3.23)
a BT T a g PO

ri(t —dt) =n(¢) —
sumando las ecuaciones (2.3) y (2.4), lo que proporciona la ecuacion para actualizar la
configuracién desde la posicién actual, la aceleracion, y la posicion anterior en el Algoritmo de
Verlet:

) (3.24)

F(t
dt? + 0(dt%)

ri(t —dt) = 2ry(6) —ry(t + do) + —=

Como se ve en las expansiones de Taylor, el error en las posiciones atomicas es del orden

de 0(At*). Ademas, las nuevas posiciones se obtienen sumando un nimero pequefio de %dt2 a
una diferencia entre dos numeros grandes 2r;(t) — r;(t + dt) [11].

Una desventaja del Algoritmo de Verlet es que las velocidades no aparecen explicitamente.
Sin embargo, las velocidades se pueden obtener al restar las ecuaciones (3.23) y (3.22), con un
error del orden de 0(dt3).

r;(t + dt) — r;(t — dt)
2dt

+0(dt3) (3.25)

vi(t) =
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El Algoritmo de Verlet debido a su simetria es un algoritmo centrado, por lo cual es posible
que sea reversible en el tiempo. Contiene 9N variables y debido a que las fuerzas son conservativas,

el momento lineal también se conserva [9].

t—dt t t+dt

Figura 3.8: Representacion de simetria en el algoritmo de Verlet.

3.3.2 Algoritmo de salto de rana (Leap-frog)
El algoritmo de salto de rana mejor6 el Algoritmo de Verlet con respecto al aspecto
numeérico y la velocidad explicita [11]. Las ecuaciones para la propagacién de los atomos en el

algoritmo de salto de rana estan dadas por:

r;(t + dt) = ri(t) + v; (t + %) dt (3.26)
Vi (t + %) = (t - %) + a;(t)dt (3.27)

Debido a que la actualizacion de la posicién y velocidad estan desfasadas por medio paso
de tiempo, la contribucion de la energia cinética a la energia total no es exacta, pues no se puede

calcular al mismo tiempo que se definen las posiciones.
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v(t)

Figura 3.9: Muestra de como el método de salto de rana calcula la velocidad y posicion de forma alternada.

Las velocidades en el tiempo t se pueden calcular a partir de:

vi(t) = %(vi (t + %dt) +v; (t - %dt) ) (3.28)

3.3.3 Algoritmo velocidad-Verlet

La desventaja del algoritmo de salto de rana se corrige en el algoritmo de velocidad-Verlet,
donde la posicién y la velocidad se actualizan mediante:
(3.29)

1
r;(t +dt) = r;(t) + v;dt + Eai(t)dtz

1
v;(t +dt) = v;(t) + 3 (a;(t) + a;(t + dt))dt (3:30)
El algoritmo de salto de rana se utiliza en el programa GROMACS — Groningen machine
for chemical simulations (maquina de groningen para simulaciones quimicas). El algoritmo de

velocidad-Verlet esta disponible en el programa GROMACS desde la version 4.5 [11].
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3.4 ACOPLAMIENTO TEMPERATURA Y PRESION
Tomando sistemas aislados independientes del tiempo, el hamiltoniano de estos sistemas
es invariante ante la rotacion y la traslacion. La trayectoria de dichos sistemas puede ser descrita
mediante la integracion de las ecuaciones de movimiento, dicha trayectoria mapea un conjunto
microcanonico (NVE).
Las condiciones en que se realizan los experimentos en su mayoria no corresponden a las
condiciones del conjunto NVE, sin embargo, un conjunto canénico NVT o un conjunto isobarico
e isotérmico (NPT) representan de mejor forma un sistema real. En ambos casos las ecuaciones de

movimiento deben modificarse con el acoplamiento de temperatura y presion [Apéndice A2].

Tabla 3.1: Ensambles empleados en la simulacién de dinamica molecular.

Ensamble Parametros constantes

Ensamble microcanénico N, V, E - nimero de particulas (N), volumen (V), energia (E)
Ensamble candnico N, V, T - nimero de particulas (N), volumen (V), temperatura (T)
Ensamble Isobarico — isotérmico N, P, T - nimero de particulas (N), presion (P), temperatura (P)
Ensamble gran candnico i, V, T - potencial quimico (p), volumen (V), temperatura (T)

3.5 CONDICIONES PERIODICAS

Las condiciones de frontera (libres, rigidas o periddicas) tienen un efecto no despreciable
en la exploracion de las propiedades termodinamicas y estructurales del sistema. Por ejemplo, un
cristal de estructura cubica con 1000 atomos concentra el 49% de sus &tomos en la superficie,
mientras que para 10°atomos solo el 6% de ellos estan en la superficie, debido a que la fraccion
de atomos en la superficie para un sistema tridimensional con N particulas es proporcional a

1

N3[12].

Con la implementacion de condiciones periddicas de contorno es posible superar el

problema de los efectos de superficie pues las condiciones periddicas pretenden imitar un volumen
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infinito alrededor de la muestra. Esta accion se lleva a cabo considerando el volumen que contiene
la muestra como un volumen primario del cual se desprende una red periddica infinita de

volimenes idénticos. (Figura 3.9)

" P P P Td P
'0.05'015'0.05'0.0:
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0® ® o0 0 g0 0 o0
%1?*.15*.1?*.“
o (olo [0e]le [0le |o
0%, %0, %0, %0°,°
'oo:'o-='oo:'-c:
®0[% 20[% %0[% %0|%

Figura 3.10: Esquema bidimensional que muestra las condiciones periddicas, con el volumen primario al centro.

Cuando una molécula se mueva en el volumen primario, su imagen periddica infinita se
movera exactamente igual. Asi, cuando una particula deje el volumen primario, una imagen de
esta particula entrara al volumen primario por la cara opuesta. De esta forma no existen paredes

en los limites del volumen y tampoco particulas en la superficie.
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Capitulo 4

DINAMICA MOLECULAR DE PEPTIDO EMBEBIDO EN UNA
MEMBRANA LIPIDICA

Las simulaciones de dindmica molecular (DM) para estudio de proteinas de membrana
presentan una mayor dificultad que una simulacién de proteinas solubles. Esto debido a requieren
de la unién de la estructura proteica y una membrana de fosfolipidos con dimensiones apropiadas.
Si bien el montar un sistema adecuado no garantiza resultados satisfactorios, el montar un sistema
deficiente si garantiza la existencia de errores. Por ello, el establecimiento del sistema proteina-
lipidos requiere detalle en la posicién de la seccidn transmembrana y la distancia entre proteina y
lipidos, dejando la proteina libre de alguna falsa interaccion con lipidos.

Para establacer un sistema proteina-membrana, se tomo como referencia el protocolo
establecido en el articulo de referencia [25], donde se describe la simulacién de DM del péptido
de membrana KALP (secuencia: GKK(LA),LKKA) en una bicapa de fosfolipidos (DPPC)
empleando el campo de fuerza GROMOS96 [23]. El protocolo es replicado empleando el campo
de fuerza AMBER99SB-ILDN [24], esto con la finalidad de validar la implementacién de este y
discutir la influencia del campo de fuerza en los resultados. En concreto se compara la influencia
del campo de fuerza en la estimacion de: i) Parametros de orden de deuterio de las cadenas de
acilo, ii) Densidad del sistema y iii) Area por lipido y grosor de membrana. Por ultimo, debido a
que las estructuras de membrana se encuentran en conformaciones de 64 y 128 lipidos, esto
representa una limitacion para el estudio de proteinas de mayor tamafio, por lo cual, se implementa

un método para tener estructuras de membrana de la dimensidn que se desee. Dichas estructuras
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de membrana son llevadas al estudio KALP en DPPC bajo el campo de fuerza AMBER99SB-
ILDN, los resultados son comparados con la finalidad de validar el método para la obtencion de

membranas.

4.1 Simulacion de sistema Proteina-Membrana
En la DM de proteinas de membrana existen complicaciones atribuidas a problemas
potencialmente recurrentes, los cuales se manifiestan cuando la energia del sistema no converge.
Estos son:
e Superposicion entre cadenas del grupo acilo.
e Superposicion entre proteinas y lipidos.
e Superposicion entre moléculas de agua e iones.
En esta seccion se describen los pasos seguidos para evitar estos problemas. En breve, estos
consisten en:
1) Preparacion de la estructura para la simulacién.
2) Adicion de solvente y iones.
3) Ajuste de temperatura y presion
Una vez que el sistema ha sido tratado por los pasos anteriores el sistema esta listo para producir
datos y ser analizados.

4.1.1 Preparacion de la estructura para la simulacion

El sistema estd conformado por lipidos pertenecientes a la membrana y aminoacidos del
péptido, estas estructuras se encuentran por separado y para llevar acabo la simulacion de dindmica

molecular es necesario poner en contacto ambas estructuras. La superposicion trivial de las



60
coordenadas del péptido y la membrana otorgan un sistema incongruente, debido a que las cadenas

de carbono invaden el espacio correspondiente al peptido (figura 4.1).

(o g § - S, s

$ 4. A

Figura 4.1: Superposicion de estructuras DPPC y KALP. En color azul la estructura DPPC y en color verde KALP.
(vista superior)

El problema de superposicion es resuelto mediante el script en bash “inflateGRO.sh” [25],
cuyo funcionamiento consiste en expandir la membrana, y eliminar los lipidos que se encuentran
cercanos a la estructura del péptido, empleando un radio de corte, para posteriormente regresar el
sistema a sus dimensiones originales. Para el caso particular del péptido KALP en membrana de
DPPC, esto se logra mediante 28 iteraciones de reduccion a 95% del tamafio original de la
membrana, realizando una minimizacion de energia y eliminando lipidos en un radio de corte de
14 A entre cada iteracion (Gréfica 4.1). Este proceso otorga un sistema libre de superposiciones y

energia minimizada, preparado para ser solvatado e ionizado (Figura 4.3).
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Figura 4.2: Disminucién del area por lipido dada la reducci6n por pasos.
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Figura 4.3: Reduccion del sistema, pasando de un tamafio de 10.42A2 a 0.64A2. Se muestra en color verde los
lipidos DPPC y en color rojo el péptido KALP.

4.1.2 Solvatacion e ionizacién

El proceso de solvatacion GROMACS lo realiza rellenando el espacio intermolecular con
“pequenos cubos de agua” previamente equilibrados. Adicionalmente, se busca eliminar las
moléculas de agua que en este proceso se hayan colocado dentro de la membrana (Figura 4.4). Una
vez que esta limpia la membrana, el sistema es adicionado con iones cuya finalidad es la de generar
un sistema eléctricamente neutro. Por Gltimo, se realiza una minimizacion de energia, lo que reduce

el estrés molecular.
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io al ajuste de
de agua en la membrana. B) Posterior a eliminar moléculas de agua en la membrana.

4.1.3 Ajuste de temperatura y presion

El proceso de simulacion comienza por asegurar que el sistema bajo estudio se encuentre
bajo las condiciones de temperatura y presion deseadas. Esto se logra mediante la realizacion de
dos simulaciones de corta duracion en los ensambles NVT (nimero de particulas, volumen y
temperatura constantes) y NPT (nGmero de particulas, presion y temperatura constantes). Durante
este procedimiento se emplean acopladores de presion y temperatura (bardstatos y termostatos)
gue aseguran una rapida convergencia hacia la presién y temperatura deseadas (Tabla 4.1 y Tabla
4.2). Cuando la temperatura y/o presion alcanza los valores deseados, es necesario realizar un
cambio en los termostatos y/o bardstatos para garantizar un muestreo correcto. La eleccion de la
temperatura para un sistema membranal es particularmente importante pues ésta debe
seleccionarse con base a las propiedades fisicas de los lipidos que lo conforman. En concreto, debe
tenerse en cuenta la temperatura de transicion de fase (gelificacion) (Tabla 4.3). Con el sistema
equilibrado a la temperatura y presion deseada, se recopilan los datos que seran analizados y

expuestos en la seccion de resultados.
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Tabla 4.1: Parametros para equilibrar temperatura NVT.

NVT —- GROMOS |

Integrador md

NUmero de pasos 1,000,000

Paso de tiempo 0.001 ps

Tiempo total 1ns

Acoplador de temperatura Berendsen

Grupos sometidos al acoplamiento de temperatura = Protein_DPPC, Sol_lon
Temperatura de referencia (K° 323

Tabla 4.2: Pardmetros para equilibrar presion NPT.
NPT — GROMOS

Integrador md

NUmero de pasos 1,000,000

Paso de tiempo 0.001 ps

Tiempo total 1ns

Acoplador de temperatura Nose-Hoover

Grupos sometidos al acoplamiento de temperatura  Protein_DPPC, Sol_lon
Temperatura de referencia (K°) 323

Acoplador de presion Berendsen

Tabla 4.3: Area por lipido, temperatura de transicion de fase y referencia.
Rescatada de: http://www.mdtutorials.com/gmx/membrane_protein/06_equil.html (Enero-2020).

