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Resumen

En la tesis se realizé un anélisis de la interacciéon molecular entre un fragmento de
la ApolipoproteinaAl (ApoAl) con diferentes liquidos i6nicos (EMIM-CL/BMIM-
CL/HMIM-CL) los cuales solo se diferencian entre si por el tamano del radical unido
al metilimidazol del cation, el estudio se hizo usando simulaciéon de dindmica mo-
lecular. Se realizé a diferentes porcentajes v/v (25, 45, y 65%) para darnos una
idea del efecto de la presencia del liquido iénico en el solvente sobre el fragmento de
ApoA1 con respecto la concentracién. Se vio como el efecto del liquido iénico sobre el
fragmento de ApoA1l cambia dependiendo del tamano del radical unido al metilimi-
dazol. Se encontrd que el aumento en la concentracién de EMIM-CL/BMIM-CL es
el causante de la perdida de estructuras secundarias del fragmento de ApoAl. Esto
es debido a que el tamano del cation le impide apantallar la carga del C'L~ y debido
a esto, el anion tienden a hidratarse disminuyendo la cantidad de moléculas de agua
que podrian interactuar con el fragmento y de esta manera, produce la perdida de
puentes de hidrégeno entre la estructura y el medio y la ausencia de agua alrededor
del fragmento permite que los residuos dejen de formar puentes de hidrégeno entre
ellos y esto provoca pierda sus estructuras secundarias. Para todos los casos a 25 %
del liquido i6nico se presentaron resultados similares, lo que da a entender que a esta
concentracion el efecto es independiente al catién utilizado. El liquido iénico que le
proporciona mas estabilidad al fragmento de ApoAl fue HMIM-CL y estd aumento
conforme la concentracion, debido a que el metilimidazol y el hexano forman domi-
nios consigo mismo, y que el hexano (parte hidréfoba de HMIM™) interactia con
los residuos hidréfobos del fragmento de Apoal confiriéndole estabilidad.

Versién a color se puede descargar del siguiente link:
http://www.ifisica.uaslp.mz/ pramirez/
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Introduccion

Existen grandes interrogantes en el area de la biofisica, las cuales no pueden ser
contestadas solamente con procedimientos experimentales, ya que ocurren a escalas
microscépicas en donde las técnicas de medicién encuentran sus limitaciones [1].
Entre estos desafios estd el entendimiento de como un biopolimero se pliega, se
mantiene estable o se disuelve. Estos fendmenos estan relacionados con la estructura
final que adopta la biomolécula en el medio donde se encuentra inmersa [1].

La mayoria de las técnicas experimentales tienen que inferir los mecanismos mo-
leculares a partir de las mediciones. Sin embargo, estas interpretaciones se verian
complementadas si se usan herramientas teéricas que incluyan informacién a nivel
molecular. Tratar de entender la estabilidad de las biomoléculas a un nivel atomistico,
es algo en lo que estan trabajando cientificos tedricos y experimentales. La inten-
cién es desarrollar modelos capaces de reproducir las observaciones experimentales a
partir de los resultados de la simulacién. El avance de la capacidad de computo ha
permitido elaborar modelos de simulacién que se vayan aproximando cada vez més
a la realidad y que ayuden a entender lo que ocurre a nivel molecular.

Desde el punto de vista tecnolégico, las diferentes aplicaciones para una bio-
molécula dependen de entender la estabilidad de esta en diferentes medios, per-
mitiéndonos elegir el més idéneo para el fin que se le quiere dar. Antes de poder
entender el plegamiento es necesario saber cudl es el estado nativo. Para esto es
necesario .°bservar”la estructura. Una manera de resolver la estructura tridimensio-
nal de una proteina es obteniendo una fase cristalina de la misma, la cual puede
estudiarse mediante técnicas de dispersién de rayos X. Es bien sabido [1-3], que el
proceso para cristalizar una proteina es complicado y no siempre es posible obtener
un cristal. Incluso una vez en fase cristalina, no es seguro que la estructura sea la
que corresponde al estado nativo. La busqueda de solventes que nos ayuden a formar
cristales y/o que estabilicen la estructura nativa actualmente es de gran interés. Di-
cha informacién tiene utilidad para diversas areas de la ciencia, como por ejemplo:
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Introduccion X

entender el funcionamiento de la proteina [4], diseno de farmacos[5], deteccién de
enfermedades [6], entre otros.

