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Capitulo 1

Resumen

En el ano 2011, Li et al. [3] proponen que la formacién de complejos de inclusién
con la molécula de -ciclodextrina, es el método clave para aumentar la solubilidad
y absorcion de farmacos poco solubles en la etapa inicial de desarrollo, por lo tanto,
es esencial predecir la constante de unién entre las moléculas que conforman este
farmaco, ya que las propiedades presentes, tanto fisicoquimicas (estabilidad, solu-
bilidad, biodisponibilidad, etc.) como sensoriales (sabor, olor, irritabilidad, etc.) en
estas moléculas hacen que sean idéneas para ocuparlas como moléculas de trans-
porte de estos farmacos que suelen ser insolubles en soluciones acuosas, y por ende
suelen ser ocupados otros tipos de compuestos para lograr el objetivo, ocasionando
que estos farmacos lleguen a tener deficiencia en la parte de la farmacocinética y
farmacodinamia de los medicamentos. Las ciclodextrinas no solo son ocupadas en
el area farmacéutica, sino también en otras areas tales como cosmética, alimenticia,
analisis quimico, entre otras.

Por otro lado el acido trans-ferilico fué la molécula huésped en este trabajo,
esta molécula es de la familia de los compuestos fendlicos, a la que pertenecen los
compuestos antioxidantes mas conocidos y utilizados. Este fue uno de los puntos
principales para decidir enfocarnos en esta familia de compuestos y mas especifico
en esta molécula. Otro aspecto importante fué, la comparacion con las energias libres
de Gibbs de unién (AG,) reportadas en el trabajo de Gonzalez-Mondragén et al. [1],
donde presentan un analisis calorimétrico de la asociacién de las tres ciclodextrinas
naturales (o, 5y 7) con la misma molécula huésped. También presentan resultados
de una simulacién del acoplamiento molecular (docking) de los tres sistemas.

En este trabajo se determinaron las energfas libres de unién (AG,,) de los comple-
jos de ferulato con la a- y (-ciclodextrina por medio de simulaciones de dindmica mo-
lecular en solvente explicito, usando el software libre GROMACS (versién 5.0.7) [4],
y la técnica de muestreo por sombrillas (Umbrella Sampling). Los valores obtenidos
de AG, en este trabajo son parecidos en magnitud a los obtenidos anteriormente
por calorimetria y en el mismo orden de afinidad. Donde reportan para el primer
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complejo (a-CD-huésped) un AG, = —9.9+ 0.2 kJ/mol y en este trabajo se obtuvo
un AG, = —9.28 + 0.28 kJ/mol, teniendo una diferencia de -0.62 kJ/mol; para el
segundo sistema (4-CD-huésped) reportan una AG, = —12.84+0.1 kJ/mol y en este
trabajo se obtuvo un AG, = —33.4 + 0.3 kJ/mol, teniendo una diferencia de 20.6

kJ/mol.



Capitulo 2

Introduccion

En el ano 2011, Li, Sun, et al. [3] proponen en su trabajo que la formacién de
complejos de inclusion de (-ciclodextrina es el método clave para aumentar la solu-
bilidad y absorcién de farmacos poco solubles en la etapa inicial de su desarrollo, por
lo tanto, es esencial predecir la constante de unién entre las moléculas del farmaco y
en este caso con [-ciclodextrina. Para ello se construy6 un modelo in silico basado en
la estructura de un conjunto de aproximadamente 90 farmacos poco solubles y estos
datos también se utilizaron para perfilar la constante de unién del complejo de inclu-
sion de farmaco-[(-ciclodextrina. En ese trabajo sugieren que el comportamiento de
union de las moléculas del farmaco con 5-CD deberia ser diferente con respecto a los
compuestos organicos comunes. Centrandose en farmacos estructuralmente diversos,
se propuso esa técnica para ser utilizada como una herramienta eficaz para rastrear
rapidamente la estabilidad del complejo de inclusion de farmaco-g-ciclodextrina y
para disenar racionalmente un nuevo sistema de suministro de farmacos, sobre todo
de farmacos poco solubles [3].

En el mismo ano, Merzlikine et al. [5] utilizaron un nuevo conjunto de més de
100 constantes de formacién de complejos determinadas experimentalmente. En ese
trabajo se ocupd sulfobutiléter-(-ciclodextrina y diversas moléculas organicas, en
esta investigacién se desarrollaron dos modelos, los cuales fueron los dos métodos
de regresion de aprendizaje computacional: mecdnico-cubista y biusqueda al azar.
Modelos similares fueron realizados para -ciclodextrina usando un conjunto de datos
de més de 200 compuestos disponibles en la literatura. Los resultados demostraron
que los métodos de regresion de aprendizaje mecanico pueden describir con éxito la
formacién de complejos entre moléculas orgdnicas y [-ciclodextrina 6 sulfobutiléter-
[-ciclodextrina. También demostraron que los modelos desarrollados pueden usarse
para predecir el efecto solubilizante de las ciclodextrinas y ayudar a priorizar el
trabajo experimental en el descubrimiento de farmacos.

Finalmente Sancho et al. [6], forman complejos de inclusién de chalcona y 2/, 4-
dihidroxalcalona con [-ciclodextrina, estos compuestos fueron estudiados mediante
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multiples técnicas experimentales (diagramas de solubilidad de fase, espectroscopia
infraroja de transformaciéon de Fourier) y modelado molecular (dindmica molecu-
lar, mecénica cudntica\mecanica molecular). Asimismo las constantes de formacién
de los complejos fueron determinadas a diferentes temperaturas y se obtuvieron
los parametros termodinamicos del proceso. Ellos observaron que la inclusion de
chalcona en [-ciclodextrina es un proceso exotérmico, mientras que la inclusién de
2! 4’-dihidroxalcalcona fue endotérmica.

2.1. Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas (CDs) son de la familia de los oligosacéridos y contienen al
menos 6 unidades D-glucopiranosa unidas por enlaces glucosidicos a(1—4)(ver figura
(2.1)). Son producidas de manera natural por la enzima cicloglicosiltransferasa que
degrada el almiddn; ésta enzima es producida por varios bacilos, entre ellos Bacilus
macerans y B. circulans.

0.62 nm
44—

10.79 nm

A
v

1.54 nm

Figura 2.1: Estructura bésica (izquierda) y forma geométrica con las dimensiones de
la (-ciclodextrina.

Existen tres CDs naturales y dependiendo de las condiciones de reaccién se pue-
den obtener éstas en particular, las cuales se conocen como: «, (3, y v, constituidas
de 6, 7 y 8 unidades de glucosa respectivamente (ver figura (2.2)) [7]. Estas presen-
tan una estructura en forma de trapezoide circular o de cono truncado (ver figura
(2.1)), ello es debido a la falta de rotacién libre al nivel de los enlaces entre las
unidades de glucopiranosa [8]; la parte exterior es hidréfila, mientras que la parte
interna de la cavidad es hidréfoba y gracias a esa caracteristica facilita la inclusion
de compuestos orgénicos y diversos polimeros en solucién acuosa [9]. La solubilidad
de las CDs es mucho mayor que la de los sacaridos aciclicos similares, y ello se debe
a la fuerte union de las moléculas de las CDs dentro de la red cristalina. Ademas,
para ($-CD, con su nimero impar de unidades de glucopiranosa, aparecen enlaces
de hidrogeno intramoleculares entre grupos hidroxilo, previniendo la formacion de
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enlaces de hidrégeno con moléculas de agua circundantes y resultando en una baja
solubilidad en agua, lo que permite una mejor estabilidad y rigidez de la molécula, y
posiblemente una mejor inclusion de compuestos dentro de la misma. Por lo mismo,
en solucion acuosa, las moléculas de agua dentro de la cavidad de las CDs pueden ser
facilmente reemplazadas por moléculas apolares o partes apolares de las moléculas de
inclusién, llevando a un huésped libre a huésped de inclusién [10] que puede aislarse
y al compararse con su molécula libre se observa una mayor solubilidad en solucio-
nes acuosa. Este aumento en la solubilidad se debe a la ciclodextrina, por lo que
se ha optado por modificar a las ciclodextrinas para potencializar esa virtud, tales
como: metiladas, hidroxipropiladas (ambos lados neutros) y sulfobutiladas (cargada
negativamente); pero sin perder la capacidad de incluir moléculas en la cavidad [10].
En la figura (2.2) se muestran las estructuras de las tres CDs y en la tabla (2.1) se
presentan algunas propiedades fisicas de ellas.

OH H o
o o
HO © o o, on%o
o o
oo o 9 o OH
OH o]oH HO
g HO
o
oM o HO.
OH HO
HO
0 HO o % 00
HO. HO OH ol H
OH o )
OHj oH oH OH
o o o HOL.0
o OH onl2 L0 HO o OHO
& OHouo7 [~ bH 0 o
HO ot o o0/
HO OH

Alfa Beta Gama

Figura 2.2: Estructura de las CDs naturales, conocidas como «, 3, y 7.

a—CD S—CD v—CD
Num. de Unid. de Gluc. 6 7 8
Masa Mol. (g/mol) 972 1135 1297
Solub. en Agua (g/L) 145 18.5 232
Didm. Inter. (nm) 0.47-0.52 0.60-0.64 0.75-0.83
Ancho (nm) 0.79 0.79 0.79

Tabla 2.1: Caracteristicas fisicoquimicas de las tres ciclodextrinas naturales [2].

Las CDs fueron descubiertas en 1891 por Villiers [11], quien las denominé pri-
mero como celulosinas, estas no mostraban propiedades reductoras y resistencia a la
hidrélisis acida [12]. Entre los anos de 1903 y 1904 Schardinger estudié y establecié
los fundamentos quimicos para una mezcla binaria de moléculas que obtuvo, a éstas
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las nombré cristalizados de dextrina-a y dextrina-3, las pudo diferenciar por una
inclusién de solucion de yodo y yoduro, en las cuales para el complejo cristalizado
dextrina-a con yodo en su forma himeda era de color azul mientras que cuando se
encuentra de forma seca (anhidra) es de una tonalidad verde grisdcea, por lo con-
trario para el complejo cristalizado dextrina-f con yodo, tanto en su forma himeda
como anhidra, el color fue marrén.

Después, entre los anos de 1930 y 1940 Freudenberg et al. determinaron la con-
formacion espacial por medio de cristalografia de rayos X y cémo se encontraban
constituidas las dextrinas de Schardinger. Para estas mismas décadas Freudenberg
et al. pudieron aislar y-ciclodextrina (y-CD) y de igual manera se determiné su es-
tructura y reconocieron que estas moléculas pueden formar complejos de inclusién.
Los siguientes datos reportados fueron hasta la década de los 60’s por French et
al., donde se describe la evidencia de ciclodextrinas naturales de anillo ancho y con
grado de polimerizacién de més de 8 unidades de glucosa denominadas o-, e-, (- y
n-CD de 9 a 12 unidades respectivamente; Para finales de esta década ya se habian
descubierto los métodos de preparacién a nivel laboratorio, asi como su estructura,
propiedades fisicas y quimicas, etc. [12-16].

Se ha generado una controversia sobre su nomenclatura ya que existen tres for-
mas, una de ellas es empezar a nombrarlas con una letra del alfabeto griego seguidas
de la palabra ciclodextrina (por ejemplo a-CD para ciclodextrina de 6 unidades de
glucosa y terminado con w-CD para ciclodextrinas de 29 unidades de glucosa), otra
manera que implementaron ya que el alfabeto griego es finito y no puede darle nom-
bre a todas las ciclodextrinas que estaban siendo sintetizadas, fue la nomenclatura
propuesta por la Comision Conjunta de Nomenclatura Bioquimica en 1996 propo-
niendo la siguiente manera: empezar con el prefijo ”ciclo”, seguido por el subfijo
"malto” que indica el tipo de enlace intersacaridico (para unidades de glucosa unidas
a 1—4), posteriormente con la abreviatura ”hexa-, hepta-, octa-, etc.”dependiendo
de el nimero de unidades de glucosa que la componen y finalmente con la terminacion
7-0sa”, pero ésta terminacion lo que significa es que tiene un centro anomeérico libre,
la disyuntiva es que la molécula no lo tiene. Esta nomenclatura muestra dos versio-
nes, una donde en general las llama ”cicloamilosa”, la diferencia entre las demas es
su abreviatura ” CAn”, donde n es el nimero de glucosas que contiene, la pecularidad
de la otra version y por ende la ultima manera de nombrarlas, es la diferenciacion
de moléculas mas grandes con los derivados de las principales o de las primeras ci-
clodextrinas naturales descubiertas como «, 8, y 7-CD, a las cuales se le asignaron
la abreviacién "LR-CD” [13].

Debido a factores estéricos y tensiones en el anillo, las CDs con menos de 6
unidades de glucopiranosa no pueden existir. Por otra parte, aunque se han descrito
ciclodextrinas con 9, 10, 11, 12 6 13 unidades de glucopiranosa (9-, -, (-, - 0 6-CD,
respectivamente), sélo se ha caracterizado de mejor manera a 5-CD [12]. Las CDs
més grandes (> 8 unidades), aquellas con una conformacién helicoidal, se reducen
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rapidamente a productos mas pequenos [10].

De manera macroscopica, las CDs se encuentran en forma de polvos cristalinos
blancos, practicamente inodoros, con un sabor ligeramente dulce y algunos derivados
de la ciclodextrina se presentan como polvos amorfos [2].

2.2. Aplicaciones de las CDs

Las CDs han demostrado ser moléculas muy versétiles, ya que modificando las
propiedades fisicoquimicas (es decir, estado fisico, estabilidad, solubilidad y biodis-
ponibilidad) de las moléculas o polimeros agregados, se ha encontrado un amplio
rango de aplicaciones en diferentes areas de investigacion, tales como: alimentos,
cosméticos, andlisis quimico, industria agroquimica, farmacéutica y textil.

En el 4rea de los alimentos, se emplean para evitar el efecto de retrogradacién® a
corto plazo del almidén de arroz [17,18], en este caso se han observado mejores resul-
tados con las CDs modificadas, estas variantes de CDs fueron las hidroxipropiladas
(HP), en ese estudio sélo fue probada la 5-CD contra HP-3-CD, sobre esta misma
linea se realizaron estudios con amilosa-5-CD y la inhibicién de retrogradacion a
largo plazo del almidén de arroz de la 5-CD [19], por medio de modelado compu-
tacional ocupando el software HYPERCHEM 7.5 [17], asi como también calorimetria
de barrido diferencial (DSC), técnicas de difraccién de rayos X (DRX) y microscopia
de fuerza atémica (AFM) [20].

En la incorporacién de nuevos aditivos y técnicas para retardar el proceso de
envejecimiento del pan. En esos estudios se ha demostrado que la -CD reduce la
dureza y su tasa de cambio, asi como también las tasas de cambio de cohesividad y
elasticidad del pan durante el almacenamiento [21].

Otra aplicaciéon comun de las CDs es el encapsulamiento de ciertos compuestos
organicos para evitar su degradacién ante el oxigeno, luz y altas temperaturas, asi
como el enmascaramiento de algunos compuestos que podrian dar una mala percep-
cion de ciertos productos o simplemente evitar malos olores y sabores. En particular,
por solo hacer mencién en algunos trabajos de investigacion sobre este tema, se ha
reportado la utilizacién de las CDs en la inhibicién de reacciones de pardeamiento de
los jugos de frutas y hortalizas, ya que la enzima polifenoloxidasa es eliminada por la
formacion de complejo con la CD. Otros estudios realizados en los tltimos anos han
indicado que el color de la manzana, la pera, el durazno y el platano se conservaban
en presencia de las CDs naturales [22]. Por otro lado, los carotenoides han sido en-
capsulados por CDs para mejorar sus habilidades contra el oxigeno y la luz. Se ha
reportado el utilizar a la metil-3-CD en la formacién de complejos con carotenoides,
como la zeaxantina, luteina, licopeno y [-caroteno, y estos se puede utilizar con el fin
de suplementos de nutricién celular [23]. También se han ocupado CDs modificadas

nsolubilizacién y precipitacién esponténea.



2.2. APLICACIONES DE LAS CDS CAPITULO 2. INTRODUCCION

(metiladas e hidroxipropiladas), en estos casos se han utilizado para carotenoides que
son muy sensibles a la luz como la astaxantina (ASX), con lo cual se busca mejorar la
solubilidad y estabilidad del antioxidante en comparacién significativa con su forma
libre y con la formacién de complejos con las CDs naturales [23].