Nombre de Area por lipido  Temperatura de Referencia
lipidos (A?) Transicion de

fase (K)
DPPC 62 — 64 315 J. Nagle (1993) Biophys. J. 64 : 1476
DMPC 60.6 297 Wobhlert y Edholm (2006) J. Chem. Phys. 125: 204703
POPG 53 269 Dickey y Faller (2008) Biophys. J. 95: 2636
POPA 51-52 301 Dickey y Faller (2008) Biophys. J. 95 : 2636
POPC 65.8 271 Tieleman y col. (1998) Biochem. 37 : 17554
PAPA 56 298 Tieleman y col. (1998) Biochem. 37 : 17554
DMTAP 71 310 Gurtovenko y col. (2004) Biophys. J. 86 : 3461
POPS 55 300 Mukhopadhyay y col. (2004) Biophys. J. 86 : 1601

El tiempo de simulacion para la “produccion” es mucho mayor que durante el proceso de

“ajuste de pardmetros termodinamicos”, como se puede observar en las tablas 4.1, 4.2 y 4.4.


http://www.mdtutorials.com/gmx/membrane_protein/06_equil.html

64

Tabla 4.4: Parametros para la simulacién de produccion.
PRODUCCION - GROMOS

Integrador md

NUmero de pasos 100,000,000

Paso de tiempo 0.001 ps

Tiempo total 100ns

Acoplador de temperatura Nose-Hoover

Grupos sometidos al acoplamiento de temperatura  Protein_DPPC, Sol_lon
Temperatura de referencia (K°) 323

Acoplador de presion Parrinello-Rahman

4.2 Resultados
4.2.1 Comparacion de campos fuerza GROMOS69 y AMBER99SB-ILDN

Ambos sistemas se realizaron cajas de simulacion de dimensiones X,y,z muy parecidas, siento
6.418 A, 6.443 A, 6.596 A para el sistema en GROMOS vy 6.303 A, 6.418 A, 6.680 A para
Amber99sb-ildn. La Tabla 4.5 resume las caracteristicas de cada sistema. Es importante notar que
existe una diferencia considerable respecto al nimero de atomos que constituyen cada sistema.
Esto de se debe a que el campo de fuerza GROMOS96 considera a los &tomos de hidrégeno de
manera implicita (Figura 4.4). Ambos sistemas fueron simulados bajo el protocolo descrito en la

Seccién 4.1.

Tabla 4.5: Caracteristicas moleculares y 4&tomos totales de cada sistema de simulacion.
Campo de fuerza Péptido Lipidos Solvente Cl - Atomos |

GROMOS96 1 128 3314 4 16481

AMBER99SB-ILDN 1 128 3466 4 38475
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Figura 4.5: Estructuras DPPC empleadas bajo el campo de fuerza AMBER99SB-ILDN y GROMOS96. A) Estructura
hidrogenada empleada con en campo de fuerza AMBER99SB-ILDN, B) Estructura no hidrogenada empleada con el
campo de fuerza GROMOS96.

Ambos sistemas fueron simulados bajo caracteristicas computacionales idénticas, no
obstante, existe una diferencia del triple de tiempo de simulacion entre el sistema bajo el campo

de fuerza GROMOS96 y el sistema simulado con AMBER99SB-ILDN. (Tabla 4.6)

Tabla 4.6: Caracteristicas esenciales del equipo de cdémputo empleado y tiempo de simulacién, para cada sistema.

Campo de fuerza Nucleos Procesador ns/dia Tiempo (hora) Simulaciones
GROMOS96 64 Intel Xeon, CPU E5-2650 - 2.00GHz 50.7 47.3 1
AMBER99SB-ILDN 64 Intel Xeon, CPU E5-2650 - 2.00GHz 17.9 133.3 1

4.2.1.1 Area por lipido y grosor de la membrana

El area por lipido que corresponde a la distribucion de lipidos por unidad de area y el grosor
de la membrana son empleados en la cuantificacion de efectos de las proteinas asociadas, pues
cuando existe interaccion entre la proteina y la membrana, esta modifica su espesor [26]. La Tabla
4.3 muestra los valores area por lipido y la temperatura de gelificacion, para distintos fosfolipidos.

Los valores del area por lipido y grosor de membrana son calculados con el método que se

muestra en GridMAT-MD [27], el cual plantea, que, para calcular el area por lipido, se analiza el
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comportamiento de la membrana a través de una malla cuadrada y midiendo la cantidad de lipidos
existentes por cuadrante, obteniendo un promedio de lipidos existentes en cada uno de los
cuadrantes. Al tratarse de una membrana bilipidica, se analizan los lipidos superiores e inferiores
y los resultados se promedian. Para el analisis de grosor de membrana se considera el promedio de
la posicién con respecto al eje Z de todos los grupos fosfato en los lipidos superiores e inferiores
y se obtiene la diferencia.

La variacion del &rea por lipido, asi como del grosor de membrana se mantiene consistente a
lo largo del tiempo para ambos sistemas y la diferencia de estos valores entre ambas simulaciones

es considerable. (Figura 4.6 y Tabla 4.7).

Variacion del APL empleando campos de fuerza GROM0OS96 y AMBER99SB-ILDN

70
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Figura 4.6: Variacion del area por lipido empleando los campos de fuerza GROMOS96 y AMBER99SB-ILDN. A)
Comportamiento del area por lipido en funcion del tiempo empleando, campos de fuerza GROMOS96 y
AMBER99SB-ILDN. B) Comportamiento del grosor de membrana en funcién del tiempo, empleando campos de
fuerza GROMOS96 y AMBER99SB-ILDN.
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Tabla 4.7: Area por lipido y grosor de membrana promedio bajo el campo de fuerza GROMOS69 y AMBER99SB-
ILDN.

APL — APL - Diferencia Grosor — Grosor - Diferencia
GROMOS9 AMBER99SB- (AZ) GROMOS9% AMBER99SB- (nm)

(A?) ILDN (A2) (nm) ILDN (nm)
Promedio  43.389 = 58994 15604 @~ 4809 = 4015 = 0794

Analizar el grosor de la membrana, se consigue al dividirla con una malla en 400 cuadrantes y
calcular en cada uno el grosor de forma “local”, asignandole a cada cuadrante un valor
correspondiente al promedio de la distancia entre los fosfatos en los lipidos superiores e inferiores,
permitiendo observar el comportamiento de la membrana en interaccion con el péptido (Figuras

4.7y 48).

Grosor de membrana por regiones - GROMOS96
25ns ; 50 ns 75 ns 100 ns

Eje Y (nm)
Grosor de membrana (nm

Eje Z (nm)

Eje X (nm) Eje X (nm) Eje X (nm) Eje X (nm) Eje X (nm)
Figura 4.7: Evolucion temporal del comportamiento KALP-DPPC bajo el campo de fuerza GROMOS96, en la parte

superior mediante un mapa de calor y en la parte inferior vista lateral que muestra péptido(verde), fosforo en DPPC
(naranja) y agua (azul) GROMOS96.
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Figura 4.8: Evolucién temporal del comportamiento KALP-DPPC bajo el campo de fuerza AMBER99SB-ILDN, en
la parte superior mediante un mapa de calor y en la parte inferior vista lateral que muestra péptido(verde), fosforo en
DPPC (naranja) y agua (azul) AMBER99SB-ILDN.

4.2.1.2 Parametros de orden de deuterio de las cadenas del grupo acilo.

Los lipidos de una bicapa fluida son altamente dinamicos, pues en ella se producen muchos
movimientos como la difusion lateral, rotacion y flexién lo cual influye en los parametros de orden
de las cadenas del grupo acilo [28].

El parametro de orden de deuterio (Sp) mide los cambios de orientacion de los enlaces C-H,
para cada carbono en las cadenas de acilo de los lipidos, cuyo valor indica su movilidad.
Experimentalmente estos parametros son obtenidos de estudios por resonancia magnética y
cuantifican que tan ordenados estan los lipidos y su orientacién promedio con respecto a la recta
normal a la membrana [27][29]. Esta definido por:

1
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Donde 6 es el angulo entre el enlace C-H y el eje de referencia, los corchetes denotan el promedio
temporal (Figura 4.9). Para campos de fuerza con hidrogenos implicitos la orientacion de estos es

inferida a partir de orientacion relativa de los atomos de carbono vecinos.

Figura 4.9: Medicion del &ngulo en el enlace C-H y la normal a la membrana.
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Figura 4.10: Parametros de orden de deuterio bajo los campos de fuerza GROMOS96 y AMBER99SB-ILDN. En
colores azul claro y fuerte se distinguen los parametros de orden de deuterio bajo el campo de fuerza GROMOS69 y
en colores verde claro y fuerte los pardmetros de orden de deuterio bajo el campo fuerza AMBER99SB-ILDN.
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Tabla 4.8: Orden de parametro de deuterio en la cadena Sn-1 y Sn-2 para simulaciones bajo los campos de fuerza
GROMOS96 y AMBER99SB-ILDN. Diferencia en porcentaje entre los valores calculados con GROMOS96 y
AMBER99SB-ILDN.

ATOMO Sn-1 Sn-2 Sn-1 Sn-2 Diferencia  Diferencia

(GROMOS) (GROMOS) (AMBER) (AMBER) Sn-1 Sn-2
2 0.35 0.33 0.21 0.19 0,14 0,14
3 0.39 0.36 0.25 0.20 0,14 0,16
4 0.39 0.39 0.23 0.22 0,16 0,17
5 0.41 0.41 0.24 0.23 0,17 0,18
6 0.41 0.42 0.23 0.24 0,18 0,18
7 0.41 0.42 0.23 0.23 0,18 0,19
8 0.41 0.42 0.22 0.23 0,19 0,19
9 0.41 0.42 0.22 0.22 0,19 0,20
10 0.40 0.41 0.20 0.22 0,20 0,19
11 0.38 0.40 0.19 0.20 0,19 0,20
12 0.35 0.39 0.16 0.19 0,19 0,20
13 0.31 0.35 0.14 0.16 0,17 0,19

En las gréaficas mostradas en la figura 4.10 se observa la diferencia en los resultados empleando
los campos de fuerza GROMOS96 y AMBER99SB-ILDN, estos resultados se analizan a partir de
comparar del valor de S, en cada cadena y su equivalente en el otro campo de fuerza. De manera
general, en la tabla 4.8 muestra que el valor S, obtenido con GROMOS96, es mayor al calculado

bajo AMBER99SB-ILDN, manteniendo una diferencia constante.

4.2.1.3 Densidades del sistema.

Las unidades de densidad son kg/m?3, y también se pueden calcular densidades electronicas.
Uno de los escenarios de uso mas comun es calcular la densidad de varios grupos a través de una

bicapa lipidica, generalmente con el eje z en la direccion normal.
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Figura 4.11: Densidad del sistema “KALP en DPPC” en donde se muestra el comportamiento de densidad de los
grupos seleccionados a través del eje Z.

(8]

El andlisis de densidad se realiza sobre 3 grupos en los fosfolipidos (grupo de cabeza, glicerol
ester y cadena de acilo), ademés de la densidad del agua (Figura 4.11). Al comparar los sistemas
bajo GROMOS69 y AMBER99SB-ILDN, resulta evidente la diferencia entre los valores en sus
densidades (Figura 4.12), situacion que encuentra respuesta en la manera en que el campo de fuerza
GROMOS69 suple la ausencia de hidrogeno en las estructuras, aumentando el radio de los a&tomos

aproximando el valor del potencial tedrico al experimental.
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Figura 4.12: Comparacién entre las densidades de grupos de cabeza, glicerol ester, adenas de acilo y agua, bajo el
campo de fuerza GROMOS69 y AMBER99SB-ILDN. A) Densidad de grupos de cabeza calculado bajo el campo de
fuerza GROMOS69 y AMBER99SB-ILDN B) Densidad de glicerol ester bajo el campo de fuerza GROMOS69 y
AMBER99SB-ILDN, C) Densidad de cadenas de acilo bajo el campo de fuerza GROMOS69 y AMBER99SB-ILDN,
D) Densidad del agua bajo el campo de fuerza GROMOS69 y AMBER99SB-ILDN.

Tabla 4.9: Mé&ximos de densidad calculados con los campos de fuerza GROMOS96 y AMBER99SB-ILDN, para
cadenas de acilo, grupos de cabeza, glicerol ester y el porcentaje de diferencia.

Densidad GROMOS9% kg m=3 AMBER99SB-ILDN kg m~3 DIFERENCIA
Cadenas de grupo acilo 1277 664 48%
Grupos de cabeza 621 526 15%
Glicerol ester 900 827 8%

Dicha aproximacion se ve reflejada en la densidad del sistema, pues sabemos que,
densidad = masa/volumen , por lo cual, al aumentar el radio y suplir la ausencia de hidrégeno
también aumenta la masa, este efecto se ve reflejado en las gréficas en la figura 4.12 y tabla 4.9,
donde se observan valores mas altos en la densidad del sistema simulado bajo GROMOS69, en

comparacion con la simulacion realizada con AMBER99SB-ILDN, a excepcién del agua, donde



73
se considera GROMOS69 tiene su mejor aproximacion para suplir la ausencia de hidrégeno en la

estructura.