Por otro lado, es importante entender las interacciones moleculares entre la bio-
molécula y las moléculas del solvente, para de esta forma comprender el proceso de
disolucion. Experimentalmente es dificil disolver biopolimeros ya que los reactivos
actualmente utilizados son: volatiles, toxicos y tienen una eficacia menor a la deseada

8].

La busqueda de solventes que faciliten la disolucion del biopolimero, aumenten el
rendimiento, y disminuyan la cantidad de energia requerida para el proceso, es algo
en lo que estan trabajando actualmente investigadores de sus diversas areas [7, 8].

En esta tesis se trata de entender las interacciones microscopicas entre las bio-
moléculas y liquidos iénicos, y de cémo estas interacciones afectan la estructura
y/o estabilidad, usando simulacién de dindmica molecular. Un objetivo adicional es
estudiar el efecto del tamano del tamano de la cadena hidrofébica del catién debi-
do a que hay muy pocos estudios de simulacién de dinamica molecular sobre esta
problemética.

Los resultados de esta tesis pretenden dar pautas generales que nos permitan
determinar si los liquidos i6nicos en verdad pueden ser ttiles para el tratamiento de
proteinas y definir los parametros clave que implican un mejor desempeno.

El contenido de esta tesis esta estructurado de la siguiente manera: en el pri-
mer capitulo se mencionan los conceptos fundamentales que se usan a lo largo del
escrito, el segundo capitulo realiza una breve descripcién de la herramienta que se
utilizé para la realizacién del trabajo (Simulacién de Dindmica Molecular). En el
tercer capitulo se mencionan los trabajos que se tomaron como base para desarrollar
el proyecto. En el cuarto capitulo se describe la metodologia que se utilizo, en el
capitulo cinco se describen las caracteristicas del solvente y el efecto que tiene en
este agregar moléculas de agua. El capitulo sexto contiene los resultados del trabajo,
esta dividido en 2 secciones: descripcion de resultados, interpretacién de los mismos
para el caso del fragmento de ApoAl en EMIM-CL+H0. En el capitulo séptimo se
muestran los resultados del efecto de aumentar la hidrofobicidad del cation sobre la
estabilidad del fragmento de ApoAl. Finalmente, en el capitulo octavo se encuentran
las conclusiones generales del trabajo.



Capitulo 1

Conceptos fundamentales

1. Biomoléculas

Los seres vivos estan compuestos por una serie de sustancias llamadas biomolécu-
las. Las biomoléculas son aquellas organizaciones moleculares que integran la materia
viva. Dentro de la quimica podemos clasificar a estds como organicas e inorganicas.
En la clasificacién de biomoléculas inorgénicas encontramos al agua, gases (O, CO2,
N, etc.), aniones (cloruros, fosfatos, carbonatos, etc.), cationes (Na, K, NH3, Ca,
Mg, etc.) y en las biomoléculas orgénicas tenemos a los glicidos, lipidos, proteinas
y 4cidos nucleicos [9, 10].

Entre las biomoléculas inorganicas se sabe que el agua es un disolvente 1nico e
insustituible debido a sus particulares caracteristicas. Por su parte, los iones son los
principales responsables del mantenimiento de la presién y de la generacion de poten-
ciales de membrana e intervienen activamente en una serie de fenémenos fisiolégicos
diversos [9].

Las biomoléculas orgdnicas son mucho mas complejas, son portadoras de fun-
ciones quimico organicas, un ejemplo de estas son los heterociclicos, las cuales son
biomoléculas de la familia de los hidrocarburos, con estructuras ciclicas que contienen
atomos distintos del carbono (heterodtomos), estos pueden ser aliciclicos (compuesto
orgéanico que es tanto alifitico y ciclico) o arométicos (compuesto organico ciclico)
y donde sus heterodtomos les confieren caracteristicas nuevas (comparéandolos con
sus semejantes hidrocarburos) [9]. Entre los heterociclos de importancia biolégica
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tenemos: el furano (estructura bésica de azucares), tiofeno (presente en la vitamina
biotina), el pirrol (participa en la estructura de los anillos porfirianas), el imidazol
(intermediario de la biosintesis de la histidina) y tiazol (con la vitamina tiamina),
todos los cuales poseen cinco eslabones en el anillo [9].

1.1. Biopolimeros

Un polimero es una macromolécula formada por la unién de varias unidades
basicas denominadas monémeros. Los polimeros tienen una gran importancia en la
sociedad industrial moderna y se usan para hacer practicamente cualquier cosa, desde
utensilios domésticos hasta prétesis del cuerpo humano [10, 11].