En la busqueda de nuevas técnicas para preservar los sabores tanto naturales
como artificiales, y asi prolongarlos durante el proceso de elaboracién del producto,
han hecho que las CDs se incorporen en éstas técnicas y los resultados publicados
demuestran que son una buena alternativa en comparacion de las que ya estan imple-
mentadas. También son consideradas las CDs, en especial la 5-CD como estabilizante
y/o agente espesante de estos productos. Debido a que son ocupadas para eliminar
o enmascarar sabores, aromas desagradables y compuestos que no se requieren, han
sido ocupadas como una etapa de filtracion o purificacién; se han publicado resulta-
dos donde en particular describen una reduccién significativa del amargor de zumos
de pomelo y mandarina, consecutivamente es reportado una reduccién de un 10 %
del amargor del hidrolizado de la caseina de leche en presencia de -CD, por tltimo
se han utilizado a las $-CDs en forma de perlas de vidrio e inmovilizadas para la
reduccién de colesterol de productos de origen animal, alcanzando un 41 % de di-
cha reduccién y una eficiencia de ~ 100 % de recuperacién de las CDs. Por lo tanto
se muestran como una nueva opcion para preservar sabores y aromas por un largo
tiempo [22].

En el area farmacéutica, son utilizadas para la solubilidad, estabildad, biodispo-
nibilidad del farmaco y seguridad de los medicamentos. La mayoria de los farmacos
no tienen suficiente solubilidad en agua y el sistema de formulacién convencional
para este tipo de drogas insolubles implica la utilizacién de una combinacién de ten-
soactivos, disolventes organicos y condiciones extremas de pH y temperatura, dicho
tratamiento generalmente provoca irritacién y otras reacciones adversas. Las CDs no
son irritantes y ofrecen ventajas distintas para solubilizar diversas moléculas, entre
ellas péptidos biomédicos, proteinas incluyendo interleucina-2, hormonas, aspartamo
y albumina. Por ejemplo, la solubilidad de la ciclosporina A, un farmaco inmunosu-
presor, se incrementa significativamente en una forma farmacéutica de colirio? por
a-CD. El aumento ayuda a penetrar en la cérnea por la formacién de complejo o dis-
persion solida. Ademas, las CDs metiladas (es decir 2,6-di- O-metil-3-CD) parece ser
el solubilizante més potente con respecto a las CDs no modificadas, ya que también
al ser utilizada con este mismo farmaco solo que en su presentacion oral, aumenta
alrededor de 5 veces su biodisponibilidad y no se ve afectada en su transferencia
linfatica. Otro enfoque de reducir la cristalinidad del farmaco en la formacién de
complejo con CD también contribuye a un aumento de la solubilidad aparente del
farmaco y la velocidad de disolucién. Este aumento se le atribuye principalmente a la
capacidad de las CDs para formar un complejo de inclusion con farmacos en medios

2forma farmacéutica que consiste en disolucuones o suspensiones estériles que se aplica en forma
de gotas a la conjuntiva del ojo.
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de disolucion [24].

Después de la solubilidad, se encuentra la estabilidad y la biodisponibilidad del
farmaco, en este caso las CDs han demostrado cambios significativos con respecto
a otros vehiculos utilizados en el transporte de farmacos, mejorando la resistencia a
la oxidacion, la hidrélisis, el calor, la luz, las sales metélicas, la humedad relativa y
la temperatura durante el almacenamiento, proporcionando una especie de escudos
moleculares. La formacion de complejos de inclusion de las CDs con drogas irritantes
también puede proteger la mucosa gastrica para la via oral, reducir el dano de la
piel para la via dérmica y enmascarar el sabor amargo o irritante y el mal olor [25].
Uno de los factores importantes o principales para la formacién de estos complejos
es la constante de estabilidad, ya que esta constante si es de un valor bajo quiere
decir que la CD no podré proteger eficazmente al farmaco huésped y esta asociacién
o formacion de complejo CD-huésped sera mas inestable.

2.3. Acido Fertlico

En 1866 Hlasiwetz y Barth en Innsbruck, Austria, aislaron al acido 3-4 dihidro-
xibenzoico y resorcinol de la resina comercial de la planta Ferula foetida [26]. Al
mismo tiempo, obtuvieron un precipitado de color amarillo por la adiciéon de plomo
divalente a una solucién de resina alcohédlica. Lavaron la sal precipitada con alcohol,
reconstituyendo el acido libre y determinaron su composicién como C,,H,,0,, nom-
braron a este compuesto acido fertlico y caracterizaron sus diversas sales metalicas,
asi como sus productos de reaccién catalizados por bases, también lo denominaron
acido dibasico, que ha sido consistente con su estructura que actualmente se conoce.

Durante los siguientes anos, no hubo alguna otra investigacién adicional sobre
este componente, hasta 1891 que surgié un informe sobre el aislamiento del acido
fertlico de la especie arbérea Pinus nigra. Después en 1925, Knoevenagel la sintetizé
quimicamente por medio de una condensaciéon catalizada por amina de vainillina con
dcido maldnico [27-29].

El primer estudio analitico sistematico de los factores que influyen en la sintesis
del acido fertlico se publicé en 1932, cuando Dalal y Dutt mostraron que el 4dcido
maldnico se condensaba muy facilmente con aldehidos aromaticos y alifaticos en pre-
sencia de pequenas cantidades de piridina y piperidina [30]. La reaccién tuvo lugar
s6lo en la piridina, pero pequenas cantidades de piperidina u otras aminas secunda-
rias y/o terciarias aceleraron la reaccién de manera significativa, produciendo acidos
monocarboxilicos insaturados con pérdida rapida de diéxido de carbono; Vorsatz
mejoré el rendimiento hasta el 73 % llevando a cabo la condensacién a temperatura
ambiente durante 3 semanas [31]. Se publicaron modificaciones menores adicionales
de la condensacion del acido maldnico con vainillina; una segunda ruta para sintetizar
acido ferilico es la condensacion de Perkin de vainillina con anhidrido acético.
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Los isémeros cisy trans se separaron en 1957 y la estereoquimica del acido ferilico
fue determinada por la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) de
carbono 13 en 1976 y confirmada por anélisis cristalogréfico por rayos X en 1988 [32].

El acido fertlico es el nombre comin para el dcido 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil )-2-
propenoico. Otros nombres son acido 3-metoxi-4-hidroxicindmico, acido 3-metiléter
de acido cafeico y acido coniférico, es de la familia de los compuestos fendlicos,
éstas son sustancias organicas ampliamente distribuidas en el reino vegetal. Todos
tienen en su estructura uno o mas anillos aroméaticos con al menos un sustituyente
hidroxilo [33], como se muestra en la figura (2.3). Ellos se sintetizan como metabolitos
secundarios para funciones de defensa y son en gran medida responsables de las
propiedades del color, la astringencia, el sabor y el aroma; gracias a que gran parte
de este compuesto en el tejido vegetal se conjuga con otras moléculas (por ejemplo, se
forman ésteres o amidas a través de un intermedio tioéster de acido fertlico-Coenzima
A). Estos compuestos se pueden clasificar de acuerdo con su estructura quimica en:

COEH

/

HO OH

OH
acido cindmico flavanona acido galico

Figura 2.3: Estructuras base de los diferentes compuestos fendlicos

1. Acidos fendlicos: Este grupo de compuestos se caracterizan por poseer en
su estructura quimica un anillo aroméatico hidroxilado y un grupo carboxilo.
Algunos de los acidos fendlicos tienen interés terapéutico.

2. Flavonoides: Son metabolitos secundarios polifendlicos, ampliamente distri-
buidos en el reino vegetal en altas concentraciones.

3. Taninos: Compuestos fendlicos hidrosolubles, que presentan junto a las reac-
ciones cléasicas de los fenoles, la de precipitar los alcaloides y otras proteinas
(Bate-Smith y Swain, 1962).

En la figura (2.4) se muestra la via principal para la biosintesis de acido fertlico
en plantas. Las reacciones son iniciadas por fenilalanina y tirosina amonioliasas,
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COOH COOH CHO
F

Fenilalanina Acido Cinamico Cinamaldehido
COCH COOH COOH COOH COOH
NH,
— R —_—
OH OCH, CH,0 OCH,
OH OH OH OH OH
Tirosina Aido p-cumérico Acido Gafeico Acido Fertilico Acido Sinapico
l CH,0H
CHO F
= N
D —» Ligninas
. NN
HO 0 OCH, OCH,
OH OH
Umbeliferona Vainillina Alcohol Caniferilico

Figura 2.4: Biosintesis del acido ferilico

dos enzimas vegetales que convierten fenilalanina y tirosina en trans-cinamato y p-
cumarato, respectivamente. El acido ferilico se deriva del acido p-cumarico mediante
hidroxilacion seguida de una metilaciéon con metionina actuando como donador de
metilo, es catalizada por s-adenosil metionina: acido cafeico 3-o-metiltransferasa, las
reacciones subsiguientes de oxidacién y metilacion dan lugar a derivados adicionales
de di- y trihidroxicinamato que se convierten en los materiales de partida para la
formacién de lignina [34].

11
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La degradacion oxidativa del acido ferilico conduce a la vainillina y al guaiacol.
Otras alteraciones de la cadena lateral del acido propanoico pueden producir clases
adicionales de estructuras de fenilpropanoides, como los flavonoides. También se han
descrito unos pocos metabolitos de acido ferilico, tales como metil ferulado en aceite
de salvado de arroz y acido 5-hidroxiferilico en maiz y cebada [35].

En las semillas, el acido ferilico generalmente se localiza en la fraccion de salvado
donde se explica la autofluorescencia intensa de tejidos, tales como en el trigo y
cebada, en las capas de aleurona [36] y el escutelo [37], en el trigo es el de mayor
concentracion [38].

Se han propuesto varias funciones fisiologicas del acido ferulico, una de ellas es el
entrelazamiento de las cadenas de pentosas vecinales, arabinoxilanos y hemicelulosas
en las paredes celulares, hace que aumente la extensibilidad de la pared durante el
alargamiento celular, en la reticulacion mediada por ferulato, hace que estos compo-
nentes celulares sean insolubles [39] y disminuye su susceptibilidad a la degradacién
hidrolitica por las enzimas endospérmicas durante la germinacién [36]. Entonces, se
ha sugerido que el acido fertlico actia como un inhibidor de la germinacién [40],
presumiblemente limitando la disponibilidad del sustrato. Un estudio describié las
propiedades repelentes hacia las aves [41], lo que puede implicar un papel defensivo
de los derivados del acido cindmico contra los depredadores naturales, ademas au-
ment6 la resistencia del huésped a la infestacién del gorgojo en el maiz [42] y éfidos
en el frijol chino o frijol de carita [43].

Las plantas también producen acido isofertlico o dcido 3-hidroxi-4-metoxi-cinami-
co, el acido que se aisla de las plantas usualmente existe como el isémero trans, varios
fenoles de las plantas, incluido este compuesto, promueven la liberacién reductora de
hierro de ferritina®. Esta reactividad quimica del hierro liberador de la fitoferritina
puede representar un importante proceso en el metabolismo mineral de las plantas y
otra posible funcién fisiolégica de este acido organico en las células vegetales. Tam-
bién se ha demostrado que este acido en el suelo y el mantillo exhiben una funcién
alelopatica 4 en las plantas regulando el crecimiento de las plantas a través de la
interaccion de las raices [44]. Esta transferencia aleloquimica del suelo a la planta
huésped puede jugar un papel importante durante la rotacién de los cultivos de trigo
y también durante la autopreservacion de plantas en regiones aridas. Sin embargo,
es probable que el papel fisiologico principal del acido fertlico sea su potente funcion
antioxidante. Su estructura quimica permite secuestrar radicales libres, debido a su
facilidad para donar el atomo de hidrégeno desde el grupo hidroxilo aromético [45].

3La ferritina es la principal proteina almacenadora de hierro en los vertebrados y en pastos, estos
ultimos la retienen en los organulos, principalmente en los cloroplastos, que la liberan de acuerdo
con las necesidades metabdlicas de la planta (Sechbach, 1982).

4La alelopatia es un fenémeno biolégico por el cual un organismo produce uno o mas compuestos
bioquimicos llamados aleloquimicos que influyen en el crecimiento, supervivencia o reproduccién
de otros organismos(FAO).

12
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La estructura base de la molécula del acido fertlico corresponde al acido cinami-
co, donde el anillo bencénico estd hidroxilado en la posiciéon para y oxigenado en la
posicion meta, con respecto al enlace vinilico esta unido un grupo carboxilico. Esta
disposicion de los sustituyentes en el benceno ocasiona que la molécula sea altamen-
te conjugable [46]. El 4cido fertlico, se muestra en la Figura (2.5), es fotosensible,
termoestable, posee un sabor muy astringente y amargo [46]. Es un acido dibésico
debido a que en solucién acuosa tiene la capacidad de desprender dos protones; la
primera desprotonacion produce un anion carboxilato y la segunda genera el anién
fenolato, con valores de pKa de 4.56 y 8.65, respectivamente [47]. El alto grado de
estabilizacién por resonancia (ver figura(2.6)) del anién fenolato a través de toda la
molécula conjugada aumenta notablemente su acidez con respecto a acidos fenélicos
similares. El acido trans-fertilico absorbe fuertemente en el rango UV con una absor-
cién a 284 nm (log € = 4.18) y 307 nm (log € = 4.19) en solucién acuosa, pH 6.0 [48],
también muestra una fuerte fluorescencia [49].

I —9 0 - :
Acido Fertlico
| Peso Mol. (g/mol) 194.18
Al AN ’ Punto de Fusién (°C) 174
Ancho “A”(nm) 0.598
. Largo “B”(nm) 0.896

B

Figura 2.5: Estructura quimica (izq.) y caracteristicas fisicoquimicas (der.)

Las agujas ortorrémbicas incoloras del acido trans-ferilico se pueden cristalizar
en agua caliente [50]. Es soluble en etanol, acetato de etilo y agua caliente, modera-
damente soluble en éter, y sélo escasamente soluble en benceno y éter de petréleo.

COOH COOH COOH COOH

Va S P .
-g— - -
OCH, OCH, OCH, OCH,
o* 0 0 o)

Figura 2.6: Resonancia electronica del i6n fenolato
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2.4. Aplicaciones del Ac. Ferlico

Aunque los compuestos fenélicos pueden ser consumidos en forma natural al in-
gerir los alimentos que los contienen, existe una tendencia de extraerlos de fuentes
naturales, después de entender y tener definida las reaciones de sintesis del dcido
ferulico, entonces ahora no solo la tunica forma de obtenerlo sea por medio de la
extraccion. Con base en lo ya mencionado anteriormente este compuesto es utilizado
como aditivos en el fortalecimiento de alimentos procesados, en cremas corporales pa-
ra proteccion solar, inhibidor microbiano y principalmente en cualquier presentacion
en la que se pueda aprovechar su alta capacidad como antioxidante [51].

Un antioxidante es una sustancia que cuando estd presente en concentraciones
bajas, en comparacion con la de la sustancia oxidable, retrasa o previene significa-
tivamente la oxidacién de dicha sustancia. Los antioxidantes son importantes en la
prevencion de enfermedades degenerativas como cancer, enfermedades cardiovascu-
lares y cerebrovasculares, debido a que neutralizan las especies reactivas de oxigeno
(ROS) como el anién radical superdxido, el peréxido de hidrégeno y radicales hi-
droxilo, generando estructuras estables que evitan el deterioro de otras sustancias
indispensables para el normal funcionamiento celular [51].

El estudio de esta actividad, ha permitido asociar a los compuestos fenélicos en
la proteccion contra sustancias oxidantes principalmente los metales de transicion,
particularmente el hierro desempena un papel crucial en las reacciones del oxigeno
radical y posterior dano oxidativo a los materiales biologicos. Estas reacciones a me-
nudo implican la activacion de oxigeno, catalizada por hierro para formar radicales
de aniones superéxido, peroxido de hidrogeno y radical hidroxilo altamente reactivo
a través de la reaccion de Fenton y el ciclo de Haber-Weiss, ya que por si sola es
lenta. Esta reaccién requiere estrictamente la disponibilidad de al menos un sitio de
coordinacién de hierro libre a través del cual puede ocurrir el transporte redox. Al-
gunos agentes quelantes tienen la capacidad de bloquear completamente la actividad
catalitica del hierro [52].

Una vez revisado la capacidad antioxidante que ofrece el 4cido fertlico por ser
un acdo dibasico y por que ha presentado formacion de complejos con lantanidos
pesados; a partir de esto, el acido fertilico exhibe dos diferentes tipos de actividad
antioxidante; principalmente la afinidad por el barrido radical y la segunda pero no
menos importante, es su capacidad de mitigar los efectos nocivos de la radiacion
UV [53].