4.2.2 Disefio de membrana constituidas por 104, 195y 295 lipidos.

Las dimensiones de la membrana con 128 lipidos limitan el estudio a estructuras proteicas
pequefas, este problema encuentra solucién con el método para obtener membranas con
dimensiones X-Y deseadas que se plantea a continuacion.

Tomando del comportamiento de las condiciones a frontera la idea de “replicas virtuales”,
en el disefio de membrana se remplaza la “replica virtual” por una “replica real” pues al tratarse
del mismo sistema, este puede empalmar con si mismo en cualquier direccion. Este proceso podria
ser equivalente al de solvatacion de un sistema, en donde el espacio es rellenado con cubos
pequefios de H,0, en este caso sera rellenado con replicas de la membrana. La Unica limitante
reside en que se obtienen membranas con dimensiones multiplos de la membrana primaria (Figura

4.13).

Figura 4.13: Vista superior de la unién de membranas. A) Membrana de 2x2, B) Membrana de 3x3, C) Membrana
de 4x4.

Para obtener membranas de dimensiones X - Y deseadas, en primera instancia se crea un

sistema con replicas que exceda las dimensiones objetivo y a este sistema le son eliminados los
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lipidos cuyo fosfato se encuentre fuera de limites deseados. Posteriormente, se realiza una serie de
3 minimizaciones de energia sobre la estructura, disminuyendo las dimensiones de la caja de
simulacion entre cada una de ellas, con la finalidad reducir el estrés en las regiones
correspondientes al sistema replicado y mejorar su empaquetamiento.

Con el fin de evaluar el funcionamiento de este proceso, se generaron réplicas de la
simulacion KALP en DPPC con membranas de 109, 195 y 295 lipidos, cuyas dimensiones son 5.7
nm x 5.7 nm, 7.8 nm x 7.8 nm y 9.8 nm x 9.8 nm respectivamente (Figura 4.13). Los sistemas
fueron simulados bajo el protocolo descrito en la Seccidn 4.1 y su constitucién esta resumida en

la tabla 4.10 y las caracteristicas del equipo de computo en la tabla 4.11.

con 195 lipidos, C) Membrana con 295 lipidos.

Tabla 4.10: Caracteristicas moleculares y &tomos totales de cada sistema de simulacion.
Lipidos Péptido Solvente Cl- Atomos Campo de fuerza

104 1 3219 4 23430 AMBER99SB-ILD
195 1 5701 4 42706 AMBER99SB-ILD
295 1 8184 4 63155 AMBER99SB-ILD

Tabla 4.11: Caracteristicas esenciales del equipo de computo empleado y tiempo de simulacién, para cada sistema.

Sistema Nucleos Procesador ns/dia Tiempo (hora
Membrana -104 lipidos 8 Intel Xeon, CPU E5-2650 - 2.00GHz | 55.6 43.1
Membrana -195 lipidos 8 Intel Xeon, CPU E5-2650 - 2.00GHz | 32.1 74.6

Membrana -295 lipidos 8 Intel Xeon, CPU E5-2650 - 2.00GHz | 8.6 279



4.2.2.1 Area por lipido y grosor de membrana.

75

Se considero la variacion promedio del area por lipido de cada sistema (104, 195y 295 lipidos),

comparando asi el comportamiento entre el sistema con 128 lipidos u original y los disefiados bajo

el protocolo planteado en la seccién 4.2.1.1 (Figura 4.14). Una comparacion similar es realizada

para el grosor de la membrana (Figura 4.15). Los resultados muestran que el protocolo planteado

para restablecer membranas de tamafio deseado genera resultados equivalentes al sistema de

referencia (Tabla 4.12).
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Tabla 4.12: Area por lipido y grosor promedio.

Sistema APL (A2
104 lipidos 58.77 £ 1.59
195 lipidos 58.90 + 1.05
295 lipidos 58.94 + 1.00
128 lipidos 58.99 + 1.22
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Figura 4.15: Variacion del area por lipido en membranas con 104, 195 y 295 lipidos. A) Variacion del area por

lipido para 104 lipidos. B) Variacion del area por lipido para 195 lipidos, C) variacion del area por lipido area 295

lipidos. D) Comparacion de la variacion del area por lipido considerando los sistemas con 104, 195, 295 y 128
(original) lipidos.
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Figura 4.16: Variacion de grosor en membranas con 104, 195 y 295 lipidos. A) Variacion del grosor para 104
lipidos. B) Variacion del grosor para 195 lipidos, C) variacion del grosor para 295 lipidos. D) Comparacion de la
variacion del grosor considerando los sistemas con 104, 195, 295 y 128 (original) lipidos.

Para cada sistema se realiz6 un mapa de calor que muestra la variacion del grosor de membrana
a lo largo del tiempo (Figura 4.17 - 4.19), este procedimiento facilita la interpretacion de la
interaccion entre el péptido y la membrana. En cada sistema analizado es posible observar los

efectos de la interaccion péptido-membrana, mostrando la compactacion en la membrana alrededor

del péptido en todos los casos.
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Grosor de membrana por regiones - 104 lipidos
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Figura 4.17: Evolucion temporal del comportamiento KALP-DPPC en una membrana de 104 lipidos. En la parte
superior mediante un mapa de calor y en la parte inferior vista lateral que muestra péptido (verde), fosforo en DPPC
(naranja) y agua (azul).
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Figura 4.18: Evolucion temporal del comportamiento KALP-DPPC en una membrana de 195 lipidos. En la parte
superior mediante un mapa de calor y en la parte inferior vista lateral que muestra péptido (verde), fosforo en DPPC
(naranja) y agua (azul).
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Grosor de membrana por regiones - 295 lipidos
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Figura 4.19: Evolucion temporal del comportamiento KALP-DPPC en una membrana de 295 lipidos. En la parte
superior mediante un mapa de calor y en la parte inferior vista lateral que muestra péptido (verde), fosforo en DPPC
(naranja) y agua (azul).

4.2.2.2 Parametros de orden de deuterio de las cadenas de acilo

El anélisis de parametros de orden de deuterio se realiz6 para cada sistema, comparando entre
si el resultado en cada atomo (Figura 4.20). Al observar el comportamiento de los parametros de
orden de deuterio se analiza la deviacion estandar que se tiene al considerar el sistema original con
128 lipidos y los sistemas de 104, 195 y 295 lipidos, esta desviacion es tan pequefia que es posible

considerar el resultado de cada sistema como equivalente. (Tabla 4.13 y Tabla 4.14)
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Figura 4.20: Orden de parametro de deuterio en las cadenas Sn-1y Sn-2 de sistemas con 104, 195, 295 y 128 lipidos.
A) Orden de parametro de deuterio cadena 1 en sistemas de 104, 195, 295 y 128 (original) lipidos. B) Orden de
parametro de deuterio cadena 2 en sistemas de 104, 195, 295 y 128 (original) lipidos.

Tabla 4.13: Orden de parametro de deuterio en la cadena Sn-1, de los sistemas con 104, 195, 295 y 128 (original)

ATOMO

104 lipidos
0,21498
0,25076
0,22346
0,24228
0,22539
0,23108
0,21501
0,21482
0,19593
0,18612
0,15997
0,14066

lipidos.

195 lipidos 295 lipidos
0,21590 0,21393
0,25304 0,25220
0,22594 0,22618
0,24415 0,24411
0,22747 0,22852
0,23186 0,23343
0,21469 0,21766
0,21308 0,21608
0,19331 0,19863
0,18512 0,18987
0,15891 0,16208
0,13939 0,14174

128 lipidos
0,21521
0,25390
0,22953
0,24810
0,23292
0,23898
0,22171
0,21861
0,19840
0,18848
0,16207
0,14152

Promedio
0,21500
0,25247
0,22628
0,24466
0,22858
0,23384
0,21727
0,21565
0,19657
0,18740
0,16076
0,14083

Desviacion
0,00082
0,00134
0,00249
0,00245
0,00317
0,00356
0,00324
0,00233
0,00250
0,00217
0,00158
0,00107

Tabla 4.14: Orden de parametro de deuterio en la cadena Sn-2, de los sistemas con 104, 195, 295 y 128 (original)

ATOMO

104 lipidos
0,19825
0,20700
0,22792
0,23116
0,23734
0,23159
0,23136
0,22025
0,21570
0,19947
0,18625
0,15817

lipidos.

195 lipidos 295 lipidos

0,19874
0,20644
0,22714
0,23084
0,23834
0,23101
0,22958
0,21783
0,21291
0,19727
0,18424
0,15709

0,19334
0,19989
0,22249
0,22877
0,23850
0,23331
0,23331
0,22401
0,21919
0,20449
0,19178
0,16323

128 lipidos
0,19482
0,19984
0,22367
0,22706
0,23555
0,22859
0,23046
0,22116
0,21742
0,20212
0,18827
0,16089

Promedio
0,19629
0,20329
0,22531
0,22946
0,23743
0,23112
0,23118
0,22081
0,21630
0,20084
0,18764
0,15984

Desviacion
0,00263
0,00396
0,00263
0,00192
0,00135
0,00195
0,00160
0,00255
0,00267
0,00314
0,00322
0,00277



4.2.2.3 Densidades del sistema.
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La densidad de cada regidn del sistema es equivalente entre si, a excepcion de la densidad de

iones, pues al tratarse de un nimero fijo (4 iones) al aumentar las dimensiones de la membrana la

densidad de iones en el sistema disminuira, efecto que es visible (figura 4.21.E).
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Figura 4.21: Comparacién entre las densidades de grupos de cabeza, glicerol ester, adenas de acilo y agua de sistemas
con 104, 195, 295y 128 lipidos. A) densidad de grupos de cabeza en sistemas de 104, 195, 295 y 128 (original) lipidos.
B) densidad de glicerol ester en sistemas de 104, 195, 295 y 128 (original) lipidos. C) densidad de cadenas de acilo en
sistemas de 104, 195, 295 y 128 (original) lipidos. D) densidad de agua en sistemas de 104, 195, 295 y 128 (original)

lipidos. E) densidad de iones en sistemas de 104, 195, 295 y 128 (original) lipidos.

4.3. Discusion

Como primer resultado en este capitulo, se encuentra el emular la simulacion de dinamica

molecular KALP en DPPC que se muestra en el articulo de referencia [25], para posteriormente

replicar lo realizado bajo campo de fuerza GROMOS96 en el campo de fuerza AMBER99SB-

ILDN.
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La diferencia en el area por lipido calculada con GROMOS96 y AMBER99SB-ILDN es
atribuida a la ausencia de hidrégenos en el sistema GROMOS96, situacion que repercute en el
comportamiento de las cadenas de grupo acilo, las cuales se muestran “extendidas” sobre el eje Z.
Este comportamiento se ve igualmente reflejado en el grosor, pues la conformacion extendida de
las cadenas de acilo sobre el eje Z, ocupan una menor area. Es importante recordar que el campo
de fuerza GROMOS96 considera implicitamente los hidrogenos.

El comportamiento que se observa en las figuras 4.7 y 4.8 muestra mayor influencia del péptido
KALP en los lipidos DPPC bajo el campo de fuerza AMBER99SB-ILDN, este comportamiento
es justificado por las interacciones debidas al hidrégeno en las estructuras empleadas bajo dicho
campo de fuerza.

Empleando ambos campos de fuerza los extremos del péptido permanecen ligados a los grupos
fosfato, logrando asi deformaciones de membrana y con ello la disminucién de grosor.

Al igual que los analisis de area por lipido y grosor de membrana, el orden de parametro de
deuterio calculado bajo el campo de fuerza GROMOS69, se ve afectado por la carencia de
hidrdgenos en las estructuras. Sin embargo, la diferencia en el valor calculado bajo AMBER99SB-
ILDN resulta consistente.

Tal consistencia en la diferencia entre los valores de parametro de orden lleva a pensar que, Si
bien, emplear el campo de fuerza GROMOS69 no otorga resultados lo suficientemente detallados
para ser confiables, si otorga una aproximacion que se ve compensada ahorrando tiempo de
simulacion. En consecuencia, en el resto de las simulaciones desarrolladas en este trabajo se

empleara el campo de fuerza AMBER99SB-ILDN.
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Dados los resultados obtenidos de comparar el sistema de 128 lipidos (original) con los
sistemas de 104, 195 y 295 lipidos cuyas membranas fueron construidas bajo el método planteado
en la seccién 4.4 y cuyo comportamiento resultd equivalente, es posible decir que el método de

disefio de membranas es completamente confiable.
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Capitulo 5

DINAMICA MOLECULAR DEL PORO PorB y ANALISIS
MEDIANTE ELECTROFISIOLOGIA COMPUTACIONAL

La importancia del estudio de la proteina PorB de la bacteria Neisseria Meningitidis reside
en ser la segunda proteina de membrana con mayor presencia y con ello, esencial para su
supervivencia. Esta bacteria es causante de la infeccidn llamada meningitis meningococica y afecta
a las membranas que rodean la médula espinal y cerebro, causando la muerte en el 50% de los

casos. [34]

Figura 5.1: Vista superior y lateral de la estructura PorB. (A) vista superior del canal PorB, (B) vista lateral del
canal PorB.