La condicién para que un polimero se considere biopolimero es que sea sintetizado
mediante algin proceso biolgico [10-12]. En este sentido las proteinas, el ADN y
los polisacaridos son biopolimeros, y son de los mas importantes a nivel bioldgico.
La mayoria de los biopolimeros tienen caracteristicas particulares dependiendo de
sus monémeros y longitud, pueden ser biodegradables, impermeables, homogéneos,
resistentes a los agentes quimicos, entre otras cosas [11].

En los organismos pueden identificarse los siguientes grupos de compuestos organi-
cos: 1) carbohidratos: monosacaridos, oligosacaridos y polisacdridos, se encuentran
en los tejidos de sostén y conduccién, asi como en sustancias de reserva; 2) lignina y
polimeros derivados del fenilpropano presentes en las paredes celulares de las plantas;
3) proteinas, polipéptidos y dcidos nucleicos, que son polimeros constituidos con base
en aminodcidos y oligopéptidos derivados; 4) grasas, ceras, y resinas que funcionan
como substancias de reserva y proteccién; y 5) otros compuestos [13].

Algunos compuestos, como las proteinas y azucares, se degradan muy rapidamen-
te. En cambio, la lignina, celulosa, hemicelulosa, resinas y ceras, se descomponen
lentamente. Dentro de los polimeros organicos de menor tasa de descomposicién,
encontramos los siguientes: 1) celulosa, el cual es un polimero lineal de la celobiosa
(disacarido formado por la unién de dos moléculas de glucopiranosa); 2) hemicelulo-
sa, polimero lineal y ramificado de hexosas, pentosas y/o dcidos urdnicos; 3) lignina,
polimero no uniforme, cuya unidad fundamental es un ntcleo de fenilpropano [13].
La celulosa, hemicelulosa y lignina son los principales constituyentes de las plantas
y se encuentran en diversas proporciones. Son compuestos de dificil descomposicion
ya que son polimeros con bajo contenido de Nitrogeno y presentan fuertes enlaces,
no tienen una composicién definida y su tamano y estructura sin variables.
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El caucho y la celulosa son polimeros simples (tienen solo una clase de unidad)
mientras que las proteinas y los dcidos nucleicos son copolimeros complejos (tienen
més de una clase de unidad). Los polimeros pueden clasificarse también de acuerdo
con la estructura de la molécula en: 1)polimeros lineales (como las proteinas, celu-
losa, caucho y acidos nucleicos) o 2)polimeros entrecruzados en los que hay enlaces
covalentes adicionales entre las unidades de mondmero (lignina), estos enlaces entre
cadenas afectan las propiedades de polimero y sus aplicaciones [10].

Las proteinas, la celulosa, la lignina, el caucho y los acidos nucleicos son ejemplos
de una clase de compuestos naturales de importancia biolégica y, més recientemente
industrial.

1.2. Proteinas

Las proteinas son las moléculas con mayor complejidad estructural y refinamiento
funcional, constituyen las unidades estructurales a partir de las cuales se ensamblan
las células. Son las biomoléculas a cargo de la inmensa mayoria de las funciones y
procesos bioldgicos vitales para el mantenimiento de la actividad celular [2].

Las proteinas desempenan diversas funciones, entre otras: promueven las reac-
ciones quimicas intracelulares, forman los canales y las bombas que controlan el
pasaje de moléculas hacia y desde la célula, llevan mensajes, actiian como anticuer-
pos, toxinas, hormonas, moléculas anticongelantes, fibras elasticas o generadoras de
luminiscencia [2, 3].

Las proteinas son polimeros lineales de aminoacidos, donde podemos distinguir di-
versos niveles de organizacion: (1) la estructura primaria, es la secuencia de aminoéci-
dos en la cadena polipeptidica; (2) la estructura secundaria, son las disposiciones
regulares en el espacio de residuos adyacentes en la cadena polipeptidica; (3) la es-
tructura terciaria es la disposicién espacial de todos y cada uno de los atomos y (4) la
estructura cuaternaria es la asociaciéon no covalente de varias cadenas polipeptidicas
(2, 3].