Estudios anteriores han demostraron la actividad de los compuestos fendlicos
con respecto a la peroxidacion lipidica, actuando sobre la generacion de malondial-
dehido, donde su grado de afinidad se debe a la cantidad de sustituyentes en el anillo
aromatico, en ese trabajo compararon la actividad de tres diferentes acidos: cinami-
co, ferulico y caféico, observando que el acido caféico es 1000 veces mas efectivo que
el 4cido fertlico y por ende el mejor, y sin actividad antioxidante el acido cinami-
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co [54]. La diferencia entre los dcidos caféico y ferilico, no es sélo que tenga una
mejor capacidad antioxidante ante la peroxidacién lipidica a nivel de la generacién
de malondialdehido, sino que el acido fertlico aparte de inhibir la formacion de dicha
molécula en menor proporcion que el acido caféico, eliminé el radical anién superéxi-
do y también inhibié la peroxidacion lipidica inducida por el superéxido; éste efecto
fue similar en magnitud a la observada con la superéxido dismutasa [55]. El motivo
de este efecto se debe a que la resonancia electrénica del acido ferilico cuando dona
un atomo de hidrégreno para la formacion de la molécula fenoxi es muy estable, ya
que este compuesto no puede inicilizar o propagar una reaccién en cadena para for-
mar radicales libres, sino por lo contrario lo més probable es colisionar o reaccionar
con un radical u otro similar ferulado produciendo un dimero de curcumina, como
todavia exhibe otro grupo hidroxi es capaz de inmediato donar el siguiente hidrégeno
con lo cual se elimina el radical libre [55].

Otra aplicacién que se observd en los anteriores trabajos fue la absorcion de
UV, sabiendo que dicho efecto provoca la formacién de radicales libres fenoxi y por
ende acidos fertulicos cis y trans, para determinar la eficacia con la que puede actuar
ante otros radicales; se realiz6 una prueba en la cual se compararon los grados de
inhibicién de derivados del acido cindmico y la tasa de formacién de sus isémeros,
el derivado que reacccionara con los radicales de los otros, demostraria la rapidez
con la que se forma y la efectividad de los otros radicales en cuestion de provocar
dicha interaccion e inhibir la reaccién en cadena de éstos. Los derivados fueron los
acidos ferulico, sinapico y caféico, el que terminé inhibiendo a las demas moléculas
fue el acido sinapico, con estos resultados se comprobo la actividad antioxidante de
los derivados del acido cindmico y con otros experimentos donde se ocupé ferulato
de campesterilo en la formacion de dieno durante la peroxidacién del acido linoléico
por irradiacién UV, este lo redujo un 22 y 30 % en 15 y 30 hrs., respectivamente [56].

Con esto se podia decir que a concentraciones mayores el acido fertilico puede
proteger a otros compuestos sensibles a la luz contra el dano oxidativo, atenuan-
do la radiacion UV. Entonces, surge la idea de relacionar el potencial antioxidante
biolégico con la absorcion UV y al medir la generacion de radicales estables de 4cido
fertlico ésta es consistente con lo ya observado, de que los niveles mas altos de acido
ferulico y derivados similares del cinamato, se producen notoriamente en hojas, se-
millas y otros érganos vegetales de gran superficie. Es probable que el acido ferilico
brinde una inmensa protecciéon antioxidante a varias capas celulares situadas inme-
diatamente debajo de la superficie que estan expuestas a la penetraciéon UV, ante
esto, la aplicacion topica de acido ferilico a la piel humana se espera que propor-
cione alguna fotoproteccién. De hecho, este acido constituye el ingrediente activo en
muchas lociones cosméticas y protectores solares para la piel [57].

Una composicién de crema para el cabello también incluyd écido ferilico para
prevenir la alopecia, la seborrea y el prurito. Un cosmético que contiene pigmentos
de los tipos de antocianinas de flores de tulipan, utilizé este acido para estabilizar el
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colorante contra la decoloracién oxidativa [58]. Algunos fabricantes textiles japoneses
la utilizaron para la fabricacion de ropa de golf con propiedades de absorcién de
UV [59], también ha demostrado disminuir los efectos secundarios de la quimioterapia
y la radioterapia de los carcinomas aumentando la defensa inmunoldgica natural [59].
Por otro lado, este acido exhibié fuertes propiedades antiinflamatorias en un modelo
de edema de pata de rata inducido por carragenano y otros sistemas [60], estas
mismas propiedades antioxidantes también explican la inhibicion de la carcinogénesis
inducida quimicamente en ratas [61] y la promocién de tumores en la piel de ratén
y se cree que explican su mecanismo antidiarréico [62].

En una revisién de herbolaria china antigua, se observé al dcido fertlico como uno
de los principios activos para el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares.
Esta molécula y sus ésteres de esterilo, y-orizanol, presentan fuertes propiedades hi-
pocolesterolémicas y antiaterogénicas. Un estudio de alimentacién en la Universidad
de Lowell en Massachusetts con monos cynomolgous reporto la capacidad unica de
aceite de salvado de arroz para causar una reduccion del 40 % en el colesterol total y
para disminuir el LDL, o lipoproteina de baja densidad, en un 30 % con que afecta
al HDL, o lipoproteina de alta densidad [63].

Se ha demostrado que el 4cido ferilico natural en el trigo afecta la reologia de la
masa y causa la ruptura de ésta durante la fabricacion del pan interactuando con los
grupos sulfhidrilo del gluten a través de un mecanismo de radicales libres [64,65]. Una
combinacion de acido fertlico y tetrametilpirazina tuvo un efecto inhibidor sinérgico
sobre el movimiento espontaneo del 1itero de rata in situ [66].

Una aplicacién més del acido ferulico ha sido la preservacion de alimentos, en
la que su primera incorporacién fue en Japén en 1975 para preservar las naranjas
e inhibir la autooxidacion del aceite de linaza. Los compuestos fendélicos también
estabilizaron la manteca de cerdo y el aceite de soja, principalmente en presencia de
cobre o hierro anadidos. Las mezclas de acido fertulico con aminoacidos o dipéptidos,
tales como glicilglicina o alanilalanina, ejercian un efecto inhibidor sinérgico sobre
la peroxidacion del acido linoleico; también, una mezcla de acido ferilico con glicina
inhibié completamente la oxidacién de las galletas almacenadas a 30°C durante 40
dias [67]. Un derivado sintético del acido fertlico, tocoferol férulado, demostré ser
un antioxidante muy superior para las grasas y aceites evaluado por el grado de
peréxido.

El aceite de oliva virgen también contiene grandes cantidades de compuestos
fenolicos y un alto grado de potencial antioxidante que se destruye durante el proceso
de refinado [68], quizas debido a la pérdida de efectos antioxidantes sinérgicos de otros
componentes [69]. Durante la coccién de alimentos, la descarboxilacién térmica del
acido ferilico puede producir 4-vinilguaiacol [70], el principal contribuyente de los
aromas fuera de sabor en muchos productos cocidos. Por ejemplo, esta generacion
ocurre durante la fabricacién de la cerveza y puede explicar el desarrollo de aromas
fuera de sabor en zumo de naranja almacenado [71].
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2.5. Complejo CDs-Acido Feriilico

En el trabajo publicado por Gonzédlez-Mondragén et al. [1] en el ano 2016, pre-
sentan un estudio de las tres ciclodextrinas naturales («, 5y ) tanto de manera
experimental como por simulacién. En el cual calculan parametros termodindmicos
a partir de calorimetria de titulacién isotérmica (ITC); ya que ésta técnica se utiliza
en estudios cuantitativos de una amplia variedad de interacciones biomoleculares, en
ella se mide de manera directa el calor que se libera o absorbe durante un enlace bio-
molecular. Por otro lado, la parte de simulacién de acoplamiento molecular (docking)
se realizo por medio del software llamado MOE? (versién 2013.08), implementando el
protocolo de acoplamiento MOE-Dock_Induced_Fit para las moléculas de ciclodex-
trina (CD) y acido fertlico (AF), ocupando un método llamado Triangle Matcher
el cual se encarga de colocar los conformeros del ligando dentro de la cavidad de
las CDs, fue ocupado como campo de fuerzas el MMFF94x y la funcién de reescala-
miento GBVI/WSA dG. En la figura (2.7) se presentan los resultados obtenidos de
la parte de simulacién de este trabajo [1].

Figura 2.7: Complejos formados por la molécula ferulato con a-CD (A), -CD (B)
y 7-CD (C). Los mosaicos superiores muestran una vista laterial de los complejos, y
los mosaicos inferiores una vista superior de los aductos correspondientes [1].

El muestreo por medio de ITC se elabord, ocupando soluciones de acido fertlico
y ciclodextrinas disueltas en una solucién de borato de sodio a una concentracion
de 0.05 mol dm~2 a pH 9.0. La celda de muestra contenia la solucién de AF con
borato de sodio a una concentracién de 0.0035 mol dm™3 y en la pipeta colocaron
una solucién activa de CD, bajo las concentraciones de 0.197, 0.130 y 0.0165 mol

Swww.chemcomp.com
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dm~3 para 7-CD, a-CD y B-CD, respectivamente. Las valoraciones consistieron en
una primera inyeccion de 0.4 puL seguida de 19 inyecciones de 2.0 L, con un intervalo
de 3 min., a una temperatura de 298.1 K [1].

Los resultados obtenidos por medio de esta técnica arrojan unas isotermas de
union, en las cuales ellos describen que bajo esas condiciones la forma mas abundante
de AF también es la mas soluble en solucién acuosa: la completamente ionizada
con una carga neta de -2, presentando los pardmetros termodindmicos (K., AH,,
AS, y AG,) obtenidos para el proceso de formacién de complejo (denotados por el
subfijo ”¢”), los cuales se muestran en la tabla (2.2), mencionando que en los tres
muestreos fueron exotérmicos y concluyendo que bajos esas condiciones la CD con
mayor afinidad con el AF es la 5-CD, seguida de la a-CD y por ultimo la +-CD;
y aunque la reaccién menos exotérmica fue con S-CD, ésta presentd el uinico valor
entrépico favorable [1].

CD de alojamiento  K.(dm™/mol) AH.(kJ/mol) TAS.(kJ/mol) AG.(kJ/mol)

a—CD 53.2+34 —18.0£0.8 —-82+0.9 -9.9+0.2
B—CD 176.5 £ 5.0 —6.4+0.5 6.5 £0.6 —12.8£0.1
~v—CD 19.4+04 -11.3+04 —4.0+0.6 —74+0.1

Tabla 2.2: Pardametros termodinamicos del proceso de formacion de complejo de la
molécula ferulato con a-, f- y v-CD [1].
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Capitulo 3

Objetivo General

= Determinar las energias libres de unién del acido ferulico con a— y f—ciclodextrinas
en medio acuoso a 270 y 300 K, con un pH 9.0 mediante simulaciones de dinami-
ca molecular.
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Capitulo 4

Metodologia

4.1. Dinamica Molecular

Uno de los métodos alternativos para la realizacién de simulaciéon computacional
fué denominado Dindmica Molecular (DM), el cual fue presentado en el ano 1959 [72];
en este método lo que se pretende es resolver de manera numérica la ecuacion new-
toniana de movimiento (ver ecuacién (4.1)) para un sistema de particulas en un
ensamble dado y asi obtener la trayectoria de dichas particulas en un espacio fase. El
éxito de este método en la prediccion de propiedades termodindmicas de modelos re-
presentados por discos duros [73], particulas tipo Lennard-Jones [74] y muchos otros
liquidos y solidos, ha sido principalmente debido a dos puntos: en primer lugar, los
sistemas modelo-tedrico se pueden desarrollar probando y comparando sus propieda-
des con los resultados experimentales y en segundo lugar, las simulaciones dan una
idea de los procesos que no son accesibles para el experimento, por ejemplo, la ob-
servacion de la traza de una particula. Desafortunadamente, estos métodos también
tienen limitaciones, una de ellas es que el nimero de particulas es finito (N ~ 10°),
esto dada la capacidad de procesamiento de las computadoras, por lo cual la idea
principal de la simulaciéon en un sistema real homogéneo, es el representarlo por una
celda unitaria y suponer que el comportamiento de las particulas de ese subsistema
sera idéntico para los subsistemas adyacentes, y al final extrapolar el resultado de
este subsistema al sistema real.

F = ma (4.1)

En la implementacion de la ecuacién de movimiento, ésta se da por el movimien-
to traslacional de una particula esférica ¢ con una masa m;, y este movimiento es
expresado por la segunda derivada con respecto al tiempo de Ef, siendo Ff, el cual
es causado por una fuerza F; producida por algiin agente externo. la ecuacién queda
de la siguiente manera:
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Fi = mi?i = ?z = mzﬁ (4-2)

Para integrar las ecuaciones de movimiento se necesita una manera de optimizar
los calculos; para lo cual, existen algunos métodos de integracién. Uno de los métodos
estandar utilizados para resolver ecuaciones diferenciales ordinarias (EDOs) como
ésta ecuacion (4.2), es el enfoque de diferencia finita. En el cual, las posiciones (r) y
las velocidades (v) moleculares a un momento (¢t + At) son obtenidas a partir de ellas
mismas en un momento anterior (¢). Las ecuaciones se resuelven paso a paso y el
valor de At tiene que ser significativamente menor al tiempo que se requiere estudiar,
para poder realizar un muestreo estadistico aceptable. Para esta implementacién se
ocupa una expansion de Taylor,

T+ At) = T)+ V()AL + %Aﬁ + ... (4.3)

donde ¥ (t) es el vector de velocidad y 77 (t) es el vector de posicién a un tiempo

(t). Debido a que la integraciéon avanza paso a paso, tendriamos que sustituir los

pardmetros de posicién (r), velocidad (v) y fuerza (F) por r,, v, y F,, las cuales

indican la posicién, velocidad y fuerza al paso n en un tiempo (t), respectivamente;

y Tni1 Para la posicién del siguiente paso (n + 1) en el tiempo (t + dt), por lo tanto,
la ecuacién se reescribiria de la siguiente manera,

E,
Tl = Tnt UnAt+ ﬁm? + O(A) (4.4)

donde O(At") son términos de orden At"™ y son muy pequenos, que pueden ser
despreciados. Con esto, podremos estimar que el vector velocidad (v,1) al tiempo
(n + 1) seria,

(4.5)

finalmente si juntamos las ecuaciones (4.4) y (4.5), tendriamos de manera general
un algoritmo de integracion. Dados los vectores de: posicion 7, velocidad U, y de
fuerza F',, al paso n, y con estos vectores podemos estimar los vectores de posicion
7n+1 y de velocidad 7n+1 al paso n + 1. Este algoritmo de integraciéon presenta
errores de precisiéon y un mayor consumo de alamcenamiento; por lo cual, existen
algoritmos de integraciéon mas precisos y por ende mas utilizados, como el integrador
de Verlet y mas ain, su modificacién al integrador Velocity Verlet.
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4.1.1. Integrador de Verlet

Este integrador se basa en dos expansiones de Taylor, una expansion hacia ade-
lante (t + At) y una expansién hacia atras (t — At),

fa

Tt = Tot UnAt+ ﬁmz + 0(A) (4.6)
F

Tl = o+t U AL+ ﬁAtz — O(AP) (4.7)

La suma de estas dos expresiones produce un algoritmo para la propagacion de
la posicién, y quedaria de la siguiente forma:

_>
o1 = 2T 0 — To + 2F—"At2 + O(AtY) (4.8)
m

Este algoritmo se ejecuta en dos pasos, los cuales son:

= Primero se usa el vector de posicion T para calcular el vector de fuerza ?n

= Después son usados los vectores de posicién actual (77,,) v el anterior (7 ,_1), y

el vector de fuerza Fn (calculado en el paso anterior) para finalmente calcular
el siguiente paso (7 1)

Ahora bien, si restamos las ecuaciones (4.7) y (4.6) se obtiene la propagacién de
velocidades al paso n,

- Tup1 = o
n n— 2
= ——+0(At 4.9
. o) (19)
La incorporacién de las ecuaciones (4.8) y (4.9) al algoritmo, proporciona un
método numérico estable para resolver la ecuaciéon de movimiento de Newton para
sistemas que van desde fluidos simples hasta biopolimeros.