Un método para el estudio de canales ionicos es la electrofisiologia celular, la cual es una
técnica experimental empleada en el estudio de canales idnicos enfocada a establecer relaciones
entre los estados de conductividad de los canales y las condiciones fisioldgicas (controladas).
Generalmente, esto involucra determinar un gradiente electroquimico manteniendo una diferencia

de potencial entre ambos lados de la membrana celular.
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Por su parte, la Electrofisiologia Computacional busca establecer un paralelismo con la
técnica experimental al intentar estimar, mediante simulaciones de dindmica molecular, el flujo de
iones a través de canales ionicos impulsados por una diferencia de potencial transmembranal. Este
es causado y mantenido mediante un desequilibrio de cargas Aq a través de la membrana (Figura

5.2). El presente capitulo esta enfocado al establecimiento de dicha técnica.

A) B) O)[ “aest €7
d o © . ) :4;%'3;
e ¥ )
_________ X_--.._-___
E
s ©eo o
2 AU © o
5 ° o o
_________ X.....______
© o
© o =)

-12-0.8-0.4 00 04 08 1.2
Potencial (U)

Figura 5.2: Esquemas del potencial asociado a un sistema de doble membrana. A) Gréfica del potencial
asociado al sistema de doble membrana. B) Diagrama del sistema con doble membrana. C) Visualizacion del
sistema de doble membrana.

El estudio de la proteina PorB mediante simulacion de dindmica molecular se realiz6 en
dos partes, la primera, toma el analisis de dos sistemas bajo igualdad de condiciones, uno con la
estructura PorB silvestre (id: 3WI14) y otro con una estructura PorB mutada en G103K (id:3VZT).
En ambos casos se empleo el protocolo de construccion de membrana establecido en el capitulo 4.
Ademas, se realiza un analisis del comportamiento del radio del poro mediante el uso de la libreria
de Python "MDAnalysis™ [32]. La segunda parte consiste en establecer el estudio de flujo de iones

en la proteina PorB bajo el enfoque de la electrofisiologia computacional [21].
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5.1 Método Sistema Simple

5.1.1 Preparacion de la estructura de simulacion

El protocolo mediante el cual se realiza la insercion de la estructura PorB en la membrana
de lipidos DPPC sigue los mismos pasos que la seccion 4.1.1, el cual se basa en expandir la
estructura de membrana e ir reduciendo sus dimensiones acompafiado de la eliminacion de los
lipidos méas proximos a la proteina, dando por resultado un modelo satisfactorio, listo para realizar

la solvatacion e ionizacion del sistema.

10.4 A2 5.62 A2 2.94 A2 1.19 A2 0.62 A2

Iteracion 1 Iteracion 7 Iteracic’m 14 Itexacxon 23 Iteracion 28

Flgura 4 3: Reducmon del sistema PorB- DPPC pasando de un tamafio de 10.4A2 a 0. 64A2 Se muestra en
color verde los lipidos DPPC y en color azul, PorB.

5.1.2 Solvatacién e ionizacion
El método empleado es el indicado en la seccion 4.1.2, el cual se basa en afiadir solvente
al sistema de manera ordinaria y eliminar las moléculas de agua que se encuentren en la region

transmembrana, para posteriormente ionizar con una concentracion de 400 mM de NaCl.

5.1.3 Equilibrado del sistema
Al igual que el capitulo anterior, este proceso se divide en dos etapas, aumentando el tiempo

de equilibracidn del sistema, debido a las dimensiones del mismo.
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Tabla 5.1: Parametros para la simulacion NVT.

Integrador md

NUmero de pasos 2000000

Paso de tiempo 0.001 ps

Tiempo total 2ns

Acoplador de temperatura Berendsen

Grupos sometidos al acoplamiento de temperatura  Protein_DPPC, Sol_lon
Temperatura de referencia (K° 320

Tabla 5.2: Pardmetros para la simulacion NPT.

Integrador md

NuUmero de pasos 2000000

Paso de tiempo 0.001 ps

Tiempo total 2ns

Acoplador de temperatura Nose-Hoover

Grupos sometidos al acoplamiento de temperatura  Protein_DPPC, Sol_lon
Temperatura de referencia (K°) 320

Acoplador de presion Berendsen

5.1.3 Produccion y analisis

Al tratarse de un sistema de mayor volumen, implica una mayor cantidad de 4&tomos, que se
veré reflejado en el tiempo que dura la simulacion, es en este punto donde es necesario recurrir al
supercomputo. Ademas de aumentar el nimero de ndcleos con que se realiza la simulacion también

se recurre a duplicar la diferencia de tiempo, con la finalidad de reducir el tiempo de simulacion.

Tabla 5.3: Pardmetros para la simulacion de produccion.
PRODUCCION - PorB

Integrador md

NUmero de pasos 50000000

Paso de tiempo 0.002 ps

Tiempo total 100ns

Acoplador de temperature Nose-Hoover

Grupos sometidos al acoplamiento de temperatura | Protein_DPPC, Sol_lon
Temperatura de referencia (K°) 300

Acoplador de presion Parrinello-Rahman
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En este sistema el andlisis se centrd en el comportamiento del poro, realizando anélisis de

densidad (seccion 4.2.2.3) y analisis del radio, empleando la libreria de Python “MDAnalysis”

[32].

. Aniones
5 . Cationes
. Cabezas de Fosfato
O Proteina

O Agua

Figura 5.4: Sistema PorB finalizado.

5.1.3.1 Anélisis mediante MDAnNalysis

MDanalysis permite la lectura de trayectorias basadas en particulas y acceder a sus
coordenadas a través de la libreria de Python, Numpy, lo que otorga mayor flexibilidad para
realizar tareas de analisis complejas.

El andlisis en el radio del poro se realiza orientando la estructura sobre el eje z, calculando la
distancia que existe entre los carbonos alfa qué se encuentran mas préximos al eje. Debido a la
forma en la que se realiza el calculo del radio y la geometria del trimero PorB (el poro no se
encuentra en el centro de la estructura), no es posible realizar este analisis sobre la estructura PorB

completa (trimero), sin embargo, es posible realizar el estudio por monémero.



88

Partiendo de la idea en que los monémeros de la estructura son idénticos y estan sometidos a
igualdad de condiciones es posible decir que se tiene el triple de muestreo de esta estructura. En
consecuencia, la trayectoria de cada monémero se extrajo para ser alineada con respecto a una
referencia (mondmero 1) y posteriormente concatenar las trayectorias en un solo archivo formato

PDB, del cual se obtuvo el radio minimo con respecto al eje z.

Figura 5.5: Visualizacion del poro en PorB. Vista superior A) y lateral B) de la proteina PorB, con el area
perteneciente al poro en color azul.

5.2 Resultados

El analisis de densidades para estos sistemas se realiza de manera homdloga al descrito en el
Capitulo 4, enfocando dicho analisis al comportamiento de los iones y el solvente. Para describir
el comportamiento del radio de los mondmeros que conforman PorB se realiza el estudio
empleando la libreria para Python llamada “MDanalysis”.

Las caracteristicas moleculares y computacionales de la simulacion se muestran en las tablas

5.4y5.5.
Tabla 5.4: Caracteristicas moleculares y atomos totales en cada sistema.
PorB Proteina Lipidos  Solvente Cl- Na+ Atomos
Silvestre 1 379 49009 | 529 532 211305

Mutado 1 372 48885 | 559 529 211439
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Tabla 5.5: Caracteristicas computacionales de cada simulacion.

Sistema Nucleos Procesador ns/dia  Tiempo (dia)
PorB mutado 128 | Intel Xeon, CPU E5-2650 - 2.00GHz 311 3.1
PorB silvestre 128 | Intel Xeon, CPU E5-2650 - 2.00GHz 31,2 3,2

5.2.1 Densidades del sistema

Los resultados que se muestran en la figura 5.6, comparan el comportamiento de densidad en
los sistemas con la proteina silvestre y mutada, donde es posible observar que en los tres casos
(agua, cloro y sodio), la densidad nunca es cero, en comparacion con los resultados que se muestran
en la seccion 4.2.2.3. Esto se debe a que la conformacion de PorB permite el paso de iones y

moléculas de agua a través de la membrana.

Densidad de cloro (CL) Densidad de Sodio (NA} Densidad de Agua (Sol) Sistema
15 , —— Silvestre | 15 — Silva-stre 1 15 —— Silvestre
_ Mutade Mutado Mutado
£ ‘ Ia =
N 10 : 10 e S (ST B f/’/
© ' ~ —
g < ') .
S N e T
T 5 — = - ] 5
Q M- — N \ 5 — \
S |l = : IS 1 < !
: | | , ]
o4 1T = o = o4T—=
T T T T T
0 10 20 30 0 5 10 15 0 500 1000
Densidad (Kg m~3) Densidad (Kg m~3) Densidad (Kg m~3)

Figura 5.6: Densidad del agua, cloro y sodio en el sistema con PorB silvestre y mutado.

Ademas de observar el comportamiento transmembranal de los iones, se observan picos en su

densidad que describen su acumulacion en la membrana. Esto probablemente responde a una

interaccion con los fosfolipidos.
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5.2.2 MDanalysis.

El andlisis de estructura mediante MDanalysis otorga un estudio de la evolucion temporal del
radio del poro, tomando en cuenta los carbonos alfa, este proceso se realiza cuadro a cuadro de las
trayectorias contenidas en formato PDB.

El primer andlisis empleando MDanalysis, se realizd sobre una trayectoria conjunta. Esta
contiene, de forma secuencial, la trayectoria correspondiente a cada monémero en PorB, dejando
un andlisis con el triple de muestreo para un solo monémero. El anélisis de radio del poro a lo
largo de la coordenada Z muestra que en su region mas se encuentra alrededor de los 5.8 A para
ambos sistemas (Figura 5.7). Esta region corresponde a la posicién de los residuos R120 y R103
cuyo comportamiento es esencial en la permeacion de PorB [21]. La poca variacion respecto al
tiempo, del radio minimo alrededor del filtro de selectividad, muestra que la estructura se encuentra

en una conformacion abierta en cada uno de los monémeros (Figura 5.8)

Variacion del radio de poro a lo largo del eje Z
20 % T T

—— PorB Wildtype
PorB Mutado

18 1

=
()]
1

[
~
1

[
N
L

Radio del poro (A)
o

[e¢]
L

[o)]
1

30 40 50 60 70 80
Coordenada en eje Z (4)

Figura 5.7: Radio del poro respecto a la coordenada Z.
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Figura 5.8: Radio minimo del poro del sistema con PorB silvestre y mutado, calculado para trayectorias
individuales.

Al analizar bajo el RMSD (Figura 5.9), se observa que su valor no se mantiene

“constante” en la mayoria de los monémeros, con excepcion del mondomero 3 de PorB mutado.

Este comportamiento también se puede observar en la variacion del radio del mismo monémero

y sus valores promedio (Figura 5.8)(Tabla 5.6).

RMSD

Variacion del RMSD - PorB silvestre

Variacion del RMSD - PorB mutado

2.5
2.0t
1501
1.0 A
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—— Mondémero 2 —— Mondémero 2
0.0 - —— Mondémero 3 0.0 —— Mondémero 3
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Tiempo (ns) Tiempo (ns)

Figura 5.9: Variacion de RMSD sistema con PorB silvestre y mutado, calculado para trayectorias individuales.



Tabla 5.6: Radio promedio de cada monémero de PorB silvestre y mutado.

PorB Radio promedio RMSD promedio
Monomero 1 - Silvestre 5.80+0.38 1.84 +0.27
Mondmero 2 - Silvestre 5.90 £ 0.32 1.80+0.23
Mondmero 3 - Silvestre 5.81+0.18 2.13+0.22
Monémero 1 - Mutado 5.83+0.20 1.70 £0.17
Monoémero 2 - Mutado 5.76 £0.20 1.73+0.14
Monoémero 3 - Mutado 6.03+0.20 1.49 +0.08
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5.2.3 Discusion

Analizar el comportamiento de la estructura a partir de densidades y MDanalysis otorga un
buen acercamiento a la descripcion del mismo, pero debido a la manera en la que se simula y las
condiciones de periodicidad, no es posible tener una diferencia de potencial constante que
promueva el flujo de iones, lo que daria un mejor acercamiento al comportamiento de la estructura.

Por otra parte, MDanalysis otorga una vision distinta del comportamiento estructural del poro,
pues si bien, las variaciones del radio son minimas en el caso de PorB, que se trata de una proteina
cuya conformacidn es siempre abierta, este analisis toma relevancia para sistemas donde se busca
la apertura del poro.