La estructura tridimensional funcional corresponde al estado termodindmicamen-
te mas estable que una cadena polipeptidica puede adoptar en las condiciones biolégi-
cas; este estado termodinamico depende: de la secuencia de aminodacidos que com-
pongan la cadena y de las condiciones del medio donde esta se encuentre [51]. La
estructura plegada final que adopta cualquier cadena polipeptidica, es regida por
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aspectos energéticos, es decir, una proteina generalmente se pliega en la forma en la
cual su energfa libre disminuye [2].

Aunque una cadena polipeptidica pueda plegarse en su conformacién correcta
sin ayuda externa, el plegamiento de una proteina en una célula, generalmente es
asistido por proteinas especiales denominadas moléculas chaperonas. Estas proteinas
se unen a cadenas parcialmente plegadas y las ayudan a plegarse a lo largo de la via
energéticamente mas favorable.

Las chaperonas son vitales en las condiciones de condensacién del citoplasma,
ya que evitan que las cadenas polipeptidicas recién sintetizadas se asocien en forma
incorrecta. Sin embargo, la forma tridimensional final de una proteina, depende de
su secuencia de aminodacidos. Las chaperonas simplemente hacen que el proceso de
plegamiento sea méds eficiente y fiable [3].

Las cadenas largas de un polipéptido son muy flexibles, muchos de los enlaces
covalentes que unen atomos de carbono permiten la rotacién libre de los atomos,
por lo tanto las proteinas en principio pueden plegarse de muchas formas. Cada
cadena plegada esta restringida por muchos grupos diferentes de enlaces no covalentes
débiles. Los enlaces no covalentes que ayudan a mantener la forma de las proteinas
son: los enlaces de hidrogeno, los enlaces iénicos, las fuerzas de van der Waals y las
interacciones con el medio circundante.

La estabilidad de cada forma plegada estara afectada por las fuerzas combinadas
de un gran nimero de enlaces no covalentes. Las moléculas hidrofobas, incluidas en
las cadenas laterales no polares de aminoacidos especificos, pueden ser forzadas a
unirse en un ambiente acuoso, mediante la reduccién de sus efectos de separacion.
Por lo tanto un factor importante que gobierna el plegamiento de cualquier proteina
es la distribucion de sus aminoacidos polares y no polares.

Las cadenas laterales no polares (hidréfobas) tienden a agruparse en el interior
de una proteina plegada; las cadenas laterales polares tienden por si mismas, a dis-
ponerse cerca del exterior de la proteina plegada, donde pueden formar enlaces de
hidrégeno con el agua y con otras moléculas polares. Cuando los aminoacidos polares
quedan inmersos dentro de la proteina, suelen estar unidos por enlaces de hidrégeno
con otros aminoacidos polares o con el esqueleto polipeptidico [3].

Uno de los grandes desafios de la biofisica es comprender como una cadena poli-
peptidica se pliega, a partir de la infinita variedad de posibles configuraciones de su
estado desplegado, en una tnica estructura proteinica biolégicamente funcional [1].
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Sin embargo, antes de abordar dicho problema es fundamental conocer la estructura
final que le da su capacidad funcional a la proteina. Por esta razon, la cristalizacién
de proteinas se ha convertido en uno de las areas mas estudiadas en la biofisica actual,
dado que en este estado es posible observar la estructura terciaria de las proteinas.
Las limitaciones metodoldgicas y a la baja probabilidad de resultados, la obtencién
de cristales de proteinas es uno de los retos mas importantes de la biofisica [1].

Para la obtencion del cristal, el primer obstaculo es lograr la purificacion de la
proteina, después de esto, es necesario encontrar el medio ideal para propiciar la
formacion del cristal, en algunos casos los cristales son inducidos a partir de una
solucion de proteina en suero salino, algunas de las sales que se utilizan para esto es
el cloruro de sodio (NaCl) y el sulfato de amonio ((N Hy)2S04) [14].

Un reto adicional es encontrar metodologias para cristalizar las proteinas en es-
tructuras tridimensionales especificas, pues los métodos actuales no necesariamente
capturan la estructura terciaria funcional.

2. Liquidos Idénicos

Un liquido i6nico es un compuesto en fase liquida que esta formado por iones,
algunos ejemplos clasicos son sales fundidas, electrdlitos y metales liquidos [15].

Recientemente, se han logrado sintetizar liquidos iénicos formados por sales en
las que el cation es asimétrico, y en las que uno o ambos iones son voluminosos
por lo que la carga estd dispersa sobre un gran volumen [16]. Se cree que ambos
factores minimizan la energia de la red cristalina y desfavorecen la formacion del
sélido [16]. Como estos compuestos son liquidos a temperaturas menores a 100°
C, en la actualidad se les conoce como sales fundidas a temperatura ambiente o
simplemente como liquidos i6nicos [17].