Integrador Velocity Verlet

Una mejor manipulaciéon de las velocidades para la solucion de la ecuacién de
movimiento, es la variante del integrador de Verlet, llamado “Velocity Verlet ”. Este
es un algoritmo tipo Verlet que almacena posiciones, velocidades y aceleraciones,
todo al mismo tiempo, y minimiza los errores de redondeo. El cual se representa de
la siguiente manera:

23



4.1. DINAMICA MOLECULAR CAPITULO 4. METODOLOGIA

7

Top1 = To— UnAt+ 2—77’1%752 (4.10)

? ?er

771_;,_1 — 7 + _+

(4.11)

1
2
De igual manera, si eliminamos las velocidades de este algoritmo llegamos a la

representacion del integrador de Verlet. En su implementacion, este algoritmo consta
de los siguientes pasos:

= Primero se calculan las posiciones ?nﬂ ha un tiempo ¢t + At a partir de la
ecuacion (4.10)

= Enseguida, se calculan las velocidades a un paso intermedio 7n+1 /2 usando la
siguiente ecuacion,

Ttz = Un +% (E> At (4.12)

m

= Después, se calcula la fuerza ?n_’_l a un tiempo t + At

= Finalmente se completa el algoritmo, calculando las velocidades o, usando la
siguiente ecuacioén,

Vo1 = 7n+1/2 +% (ﬁg:l) At (4.13)

Para este paso la energia cinética ha un tiempo t + At, ya se encuentra dispo-
nible. Notemos que si sumamos las ecuaciones (4.12) y (4.13), podemos obtener la
ecuacion (4.11), con esto, no es necesario conocer las fuerzas a los tiempos ty ¢t + At
para poder calcular las nuevas velocidades, por lo tanto, logramos una mejor eficien-
cia computacional ya que disponemos de menos memoria de almacenamiento tanto

volatil (RAM) como no volatil (ROM).
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4.1.2. Contribuciones de Largo Alcance

Por fuerzas de largo alcance nos referimos a fuerzas originadas por la electrostati-
ca, a estas se incluyen sistemas tales como: el solvente e iones por medio de las con-
diciones de frontera, estos sistemas se vuelven una parte fundamental del problema
de la evaluacion de las interacciones electrostaticas, por lo que también es necesario
analizar las condiciones de frontera. Ya que se involucran interacciones electrostati-
cas, serfa mejor comenzar por revisar la ley de Coulomb. Existen dos tipos de cargas
las cuales estan definidas como positivas y negativas, y la carga total en un sistema
aislado se debe de conservar durante procesos fisicos o quimicos.

Coulomb cuantific la atraccion (cargas diferentes) y la repulsién (cargas iguales)
de estas cargas de la siguiente manera, en donde: la fuerza entre dos cuerpos cargados
en reposo es proporcional al producto de sus cargas e inversamente proporcional al
cuadrado de la distancia entre ellos:

F o= 185 (4.14)

r2

donde ¢q; v ¢o representan las cargas de la primera y segunda particula respectiva-
mente, r = (224 y% + 22)'/? y representa la distancia entre las dos cargas, la variable
T=7 /7 es el vector unitario en la direccién de ¢; a go y k es la constante de fuerza
de Coulomb, las unidades y el valor que toma esta constante depende de las demas
variables, en algunos casos es igual a 1/47eg y € es la permitividad del vacio. Si ¢; y
@2 tienen unidades de cargas elementales, las unidades de distancia son angstroms y
la energfa se encuentra en calorias por moléculas (kcal/mol), la constante de fuerza
de Coulomb (k) es aproximadamente 332.

La energia electrostatica entre las cargas de los dos atomos se considera como
el trabajo realizado para trasladar a ¢, desde lo mas alejado del sistema donde
practicamente no existe una interaccién con ¢; a lo largo de un camino tal que llegue
a un punto r. Este trabajo no es mas que la integral del producto punto de ? . d?,
donde la fuerza F' = —VU, y d7 es el desplazamiento a lo largo de la trayectoria
para r.el gradiente de la energia se considera como un vector en el caso de que se
trabaje con coordenadas cartesianas (z,y,z), para poder calcular el gradiente de la
energia se realiza la derivacion parcial con respecto a las coordenadas de referencia,

lo cual quedaria, VU = (0U/0x,0U /0y, 0U/dz), donde la energia se representa:

v = 42 (4.15)

r

también se puede apreciar el campo eléctrico, el cual es:

E = 8% (4.16)
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con esta expresion se puede resumir a la fuerza de Coulomb como ? = QQE, por
otro lado también se puede resolver sin que exista una carga en un punto r, tomando
como consideraciones posiciones arbitrarias en r # 0.

Si a partir del potencial de energia, tomamos a g; = 1, con esta expresion obten-
dremos el potencial electrostatico (¢(r)) el cual quedaria:

o) = & (4.17)

este potencial se considera como el trabajo requerido para mover una particula
con carga unitaria (g9), que se encuentra en algin punto del sistema hasta una
longitud de distancia r, situando en el origen a una particula con carga (¢;). La
relacién entre el campo eléctrico y el potencial electrostatico, es que el campo es
igual al inverso del gradiente del potencial electrostatico 6 £ = —V¢.

Por otro lado si la particula con carga ¢; no se considera que se encuentra en el
origen y se encuentra en un punto que sea ry 0 que sus componentes sean diferentes
de cero, el potencial electrostatico tiene una pequena variante, en la cual, la distancia
que existe entre q; v ¢o se considera como el valor absoluto de la diferencia de la
localizacién de las mismas, esto es |r —rg| y el potencial queda de la siguiente forma:

q1

o(r) = 7ol (4.18)
donde la diferencia no es mas que:
r—ro] = [(x—20)*+ (y—90)* + (z — 20)?] " (4.19)

otro fundamento de la electrostatica es el principio de superposicion, en la cual la
interaccién electrostatica entre dos particulas no se ve afectada por la presencia de
otras cargas. En la mayoria de los campos de fuerza, los a&tomos de un sistema macro-
molecular son parametrizados utilizando cargas parciales en los nticleos simulando
una distribucion de cargas en el sistema. En estos sistemas las cargas y las posicio-
nes estarian comprendidas desde ¢1,qs,...,qn ¥ T1,72, ..., 7y, respectivamente.Las
ecuaciones quedarian de la siguiente manera,

- iy _ 1 - iq; 1
U= qu.qj =322 QTZJ =5 ao(r) (4.20)

donde el potencial electrostatico, ahora toma la forma:
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o) = Y 2 (4.21)

de esta manera llegamos a la ley de Gauss y la ecuacién de Poisson. Ahora si
sabemos que la integral del campo sobre una superficie S(2D), es la suma de
la cantidad infinitesimal de (ﬁ . W)) da sobre todos los puntos en S, donde n es el
vector unitario normal a la superficie y da es el elemento infinitesimal del drea de la
superficie del campo, quedando de la siguiente manera:

/ (E -7)da (4.22)
S

Si ocupamos la ecuacién (4.16), la direccién del campo eléctrico es paralela al
vector desde el origen hasta 7, en este caso la fuerza del campo se mantiene y es
perpendicular a la superficie o paralelo al vector n, y si ocupamos una superficie
cerrada este seria ocupado por un volumen V' (3D). Entonces al resolver la integral
nos darfa una intensidad constante del campo q; /r* veces para la suma de da o para
la superficie total que en este caso se considera una esfera, por lo tanto, nos quedaria
47tr? o 4mq,. Para este caso la ley de Gauss la generaliza, proponiendo que la carga
¢1 sea generalizada a un conjunto arbitrario de cargas que tuvieran una carga total
() contenida en un volumen V, quedando que esta recoleccién de cargas en 47w(Q).

Si ahora en lugar de tomar las cargas como cargas discretas, se describen como
una densidad de cargas suaves p(?), la carga @) y el volumen V vendria dada por
la integral p, llegando al mismo resultado que el campo eléctrico, el cual es el inverso
del gradiente del potencial electrostatico, por lo tanto, se puede escribir la ley de
Gauss de la siguiente manera:

/ Vo(7) -1 da = —4nQ = —47r/ p(7)d7 (4.23)
5V v

si ocupamos el teorema de divergencia del célculo, se podria reescribir de la
siguiente manera:

/ V. V(7)) d(F) = —dn / o(F)dT (4.24)

v

como nos podemos dar cuenta esta ecuacion es de manera puntual la ecuacion de
Poisson,

V-Vo(T) = —dnp(T) (4.25)
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Si ahora consideramos la electrostatica en medios dieléctricos en lugar que en el
vacio, ya que esto es necesario para la parte de solvatacién del medio y en este caso
tendremos que generalizar la ley de Gauss y la ecuacién de Poisson. En este tipo de
sistemas la ley de Gauss cambia un poco, ya que ahora en lugar del campo eléctrico

pasaria a considerarse el desplazamiento eléctrico D. Si suponemos este medio
de solvatacion de la forma de un medio isotropo lineal, donde seria B =cF yces
la permitividad del medio, la ley de Gauss establece que en este medio la integral
de superficie sobre una superficie cerrada, el resultado seria 47 veces la carga total
contenida en ella.

Para el caso en el que se adicionan iones al medio, la ley de Gauss se emplea
modelando el ién como una carga puntual ¢ con un radio a que se encuentra inmersa
en un continuo dieléctrico, esta carga puntual tiene una constante dieléctrica de 1,
mientras el sistema tiene una constante mayor a . Para este sistema en el caso de
que en cualquier punto de una distancia r que cumpla r > a, el campo eléctrico
tomaria la siguiente forma:

Er) = Lt (4.26)

er?

donde el potencial electrostatico se representaria de la siguente manera,
Sy g
o(7) = L (4.27)

cuando ahora se propone el campo dentro del radio de la esfera éste se mantiene,
solo con las diferencias de que ¢ = 1 y que esta dado para r # 0. Por lo tanto,
cuando se considera el potencial electrostatico para la superficie de la esfera, a éste
se le adiciona el trabajo que se requiere para mover la carga dentro del campo y a
su vez encontra de él, el cual quedaria de la siguiente manera:

o(7) = L4114 (4.28)
ea T a
con este tipo de tratamientos o propuestas se obtienen resultados, que nos dicen
que se pueden usar para calcular el trabajo de carga de un ién en un medio dieléctrico,
y asi llegando a la energia libre de solvatacién de Born:

1

AG = — (1 - g) g—z (4.29)

Aunque este tipo de modelos continuos se pueden analizarse mediante la ley
de Gauss, ocupando la simetria esférica, para modelos continuos mas generales de
electrostatica, como proteinas solvatadas, también se debe de considerar los medios
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que tienen una permitividad de posicién especifica e(r). Para estos, se ocupa una
variante més general de la ecuacién de Poisson (ecuacién 4.25):

V- 5(7)V¢(?> = _47Tplibre(7>) (4.30)

La diferencia entre la ecuaciéon (4.25) y esta, es que en la ecuacién (4.30) considera
una densidad de carga libre, en la cual la densidad de carga de una proteina es
sometida en un tratamiento continuo, y en la ecuacién (4.25) la densidad de carga
es inducida en el continuo o en los limites dieléctricos.

Por 1ltimo, si pudieramos considerar a los nicleos y a los electrones que com-
ponen a una molécula con sus cargas positivas y negativas, respectivamente; con un
comportamiento clasico, la resolucion de estos problemas seria de una manera senci-
lla. Como las fuerzas no electrostaticas que se encuentran en estos sistemas son muy
pequenas, al grado de considerarse insignificantes debido a la escala molecular, la
evaluacién de la energia potencial de la ecuacién (4.20) seria de manera directa para
una conformacion del sistema, y esto se deberia a que suponemos que los ntcleos y
electrones son particulas cargadas y por ende se conocen sus cargas con precision.
Por lo tanto, no habria necesidad de parametros empiricos, y nuestro tinico proble-
ma seria generar un numero considerable de conformaciones de ntcleos y electrones
para promediar. Desafortunadamente, los electrones no pueden describirse de ma-
nera clasica en términos de configuraciones como a diferencia de las configuraciones
nucleares; la densidad electrénica es el observable fisico relevante. Sin embargo, se
puede decir que todas las interacciones moleculares se pueden derivar de la ley de
Coulomb y los principios de la mecanica cuantica, expresados conjuntamente en la
ecuacion de Schrodinger.

El unico problema con el enfoque anterior con respecto a las interacciones mole-
culares, es que la solucion precisa de la ecuaciéon de Schrodinger es posible solo para
sistemas muy pequenos, debido a las limitaciones en los algoritmos y la capacidad de
procesamiento de la computadora. Para sistemas de interés bioldgico, las interaccio-
nes moleculares deben aproximarse mediante el uso de campos de fuerza empiricos
formados por términos parametrizados, la mayoria de los cuales no tienen relacién
con la ley de Coulomb.

4.1.3. Campo de Fuerzas

Existen varios campos de fuerzas y versiones 6 conjunto de parametros a los
cuales se les han ido agregando grupos de moléculas que anteriormente no se en-
contraban, asi como reparametrizaciones de angulos, enlaces, puentes de hidrégeno,
entre otros, de las que ya contenian. Algunos de los primeros campos de fuerzas fue-
ron: AMBER (Weiner y Kollman 1981, Pearlman et al. 1995, Cornell et al. 1995),
CHARMM (Brooks et al. 1983, MacKerell et al. 1995, 1998), OPLS-AA (Jorgensen
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y Tirado-Rives 1988, Jorgensen et al. 1996) y GROMOS (van Gunsteren et al. 1996),
estos primeros conjuntos de parametros de cada campo de fuerzas fueron implemen-
tados para representaciones espectroscopicas y cristalograficas, a medida como fue
evolucionando el poder computacional hizo posible la realizacion de simulaciones de
liquidos y la inclusién de datos termodindmicos de fases condensadas [75].

Por ejemplo, la simulacién de moléculas muy grandes como las proteinas es
computacionalmente caro. Estas moléculas son representadas explicitamente y sus
interacciones se modelan por medios clasicos, es decir, se basan en la aplicacion de
potenciales analiticos sencillos aplicados a las leyes de la mecanica clasica. Bésica-
mente, los atomos se tratan como masas puntuales y la energia potencial del sistema
de divide en varias contribuciones:

E = E. +FEy+Ey+ Ey+ Eyaw + Eacop (4.31)
Algunas féormulas sencillas para los distintos términos son las siguientes:

= F,. es la energia de tension de los enlaces. Se considera cada enlace como un
resorte con una distancia de equilibrio 7 y una constante de elasticidad ",
cuyos valores dependen del tipo de enlace del que se trate. La energia de cada
enlace es proporcional a la desviacion de su longitud respecto a la distancia de
equilibrio:

enl.

E, = Z Ky (ri — 7"?)2 (4.32)

= Fy es la energia de flexién. Dos enlaces con un atomo en comun forman un
angulo, que tiene el valor de equilibrio ° y una constante de rigidez x?. De
manera similar a la tensién de los enlaces, la energia de flexién viene dada por:

ang.

Ey = > & (6:—00)° (4.33)

%

» E,; es la energia de torsion. Cada dngulo define un plano, los planos formados
por dos angulos que comparten un enlace forman un angulo de torsion ¢. La
energia correspondiente a estas torsiones tiene la forma (n determina la simetria
de cada torsién):

tor.

E, = Z k2 [1 4 cos(nid;)] (4.34)
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» E, es la energia de la interaccién electrostdtica. A cada atomo se le asigna una
carga ¢ y la interaccion total se obtiene como:

E, = lii@ (4.35)
2 Tij
q o 1y :

s Egw es la energia de van der Waals, que incluye la repulsion electrostatica
y las interacciones de dispersién entre los distintos dtomos. Generalmente se
modela mediante un potencial de Lennard-Jones, para cada pareja de atomos
existen dos pardmetros, o;; y €;;, la energia total es:

7] o\ 12 o\ 6
Buw = 224%[(;;) —(—)] (4.3
J

7

o0i; es el didmetro de colisién entre dos particulas y €;; es la profundidad del
pozo de potencial. Para sitios diferentes en la mélecula, estos parametros se
calculan con las reglas de combinacion de Lorentz-Berthelot:

O'Z'—|—O'j
2
€ij = €€ (437)

O-ij =

» [4cop €5 la energia de acoplamiento entre los términos anteriores, que viene dada
por términos cruzados que implican distintas distancias o angulos. La introduc-
cion de estos términos cruzados -y de la consiguiente energia de acoplamiento-
es muchas veces necesaria para obtener buenos resultados en las simulacion.
Algunos de los términos cruzados mas empleados son los siguientes:

e Términos tension-tension:
EY = %ngj [(n — r?) (Tj — ?)} (4.38)

e Términos tension-flexion:
- %ﬁ;ff [(ri=19) + (= 19)] (B — 8) (4.39)

e Términos tension-torsion:

Eﬁé = /ﬂ:js (ri — 1) [1 + cos (njgbj)} (4.40)
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Naturalmente, estas férmulas pueden complicarse introduciendo términos anarmoni-
cos, otros términos de acoplamiento, términos adicionales que representen, por ejem-
plo, los enlaces de hidrégeno, etc. La forma concreta de los potenciales empleados,
junto con el conjunto de valores asignados a los distintos parametros, recibe el nom-
bre de campo de fuerzas. En el presente trabajo se utilizé como campo de fuerzas
GROMOS 54A7 [75], ya que las moléculas que se utilizaron fueron parametrizadas
por un repositorio y creador de topologias automatizadas “ATB" (por sus siglas en
inglés)” para ese campo de fuerzas.