De forma general, es posible observar que la estructura mutada tiene mayor estabilidad que la
estructura silvestre, como se muestra en el anlisis de RMSD. En el caso del monomero 3 de la
estructura mutada, cuyo comportamiento resalta, tanto en RMSD como en variacién de radio,
manteniéndose oscilando alrededor de un valor y no incrementando, como en los otros casos, 1o
cual, puede ser atribuido a una saturacion ionica en el canal, que no permite la interaccion del

mismo con los iones en el sistema.
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5.3 Método electrofisiologia computacional

La electrofisiologia computacional busca emular el flujo de iones a través del canal idnico
a partir de la induccion del gradiente electroquimico, este proceso consta en duplicar el sistema
proveniente de una simulacién de dinamica molecular de proteina de membrana como la realizada
en la primera mitad de este capitulo. La duplicacion del sistema es requerida debido a que los
sistemas de una sola membrana, al mantenerse las condiciones periddicas y de equilibrio en la caja
de simulacién, no permiten la existencia de un gradiente electroquimico que induzca el flujo de
iones a través del canal. La duplicacion del sistema sobre su eje Z permite emular el medio
intracelular y extracelular (Figura 5.9-A). Con ello es posible inducir un gradiente electroquimico
mediante la modificacion del nimero de iones en la region a y la region 3. La diferencia de cargas
Aq(t) otorga una diferencia de potencial AU(t) que influencia el flujo de iones a través de las

estructuras PorB embebidas en la membrana.
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Figura 5.9: Esquemas de orientacion del sistema de doble membrana. A) potencial en el sistema, B) Sistema de
doble membrana simple, C) Sistema de doble membrana invertido.
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El disefio del sistema de doble membrana tiene 2 posibles configuraciones, la primera de

ellas toma al sistema primario, el cual es replicado y desplazado sobre su eje Z (Figura 5.9-B), con

lo cual, si una proteina esta sometida a un potencial, la proteina subsecuente se encuentra sometida

al potencial inverso. La segunda configuracion establece el sistema subsecuente rotado 180° sobre

su eje X (Figura 5.9-C), con lo cual, ambas proteinas estardn sometidas al mismo potencial,

teniendo el doble de muestreo. La configuracion en la que se encuentran los sistemas de este

capitulo sera la primera.

El estudio de electrofisiologia a través de GROMACS, requiere de la adicion de nuevos

pardmetros en el archivo de entrada .mdp, a partir de los cuales es posible controlar el

comportamiento del sistema (Figura 5.10). Al igual que se realizan modificaciones en el archivo

.mdp, se realizan las respectivas modificaciones en los demas archivos de entrada, las cuales deben

tener congruencia con el nuevo “sistema doble”.

swapcoords
swap-frequency
split-group0
split-groupl
massw-split0
massw-splitl
solvent-group
iontypes
iontypeO-name
iontypeO-in-A
iontype0-in-B
iontypel-name
iontypel-in-A
iontypel-in-B
coupl-steps
threshold
cylO-r
cylO0-up
cyl0—-down
cyll-r
cyll-up
cyll-down

Z
10

channel0
channell

no
no

0

SOL

2
NA

CL
10
1

o oo oW

.0
.75
.75
-0
- V&
- V&

Posicion de intercambio: no, X, Y, Z
Frecuencia de intercambio

Define el limite del compartimento
Define el 1imite del otro compartimento
cUtilizar centro ponderado de masa?

; Grupo que contiene las moléculas de solvente
; Numero de diferentes tipos de iones
; Nombre del primer tipo de iones

Iones NA en A
Iones NA en B

; Nombre del segundo tipo de iones

Iones CL en A
Iones CL en B
Promedio de pasos para intercambio

; no intercambiar si swap < threshold
; Radio del cilantro para canal 1 (nm)
; Longitud superior del cilindro (nm)
; Longitud inferior del cilintro (nm)
; Radio del cilindro para canal 2 (nm)

Figura 5.10: Pardmetros correspondientes al estudio de electrofisiologia computacional.
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Inicialmente la induccion del potencial esté limitado al tiempo en que el sistema encuentre
la estabilidad. Sin embargo, es posible mantener una diferencia de potencial constante, y con ello
un flujo igualmente constante, debido a la realizacion de un proceso de “intercambio” de cargas
cual busca mantener la diferencia de cargas entre la region o y B del sistema. Este proceso consiste
en el intercambio de posicion entre iones y moléculas de agua entre las regiones intra y
extracelulares. Con ello se garantiza que no exista superposicion de particulas y al realizar dicha
rectificacion en periodos de tiempo cortos, el potencial se mantiene constante y con ello el flujo

de iones (Figura 5.11).

Figura 5.11: Esquema del mecanismo de intercambio ion-agua.

El anlisis por electrofisiologia computacional se lleva a cabo tomando como referencia el
articulo Computational Electrophysiology: The Molecular Dynamics of lon Channel Permeation
and Selectivity in Atomistic Detail [21], con lo cual este analisis se orienta en la descripcion y

contraste en el comportamiento de PorB silvestre y mutado.
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5.3.2 Produccion y andlisis

Para realizar el andlisis por electrofisiologia se emplearon sistemas bajo una concentracion
i6nica de 1M (uno molar), con lo cual se busca aumentar en nimero de permeaciones. La
produccidn del sistema de doble membrana no requiere de procesos de minimizacion de energia
ni de equilibracion, como en los sistemas anteriores, esto, al provenir de un sistema previamente
sometido a una simulacion de dinamica molecular.

La simulaciéon bajo la electrofisiologia computacional requiere de la actualizacion de

indices, los cuales deben referir al doble de elementos.

Tabla 5.7: Caracteristicas moleculares y dtomos totales en cada sistema.
PRODUCCION — PorB doble

Integrador md

NUmero de pasos 100000000

Paso de tiempo 0.002 ps

Tiempo total 200ns

Acoplador de temperature Nose-Hoover

Grupos sometidos al acoplamiento de temperatura  Protein_DPPC, Sol_lon
Temperatura de referencia (K°) 300

Acoplador de presion Parrinello-Rahman




5.4 Resultados electrofisiologia
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Al igual que en el articulo de referencia [21], se emplean dos sistemas, el primero con la

proteina PorB en estado silvestre y el segundo con la proteina PorB mutada, para ambos sistemas

se realizan las simulaciones correspondientes a las diferencias de cargade 4e,8ey 12 e, con lo

cual se tienen 6 sistemas para analizar.

Tabla 5.8: Caracteristicas moleculares y atomos totales en cada sistema.

PorB Proteina  Lipidos Solvente Cl- Na +
Silvestre 2 758 100572 2644 2650
Mutado 2 744 94598 2704 2644

Sistema

Tabla 5.9: Caracteristicas computacionales de cada simulacion.

Atomos
433444
416534

PorB silvestre
PorB silvestre
PorB silvestre
PorB mutado
PorB mutado
PorB mutado

Diferencia de carga  Nucleos

4 128
8 128
12 128
4 128
8 128
12 128

Procesador ns/dia
Intel Xeon, CPU E5-2650 - 2.00GHz = 19.06
Intel Xeon, CPU E5-2650 - 2.00GHz = 18.71
Intel Xeon, CPU E5-2650 - 2.00GHz @ 18.68
Intel Xeon, CPU E5-2650 - 2.00GHz = 18.92
Intel Xeon, CPU E5-2650 - 2.00GHz 19.22
Intel Xeon, CPU E5-2650 - 2.00GHz = 19.25

Tiempo (dia)
5.25
5.34
5.35
5.29
5.20
5.19

El estudio de electrofisiologia computacional otorga los datos correspondientes al conteo

de la cantidad de iones que permean el poro PorB en funcién del tiempo, este estudio se realiza

para las tes diferencias de carga (4 e, 8 e y 12 e) en ambas estructuras PorB. (Figura 5.13).

Conteo inico
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----- Mutada
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12e - Anién  12e - Catidn

g0 Anidn | Ba . Catign| T

50 75 100 125 150 175

Tiempo (ns)

200 150 160 170 180
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190 200

Figura 5.13: Flujo de iones a través de los canales PorB silvestre (linea sin puntos) y mutado (linea con puntos).
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5.4.1 Conductancia

Al tomar el promedio de iones que cruzan la membrana al final de 200 ns de simulacion
para cada diferencia de carga se obtiene el flujo idnico neto, el cual muestra una clara diferencia
de carga en el conteo idnico, situacion que describe la relacion lineal que existe entre el conteo
ionico y la diferencia de carga (Figura 5.14).

Conteo idénico por carga

=
o
\

Flujo de cationes -
Silvestre e
------ Mutada .

(<]
Y
A

Conteo de idnes (iénes/ns)

Carga (e)
Figura 5.14: Cantidad de aniones y cationes que cruzan el canal PorB entre nano segundo (ns).

El resultado de mayor relevancia es el célculo de la conductancia (A = I/AU) para cada
estructura PorB, la cual se tiene a partir de la regresion lineal que se traza de los datos obtenidos
por la cantidad de iones que permean en la membrana y la diferencia potencial asociada al sistema
para el mismo intervalo de tiempo en polarizacion positiva y negativa, situacion que se realiza con
10 muestreos de 30 ns para cada diferencia de 4 e, 8 e y 12 e, del PorB-silvestre y PorB-mutado.

Dicha diferencia de potencial se obtiene por un analisis de potencial con gromacs, en el
cual, no se consideran las estructuras de agua. Del resultado de este anélisis, se puede obtener el
potencial que existe en el centro y los extremos del sistema y con ello determinar la diferencia de

potencial (Figura 5.16).
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Figura 5.15: Corriente i6nica en funcién de AU para intervalos de 30ns.
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Figura 5.16: Corriente i6nica en funcion de AU para intervalos de 30ns.
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Tabla 5.10: Conductancia de aniones y cationes para la polarizacion negativa y positiva con la estructura PorB
mutada y silvestre.

Estructura Conductancia Conductancia Conductancia Conductancia
CL polarizacion ~ CL polarizacion  NA polarizacion ~ NA polarizacion
negativa (nS) positiva (nS) negativa (nS) positiva (nS)
Silvestre 9.846 8.495 0.538 0.455
Mutado 12.191 9.879 0.312 0.218

Tabla 5.11: Conductancia de aniones y cationes para la polarizacién negativa y positiva con la estructura PorB
mutada y silvestre, calculados en [21].

Estructura

Conductancia
CL polarizacion

Conductancia
CL polarizacion

Conductancia
NA polarizacion

Conductancia
NA polarizacion

negativa (nS) positiva (nS) negativa (nS) positiva (nS)
Silvestre 2.7 2.3 2 2.5
Mutado 12.3 5.9 2 2.4
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Los resultados en la tabla 5.10, muestran una clara diferencia en el comportamiento de

ambas estructuras, donde se aprecia el efecto que la mutacion realizada sobre la estructura PorB
es relevante en el su comportamiento, el cual aumenta la conductancia de aniones y disminuye la
conductancia de cationes, sin embargo, al comparar estos resultados con los que se reportan en el
articulo de referencia (Tabla 5.11), se muestra una gran diferencia, situacion que puede deberse a

multiples factores derivados de la diferencia de membranas.

5.4.2 Discusion

Por lo mostrado en esta seccion, el anlisis por electrofisiologia computacional otorga un
acercamiento sustancial hacia la comprension del comportamiento de las proteinas de membrana,
pues si bien los resultados no se encuentran cuantitativamente cerca de los reportados, teniendo un
acercamiento del 25% respecto al valor reportado, es claro que existe diferencia cualitativa en el
comportamiento de ambas estructuras que corresponden con la evidencia experimental.

Un factor que parece tener mucha relevancia en el flujo de iones, es la membrana empleada
en las simulaciones, la cual en esta tesis es DPPC, una estructura diferente en conformacion a
POPC, que es la estructura empleada en el articulo de referencia [21]. La conformacién de la
membrana toma relevancia al tratarse de un elemento que promueve el potencial electroquimico,

al acumular cargas (iones) en su superficie.
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Capitulo 6

DINAMICA MOLECULAR DEL CANAL IONICO TRPV4,
INTERACCION CON EL LIPIDO PIP2 y EFECTOS POR

MUTACION

Para sobrevivir, los organismos se han adaptado para detectar acontecimientos en el
entorno que los rodea, para lo cual, el grupo de proteinas de membrana llamadas canales de
potencial receptor transitorio (TRP por sus siglas en inglés) juegan un papel clave en la
interpretacion de los estimulos [30].

Segun la homologia de secuencia, la superfamilia de canales TRP de mamiferos se clasifica
en seis subfamilias: TRPC (canonica), TRPV (vanilloide), TRPM (melastatina), TRPA
(anquirina), TRPML (mucolipina) y TRPP (poliquistico).

La subfamilia Vaniloide TRP (TRPV) ha sido ampliamente estudiada debido a la
sensibilidad al calor. En general, esta superfamilia de canales esta involucrada en una amplia gama
de procesos fisioldgicos y fisiopatoldgicos que hacen que el estudio de estos canales sea
imprescindible para nuestra comprension de la bioquimica subcelular [30].

De acuerdo con datos presentados por O. F. Harraz et al. [31], el Fosfatidilinositol-4-5-
bifosfatol (PIP2) actia como un inhibidor de la actividad del canal TRPV4. Sin embargo, el

mecanismo molecular de dicha inhibicién es alin desconocido.
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Figura 6.1: Vista superior y lateral de la estructura PorB. Vista superior (A), inferior (B) y lateral (C) del
tetrdmero TRPV4,

En el presente capitulo se describe un estudio exploratorio de la interaccion PIP2 con
TRPV4. Para ello se empled la estructura de criomicroscopia electrénica del canal de Xenopus
Tropicalis (pdb: 6BBJ). Se establecio un estudio comparativo, empleado simulaciones DM, bajo
tres condiciones:

e Canal TRPV4 silvestre libre de ligando.

e Canal TRPV4 silvestre en complejo con moléculas de PIP2.

e Canal TRPV4 mutado en complejo con moléculas de PIP2.
Los sistemas simulados fueron embebidos en una membrana de DPPC, que es la estructura
empleada en todo este trabajo. Los sistemas mutados consistieron en 3 modificaciones puntuales;
R742K, R742D y R742C. Por ende, el estudio comparativo consto de 5 sistemas a los que se les

realizaron simulaciones de dindmica molecular con igualdad de condiciones (Tabla 6.1).