Debido a su elevada temperatura de fusion, gran poder de corrosién y alta vis-
cosidad las sales fundidas inorganicas, no pueden utilizarse como fase liquida para
efectuar reacciones quimicas. Un ejemplo es el cloruro de sodio, es sélido a tempe-
ratura ambiente y se funde a temperaturas por arriba de 800°C [17, 18]. El elevado
punto de fusion del cloruro de sodio se debe a que esta formado por iones pequenos y
esféricos, que se empaquetan de manera compacta, por tanto, los iones interaccionan
fuertemente, con lo que se genera un sélido con punto de fusién alto [17, 18].
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Los liquidos i6nicos estan formados por cationes organicos grandes y no esféricos y
diversos aniones. Debido a los cationes grandes, los iones no pueden empaquetarse de
manera compacta; las distancias largas entre iones resultan en interacciones débiles,
lo que origina una sustancia cuyo punto de fusion es, por lo general, bastante menor
que la temperatura ambiente [18].

La mayor parte de los cationes tienen naturaleza aromatica (con dtomos de
nitrégeno en el anillo), mientras que los aniones suelen estar constituidos por di-
ferentes elementos quimicos. Utilizando diferentes precursores del cation y del anién
se obtienen un niimero de compuestos con una gran variedad de propiedades. Se ha
especulado que al disponer de un gran nimero de aniones y de cationes para disenar
los liquidos iénicos, se puede elegir la combinacion mas apropiada que se adapte a
las exigencias de una determinada aplicacién [17].

Actualmente los liquidos i6nicos con mayor influencia son aquellos basados en
imidazol. El imidazol es un compuesto organico heterociclo aromatico, altamente
polar y soluble en agua. Pertenece a una familia de compuestos aroméaticos carac-
terizada por disponer de un anillo pentagonal nitrogenado [19]. En la Figura 1.1 se
muestra la estructura quimica del imidazol (C3H4N2).

—
NH

N\/

Figura 1.1: Estructura molecular del imidazol (C5H4N>)

Los cationes mayormente utilizados en los liquidos i6nicos son aquellos basados
en imidazol, donde lo que los diferencia unos de otros es el tamano y tipo de radical
unido a uno de sus nitrégenos, en la Figura 4.3 se muestran algunos ejemplos de
dichos cationes. El tipo y tamano del radical unido al imidazol es lo que le puede
conferir caracteristicas particulares al catién [18].

Los liquidos iénicos retnen varias propiedades: baja presion de vapor, baja vo-
latilidad, bajo punto de fusién, elevada estabilidad térmica y quimica (condicién
imprescindible para su utilizaciéon como medio de reaccién), formacién de sistemas
polifasicos, elevada densidad y viscosidad, no inflamables, etc., aportan grandes ven-
tajas frente a otros disolventes como medio para efectuar reacciones quimicas en
condiciones de operacion, presién y temperaturas, moderadas [7].
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a)EMIM bYBMIM C)HMIM

Figura 1.2: Ejemplos de cationes basados en imidazol: a)l-etil-3-metilimidazolio
(EMIM), b)1-butil-3-metilimidazolio (BMIM) y ¢)1-hexil-3-metilimidazolio (HMIM).

La intencién de producir sustancias quimicas mediante métodos que no sean no-
civos para el medio ambiente, ha estimulado en gran manera la investigacién sobre
los liquidos i6nicos. Muchos procesos quimicos usan disolventes organicos que son
volatiles, lo cual puede contribuir a la contaminacién atmosférica. Ademaés, los disol-
ventes organicos suelen ser inflamables. La seleccién adecuada de un liquido iénico
puede mejorar el rendimiento de un proceso quimico, ademas de bajar su costo [18].

Su principal ventaja es la baja presion de vapor a temperatura y presiones mode-
radas los hacen altamente reciclables, esta es la principal justificacién de buscar en
la familia de los liquidos i6nicos, disolventes que puedan sustituir a los compuestos
organicos volatiles y desarrollar unos procesos quimicos mas limpios y sostenibles.
Debido a su naturaleza iénica y a su composicién organica los liquidos iénicos son ca-
paces de disolver: compuesto organicos, inorgénicos e incluso materiales poliméricos
[17].