Para el primer conjunto de parametros de GROMOS, 45A4 (Daura et al. 1998;
Schuler et al. 2001) estos fueron parametrizados frente a propiedades termodinamicas
de cadenas alifaticas. En la siguiente generacion, del campo de fuerzas de GROMOS,
fueron reparamentrizadas tanto las cadenas laterales de aminoacidos polares como
el resto de la cadena principal o esqueleto del péptido, esto dio como resultado
el conjunto de parametros GROMOS 53A6 (Oostenbrink et al. 2004, 2005). Sin
embargo, este nuevo campo de fuerzas, en el que las propiedades de hidratacién de
moléculas semejantes de aminoacidos eran similares al experimento, pero no mejoro
la estabilidad de los pliegues dominantes de los péptidos (Oostenbrink et al. 2005),
también se descubrié que las hélices cortas son menos estables de lo esperado. Por
lo que los parametros de los angulos diedros de la red troncal o cadena principal
que venian desde la versién anterior, ya no eran apropiados. Posteriormente, (Cao
et al. 2009) propusieron una correccién en los términos del dngulo de torsién ¢ /v
y se agregd un término cruzado de torsion que depende de la suma de los dangulos
anteriormente mencionados [76].

4.1.4. Condiciones Periodicas de Frontera

El método de condiciones peridédicas de frontera surge por los problemas de los
efectos de superficie y por los tamanos de los sistemas en aquellos anos, en el cual
no se tenia una representacién muy parecida a la real. Cuando se implemento este
método se trabajaban sistemas con solo interacciones de corto alcance y con un
potencial de esferas duras (Lennard-Jones). Las condiciones periddicas de frontera
son representadas en dos dimensiones (2D), en el cual nuestro sistema se encuentra
en una celda central y esta celda es replicada de manera inifinita hacia esas dos
dimensiones (ver figura (4.1)).

En este caso sabemos que cada dtomo ocupa una posicién r; = (z;,v;, 2;) en
la celda original, por lo tanto en lo que respecta a sus replicas, las posiciones de
estas imagenes de dtomos serfan "4+ WL = (x; + n1L,y; + noL, z; + ngL) donde
= (n1,n2, ng), para todos los posibles triples enteros. Para este método la distancia
Tij = mmn|ﬁ + 7L — 7;|, entre los a&tomos ¢y 7, esto quiere decir que se toma como

Thttps://atb.uq.edu.au
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Figura 4.1: Representacion de condiciones periddicas de frontera.

la distancia minima entre el a&tomo 7 y la imagen mas cercana del atomo 7.

Ahora bien, si se consideran interacciones de corto alcance (L.J) como en los ini-
cios de su implementacién, las distancias entre los a&tomos se restringirian aiin mas,
en las cuales solo se ocuparian las que se encuentran dentro del potencial de in-
teraccién (ver figura (4.1)), esto aplica para sistemas donde no se toma en cuenta
las interacciones electrostéaticas. En sistemas biologicos donde si se toman en cuenta
estas interacciones, no se pueden truncar de manera arbitraria, por lo que se han
desarrollado varias propuestas de truncamiento modificados, algunos modificando el
potencial de Coulomb; pero en general todas estas propuestas muestran problemas
en diferentes puntos: algunos en la conservacién de la energia, en inestabilidades en
las interacciones,otros no eran claras la similitud de la modificaciéon con respecto a
la electrostatica basica, unos mas solo son apropiados para simulaciones de liqui-
dos y tienen que tomar diferentes valores de la constante dieléctrica, por ultimo la
propuesta de sumas de Ewald se han aplicado en sistemas de liquidos de manera
satisfactoria durante muchos anos, y a su vez en sistemas macromoleculares se ha
considerado como un estandar en las simulaciones.

4.1.5. Sumas de Ewald

Las técnicas de simulacién han requerido una suma eficiente de las interacciones
electrostaticas de largo alcance. Para ello este método es uno de los méas utilizados en
el cual, el potencial electrostatico de un punto 7 en la celda central que no coincide
con ninguna posicién atémica 7 para ¢ = 1,...,N, se obtiene sumando directamente
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el potencial de Coulomb sobre todo los atémos y todas sus imégenes:

= 5 ZZZ:: |7,Zj Zl_an L| (4.41)

donde la suma externa estd sobre todos los triples enteros 7 = (n;.n9,7n3), la
suma es prima porque se omite 7 cuando i = 7,y WL = (n1L.nyL,ngL), donde L es
la longitud de la caja de simulacion, y esta puede ser sustituida por V considerando
el volumen de la caja. Este potencial ¢(r) es infinito si la celda central no es neutra,
es decir, la suma de las cargas ¢; no es cero, por lo contrario, es un ejemplo de
una serie infinita convergente, por lo que seria necesario tratarlo cuidadosamente. El
potencial depende del orden en que se calculan las sumas parciales sobre n, y esta
suma converge lentamente debido al largo alcance de las fuerzas electrostaticas y es
condicionalmente convergente. Por ejemplo, para enteros positivos k, definida ¢y (r)
como:

1 / N N Qin
= = —_——y 4.42
() 2 Z Z 755 + 1L (442)

y si se considera el limite de ¢y (r) cuando k — oo. Este proceso limitante se
representa en la siguiente figura (4.2), en el cual, el limite en general depende de la
forma asintética de los grupos. Para una k& mayor, el potencial ¢y (r) serd el poten-
cial en un punto r en la celda central, en este caso se considera un cristal esférico
macroscopico [77], y este cristal se encuentra inmerso en un continuo dieléctrico, si el
continuo tiene una constante dieléctrica infinita, el potencial es independiente de la
forma del cristal y este es igual al potencial de Ewald [78], de lo contrario, el poten-
cial no solo contemplaria el potencial de Ewald sino se le agregaria un termino mas,
el cual dependerd, de la constante dieléctrica del continuo, la forma macroscopica
del cristal y el momento dipolar de la celda unitaria replicada.

La idea principal, es suponer que cada carga (¢q) en el cristal estd rodeada por un
par de densidades de cargas continuas. Estas densidades tienen la forma de gaussianas
centradas en (1;), la diferencia es que una tiene una carga total (—g;) y se define como
densidad de contraién (p1), y la otra densidad tiene una carga total (g;) y esta se
define densidad de co-i6n (py); con esto obtenemos el potencial de la suma reciproca
de largo alcance.

donde la anchura de la distribucién es igual a 1/2/8 y p; esta definida de la
siguiente forma:

B

pi = —ql(w):s/Qexp [—5r?] (4.43)
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Figura 4.2: Representacién de condiciones periddicas de frontera, con un grupos
y celdas finitas de simulacion replicadas. Los cationes se presentan como circulos
sombreados; aniones como circulos abiertos.

En este caso, el potencial electrostatico para el atomo ¢ es debido exclusivamente
a la fraccion de la carga ¢; que no esta apantallada y a grandes distancias, esta
fraccién decae rapidamente a cero y entonces dependera de la distribucion de carga
apantallante. Si este pontencial es igual a él mismo junto con las densidades de
contraiéon y de co-ién; entonces, esto seria cierto para todos los atomos 7 y todas sus
respectivas imagenes periddicas. Por lo tanto, podriamos separar el potencial total
en tres potenciales, todos con cargas (¢;): el primer potencial ¢; debido a la densidad
p1, el segundo potencial ¢, debido a la densidad py y por tltimo el tercer potencial
¢ que corresponderia a la carga puntual o termino propio.

bt = o+ D1(75)) + G2(77)) (4.44)

La finalidad de ésta distribucion no es solo que sea una funcion que varie sua-
vemente sino que ademas es periddica. Si ésta funcién se expresa de forma de la
ecuacién de Poisson (ver ecuacién 4.25) en coordenadas polares esféricas (r, 6, ¢) y
enseguida ser representada en una serie de fourier, quedando de la siguiente manera
el potencial ¢, (77)):
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Figura 4.3: (a)Representacion de la suma de las cargas puntuales por lineas verticales,
mas la densidad de contraién (p;).(b)Representacion de la densidad de co-i6n (ps).

— | =
_ _ZZ z]eTfCﬁ|:i] ’n|> (445)

Tij

Para el potencial ¢, la finalidad serfa la misma, solo notemos que (/52(7’”) =
gzﬁg(rw + mL) para cualquier entero triple de m, donde 7 = (my, my, m), de igual
manera que 77 se omite cuando i = 7, v Les el largo de la caja, que también puede
ser sustituida por V cuando se considera el volumen de la misma. Por lo tanto, esto
es simplemente una suma desplazada sobre las imagenes, la cual quedaria:

ex xm/B)2 i - 72—7“_]}
¢2(7"ij = 27TLZ%CIJZ p=(wnt/5) %z ( ) (4.46)

Por 1ltimo el potencial ¢y queda de la siguiente forma,

g &
do = ﬁZ%Q (4.47)

Finalmente, el parametro § determina la anchura de las gaussianas de las den-
sidades de contraion y de co-ién, la asignacién de su valor se da por conveniencia
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computacional. Por ejemplo, dado que la funcién error complementaria (erfc), para
(Br)/r decae exponencialmente, 8 puede elegirse de tal modo que erfc(f5r)/r sea
insignificante para r > L/2, y el potencial ¢; se puede restringir a pares de imagenes
minimos. Por otro lado, el orden de la suma para 7 tendria que ser el necesario para
que converja el potencial ¢, en el cual no crece con el tamano del sistema, y dado a
que esta suma es un calculo de orden N, su potencial también seria de orden N. Sin
embargo, el costo computacional para el potencial ¢; aumentarfa a N2.

Por lo contrario, si § se elige de manera que el potencial ¢; se pueda truncar a
un valor de corte fijo, por ejemplo, 1nm. En este caso, el potencial ¢, se convierte
en un calculo de orden N. Desafortunadamente, el orden de la suma de m para que
converja el potencial ¢ aumentaria linealmente con el tamano del sistema, logrando
que el calculo del potencial ¢ sea del orden N2. La eleccién 6ptima para el valor del
parametro [ debe de ser tal que, los calculos para los potenciales ¢; v ¢2 sean del
orden de N2 [77].

4.1.6. Ensamble NVT

Mientras que el uso directo de la dinamica molecular da lugar al ensamble NVE
(numero constante de particulas, volumen constante, conjunto de energia constante),
la mayoria de las cantidades que deseamos calcular son en realidad un ensamble a
temperatura constante (NVT), también llamado ensamble canénico.

Los algoritmos de termostato tienen como propésito generar un ensamble termo-
dindmico a temperatura constante, lo cual se logra con la modificacién del esquema
Newtoniano de dindmica molecular. Para estimar la temperatura en el ensamble
canénico (NVT) debemos de considerar;

» Preservar correctamente la distribucién de los microestados en el conjunto
canonico.

= Preservar una dindmica realista en el sentido en que las ecuaciones de movi-
miento se pueden utilizar para calcular las cantidades de transporte con preci-
sion.

con respecto a la termodinamica del sistema, queremos reproducir las probabilidades
de conjunto del ensamble canoénico,

efﬁH(pdN 7T3N)

—Q(T, VN (4.48)

P<p3N,7’3N) o

donde:
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Q(T,V,N) = / eI 43N N (4.49)

h3N N

Usando el teorema de equiparticipacion de la energia, podemos considerar la
siguiente estimacion de la temperatura,

_ 2(K)
To= (4.50)

donde, n es el nimero de grados de libertad en el sistema, se debe conservan
el impulso neto, entonces n = 3N — 3. Sin embargo, para sistemas suficientemente
grandes la sustraccion de los 3 grados de libertad de el centro de masa tiene poco
efecto ya que es pequena en relacién con 3N. La temperatura cinética instantdnea
T = (T;,s) se define como,

2K
T‘ins =
TLKB

Notemos que (K) fluctia durante la simulacién, entonces la temperatura ins-
tantanea también fluctuara.

Un termostato comunmente utilizado para la etapa de equilibracién del sistema
es el denominado reescalamiento de velocidades ( V-rescale) [79], el cual consiste en
multiplicar las velocidades de todas las particulas por un mismo factor («), el cual

€s:
K,
_ /B 4.52
@ K (4.52)

este factor es calculado mediante la energia cinética total (K) y la energia cinética
con una distribuciéon candnica a la temperatura deseada K;, con la idea de que la
siguiente K; sera asignada por la anterior energia cinética total. Este factor al ser
ocupado para todas las particulas, no genera problemas para las longitudes de enlace
y centros de masa. También solo es ocupado cuando el sistema excede los limites de
valores determinados de la energia cinética y cuando no son excedidos, es usado a
una frecuencia predeterminada. Por otra parte, este termostato no se recomienda
utilizar cuando el sistema es pequeno y los observables de interés dependen de las
fluctuaciones y no de los promedios. Este termostato a parte de tender rapidamente al
equilibrio como el termostato de Berendsen, también podemos muestrear realmente
el ensamble candnico una vez que el sistema alcanza el equilibrio, a diferencia de el
de Berendsen; ya que el termostato considera una distribucion canénica.

(4.51)
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Otro termostato para un ensamble NVT y que es el mas comunmente utilizado,
es el termostato de cadenas de Nosé-Hoover [80]. El fundamento del termostato
original de Nosé-Hoover, trata la dindmica de un sistema en contacto con un depésito
térmico, esto hace que se agrege un grado de libertad el cual representa al depdsito
y por ende, se modifican las ecuaciones de movimiento de Lagrange, haciendo que
estas ecuaciones se extiendan; una extension puede hacerse sobre el Lagrangiano o
sobre el Hamiltoniano.

N 2
Vi £2Q | gs
Hyose = ZZI o, +U(T3) + 5 T 7 (4.53)

Donde 8 = 1/kgT, Q es la masa efectiva asociada a s, g es el pardmetro relacio-
nado con grados de libertad en el sistema, y & = p,/Q es el coeficiente de friccién
termodinamico. Los valores de los demas parametros dependen del valor asignado de
Q). Por lo tanto, si el valor asignado de () es demasiado alto darfa como resultado un
flujo de energia lento entre el sistema y el depdsito. Por otro lado, si el valor de @
es demasiado bajo, la energia presenta oscilaciones de larga duracion y débilmente
amortiguadas, lo cual produce un equilibrio deficiente.

Por 1ltimo, este termostato suele presentar en algunos casos problemas de ergo-
dicidad y por lo mismo no se logra la distribuciéon deseada, por lo que Martyna et
al. [81], proponen que el termostato se acople a otro termostato y si es necesario a
una cadena de termostatos, logrando que los problemas presentados de ergodicidad
se eliminen y se mantenga la distribucién candnica deseada; obteniendo el termostato
de cadenas de Nosé-Hoover.

4.1.7. Ensamble NPT

Asi como existen experimentos que se realizan a volumen constante, exiten otros
que se realizan a presion constante, por lo que se han desarrollado algoritmos en la
parte de simulacién para poder modelar ese tipo de experimentos, como en el en-
samble NVT. Por lo tanto, se debe incluir al volumen como una variable dindmica,
proponiendo un espacio fase extendido. Esto ocasiona que las ecuaciones de movi-
miento se han determinadas en un sistema tal que, las posiciones y los momentos de
todas las particulas se escalen por un factor proporcional a la raiz cubica del volumen
del sistema.

Un barostato propuesto es el de Berendsen [82], en el cual propone un reescala-
miento de las coordenadas de cada particula en cada paso del tiempo, con una matriz
1, donde:

At 1/3
o= =22 p) (4.54)
p
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Aqui, At es el tamano del paso de tiempo, 7, es el tiempo de relajacién carac-
teristico, 0 es la compresibilidad isotérmica, Py es la presion constante externa y P
es la presion instantanea, la cual se calcula de la siguiente manera:

2
P = —
3V

B+ % Sy 7@] (4.55)

i<j
Donde Ves el volumen, E}, es la energia cinética, 7)@- es el vector entre la particu-

la 7y la particula j, y ?Z-j es el vector de fuerza entre la particula 7 y la particula
J; hay que tener en cuenta que aunque aparezca (3 en el célculo del factor de escala-
miento, no necesitamos conocerla siempre y cuando el paso del tiempo y la constante
de acoplamiento se elijan de tal manera que 7, > 100At. Este barostato se imple-
menta en su mayoria en la equilibracién del sistema y muy poco en la obtencion de
parametros termodinamicos.

Otro barostato es el propuesto por Parrinello y Rahman [83], donde extendieron
el método de Andersen al caso de que las celda de simulacién no sea ctbica y deri-
varon un nuevo Lagrangiano para el sistema extendido. Aunque sus ecuaciones de
movimiento son diferentes de las ecuaciones originales de Andersen, estas producen
un conjunto idéntico. Esta técnica es similar al termostato de Nosé-Hoover, los cuales
se pueden acoplar tal que, pueden producir una dindmica molecular a temperatura
y presion constante, y asi poder obtener el ensamble NPT. Esto se logra ya que este
barostato no solo puede llegar a modificar los angulos de la celda de simulacién, sino
también las dimensiones de la misma, la cual se define por una matriz b.

avt

Th—1 7/ —
47T25.A
-1 _ v
W), = 3l (4.57)

donde V es el volumen, ? es la matriz de la presion instantanea, ]78 es la matriz

de la presién de referencia y W es la matriz de la fuerza de acoplamiento, la inversa

(W1 de esta matriz determina el grado de deformacién de la celda de simulacién,
L es el largo de la celda , 8 es la compresibilidad isotérmica y 7, es la constante de
tiempo de presion.