Tabla 6.1: Caracteristicas de ionizacién y presencia de lipidos para cada sistema.

Lipidos lones+ lones- Concentracion i6nica |
Arginina DPPC Na-Cs Cl 400 mM
Arginina DPPC-PIP2 | Na-Cs Cl 400 mM
Lisina DPPC-PIP2 | Na-Cs Cl 400 mM
Cisteina DPPC-PIP2 | Na-Cs Cl 400 mM

Acido aspartico DPPC-PIP2 = Na-Cs Cl 400 mM
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6.1 Establecimiento de los sistemas a simular
6.1.1 Canal TRPV4 silvestre libre de ligando
Al realizar la dinamica molecular para proteinas de membrana cuya region transmembrana
no corresponde al centro geomeétrico de la estructura, como en el caso de PorB en el capitulo 5, se
requiere realizar ajustes en la posicion la membrana (Figura 6.2), ademas de correcciones en el
tamafio de la caja a través de la coordenada Z. La proteina fue embebida en una membrana de
DPPC siguiendo el protocolo descrito en el capitulo 4 (Figura 6.3). Debido a que el canal TRPV4
presenta afinidad por iones de Cesio, estos le fueron agregados al sistema como parte del bafer de
solvatacion (200 mM con 50 % Cloro, 25 % Cesio y 25 % Sodio), en busca de inducir activacion

en su filtro de selectividad (Figura 6.4). La tabla 6.2 resume la composicién final del sistema.

Tabla 6.2: Caracteristicas moleculares y atomos totales de cada sistema de simulacién.

Campo de fuerza Proteina Lipidos Solvente Cl - NEES Cs + Atomos
AMBER99SB-ILDN 1 569 78176 902 447 447 351898

Figura 6.2: Superposicidn correcta e incorrecta del sistema TRPV4-DPPC. (A) Sistema unido a partir del centro
geométrico de la membrana y TRPV4 (montaje incorrecto). (B) Sistema unido sobre la region transmembrana
(montaje correcto).
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ionizado, previo a ser equilibrado.

6.1.2 Canal TRPV4 silvestre en complejo con moléculas de PIP2

La region entre los dominios TRP, S1y S2, (Figura 6.5) fue seleccionada como posible sitio
de unién de la molécula PIP2 con informacion otorgada por la Dra. Tamara Luti Rosenbaum Emir
del Instituto de Fisiologia Celular UNAM. La estructura inicial del complejo TRPV4-PIP2 fue
generada, a partir de la estructura silvestre libre de ligando, por substitucion directa de 4 moléculas
de DPPC (una por mondémero) por 4 moléculas de PIP2. En concreto, la molécula DPPC
seleccionada para ser substituida por una molécula de PIP2 fue aquella cuyo grupo fosfato
estuviera mas cercano al extremo N-terminal de la hélice TRP (Figura 6.6). Los resultados

descritos en la seccion 6.3.1 abordan con mayor detalle el proceso de seleccion.
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Figura 6.6: Distancia en angstroms entre los residuos 742 y los fosfatos en DPPC.

6.1.2 Canal TRPV4 mutado en complejo con moléculas de PIP2

Con el fin de evaluar la participacion del residuo Arg742 en la estabilidad de complejo
TRPV4-PIP2, se realizo la mutacion puntual R742X. El cambio de coordenadas asociado a esta
mutacion fue realizado con el software PyMOL 2.4 [33], en su version de uso libre, teniendo como

base el complejo silvestre descrito en la subseccién anterior.
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Figura 6.7: Mutaciones realizadas sobre el residuo 742.

6.2 Parametros de simulacion

Los pardmetros de las simulaciones asociados al ajuste de los valores de temperatura y presion
de los sistemas simulados se encuentran descritos en las tablas 6.3 y 6.4. Similarmente, los
parametros asociados a las corridas de produccion se encuentran resumidos en la tabla 6.5. En el
capitulo 4 es posible encontrar una descripcion mas detallada de estos procedimientos y
parametros. Este protocolo fue implementado, en una primera instancia, para el sistema TRPV4
silvestre libre de ligando con el fin de generar los modelos silvestre y mutado del canal TRPV4 en
complejo con PIP2 (Seccion 6.1 y 6.3.1). Este mismo protocolo fue implementado en todos los
sistemas descritos en la Tabla 6.1.

Las caracteristicas del equilibrado y produccién de estos sistemas se mantienen consistentes
con los parametros empleados en el capitulo 5, teniendo como diferencia la adicién del grupo PIP

al grupo conformado por Protein_DPPC cuando el residuo PIP2 esta presente.
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Tabla 6.3: Parametros para la simulacion NVT.

Integrador md

NUmero de pasos 2000000

Paso de tiempo 0.001 ps

Tiempo total 2ns

Acoplador de temperatura Berendsen

Grupos sometidos al acoplamiento de temperatura  Protein_Membrana_PIP, Sol_lon
Temperatura de referencia (K°) 300

Tabla 6.4: Pardmetros para la simulacion NPT.

Integrador md

NUmero de pasos 2000000

Paso de tiempo 0.001 ps

Tiempo total 2ns

Acoplador de temperatura Nose-Hoover

Grupos sometidos al acoplamiento de temperatura  Protein_Membrana_PIP, Sol_lon
Temperatura de referencia (K°) 300

Acoplador de presion Berendsen

Tabla 6.5: Parametros para la simulacion de produccion.
PRODUCCION — TRPV4

Integrador md

NUmero de pasos 25000000

Paso de tiempo 0.002 ps

Tiempo total 50ns

Acoplador de temperatura Nose-Hoover

Grupos sometidos al acoplamiento de temperatura  Protein_Membrana_PIP, Sol_lon
Temperatura de referencia (K°) 300

Acoplador de presion Parrinello-Rahman

6.3 Resultados
6.3.1 Seleccion y sustitucion de moléculas DPPC

Esta seccion describe el proceso de seleccion de moléculas de DPPC embebidas en la
cavidad formada entre los dominios S1, S2 y TRP. Recordando que el objetivo de dicha seleccion

es la de realizar una sustitucion por moléculas de PIP2 y asi generar una estructura del complejo
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TRPV4-PIP2. Como criterio para evaluar la estabilidad y cercania de una molécula de DPPC en
la cavidad blanco, se consideré la distancia de los grupos fosfato de moléculas de DPPC a los
carbonos alfa de residuos E741, R742 y S743, localizados en la seccion N-terminal del dominio
TRP (Figura 6.8). En general, se observa un comportamiento consistente, para cada uno de los
mondmeros, respecto a que molécula de DPPC que se encuentra mas cercana a la seccion N-
terminal del domino TRP. Asi, por ejemplo, en el mondmero 1 se observa que la molécula de
DPPC-1074 es la que menor distancia mantiene respecto al residuos monitoreados (Figura 6.8,
paneles a la izquierda). Bajo este andlisis se seleccionaron a las moléculas 1074 para el primer
mondmero, 889 para el segundo mondémero, 960 para el tercer monémero y 1057 para el cuarto
mondémero (Figura 6.9). Estas moléculas fueron substituidas empleando el programa de
visualizacion molecular Pymol, en el dltimo cuadro de la simulacién, por moléculas de PIP2 para
dar paso al complejo TRPV4-PIP2 (Figura 6.10). Mientras que la estructura DPPC tiene una carga
neutra, PIP2 cuenta con carga negativa, esta caracteristica permite intuir que la interaccién con el

dominio TRP se da a través del residuo cuya carga sea positiva.
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Figura 6.8: Variacién de la distancia entre los residuos E741, R742 y S743 de cada monémero (fila superior a la
inferior) respecto a los lipidos DPPC cercanos (se muestran en cada gréfica), mostrado para cada monémero (columna
izquierda a derecha).
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Figura 6.9: Lipido DPPC embebido en la cavidad que se encuentra entre los dominios S1, S2'y TRP.
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Figura 6.10: A) Estructuras DPPC y PIP2. B) Visualizacidn lateral del sistema, dando enfa5|s a Ios dominios S1, S2
y TRP, ademas del lipido PIP2.

6.3.2 Mutaciones puntuales en canal TRPV4

De los tres residuos que se consideraron en la region interaccion propuesta (G741, R742 y

S743), el residuo R742 cumple con la caracteristica de tener carga positiva. Lo cual lo hace un
candidato para sustentar interaccién electrostatica con la carga negativa en PIP2. En consecuencia

se realizan las mutaciones R742K, R742D y R742C con ayuda del software pymol [33]

6.4 Resultados de la interaccién con PIP2 y mutaciones

Cada sistema fue simulado bajo igualdad de condiciones, en el equilibrado y la produccién
(Seccidn 6.2). Un resumen de la composicién de los sistemas evaluados es presentado en la tabla
6.6 y las caracteristicas computacionales para la simulacion de cada sistema en la tabla 6.7. Primero

se presentan los resultados del analisis de la distancia entre PIP2 y el residuo 742. Posteriormente
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se aborda el andlisis del radio del canal. Esto con el fin de evaluar una posible relacion entre la

presencia del lipido PIP2 con la apertura del poro.

Tabla 6.6: Caracteristicas moleculares y 4&tomos totales de cada sistema de simulacion.

Residuo y lipidos Proteina DPPC PIP2 Solvente Cl- Na+ Cs+ Atomos
Arginina-DPPC 1 569 1 71632 836 418 430 331634
Arginina-DPPC-PIP2 1 565 4 71632 836 418 430 332230
Lisina-DPPC-PIP2 1 565 4 78318 894 | 447 459 352396
Cisteina-DPPC-PIP2 1 565 4 78279 894 | 447 463 352239
Acido aspartico-DPPC-PIP2 1 565 4 78211 894 | 447 467 352043

Tabla 6.7: Caracteristicas moleculares y 4&tomos totales de cada sistema de simulacion.

Sistema Nicleos  Procesador ns/dia  Tiempo (dia)

TRPV4 128 | Intel Xeon, CPU E5-2650 - 2.00GHz 10,03 10
TRPV4-pip2 128 | Intel Xeon, CPU E5-2650 - 2.00GHz 10,75 9.3
TRPV4-lys 64 | Intel Xeon, CPU E5-2650 - 2.00GHz 5,04 19.8
TRPV4-cys 64 | Intel Xeon, CPU E5-2650 - 2.00GHz 5,297 18.9
TRPV4-asp 64 | Intel Xeon, CPU E5-2650 - 2.00GHz 5,6 17.9

6.4.1 Distancia entre el residuo 742y los fosfatos de PIP2

La distancia entre residuo 742 y cada uno de los dos fosfatos de PIP2, para cada uno de los
mondmeros, muestra la influencia de interacciones electroestaticas (Figura 6.10). La distancia
minima que se observa, es de 0.42 nm y es observada principalmente en los sistemas con residuos
con carga positiva en la posicion 742 (Arg y Lys). En contraste, en las simulaciones con D472 y
C742 la presencia de esta distancia minima es menos constante. Este comportamiento es mas
evidente si se analiza el histograma de distancias indistintamente del grupo fosfato y monémero
en cuestion (Figura 6.11). Sin embargo, es importante mencionar que la interaccion de PIP2 resulta

mas estable de lo inicialmente pensado.



PIP2-Arg742 (mon 1)

0 20000 40000
Tiempo (ps)

PIP2-Arg742 (mon 2)

PIP2-Arg742 (mon 3)

112

PIP2-Arg742 (mon 4)

0 20000 40000
Tiempo (ps)

_ P1 — P1 — r1 P1
g 15 £2 1.5 k2 1.5 = F2 1.5 P2
°
% 1.0 1.0 1.0 :
A 0.5 0.5 2 = 0.5 iy
T T T T T T I
0 20000 40000 0 20000 40000 0 20000 40000 0 20000 40000
PIP2-Lys742 (mon 1) PIP2-Lys742 (mon 2) PIP2-Lys742 (mon 3) PIP2-Lys742 (mon 4)
_ P1 —P1 P1
€ 15 P2 15 —.F2 15 . F2
.o
2 1.0 4 1.0 1.0
g |
= 4 i i |=—P1 _ . -
A 0.5 0.5 0.5 i 0.5 NI =~TN
1 1 I 1 I I 1 I
0 20000 40000 0 20000 40000 0 20000 40000 0 20000 40000
PIP2-Cys742 (mon 1) PIP2-Cys742 (mon 2) PIP2-Cys742 (mon 3) PIP2-Cys742 (mon 4)
N P1 — P1 — r1 P1
E 15 P2l 15 — P 15 — Pl 15 \/\-_/Pz
o] H :
g 10 1.0 _/\f’\/-\ 1.0 _r/\//—/\ 1.0 - { b d T il
3 /_/\_/\/\
0
A 05 0.5 0.5 0.5
0 20000 40000 0 20000 40000 0 20000 40000 0 20000 40000
PIP2-Asp742 (mon 1) PIP2-Asp742 (mon 2) PIP2-Asp742 (mon 3) PIP2-Asp742 (mon 4)
N P1 — P1 P1
€ 15 P2 1.5 —.F2 1.5 k2
£ ‘ : :
9 1.0 1.0 1.0 —/\/v/\_—
I ‘ :
b ‘ :
A 05 0.5 0.5
1 1 I I 1 I

0 20000 40000
Tiempo (ps)

0 20000 40000
Tiempo (ps)

Figura 6.11: Variacion de la distancia entre el residuo R742 de cada mondmero (fila superior a la inferior) respecto a
los fosfatos en la cabeza de PIP2 (se muestran en cada grafica), mostrado para cada monoémero (columna izquierda a
derecha).
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Figura 6.12: Histogramas (50 bins) de la variacion temporal de la distancia en nanémetros(nm) entre los fosfatos en
la cabeza de PIP2 y el residuo 742.

Al visualizar los histogramas de la Figura 6.12, los cuales toman todos los valores de
distancia de la Figura 6.11, en este caso, divididos por la mutante en R742, se observa que las
distancias de mayor frecuencia oscilan alrededor de los mismos valores (0.42 nm) cuando R742
es un residuo con carga, sin embargo, cuando R742 tiene carga positiva (arginina y lisina) la
frecuencia es mayor que en el caso de contar con carga negativa (&cido aspartico), esta situacion
se debe directamente a que PIP2 cuenta con carga negativa, por lo cual es completamente razonable
que la distancia de mayor frecuencia encuentre valores mas grandes cuando R742 cuenta con carga
positiva, mientas que para la mutante por cisteina la distancia con mayor frecuencia se encuentra
alrededor de 1 nm, situacion por la cual se concluye que la interaccion electrostatica entre TRPV4

y PIP2 se encuentra presente en los sistemas.
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6.4.2 Variacion del tamafio del poro

Similar al estudio realizado en la seccion 5.1.3.1, aqui se realiza el estudio del radio del
poro canal TRPV4 en relacion con la presencia la molécula PIP2 y las mutaciones en la posicién
742 (Figura 6.13 A). Es importante notar que el canal TRPV4 presenta dos secciones estrechas: 1)
el filtro de selectividad como primer punto de acceso desde el exterior celular, y 11) la compuerta
interior que conduce al medio intracelular. En este contexto, resulta interesante notar que el sistema
silvestre sin ligando (Arg-DPPC) es el que muestra los menores radios de apertura, en ambas
regiones, entre los sistemas analizados. En contraste, la presencia de la molécula PIP2 en sistema
silvestre (Arg-PIP2) muestra un incremento en la apertura del poro de 0.5 A en la region del filtro
de selectividad con respecto al sistema sin molécula PIP2. Resulta interesante observar que la
mutante con R742K parece ser la mas receptiva a la presencia de la molécula PIP2, dado que
registra una radio de poro de aproximadamente 1 A y 0.5 A, con respecto Arg-DPPC, en las
regiones de compuerta y filtro de selectividad respectivamente. Los radios de apertura en mutantes
R742D y R742C fueron menos receptivos a la presencia de la molécula PIP2. Es importante
mencionar que mutante R724C presento una menor variacion en la apertura del poro con respecto
a los demas sistemas analizados (Figura 6.13 B). Por otra parte, al observar la variacién temporal
para el radio minimo del filtro de selectividad y compuerta inferior es posible distinguir que existen
similitudes en el comportamiento de los sistemas (Figura 6.14). En resumen, este analisis resalta
la relevancia del residuo 742, dado que es la Unica modificacion que se realiza en los sistemas que
interactdan con PIP2, en el comportamiento del radio del filtro de selectividad y compuerta

inferior.
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6.4.3 Correlacién de variables

Con el fin de analizar los datos desde una perspectiva mas amplia, en esta seccion se realiza
una correlacion entre variables obtenidas a partir de las simulaciones de los sistemas bajo estudio
(Tabla 6.6).

Las variables son diferenciadas en dos grupos “variables primarias” las cuales provienen
del andlisis de la estructura TRPV4 como tetramero (Tabla 6.7) y “variables secundarias” que

provienen del analisis por monomero.

Tabla 6.8: Variables Primarias y caracteristicas.

Variables Primarias Caracteristicas

Radio Compuerta Radio en la compuerta inferior

Radio Filtro Radio en el filtro de selectividad

RMSD Dominios TRP RMSD de los 4 dominios TRP que conforman el tetramero
RMSD_Dominios S1 RMSD de los 4 dominios S1 que conforman el tetramero
RMSD Dominios S2 RMSD de los 4 dominios S2 que conforman el tetramero
RMSD Lipidos PIP RMSD de los 4 lipidos PIP2 que interactian con TRPV4

La Tabla 6.9 muestra las correlaciones entre las variables primarias, de este resultado el

objetivo es visualizar si existen comportamientos similares entre los diferentes sistemas.
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Tabla 6.9: Tablas de correlacion para “variables primarias”.
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Al observar las correlaciones con valores bajos, destaca ‘“Radio Filtro” con “Radio
Compuerta”, hecho que se observaba en la Figura 6.12 donde la disminucién o aumento del radio
de la compuerta inferior y filtro de selectividad no sucede de igual forma en ambas regiones.
Para el caso de “radio compuerta” y el “RMSD Dominios TRP” el alto indice de
correlacion tiene respuesta en la cercania que existe entre ambas regiones, o bien este resultado
puede interpretarse como la relevancia del dominio TRP en el comportamiento de la compuerta.
De las correlaciones que se muestran en la Tabla 6.8, resultan de mayor interés aquellas
con un coeficiente de correlacién mayor a 0.5 y que esté presente en al menos dos sistemas. Las
correlaciones que cumplen con ambos elementos son agrupadas segln la caracteristica principal
de TRPVA4.
Todos: Radio Compuerta - RMSD Dominios TRP
Sistema con Arg742: Radio filtro - RMSD Dominios S1,

RMSD Dominios S1 - RMSD Dominios S2

R742 con carga: Radio Compuerta — RMSD Lipidos PIP2,

Radio Compuerta — RMSD Dominios S2,

RMSD Dominios S2 — RMSD Lipidos PIP2,

Radio Filtro — RMSD Dominios S2,

RMSD Dominios S2 — RMSD Dominios TRP,

Existen 3 variables primarias que resultan particularmente interesantes por la naturaleza

del modelo, orientado al analisis de la interaccion TRPV4-PIP2, estas variables son, el RMSD de
PIP2, los dominios TRP y los dominios S2:

RMSD de los lipidos PIP2: Se trata de las estructuras que promueven el comportamiento de

apertura del canal.
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RMSD de los dominios TRP: al tratarse del dominio donde se encuentra el residuo con el cual
PIP2 interactla y promueve la apertura del canal.
RMSD del dominio S2: cuyo comportamiento no parecia trascendente, sin embargo, los
resultados indican lo contrario, al tener un valor alto en sus indices de correlacion con otras
variables.

Como se menciona anteriormente, el analisis de “variables secundarias” se orienta en el
andlisis por mondmeros, para asi encontrar cual de ellos contribuye en mayor medida a las
variaciones de RMSD como tetrdmero y si esta contribucion proviene de monémeros iguales
indica que la interaccién con PIP2 se esta llevando a cabo ahi. (tabla 6.10)

Para el analisis con “variables secundarias™, de la serie de correlaciones que se muestran,
ademas de tomar aquellas que relacionan el dominio S2 con los radios (Radio Filtro — RMSD
Dominios S2 y Radio Compuerta— RMSD Dominios S2), se toma “RMSD Dominios S2 - RMSD

Lipidos PIP2”, correlacién que vincula dos elementos importantes de la interaccion TRPV4-PIP2.

Tabla 6.10: Variables secundarias y caracteristicas.

Variables Secundarias Caracteristicas

RMSD S2 ch* RMSD del dominio S2 en el mondémero * (* de 1 a 4)
RMSD PIP2 ch* RMSD del lipido PIP2 en el monémero * (* de 1 a 4)

El resultado de las correlaciones que implican al dominio S2 con los radios de la compuerta

inferior y filtro de selectividad se observa en las figuras 6.13 y 6.14.
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En las figuras 6.15 y 6.16 es notable que los indices de correlacion que corresponden al
mondmero 4 (ch4) muestran un comportamiento consistente para cada sistema, manteniendo
indices de correlacion altos, lo que indica que este mondmero pareceria tener mayor contribucion
en el comportamiento de la estructura como tetrdmero.

Otra caracteristica que resalta, son los indices de correlacion bajos que existen cuando el
residuo R742 se trata de cisteina, situacion que resulta andmala al comportamiento cuando los
otros residuos estan presentes, sin embargo, este comportamiento anémalo también se encuentra
presente en los resultados 6.4.1 y 6.4.2, dejado ver la importancia de este residuo en el
comportamiento de toda la estructura TRPV4.

Al observar la columna correspondiente al RMSD dominio S2 en las figuras 6.15 y 6.16,
los valores en la figura 6.15 se encuentran en un rango mas grande en su eje X (RMSD dominio
S2) cuando el sistema se encuentra en interaccion con PIP2, mientras que en la Figura 6.16 la
variacion en el eje X en los elementos de la quinta columna oscila en el mismo rango para todos
los sistemas, este resultado se interpreta como la contribucion de la interaccion TRPV4-PIP2 en la
variacion del radio de la compuerta inferior, y no asi en el radio del filtro de selectividad.

No obstante que el resultado anterior es un buen indicativo de la contribucion de PIP2 en
la variacion del radio de la compuerta inferior, es necesario saber en dénde se lleva a cabo la
interaccion que arroja este resultado, es por ello que se emplea el analisis de variables secundarias.
El anélisis para la correlacion “RMSD Dominios S2 — RMSD Lipidos PIP2” se realiza separando
en dos, tomando un elemento como variable primaria mientras que el otro se descompone en sus

variables secundarias.
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Al visualizar las Figuras 6.17 y 6.18 que correlacionan el RMSD de los lipidos PIP2, se

aprecia que el comportamiento del sistema bajo la mutacion por lisina resulta nuevamente el de

menor variacion. En este resultado lo que se aprecia es que la mutacion en R742 no solo afecta el

comportamiento de TRPV4, también afecta el comportamiento de los lipidos PIP2 embebidos en
la estructura.

Al igual que en las Figuras 6.15 y 6.16 el comportamiento que se presenta en el monémero

4 es el de mayor relevancia, dejando ver que es esta region la que tiene mayor contribucion en el

comportamiento del sistema y en donde se presume que existe una interaccion TRPV4-PIP2

adecuada.

6.4.4 Discusion

Los resultados que se muestran a lo largo de este capitulo, derivados de la interaccion de
TRPV4 con PIP2 y las mutaciones realizadas sobre el residuo 742 muestran que la interaccién
entre TRPV4 y PIP2 podria darse a través de la insercion de este ultimo elemento entre los
dominios S1, S2 y TRP del canal TRPV4.

Al observar los resultados que se muestran en la seccién 6.5.3 donde el comportamiento
de los radios del sistema Arg-DPPC y Arg-PIP2 distan mucho de ser cercanos, sin mostrar
evidencia en la apertura del canal. Sin embargo, cuando el residuo es mutado a lisina, se muestra
un claro comportamiento de apertura en la compuerta inferior, situacion que muestra una relacion
con el comportamiento descrito en el articulo PIP2 depletion promotes TRPV4 channel activity in

mouse brain capillary endothelial cells [31].
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Conclusiones

Dentro de los resultados mas importantes que presenta esta tesis, se encuentra la
construccién de la membrana del tamafio requerido, lo cual abrié paso al manejo de proteinas de
mayor complejidad y el andlisis mediante electrofisiologia computacional. Aunque existen
servidores web que permiten realizar este procedimiento el protocolo aqui presentado permite una
facil automatizacion via scripts de bash y/o Python.

Centrandonos en el analisis de PorB, los resultados que se presentan son satisfactorios, en
el sistema simple como en el doble. Mientras el sistema simple logra capturar las diferencias
esperadas en el radio del poro entre los sistemas silvestre y mutado, el sistema doble reproduce la
diferencia en el flujo de iones esperada en las proteinas PorB.