4.2. Modelo de Agua (TIP4P /¢)

En la actualidad existen diferentes modelos de agua que pretenden representar las
propiedades fisicas y quimicas de la molécula de agua real, entre los cuales estan: 3
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sitios, 4 sitios, 5 sitios y 6 sitios. En general, el campo de fuerzas intermolecular entre
dos aguas es representado por interacciones coulémbicas e interacciones tipo Lennard-
Jones (ver ecuacion 4.58); cada modelo tiene su peculiaridad, para los modelos que
consideran sélo 3 sitios, cada sitio es un atomo y su carga especifica asi como su
masa (ver figura (4.4(a)); para los modelos que consideran 4 sitios, en estos modelos
el cuarto sitio es la carga del atomo de oxigeno y ésta se encuentra a una pequena
distancia alejada hacia dentro de la molécula de agua (ver figura (4.4(b)), para los
modelos de 5 sitios, es similar a los modelos de 3 sitios solo con la diferencia de que
en estos modelos son considerados las cargas de los pares de electrones libres (ver
figura (4.4(c)) y por tltimo para el modelo de 6 sitios, toma en consideracién el sitio
virtual de los modelos de 4 sitios y los pares de electrones libres de los modelos de 5
sitios (ver figura (4.4(d)), en este trabajo sélo fue considerado el modelo de agua de
4 sitios, en especifico el modelo TIP4P /e [84].

(c) & sitios. (d) 6 sitios.

Figura 4.4: Representacion esquemaética de los diferentes modelos de agua

En general, los modelos de 4 sitios son representados por 2 atomos de hidrogeno
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donde se encuentran localizadas sus cargas (¢), un a&tomo de oxigeno y por la carga del
atomo de oxigeno, la cual se encuentra localizada en el sitio virtual (M), y este sitio
es localizado en la bisectriz del angulo 650, por medio de este sitio se presenta un
momento dipolar en estos modelos. El sitio donde se encuentra el atomo de oxigeno
es considerado un potencial de interaccion tipo Lennard-Jones, mientras que para los
restantes sitios donde son localizadas las cargas, se tiene un potencial Coulémbico:

ooo\'" (o000’ 1 O il
u(ry;) = 4e — =
(i) OO[( Tij) (Tz‘j) +4W€o;; Tij

donde las variables opo = 3.165 A y €oo/kp = 93 K son, el didmetro de colisién
entre dos oxigenos y la profundidad del pozo del potencial de interacciéon entre estos
mismos dtomos, respectivamente. La variable r;; es la distancia entre los sitios 7y j,
donde se encuentran las cargas ¢; y ¢;. La constante ¢ es la permitividad del vacio, el
sitio M no tiene una masa, pero la fuerza que es ejercida sobre este sitio se distribuye
entre los demas sitios. Los enlaces O-H tienen una longitud de 7oy = 0.9572 A, las
cargas qg = 0.527 e y estas se encuentran en los sitios de los hidrégenos, la longitud
rom = 0.105A, v esta va desde el sitio donde se encuentra el dtomo de oxigeno al
sitio M, el angulo que se forma entre los tres atomos es 0oy = 104.52° y el momento
dipolar es u = 2.4345 D. Por tultimo, se ocupo este modelo de agua por varias razones,
la primera es que el costo computacional es idéntico al del modelo TIP4P y las demas,
es que reproduce de mejor manera algunas anomalias termodinamicas y de transporte
del agua, asi como también la constante dieléctrica, propiedades termodinamicas,
dindmicas y estructurales a diferentes temperaturas y presiones.

(4.58)

4.3. Calculo de Energia Libre

4.3.1. Energia Libre

La energia libre es una de las magnitudes méas importantes de la termodinamica
y juega un papel fundamental en todos los procesos quimicos. Normalmente esta
magnitud se expresa como la funcién de Helmholtz, (A), o la funcién de Gibbs, (G).
La energia libre de Helmholtz (ver ecuacién 4.59) es apropiada para sistemas en
los que se mantienen constantes el nimero de particulas, la temperatura y el volumen

(NVT):

A=U-TS (4.59)
SA = —pSV — S6T (4.60)

la energia libre de Gibbs (ver ecuacién 4.61), por su parte, se emplea cuando se
mantienen constantes el nimero de particulas, la temperatura y la presién (NPT).
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G = U+pV —TS (4.61)
5G = Viép— SoT (4.62)

La energia libre es una magnitud dificil de calcular en simulaciones computacionales,
especialmente en sistemas como liquidos y macromoléculas flexibles, ya que tienen
muchas configuraciones de energia parecidas y separadas por barreras energéticas
de poca magnitud. La energia libre no puede determinarse de manera precisa a
partir de una simple simulacién (dindmica molecular o de Monte Carlo), debido a
que estas simulaciones no muestrean de manera adecuada las regiones del espacio
de configuraciones que contribuyen de forma importante a la energia libre; ya que
dicho muestreo puede situarse en un minimo local de energia y éste contener una
barrera de maxima energia que provoque no poder muestrear de mejor manera todas
las configuraciones posibles y asi poder determinar cual seria la de minima energia
global.

Para dicho céalculo se puede aplicar la teoria candnica del estado de transicion, la
cual explica la velocidad de la reaccién de reacciones quimicas. Teniendo en consi-
deracion que los reactivos se encuentran en equilibrio térmico a una temperatura 7T
y cuando existe una distribucién Maxwell-Boltzmann [85].

Para nuestro trabajo se considero la funcion de particién para el ensamble isotérmico-
isobérico (p(r)) de un sistema, el cual se puede calcular a través de una integral sobre
todo el espacio fase, es decir, el espacio de configuracién y el espacio de momento. Si
la energfa potencial (U) es independiente del momento, la integral sobre este ultimo
es una constante que multiplica a (p(r)), la cual puede ser ignorada. Entonces (p(r))
quedarfa [85]:

or) = / / o BOVHU®) gy gV (4.63)

Con 8 = 1/(kgT), donde kg es la constante de Boltzmann, T la temperatura
absoluta, p es la presion del sistema y V es el volumen del sistema. La energia libre
de Gibbs (G) esta relacionada con p a través de G = —kgT In p(r).

Para un perfil de energia libre con simulacién molecular se utiliza alguna de las
siguientes técnicas: perturbaciéon de energia libre (PEL), integracién termodindmica
(IT) y potencial de fuerza media (PFM). En esté trabajo se ocupo PFM por medio
de Umbrella Sampling [86].

4.3.2. Potencial de Fuerza Media

La técnica de PFM (ver ecuacion 4.64) se centra en obtener el cambio de la energia
libre entre dos estados en funcién de uno o varios grados de libertad, ya que este es de
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gran interés para determinar el minimo de energia en la adsorciéon de una molécula
en solucion. Estos grados de libertad pueden llegar a ser coordenadas reales o una
combinacién de ellos, a estos grados de libertad se llaman coordenada de reaccién ().
El PFM propuesto por Kirkwood [86] se basa en una distribucién canénica (N,V,T),
y este a su vez también proviene del teorema del trabajo reversible. Por lo tanto,
el obtener la energfa libre de Helmholtz AA (ver ecuacién 4.65) por medio de PEM
es lo mas comun. Un punto interesante es que el PFM se puede obtener a partir
de dos maneras diferentes; una de ellas es obtenerlo a través de una integral de la
trayectoria sobre la fuerza media o promedio (FM) en la molécula de interés. La otra
forma es que el PFM esta relacionado con el logaritmo de la funcién de correlacion
de pares, que en casos de adsorcion se convierte en la densidad local [87].

0H

w(&) —w(&) = /:2d§<¥> (4.64)

donde H es el Hamiltoneano y w(§) = —kgTinQ(); kp es la constante de Bol-
tzmann, T es la temperatura absoluta y Q(€) es la funcién de particién dependiente
de &, de esta manera el PFM se conecta con la energia libre de Helmholtz.

A = —kgT InQ(r) (4.65)

Si la integral sobre el Hamiltoneano con respecto a la coordenada (§), sélo la
energia potencial total (Uyy.) depende de &. Sabiendo que Uy, es la suma de to-
das las energias de interaccién del sistema (ver ecuacién (4.66)) con sus respectivas
posiciones (ry,...,7y).

Utot. = Ucfw + Uhfw + Uwfw + Ucfcl + Ucfna +
+Uh—cl + Uh—na + Uw—cl + Uw—na + Uc—h (466)

Donde U,_, = U._y(71, ..., 7N, 7c) define la interaccion de la ciclodextrina con las
moléculas de agua y r. es la posicién de la ciclodextrina, Uy, = Up—y (71, ..., "N, Th)
denota la interaccion de la molécula huésped con las moléculas de agua y &, es la posi-
ci6én de la molécula huésped (acido ferilico), Uy = Upy—yw (71, - .., 7N ) significa la in-
teraccion entre las moléculas de agua, U, o = U,_y(r1, ..., 7N, 7c) seria la interaccién
entre la ciclodextrina y los iones de cloro, U._,q = Ue_pa(71, ..., TN, 7e) determina la
interaccién entre la ciclodextrina y los iones de sodio, Uy, = Up_a (71, - - ., 7N, 1) de-
fine la interaccion de la molécula huésped con los iones de cloro, Up_ng = Up—na(T1, - ., TN, 1)
denota la interaccién de la molécula huésped con los iones de sodio, Uy = Uyt (71, - -, T'N)
significa la interaccion de las moléculas de agua con los iones de cloro, Uy, _,, =
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Uw—na(T1,...,7y) determina la interaccién de las moléculas de agua con los iones de
sodio y Ue_p, = U._p(re,rp) define la interaccién de la ciclodextrina con la molécula
huésped. Entonces, ya que sélo la funcién de particién configuracional (Q),) depende
de la posicién de la molécula huésped r, y la posicién de la ciclodextrina (r.) es
conocida, @), se podria escribir de la siguiente manera;

Qe = / e MUy (4.67)

Si las posiciones de las moléulas de interés siguen una coordena de reaccién pode-
mos decir que; la posicién de la ciclodextrina es el sitio de referencia de la coordenada
de reaccién (r. = & = &), la posicién de la molécula huésped la podemos denotar
como &, y la posicién en el cual la molécula huésped esta alejada de la ciclodextrina
y no existe una interaccién entre ellas la podemos definir como &, el PFM quedaria

de la siguiente manera:
0A 1 ou
— = — ) e Yd 4.68
0&h (th) / (5§h> : (468)

Notemos que 06U/, = —Fre,, donde Fee, = Fee, (|€n — &c|) es la fuerza entre
las dos moléculas de interés y ahora podemos reescribir la anterior ecuacion, como;

0A oU
2 - <E>:—<Fw> (4.60)

Entonces el cambio de la energia libre de Helmholtz con respecto a la posicion
de una de las moléculas de interés (&;), en la cual siga una coordenada de reaccién
¢ para acercarse a la molécula de referencia (&.) seria;

0A
an = [ 3= ~(Fea) (4.70)

Entonces, si ahora proponemos una distribucién isotérmico-isobéarico (N,P,T) la
energia libre que obtendremos seria la de Gibbs. Si consideramos el célculo de la
energia libre a lo largo de una coordenada de reaccién especifica £, ya que es una
pieza de informacién valiosa, y a este perfil se incluyen las caracteristicas de cinética,
energética y mecanica de la reaccion. Ese perfil de energia libre se puede calcular a
través de la siguiente relacion:

G(§) = —ksT In(p(§)) (4.71)
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Donde G(&) representa la energia libre, kg es la constante de Boltzmann, T es
la temperatura absoluta y la funcién p(§) (ver ecuacién 4.72) es la distribucién de
probabilidad, que puede evaluarse a partir de una dindmica molecular [88].

p(€) = / / e PPVHUE) e gy (4.72)

Si los limites de & son & y &, & = & que seria la coordenada de referencia
(posicién de la ciclodextrina), &, es la coordenada de la molécula huésped y & es la
coordenada en la cual las moléculas se encuentran alejadas entre si. Para este sistema
se propone una funcién de particion configuracional de la siguiente manera:

o — / / —BEVHUE) ge g (4.73)

Ahora si resolvemos la integral de la distribucién configuracional que no depende

de &, obtendriamos la siguiente representacion,
e—frV

Bp

Donde 8 = kgT’; kp es la constante de Boltzmann y T es la temperatura abso-
luta, p es la presién a la que se encuentra el sistema, V es el volumen del sistema.
Recordemos que senalamos que la funciéon de particion sélo depende de la coordena-
da &, ya que se considera un medio diluido, en el cual interactuan nuestras moléculas
de interés. Entonces, p. = pg, y podriamos reescribir la energfa libre de Gibbs con
la funcién de particion configuracional dependiente de &, como:

Pe = /eﬁ(U(f))df + cte. (4.74)

G(&) = —kgT In(p(&)) (4.75)
oG _ ( e ) / (5—[]) U g (4.76)
0 Brp(&n) 3

5G 5U

e = (fo) =) (4.77)

Sin embargo, para obtener una estimacién razonable de p(§;) que garantice un
muestreo estadistico exacto, el sistema debe visitar cada valor £ un nimero conside-
rable de veces. Esto serd generalmente el caso solo en superficies de energia potencial
poco profundas. En cambio, las regiones inestables seran de dificil acceso, ya que las
barreras de la energia de unos pocos kg1, atin haciendo una larga dinamica molecu-
lar puede no ser suficiente para recuperar una funcién de distribucién fiable, debido
a un muestreo desequilibrado de los diferentes puntos (£) [88]; por lo tanto, una una
técnica comunmente utilizada es el muestreo por sombrillas (Umbrella Sampling).
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4.3.3. Muestreo por Sombrillas
(Umbrella Sampling)

La técnica de Umbrella Sampling propone agregar un potencial de Hooke (ver
ecuacion 4.79) a la energfa libre total (ver ecuacién 4.78), este potencial lo que hace
es que el dominio de & debe ser particionado o sesgado en pequenas ventanas que
cubran todas las configuraciones accesibles (cada configuracién estd asociada a un
valor de &) y en cada una de éstas se realiza una corta simulacién molecular [88],
como se muestra en la siguiente imagen.

sy
e
(\J;%)“““")»\/O’\—{ ———— —\:C?’*—&

k‘\#‘

Figura 4.5: Representacion esquemaética del proceso para calcular la energia libre
usando umbrella sampling.

E'r) = E"(r)+wi(§) (4.78)

Donde el exponente “b”denota cantidades sesgadas, mientras que el exponente
“u”denota cantidades no sesgadas y w; se define de la siguiente manera [88].

wi) = K/2(6-&™) (4.79)

Para obtener la energia libre G;(£), necesitamos la distribucién no sesgada, de
acuerdo con la ecuacién (4.73):

[e[PeVFEM] §(¢(r) — & dNrdV

pi*(§) = fe[,g(pVJrE)] ANy dV (4.80)
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Por medio de la simulacién de dindmica molecular podemos obtener la distribu-
cién sesgada como funcién de la coordenada de reaccion.

vy~ LTI Sle) - g av
pi N f e {_6[pv+E(T)+OJi(€/(T))]} dNr dV

(4.81)

Debido a que la parte del sesgo o de cada ventana solo depende de £ y la integral
del numerador depende de todos los grados de libertad, entonces la distribuciéon
quedaria:

P — [ elZB@VAEMIS [ (r) — €] dNr dV (4.82)
pits) = T e {PRVFEM @} dNr 4V '
Si usamos la ecuacion (4.80), nos darfa el siguiente resultado.
. e {—BPVHE@)+wi €I gN - 11/
pite) = pigemio | LT (4.83)
fe[ Bpv+ET)I ANy dV
Si reordenamos la ecuacién quedaria:
p(€) = pl(€)ePi @ (el (4.84)
Si Gi(&) = —(1/8) Inp;" (), entonces la ecuacién anterior quedaria;
Gi(€) = —(1/8)Inp"(§) —wi(€) + F (4.85)

De la ecuacién anterior, G;(€) se puede evaluar, ya que p;°(£) se obtiene de una
simulacién de dindmica molecular del sistema sesgado, w;(£) se da analiticamente,
y Fy = —(1/8) In{el=8«:@)) " 1a cual representa la energfa libre asociada al poten-
cial agregado (w;(§)); ésta derivacién es exacta. Ninguna aproximacién entra aparte
del supuesto de que el muestreo en cada ventana es suficiente [88]. Si una ventana
abarca todo el rango de £ a estudiar, la ecuacién (4.85) es suficiente para realizar la
simulacién. G(£) en todo caso sélo se define hasta una constante aditiva; por lo que
en este caso, F; se puede elegir arbitrariamente. Si las curvas de energia libre G;(&)
de més ventanas se combinan con una G global (§), el F; tiene que ser calculado.
Estos estan asociados con la introduccién del potencial de polarizacién y conectan
las curvas de energia libre G;(&) obtenidas en las diferentes ventanas [88]:
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eI (PO (4.86)
= [ e (487
_ / Bl O)} g (4.88)

Siendo p*(&) la distribucién global no sesgada. La F; no se puede obtener direc-
tamente del muestreo. Esto da una estimacién de la densidad de probabilidad en
funcion de la coordenada de reaccion, a partir de la cual se puede calcular el perfil
de energia libre de acuerdo a la ecuacién (4.75) [88].

Uno de los métodos que se pueden utilizar para este tipo de analisis es el método
de andlisis de histograma ponderado (WHAM), ya que éste permite obtener mejores
estimaciones combinando los resultados de todas las simulaciones [88].

4.3.4. Método de Analisis de Histograma Ponderado
(WHAM)

La idea primordial se basa en el método de la superposicién maxima, ésta con-
siste en extraer los datos obtenidos en todas las simulaciones de cada punto de la
coordenada de reaccion y determinar la forma funcional del tamano del peso de los
factores que minimicen el error estadistico. Donde se proponen dos densidades, una
densidad total (p*(§)) y la otra por ventana o paso (p;(§)) [88]:

ECIE WG (4:89)

Los pesos de p;(€) son elegidos para minimizar el error estadistico de p*(&), bajo
la condicién de > p;(€) = 1. Esto nos arroja que:

Qi
pi(€) = - (4.90)
Zj:laj
a;(§) = Nje[fﬁw]'(ﬁ)#iFj] (4.91)

Donde N; es el nimero total de pasos muestreados en el histograma a;, N, es el
nimero de ventanas y la variable F; se calcula mediante la ecuacién (4.91), y ésta
misma es ocupada en la ecuacién (4.89), p* se necesita en la ecuacién (4.92) y con
ésta y la ecuacién (4.89), son evaluadas conjuntamente mediante iteraciones hasta
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que estas converjan o minimicen el error estadistico a un valor de 1 x 1079, logrando
formar el potencial deseado [88].

e P — /pU(g)eﬁwJ'(é)df (4.92)

En la siguiente tabla se presentan de manera general los parametros de simulacion
que fueron utilizados para los ensambles NVT y NPT, asi como para la dindmica
molecular tanto para la formacion del complejo como para la simulacién de cada
ventana.

Parametro Opcion | Parametro Opcién
integrator md-vv | pme_order 4
constraint_algorithm lincs | fourierspacing 0.16
constraints all-bonds | tcoupl V-rescale
lincs_iter 1| te-grps proteina_ligando Water_and _ions
lincs_order 4 | taut 0.1 0.1
cutoff-scheme Verlet | ref t 270 270
ns_type grid | pcoupl Berendsen
nstlist 10 | pcoupltype isotropic
rcoulomb 1.4 | tau_p 2.0
rvdw 1.4 | refp 1.0
coulombtype PME | compressibility 4.5e-5
pbc xyz | Dispcorr EnerPres

Tabla 4.1: Parametros generales considerados para la realizacién del muestreo por
medio del software GROMACS.

Los archivos de entrada en particular de cada ensamble y dinamica molecular se
encuentran reportados en los apéndices, cabe senalar que algunos parametros varian
con respecto a la implementacion del termostato y barostato, asi como otros parame-
tros que dependen de la unidad de pocesamiento (cpu o gpu). Estas variaciones son
consideradas para la optimizacion de la simulacién y para evitar errores en los célcu-
los.
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Capitulo 5

Resultados

En este capitulo se muestran los resultados obtenidos de los calculos de energia
libre de unién con dos CDs estudiadas: a y ; en cada sistema se utilizé la misma
molécula huésped (dcido ferilico), ver figura (5.1). Para obtener los perfiles de la
energfa libre de Gibbs como funcién de la coordenada de reaccién (distancia de los
centros de masa de la CDs y la molécula huésped) se realizaron simulaciones compu-
tacionales utilizando el software libre GROMACS (versién 5.0.7) [4]. Las simulaciones
moleculares las llevamos a cabo en el ensamble NPT a una presion de 1bar y a dos
diferentes temperaturas, las cuales fueron 270K y 300K. Se eligié una temperatura
baja (270K) para verificar la hipdtesis de que en un sistema frio el acido fertlico
forma complejos de inclusién con diferente orientacién dentro de las CDs. En todas
nuestras simulaciones moleculares se utilizé el campo de fuerzas GROMOSH4a7 y el
modelo de agua TIP4P /e [84].

(a) Vista frontal. (b) Vista posterior. (c) Vista lateral.

Figura 5.1: Configuracién espacial de la molécula de Acido Fertilico (obtenidas por
el paquete UCSF Chimera)

Para calcular los perfiles de energia libre utilizando la técnica de muestreo con
sombrillas (umbrella sampling), es necesario tener configuraciones iniciales a distintos
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valores de la coordenada de reaccién (ver figura (4.5)), que para nuestros sistemas
fué la distancia de separacién entre los centros de masa de las CDs y la molécula
huésped. En cada configuracion, también llamada ventana es necesario equilibrar al
sistema durante un intervalo de tiempo, en nuestros calculos utilizamos un ntmero
de pasos de 10 x 10° y con un 6t = 0.002 ps, que equivale a 20 ns, durante los
cuales se observé que la energia potencial del sistema tiende a un valor de equilibrio;
estas simulaciones las realizamos en el ensamble NPT. Posteriormente se muestrea la
densidad de probabilidad para obtener los histogramas de la energia y el tiempo de
simulacién utilizado en estos calculos fue de un ntimero de pasos de 5 x 10° y con un
0t = 0.002 ps, dandonos un tiempo de simulacién por ventana de 10 ns. Finalmente
se procede con el célculo de la energia libre de Gibbs utilizando WHAM, (ver seccién
4.3.4).

A continuacién se describen y analizan los resultados obtenidos de los dos sistemas
estudiados utilizando simulaciones moleculares.

5.1. «a-Ciclodextrina

En la figura (5.2) se muestran imagenes de las isosuperficies del potencial elec-
trostatico obtenidas por el paquete UCSF Chimera (ocupando el software APBS ')
para la a-ciclodextrina, en ellas se pueden apreciar que existen zonas en la molécula
con carga negativa dentro de la cavidad, se muestran en color rojo, también se puede
observar que existen zonas de carga neutra, las cuales se observan en la parte frontal
de la molécula hasta el borde de la misma y en en el borde de la parte posterior, y
se muestran en color blanco, ademés exhibe una zona con carga positiva en la parte
central exterior en forma de anillo, la cual se muestra en color azul.

Con esta configuracion se realizaron las simulaciones para la obtencién de forma-
cién del complejo CD-huésped, en la que los datos para la dindmica molecular fueron
los siguientes: con dimensiones de L, = L, = L, = 5 nm, con un nimero de pasos
de 50 x 10° y un 6t = 0.0015 ps, lo cual nos da 75 ns de tiempo de simulacién, con
un numero de atomos de 16,358 de los cuales 126 atomos son de la a-ciclodextrina,
22 atomos conforman a una molécula de acido fertilico de los cuales en este siste-
ma estan siendo consideradas 4 moléculas, 16 iones de sodio, 8 iones de cloro para
dar una concentracién de 0.1 pgmol y para mantener el sistema neutro, ya que cada
molécula de acido ferilico tiene una carga neta de -2 y la ciclodextrina a un pH
9.0 tiene una carga neta de 0 (neutra), y el resto de los dtomos son comprendidos
en la molécula de agua con el modelo tipdp/e [84]. La caracterizacién calorimétrica
previamente reportada se hizo a un pH de 9.0 [1].

Cabe recordar que se realizaron dos muestreos a dos temperaturas, una a 270K

! Adaptive Poisson-Boltzman Solver resuelve las ecuaciones de la electrostatica continua para
sistemas macromeculares.
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(a) Vista frontal. (b) Vista lateral. (c) Vista posterior.

Figura 5.2: Configuracién espacial de a-ciclodextrina (obtenidas por el paquete UCSF
Chimera)

y la otra a 300K y se muestran las configuraciones finales en las siguientes imagenes
(ver figuras (5.3) y (5.4)); se observa que para la temperatura de 270K sélo la parte
que contiene el grupo metilo de la molécula huésped es la que se logra incorporar
a la CD y asi formar el complejo CD-huésped. Por otro lado, para la temperatura
300K, la molécula huésped durante el tiempo de simulacién se mantuvo alrededor de
la parte exterior de la CD. Para estas dos temperaturas los parametros de simulacién
fueron los mismos.

(a) Vista frontal (b) Vista lateral

Figura 5.3: Complejo a-CD-huésped con mayor frecuencia durante el tiempo de
simulaciéon, a una temperatura de 270K.

En la figuras (5.5) y (5.6), se presentan la distancia relativa del centro de masas
(COM) del anillo con la molécula huésped como funcién del tiempo de simulacién de
las dos temperaturas antes mencionadas; se puede apreciar que la molécula huésped
para la temperatura de 270K no se introduce por completo en la cavidad, pero du-
rante el tiempo de simulacién se pasé la mayor parte en la entrada de la cavidad de
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(a) Vista frontal (b) Vista lateral

Figura 5.4: Complejo a-CD-huésped con mayor frecuencia durante el tiempo de
simulacion, a una temperatura de 300K.

radio mayor, para la temperatura de 300K durante el tiempo de simulaciéon anterior-
mente mencionado, no logra introducirse a la cavidad, por lo contrario, se mantiene
por un lapso de tiempo en el borde exterior del anillo. Esto se puede apreciar en los
histogramas de la figura (5.6).
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Figura 5.5: Complejo a-CD-huésped a la temperatura de 270K.

Durante el tiempo de simulacién no se logro que la molécula huésped se intro-
dujera en la cavidad de la CD, fue necesario colocarla de manera artificial (ver la
figura (5.7)) y ya con la formacién del complejo CD-huésped, se tomé esa configura-
cién como partida inicial para la realizacion de la técnica de muestreo con sombrillas
(Umbrella Sampling) a una temperatura de 300K, con los pardmetros para la parte
de generar las configuraciones iniciales de cada ventana se ocupé como integrador
de movimiento md-vv (dindmica molecular con el integrador velocity verlet), con un
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Figura 5.6: Complejo a-CD-huésped a una temperatura de 300K.

5t = 0.0010 ps, un niimero de pasos de 2 x 10% como termostato V-rescale [79] y
como barostato Berendsen [82], con un nimero total de dtomos de 32880 y con esto
nos dan un numero de ventanas de 1334, de las cuales solo se ocuparon ~ 100 confi-
guraciones, con una constante de resorte k = 10 M.Jmol 'nm~2 y con un intervalo
de ventanas de 0.01 nm/ps.

(a) Vista frontal (b) Vista lateral

Figura 5.7: Complejo a-CD-huésped obtenida de manera artificial para la tempera-
tura de 300K.

La figura (5.8) muestra solo tres imégenes del procedimiento para generar las
configuraciones iniciales del muestreo con umbrella sampling (pulling) sobre la coor-
denada de reaccién (£), que en nuestro caso es sobre la direccién 7, en un plano
cartesiano que se requieren para el método de PMF.

En la figura (5.9(a)) se muestra la densidad de probabilidad de encontrar a la
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Figura 5.8: Representacion de la realizacion del pulling de a-ciclodextrina-huésped.

Histogramas de energia libre a partir de la técnica de Umbrella PFM a partir de la técnica de Umbrella
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Figura 5.9: a-ciclodextrina-huésped

molécula de acido fertlico a lo largo de la coordenada de reaccién en cada uno de los
sistemas intermedios, donde los datos de simulacién para cada ventana empezando
por una equilibracién del sistema (ensamble NPT) y enseguida la realizacion del
muestreo de densidad de probabilidad, como integrador de ecuaciones de movimiento,
se ocupd el integrador md-vv con un 6t = 0.0010 ps, un nuimero de pasos de 10 x
10% para el ensamble NPT y un nimero de pasos de 20 x 10° para el muestreo de
densidad de probabilidad, para mantener la temperatura y la presion constante se
ocuparon como termostato Nosé-Hoover [80] y como barostato Parrinello-Rahman
[83], respectivamente. Solo se logré simular hasta la frontera de la CD, ya que cada
configuracién tarda poco més de 1 dia. En la figura (5.9(b)) se muestra el perfil de
energia libre, donde se puede apreciar un minimo de energia dentro de la cavidad
con un valor de -18.6 kJ/mol y con un méximo de 0.71 kJ/mol en el alcance maximo
del potencial, donde la distancia relativa entre los centros de masa tiende a +o0 y
por lo cual, las fluctuaciones de la energia son minimas y ésta se puede considerar
como constante.
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5.2. [(-Ciclodextrina

En la figura (5.10) se muestran las imédgenes de las isosuperficies del potencial
electrostatico obtenidas por el paquete UCSF Chimera (calculado con el software
APBS) para la (-ciclodextrina; en ellas se pueden apreciar que exiten zonas en la
molécula con carga negativa dentro de la cavidad, se muestran en color rojo, también
se puden observar zonas con carga neutra en la parte anterior y posterior de la
[-ciclodextrina que se muestran en color blanco; ademas hay una zona con carga
positiva en color azul en la parte central exterior.

T

[/

(a) Vista frontal. (b) Vista lateral. (¢c) Vista posterior.

Figura 5.10: Configuracién espacial de [-ciclodextrina (obtenidas por el paquete

UCSF Chimera).

Las simulaciones se realizaron en las siguientes condiciones: dimensiones de la
caja L, = L, = L, = 5 nm, con un ntmero de pasos de 50 x 10° y un 6t = 0.002
ps, lo cual nos da 100ns de tiempo de simulaciéon, con un ntmero de atomos de
16,299 de los cuales 147 atomos son de la S-ciclodextrina, 22 dtomos de la molécula
de acido fertlico, 10 iones de sodio, 8 iones de cloro para obtener una concentracién
de 0.1 pmol, ya que la molécula de acido fertlico tiene una carga neta de -2 y la
ciclodextrina a pH de 9.0 tiene una carga neta de 0 (neutra), y el resto de los d&tomos
son comprendidos en la molécula de agua con el modelo tip4dp/e [84]; se observé que
la molécula huespéd se introdujo, por la parte metilada, libremente en la cavidad de
la B-ciclodextrina (ver figuras (5.11) y (5.12)).

En la figura (5.13(a)) se presenta la distancia relativa del centro de masa (COM)
del anillo con la molécula huésped como funciéon del tiempo de simulacién para la
temperatura de 270K; se puede apreciar que la molécula huésped se introduce de ma-
nera espontanea en la cavidad durante intervalos de tiempo amplios, donde también
se observa que la diferencia que existe entre los centros de masa es aproximadamente
de 0.5 nm. En la figura (5.13(b)) se muestra un histograma de la posicién y podemos
observar claramente de acuerdo a los valores relativos de la frecuencia que, el tiempo
de permanencia dentro de la cavidad es mayor que cualquier otra posicion en la caja
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(a) Vista frontal (270K) (b) Vista lateral (270K)

Figura 5.11: Configuracion espacial del complejo S-CD-huésped a una temperatura
de 270K

(a) Vista frontal (300K) (b) Vista lateral (300K)

Figura 5.12: Configuracion espacial del complejo S-CD-huésped a una temperatura
de 300K

de simulacién de la molécula huésped. En la figura (5.14(a)) se presenta de igual
manera, la distancia relativa del centro de masa (COM) del anillo con la molécula
huésped como funcién del tiempo de simulacion para la temperatura de 300K; se
puede apreciar que la molécula huésped se introduce de manera espontanea en la
cavidad durante intervalos de tiempo, pero para esta temperatura la diferencia de
los COM es mayor que en la temperatura anterior, para la figura (5.14(b)) se aprecia
en el histograma de la posicion, claramente de acuerdo a los valores relativos de la
frecuencia que, el tiempo de permanecia dentro de la cavidad es mayor que cualquier
otra posicion en la caja de simulacién de la molécula huésped, en comparaciéon con la
temperatura anterior la diferencia entre los COM se encuentra en aproximadamente
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Figura 5.13: Complejo 5-CD-huésped a una temperatura de 270K.
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Figura 5.14: Complejo S-CD-huésped a una temperatura de 300K.