Los resultados de mayor relevancia se encuentran en el analisis de la estructura TRPV4, en
donde se plantea el posible vinculo entre R742 y la estructura lipidica PIP2, situacion que es
reportada desde el lado experimental [31] y al llevarla a la simulacién de dinamica molecular se
presentan resultados satisfactorios desde los multiples enfoques que se abordaron en el analisis.
Entre estos resultados se encuentra la afectacion en el comportamiento de la estructura cuando en
R742 se tiene cisteina, residuo que tiene como particularidad carga nula, este comportamiento
ademas de verse reflejado en el RMSD de la estructura, también es posible apreciarlo en la
interaccion con PIP2, con lo cual R742 parece ser de gran relevancia en la actividad de la estructura
TRPV4. Sin embargo, estos resultados se despliegan de simulaciones sin replica, situacion
necesaria en las simulaciones de dinamica molecular, al tratarse de modelos que parten de una
estructura probabilistica. No obstante, los resultados que se observan dan un buen indicio del

comportamiento de TRPV4 y la relevancia del residuo 742,
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Al observar la serie de resultados que se han presentado en esta tesis, es posible decir que

estos buenos, al no limitarnos en reproducir, sino proponer variaciones de las simulaciones en las
que se basa esta tesis. Ademas de proponer un sistema nuevo cuyos resultados podrian ser de gran

ayuda en la comprension del comportamiento de TRPVA4.
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Apéndice A

Al Ecuacién de Nernst y de Goldman-Hodgkin-Katz

La acumulacion de iones en las superficies tanto interna como externa de la membrana
plasmatica, produce un campo eléctrico dentro de la membrana que ejerce fuerza sobre los iones
que la cruzan. Por tanto, para describir el movimiento de los iones que permean la membrana se
considera la fuerza debida al campo eléctrico y fuerza debida al fenémeno de difusion [5].
Fuerza debida al campo eléctrico

Segun la ley de Ohm la corriente de conduccion ] esta definida por el producto entre el
campo eléctrico E y la conductividad del medio o de modo que J = oE = —a V'V, por ello, el flujo

que resulta de la presencia de un campo eléctrico para un k ion, depende de la resistencia eléctrica,
la cual es funcion de la movilidad i6nica definida por u.
. Zy (A1.1)
]ﬁ = |Z |Ck|7V
Donde ji.= flujo i6nico [mol/cm? - s], w,= movilidad idnica [em?/(V - 5)], z,=valencia del ion
¢, = concentracion iénica [22]
y k— cm3d’
Fuerza debida al fendmeno de difusion
El principio por el cual los iones fluyen de regiones de alta a baja concentracién se llama

difusion [5]. Para las especies de k iones, el flujo idnico se expresa como:

i . e, - . . ., ss i - l
Donde j,4= flujo i6nico debido a la difusion [mol/cm? - s], ¢, = concentracion idnica [:n—o3],

Dy = ’l‘z"‘TT = Constante de Fick (constante de difusion) [cm?/s] con T = temperatura [K] y R=
kIF

8.314]

constante de gas[ m——

1
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El comportamiento cuando la membrana es permeable a solo un tipo de ion est4 descrito
por la ecuacion de Nernst, mientras que al considerar distintos tipos de iones este comportamiento
se describe con la ecuacion de Goldman—Hodgkin—Katz.
Al.1 Ecuacion de Nernst-Planck
El flujo idnico total para un k ion bajo un gradiente de concentracion y un campo
eléctrico esta dado por la suma del flujo de difusién y el campo eléctrico, esta ecuacion se

conoce como la ecuacion de Nernst-Planck [5].

CeziF (A1.3)
kZk VV)

Jk = Jka t ke = —DyziF <|7Ck + 7

Al.2 Potencial de Nernst
Una relacion entre la concentracion de un tipo de iones dentro y fuera de la membrana se

puede derivar de la ecuacion (1.3), considerando una membrana en equilibrio J, = 0.

CkaF (A14)
Ve = — AT 4%
El voltaje de equilibrio a través de la membrana para el ion k esta dado por el potencial
de Nernst,
RT Ci
Vk - _ _ ln i,k (A1.5)
ZkF CO,k

c; kY Cordenotan la concentracion intracelular y extracelular del ion k respectivamente, V=
voltaje de equilibrio para el ion k[V], R=contante de gas [8.314 J/(mol-K)], T= temperatura
absoluta[K], z, = valencia del k ion, F = Constante de Faraday [9.649 x 10*C/mol], ¢; ;=

concentracion intracelular del ion k, ¢, ,= concentracion extracelular del ion k.



131

Al1.3 Ecuacion de Goldman-Hodgkin-Katz
Considerando que el grosor de la membrana es muy pequefio comparado con su extension,
la membrana se considera plana, uniforme e infinita, por lo cual el potencial V y la concentracion
i6nica c son funciones de x solamente. El supuesto basico de Goldman-Hodgkin-Katz reside en

que el campo dentro de la membrana es constante [5].

av _Ve=Vo _Vn (A1.6)
dx  h  h
con Vy=potencial en la superficie externa, V,=potencial en la superficie interna, V,,,=voltaje

transmembrana, h= grosor de membrana.
Debido a las dimensiones de la membrana se sustituye V'V = Z—Z Ve = % y (1.6) en

(1.3), despejando dx de la ecuacion y j, del resultado, se tiene:

. _VmziF (A1.7)
- DyVyzF cf —cge” BT
Je = TTRTH Vi
1—e RT

La densidad de corriente J, se obtiene multiplicando el flujo de corriente (1.7) por la

D’f", donde la

constante y la valencia de Faraday y simplificando con la permitividad P, =

relacion entre la concentracion dentro y fuera de la membrana se da mediante el coeficiente de
particion .

Si el flujo a través de la membrana en reposo es la contribucion de todas las corrientes por
el paso de los distintos tipos de iones, constituido mayormente por el paso de iones de potasio,
sodio y cloro,

Jk ¥ Ina tJc =0 (A1.8)
que sustituyendo (1.7) en (1.8) y tomando los valores de valencia para potasio y sodio con z = 1

y paracloro z = —1,
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_VmF _ ViF _ VmF (A1.9)
_p Cik —Coxe RT p CiNa — Cona€ RT CicL — CocLe RT
K _VinF Na _ViF ¢t _ViF
1—e RT 1—e RT 1—e RT

simplificando la ecuacion, multiplicando por las permeabilidades y reagrupando términos, se
obtiene la diferencia de potencia 1}, a través de la membrana.

V. = —Eln n Py cix + PyaCina + PerCoclL (A1.1)
m g Pxcok + PnaCona T PerCicl

Esta ecuacion es Ilamada Ecuacion de Goldman-Hodgkin-Katz.
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A2 Acoplamiento de Temperatura y presion

A2.1 Acoplamiento de temperatura Berendsen

El acoplamiento de temperatura Berendsen mantiene la temperatura constante con el
acoplamiento del sistema en un bafio térmico externo, que actia como una fuente de energia
térmica. Se re-escalan las velocidades en cada paso de tiempo, de manera que el cambio de

temperatura sea proporcional a la diferencia de temperatura entre el sistema y el bafio [13],
dT _To—T (A2.1)
a T

donde t es un parametro de acoplamiento elegido por el usuario.

Tomando en cuenta que por el principio de equiparticion, la temperatura se encuentra
relacionada con la energia cinética y puede calcularse entonces el factor de escala para las
velocidades:

3 (A2.2)
(K)nyr = ENkBT

Si en un tiempo t la temperatura es T'(t) y las velocidades son multiplicadas por un factor

A, el cambio de temperatura se describe como:

AT = 1 N Zmi(ﬂ-vi)z 1i zmiviZ B (Az l)T . (A23)
_2_13 Nkg 2_13Nk3_ (©)
1= =
Con un factor de escala A:
(A2.4)

/12—1+AtT° 1
=1+ 1)

Aqui, T, es la temperatura del punto de ajuste, At es el paso del tiempo de integracion, y T
es una constante llamada "tiempo de subida™ del termostato. El acoplamiento de Berendsen es

simple y eficiente al relajar un sistema a la temperatura deseada [13].
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A2.2 Acoplamiento de temperatura reescalamiento de velocidad (V-rescaling)

En su formulacién mas simple, el método de v-rescale consiste en multiplicar las

velocidades de todas las particulas por el mismo factor A, calculado al hacer que la energia cinética

total K sea igual a la energia cinetica promedio a la temperatura deseada K = 12\1_£ , donde Ny es el

numero de grados de libertad y 8 es la temperatura inversa [14]. Por lo tanto, el factor de reescalado
A para las velocidades se obtiene como:
1 1 N (A2.5)
Gmivie) =5ksT,  (K)wyr = kT
Ademas de calcular la temperatura instantanea para un tiempo t, la ergodicidad sostiene

que:

(A2.6)
1
O = v 2 mvy (t)

I Y L (A2.7)
T—Z—?LT(t)dt

El acoplamiento por V-rescaling es un método de restriccion en el que las velocidades de

las particulas se escalan con el parametro A para que T (t) de la ecuacién (2.17) coincidacon T.

1 5 (A2.8)
Taieva = g z me (0,0(0) = 22T(6)
y
Thueva — T(t) = (12 - 1)T(t) (A2.9)
Esto permite la identificacion de A para T.
(A2.10)

=

A= =
S T K

En lugar de forzar a que la energia cinética sea exactamente igual a K, seleccionamos su

valor objetivo K, con un procedimiento estocastico destinado a obtener el conjunto deseado [14].
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N K, (A2.11)
K

Donde K; extraida de la distribucidn canonica de energia cinética

(£
P(K)dK, < K, e BKidK,
La eleccion de K; puede basarse en el valor anterior de K para obtener una evolucion méas

(A2.12)

suave Yy no necesariamente de la ecuacion (2.22), una forma general de hacer esto es aplicando las
siguientes prescripciones [15]:

1. Evolucién del sistema para un solo paso de tiempo con las ecuaciones de Hamilton,
utilizando un integrador como la velocidad Verlet

2. Calcular energia cinética.

3. Evolucione la energia cinética durante un tiempo correspondiente a un solo paso de
tiempo utilizando una dindmica estocéstica continua auxiliar.

4. Volver a escalar las velocidades para reforzar este nuevo valor de la energia cinética.

Para la eleccion de la dinamica estocastica la Unica restriccion es que debe dejar la

distribucion candnica en la ecuacion (2.22) invariante [15],

OlogP | aD(K))dt + [2D(K)dW
oK oK (1)

donde D (K) es una funcion definida positiva arbitraria de K, dW ruido de Wiener, y se emplea la

(A2.13)

dK = (D )

convencién Itoh [15]. Al sustituir la distribucion de la ecuacion (2.22):

_ (N:D(K) D(K) dD(K)
dK_( 2KK (K= K) ==+ ¢

Este resultado es independiente de la eleccion de la funcion D (K), pero diferentes opciones

(A2.14)

)dt + /2D (K)dW

pueden llevar a diferentes velocidades de equilibrio [14]. por lo que se emplea,

2KK A2.15
D) = (A2.15)
fT
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donde el parametro arbitrario 7 tiene la dimension de un tiempo y determina la escala de tiempo

del termostato:

dt _ [KKdw (A2.16)

dK = (K—K)?+2 N VT
A2.3 Acoplamiento de presion Berendsen

Al emplear un ensamble isotérmico-isobarico las simulaciones requieren mantener
constante la presion mientras lo que varia es el volumen del volumen de simulacién, de manera
muy similar al acoplamiento de temperatura Berendsen. En este caso el sistema se mantiene a
presion constante con un bafio de presidn externa, rescatando el volumen en cada paso de tiempo
[13],

dP _Py—P (A2.17)
dt T
siendo T una constante de acoplamiento dependiente del sistema en estudio.

El factor de escala es encontrado a partir de la ecuacion (2.16) y la definicion de
compresibilidad isotérmica,

R (aV)T (A2.18)

teniendo asi el factor de escala para el vlgluarrljen,
A=1- K%(P —Py) (A2.19)
este acoplamiento permite ser aplicado isotrépicamente o0 anisotropicamente.
A2.4 Acoplamiento de presion Parrinello-Rahman
El enfoque Parrinello-Rahman es similar al acoplamiento de temperatura Nosé-Hoover, y
en teoria da el verdadero conjunto NPT. Con el barostato Parrinello-Rahman, los vectores de caja

representados por la matriz b obedecen la ecuacion matricial de movimiento [16].
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db?

- (A2.20)
=77 = VWD (P = Prey)

El volumen de la caja se denota como V' y W es un parametro de matriz que determina la

fuerza del acoplamiento. Las matrices P y P..r son las presiones actuales y de referencia,
respectivamente [16].

En la mayoria de los casos, combinaria el baréstato Parrinello-Rahman con el termostato

Nosé-Hoover, pero para mantenerlo simple solo mostramos la modificacion Parrinello-Rahman

[16]:

dzri _ Fi dT'l'

u (A2.21)
dt2 = m dt
[odb ab 1., (A2.22)
M=b""|b +—>b'|b’
dt dt

La matriz de parametros de masa (inversa) W~ determina la resistencia del acoplamiento
y como se puede deformar la caja. Dado que la resistencia del acoplamiento también depende del
tamafo de su caja, solo tiene que proporcionar las compresibilidades isotérmicas aproximadas S

y la constante de tiempo de presion 7, (L es el elemento de matriz de caja mas grande) [16]:
~ 412 B;; (A2.23)
W™y =3
Al igual que para el termostato Nosé-Hoover, debe darse cuenta de que la constante de

tiempo Parrinello-Rahman no es equivalente al tiempo de relajacion utilizado en el algoritmo de

acoplamiento de presion de Berendsen [16].
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