Para iniciar el procedimiento del calculo de la energia libre por medio de la
técnica de umbrella sampling es necesario poner el sistema en las distintas ventanas
y ahi realizar el muestreo de la densidad de probabilidad. Para esto tomamos como
punto de partida la configuracion espontanea cuando la molécula huésped permanece
dentro de la cavidad, esto se muestra en la figura (5.12). Al sistemas lo colocamos
en una caja rectangular de dimesiones de L, = L, = 5 nm y L, = 4L,, donde el
total de atomos en el sistema fue de 65615. Para generar las distintas configuraciones
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o ventanas, se ocuparon los siguientes parametros: como integrador de movimiento
md, con un dt = 0.002 ps, un ntmero de pasos de 1.4 x 10°, como termostato
Nose-Hoover [80] y como barostato Parrinello-Rahman [83], con esto nos dan un
nimero de ventanas de 933, de las cuales solo se ocuparon 397 configuraciones. Las
simulaciones las realizamos con un total de 5 x 10° pasos de simulacién y con un
o0t = 0.002 ps, esto nos da un tiempo de simulacién de 10 ns para cada ventana y
con un total de 109 ventanas; para restringir al sistema en cada ventana se utilizo
una constante de resorte k = 10 M Jmol 'nm=2 y con un intervalo entre ventanas
de 0.010 nm/ps. Para integrar las ecuaciones de movimiento usamos el intengrador
md-vv 'y para mantener la temperatura y la presién constante se utilizo el termostato
de Nosé-Hoover [80] y el barostato de Parrinello-Rahman [83].
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Figura 5.15: Representacion de la realizacion del pulling de S-ciclodextrina-huésped.
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Figura 5.16: S-ciclodextrina-huésped.
En la figura (5.16(a)) se muestra la densidad de probabilidad del 4cido fertlico

a lo largo de la coordenada de reacciéon en cada uno de los sistemas intermedios. En
la figura (5.16(b)), se muestra el perfil de energia libre, donde se puede apreciar un
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minimo de energia con un valor de -14.7 kJ/mol y con un maximo de 19.4 kJ/mol
40.26 en el alcance maximo del potencial, donde la distancia relativa entre los centros
de masa tiende a +o0o y por lo cual, las fluctuaciones de la energia son minimas y
ésta se puede considerar como constante.
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Capitulo 6
Discusion

Si comparamos la gréfica (5.5(a)) de la a-ciclodextrina y la gréfica (5.13(a)) de g-
ciclodextrina, las cuales se encuentran en base a las distancias relativas entre los COM
de la molécula huésped con respecto a la CD, y a una temperatura de 270K, podemos
observar que los dos sistemas tienen una caracteristica muy peculiar. En este caso
la distancia relativa entre los COM es muy similar, ya que para a-ciclodextrina es
~ (.45 nm y para [-ciclodextrina es ~ 0.50 nm y las imégenes obtenidas a diferentes
tiempos muestran sistemas muy parecidos como se puede apreciar en las figuras
(5.3) y (5.11) para los complejos a-ciclodextrina-huésped y f-ciclodextrina-huésped,
respectivamente.

En las graficas (5.6(a)) y (5.14(a)) para los sistemas a-CD-huésped y [-CD-
huésped, respectivamente. Los cuales se encuentran a una temperatura de 300K, se
puede apreciar que para el sistema a-CD-huésped durante el tiempo de simulacién
propuesto no se logra la formacién del complejo, y sélo para el sistema -CD-huésped
durante el mismo tiempo de simulacion si se logra una diferencia menor de la distancia
relativa de los COM, con esto podemos suponer de que existe una formacién del
complejo. Al obtener una imagen (ver figura (5.12)) en el paso del tiempo donde se
aprecia una diferencia casi nula, nos percatamos de que el complejo S-CD-huésped
interacciona de mejor forma que a la temperatura de 270K y también mejor que el
complejo a-CD-huésped. Esto podria deberse al nimero impar de moléculas de D-
glucopiranosas que tiene la -ciclodextrina en el anillo, por lo que le da la propiedad
de formacion de puentes de hidrégeno en el interior del anillo, a comparacién de la a-
ciclodextrina que no los puede formar por el nimero par de D-glucopiranosas [10], y
esta propiedad se puede ver reflejada en los mapas de potenciales electostaticos entre
la a-ciclodextrina y [-ciclodextrina, los cuales son mostrados en las figuras (5.2) y
(5.10); ya que para la a-ciclodextrina la parte con la carga negativa se presenta en
la parte posterior del anillo. Mientras que para la -ciclodextrina la zona con mayor
carga negativa se observa en la parte frontal del anillo.

Para el célculo de la diferencia de la energia libre de Gibbs de unién (AG,) el
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cual es el objetivo de este trabajo, se considera el minimo de energia del potencial
(AG.) y el alcance maximo del potencial (AG,,.), donde la distancia relativa entre
los centros de masa tiende a +o0o y por lo cual, las fluctuaciones de la energia son
minimas y ésta se puede considerar como constante.

AG, = AG.— AG,, (6.1)

(6.2)

Para obtener el valor de la AG,, para el primer sistema (a—CD-huésped), se
consideré la distancia minima relativa de los COM a la temperatura de 270K, ya
que no se logré la formacion de dicho complejo a una temperatura de 300K y ha
que las dimensiones tanto de la a-CD como las del acido ferilico no permiten una
distancia relativa de los COM menor a la obtenida a la temperatura de 270K. Por lo
tanto, se promediaron los datos que se obtuvieron de energia libre entre las distancia
relativas de los COM entre 0.40 - 0.55 nm, obteniendo un valor de minima energia
libre = -5.23 kJ/mol £0.28 y el valor maximo de energia libre se tom¢ de la gréfica
del potencial de umbrella, siendo = 4.05 kJ/mol. Los célculos fueron realizados de
la siguiente manera:

AG, = =5.23kJ/mol — (4.05) kJ/mol (6.3)

AG, = —9.28kJ/mol (6.4)

Para el segundo sistema (S—CD-huésped), si fué considerada la energia minima
obtenida en el PFM para el calculo de la AG,, el cual se muestra enseguida.

AG, = —14.1kJ/mol — (19.3) kJ/mol (6.5)

AG, = -33.4kJ/mol (6.6)

En la Tabla (6.1), se comparan las energfas libres de Gibbs obtenidas por Gonzélez-
Mondragén et al. [1] contra las obtenidas en este trabajo, donde podemos observar
que exite una diferencia de -0.62 kJ/mol para el primer sistema ( a-CD-huésped),
mientras que para el segundo sistema (3-CD-huésped) la diferencia es de 20.6 kJ /mol.
Con estos resultados podemos decir que la metodologia propuesta para la obtencién
de la AG,, por medio de la simulacion computacional resulta ser adecuada, conside-
rando un margen de error. Cabe mencionar que los valores con los cuales se calcularon
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AG(kJ/mol)(exp.)  AG.(kJ/mol)
a—CD-huésped - 9.9 £0.2 - 9.28 +0.28
B5—CD-huésped -12.8 £0.1 -33.4 £0.3

Tabla 6.1: Comparaciéon de las energias libres de Gibbs extraidas de la literatura
contra las obtenidas in silico.

las AG,, fueron obtenidos a partir de los potenciales de muestreo por sombrillas (ver
figuras (5.9(b)) y (5.16(b))) para el primer y el segundo sistema, respectivamente.

En la figura (6.1) se muestran los potenciales de fuerza media para los dos siste-
mas, en los cuales podemos observar que el sistema que tiene una mayor diferencia
de energia es el segundo sistema (S-CD-huésped); por lo tanto, podemos decir que la
[-ciclodextrina es mas afin con el acido fertilico que la molécula de a-ciclodextrina,
considerando que la minima diferencia de los COM para el sistema a-CD-huésped
fué de ~ 0.5 nm.

Integracion del PFM sobre la coordenada de reaccion & Integracion del PFM sobre la coordenada de reaccion &
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(a) a-CD-Huésped (b) B-CD-Huésped

Figura 6.1: Potenciales de fuerza media de los dos sistemas realizados.
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Capitulo 7

Conclusiones

» Para el sistema a-ciclodextrina con dcido ferilico (AF) sélo se logra la forma-
cion de complejo a una temperatura de 270K.

= Se obtuvo la formacién de complejo para [-ciclodextrina con acido ferilico,
tanto para la temperatura de 270K como para temperatura de 300K con los
modelos propuestos.

= El complejo méas afin de AF fué con [-ciclodextrina.

= Esta metodologia de simulacion reproduce el orden de afinidad reportado en
la literatura para la unién de AF con a- y fp-ciclodextrina.

= Son reproducibles los resultados obtenidos por medio de la simulacion a dife-
rentes tamanos de celda unitaria.
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Capitulo 8

Perspectivas

e Seria interesante realizar una simuacion de dindmica molecular més larga
del sistema a-CD-AF a una temperatura de 300K, para saber si existe la
formacion del complejo.

e Otro punto importante, seria el muestreo de los sistemas a-CD-AF y -
CD-AF bajo otras condiciones para entender atin mas su comportamiento
para la formaciéon de complejos.
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Apéndice A
Ensamble NVT

; Run parameters

integrator = md
nsteps = 40000000
dt = 0.0015

; Output control

nstxout = 5000
nstvout = 5000
nstenergy = 5000
nstlog = 5000
energygrps = NW7 DXNA
; Bond parameters

continuation = no
constraint_algorithm = lincs
constraints = all —bonds
lincs_iter =1
lincs_order =4

; Neighborsearching

cutoff—scheme = Verlet
ns_type = grid
nstlist = 10
rcoulomb = 1.4

rvdw = 1.4

; Electrostatics

coulombtype = PME
pme_order =14
fourierspacing = 0.16

; Temperature coupling

tcoupl = V—rescale
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APENDICE A. ENSAMBLE NVT

tc—grps

tau_t

ref_t

; Pressure coupling
pcoupl

; Periodic boundary conditions
pbc

; Dispersion correction
DispCorr

; Velocity generation
gen_vel

gen_temp

gen_seed

80

NWT7DXNA Water_and_ions
0.1 0.1

270 270

no

XyZ

EnerPres

yes

= 270

—1



Apéndice B

Ensamble NPT

; Run parameters
integrator

nsteps

dt

; Output control
nstxout

nstvout

;nstxtcout
nstenergy

nstlog
nstxout—compressed
compressed—x—precision
energygrps

; Bond parameters
continuation
constraint_algorithm
constraints
lincs_iter
lincs_order

; Neighborsearching
cutoff —scheme
ns_type

nstlist

rcoulomb

rvdw

; Electrostatics
coulombtype
pme_order

md
5000000
0.001

500

= 500
= 500
= 500
= 500
= 500
= 0.002

NW7 DXNA

yes

lincs

all —bonds
1

4

Verlet

= grid
= 10
= 1.4

1.4

PME
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APENDICE B. ENSAMBLE NPT

fourierspacing

; Temperature coupling
tcoupl

tc—grps

tau_t

ref_t

; Pressure coupling
pcoupl

pcoupltype

tau_p

ref_p
compressibility
refcoord_scaling

0.16

V—rescale
NW7DXNA Water_and_ions

= 2.0

; Periodic boundary conditions

pbc

; Dispersion correction
DispCorr

; Velocity generation
gen_vel

0.1 0.1
270 270
Berendsen
isotropic
1.0
4.5e-5
com

XyZ
EnerPres
no
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Apéndice C

Dinamica Molecular

; Run parameters

integrator = md—vv
nsteps = 70000000
dt = 0.0015

; Output control

nstxout = 10000
nstvout = 10000
nstfout = 10000
nstenergy = 10000
nstlog = 10000
nstxout—compressed = 1000
compressed —x—grps = System
energygrps = NW7 DXNA
; Bond parameters

continuation = yes
constraint_algorithm = lincs
constraints = all —bonds
lincs_iter =1
lincs_order =4

; Neighborsearching

cutoff —scheme = Verlet
ns_type = grid
nstlist = 20

rlist = 1.4
rcoulomb 1.4

rvdw = 1.4

; Electrostatics

coulombtype = PME
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APENDICE C. DINAMICA MOLECULAR

pme_order
fourierspacing
ewald_rtol

; Temperature coupling
tcoupl

tc—grps

tau_t

ref_t

; Pressure coupling
pcoupl

pcoupltype

tau_p

ref_p

compressibility
refcoord_scaling

; Periodic boundary conditions

pbc

; Dispersion correction
DispCorr

; Velocity generation
gen_vel

84

4
0.16
le—5

V—rescale

NW7DXNA Water_and_ions

= 2.0

0.1 0.1
270 270
Berendsen
= isotropic
1.0
4.5e—5
com
XyZ
EnerPres
no



Apéndice D

Ensamble NPT (Pulling)

define

; Run parameters
integrator

nsteps

dt

; Output control
nstxout

nstvout

nstenergy

nstlog

; Bond parameters
continuation
constraint_algorithm
constraints
lincs_iter
lincs_order
ns_type

: Neighborsearching
cutoff—scheme
nstlist

rlist

rcoulomb

rvdw

: Electrostatics
coulombtype
pme_order
fourierspacing

; Temperature coupling

—DPOSRES_CD

md—vv
100000
0.002

100
100
100
100

no

lincs

all —bonds
1

4

grid

Verlet
20
1.

NG| — =
% =

o
—_
(@)
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APENDICE D. ENSAMBLE NPT (PULLING)

tcoupl = V—rescale
tc—grps = NW7DXNA Water_and_ions
tau_t = 0.1 0.1
ref_t = 300 300
; Pressure coupling

pcoupl = Berendsen
pcoupltype = isotropic
tau_p = 2.0

ref_p = 1.0
compressibility = 4.5e-H
refcoord_scaling = com

; Periodic boundary conditions

pbc = Xyz

; Dispersion correction

DispCorr = EnerPres
; Velocity generation

gen_vel = yes
gen_temp = 310
gen_seed = -1

; OOM motion removal

nstcomm = 100
comm—mode = Linear
comm—grps = System
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Apéndice E

Generacion de Ventanas

“Pulling”

define

; Run parameters
integrator

dt

tinit

nsteps

nstcomm

; Output parameters
nstxout

nstvout

nstfout
nstxout—compressed
nstenergy

; Bond parameters
constraint_algorithm
constraints
continuation

; Single—range cutoff scheme

cutoff—scheme
nstlist
ns_type

rlist
rcoulomb

rvdw

; PME electrostatics parameters

coulombtype

87

—DPOSRES_CD —DPOSRES DXNA

md—vv

= 0.0010

0
2000000
10

1500
0
0
1500
1500

lincs
all —bonds

yes

verlet

= 20
= grid
= 2.0

2.0
2.0

PME



APENDICE E. GENERACION DE VENTANAS

“PULLING”
fourierspacing = 0.12
fourier_nx =0
fourier_ny =0
fourier_nz =0
pme_order =4
ewald_rtol = le—5H
optimize_fft = yes
; Temperature coupling
Tcoupl = Nose—Hoover
tc_grps = NW7DXNA Water_and_ions
tau_t =1 1
ref_t = 300 300
; Pressure coupling
Pcoupl = Parrinello —Rahman
pcoupltype = isotropic
tau_p = 1.0
compressibility = 4.5e-H
ref_p = 1.0
refcoord_scaling = com
; Generate velocities is off
gen_vel = no
; Periodic boundary conditions
pbc = XYyZ
; Long—range dispersion correction
DispCorr = EnerPres
; Pull code
pull = umbrella
pull —geometry = distance
pull —dim =Y NN
pull—start = yes
pull —ngroups =2
pull—ncoords =1
pull —groupl-—mame = DXNA
pull —group2-—mame = NW7
pull—coordl—groups =01
pull—coordl—rate = 0.01 ; 0.01 nm per ps
pull—coord1—k = 10000 ; kJ mol"—1 nm"™—2

38



Apéndice F

Dinamica Molecular c/ventana
“Umbrella Sampling”

define = —DPOSRES_CD —DPOSRES DXNA
integrator = md—vv
nsteps = 20000000

dt = 0.0010
nstxout = 1000
nstvout =0

nstfout =0
nstxout—compressed = 1000
nstenergy = 1000
nstcomm = 1000
constraint_algorithm = lincs
constraints = all —bonds
continuation = yes

ns_type = grid

cutoff —scheme = Verlet
nstlist = 20

rlist = 1.4
rcoulomb = 1.4
rvdw = 1.4
coulombtype = PME
fourierspacing = 0.16
pme_order =14
ewald_rtol = le-b
optimize _fft = yes

Tcoupl = Nose—Hoover
tc_grps = NW7DXNA Water_and_ions
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APENDICE F. DINAMICA MOLECULAR C/VENTANA
“UMBRELLA SAMPLING”

tau_t

ref_t

Pcoupl
pcoupltype

tau_p

ref_p
compressibility
refcoord_scaling
gen_vel

pbc

DispCorr

pull

pull —geometry
pull —dim
pull—start

pull —ngroups
pull—ncoords
pull —groupl-—mame
pull —group2-—mname
pull—coordl—groups
pull —coordl—rate
pull—coordl—k

0.8 0.8

300 300
Parrinello —Rahman
isotropic

1.0

1.0

4.5e=H

com

no

= XYyZ

EnerPres
umbrella
distance
Y NN
yes

2

1

DXNA
NW7

1 2

0.0

10000 ; kJ mol"—1 nm"™—2
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