2.1. Aplicacion de los liquidos i6nicos

Con el tiempo y con el avance de la investigacion y la tecnologia, cada vez se le
encuentran mas usos a los liquidos iénicos. A continuacién mostramos algunos de los
campos donde se les ha encontrado alguna ventaja contra los solventes convenciona-
les:

= Se ha demostrado que el utilizar sistemas a base de liquidos i6nicos, es un medio
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de extraccién prospectivo en procesos biotecnolégicos como la extraccion de
biomoléculas como aminodcidos, colorantes alimentarios y alcaloides[20, 21].

» Catdlisis, degradacion, transformacién fotoeléctrica y sintesis de materiales |8,
22].

= Dado a que los electrolitos tradicionales tienen un serio problema: volatilidad
e inestabilidad en solventes organicos, el uso de liquidos iénicos en electrolitos
provee eficiencia y estabilidad de dispositivos fotoeléctricos. En el almacena-
miento de la energia juegan un papel importante, porque tiene una alta con-
ductividad y una amplia ventana electroquimica comparada con los solventes
tradicionales [8].

= Fn la actualidad se investiga el uso de liquidos iénicos para mejorar procesos y
propiciar que estos sean mas amigables con el ambiente, como en los siguientes
aspectos:

e Conversion quimica y electroquimica del diéxido de carbono a combusti-
bles como: monéxido de carbono, acido férmico y alcoholes [8, 23].

e Pretratamiento de la biomasa y conversion a biocombustibles y compues-
tos de alto valor.

e Electrolisis para aplicaciones de generacion y almacenamiento de energia
solar.

= La posibilidad de modular el caracter hidréfilo o hidréfobo de los liquidos
ionicos conduce a varias aplicaciones potenciales en tecnologias de extraccion,
en la generacion de nuevos materiales, y en la catalisis de dos fases donde los
fenémenos de separacién son cruciales [23].

= Aplicacion de los liquidos i6nicos a la sintesis orgdnica asistida por microondas,
este método presenta diversas ventajas respecto a los métodos convencionales
de sintesis en la generacion de procedimientos sintéticos, rapidos, eficientes y
amigables al ambiente [24].

= Los liquidos iénicos farmacéuticos pueden proporcionar una herramienta en el
desarrollo, diseno y distribucion de farmacos. Los liquidos i6nicos usados como
principios activos eliminan los problemas asociados a estado sélido y presentan
propiedades fisicas y biolégicas sinérgicas|[25].

La busqueda de procesos en los cuales se puedan aplicar los liquidos i6nicos es cada
vez mayor, debido a la disminucién de costos y el aumento de rendimiento que con
ello conlleva [59] ademds de ser amigables con el ambiente [17, 59].
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En la actualidad ya se estan utilizando en diversos procesos, pero ain faltan
preguntas por contestar con respecto a su comportamiento y sus propiedades fisico-
quimicas fundamentales, como el diagrama de fases, sus propiedades de transporte,

entre otros.
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Simulacion de Dinamica Molecular

1. jPorqué usar Simulacién de Dinamica Molecu-
lar para estudiar biopolimeros?

El avance de la tecnologia y la inmersion de los trabajos experimentales a escalas
cada vez mas pequenas han llevado a los cientificos a buscar entender los materiales a
escala molecular. El avance de la capacidad de computo ha desarrollado alternativas
para ir entendiendo las propiedades de los materiales a escalas microscépicas; una
de estas alternativas es la simulacién de dindmica molecular (SDM).

La SDM es una herramienta computacional que permite analizar el comporta-
miento o evolucién de un sistema a través del tiempo. En esencia, genera las tra-
yectorias de un sistema compuesto de N particulas por integracion numérica directa
de las ecuaciones de movimiento de Newton, las cuales son resueltas en tiempos pe-
quenos, con especificaciones de un potencial de interaccién interatémico, condiciones
iniciales y de frontera [1, 27]. Entonces la SDM es un método apropiado para la
generacién de ensambles de no-equilibrio y para el andlisis de eventos dinamicos a
escalas atomisticas [27].

Al aumentar la capacidad de computo, las SDM se han hecho cada vez mas ttiles,
finas y precisas al comparar los resultados con trabajos experimentales. La busqueda
de modelos tedricos que puedan reproducir y explicar los fenémenos experimenta-
les, presenta una gran ventaja puesto que permite explicar lo que ocurre a niveles
atomisticos, permitiendo predecir lo que ocurre a escalas mas grandes sin necesi-

10
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dad del desarrollo experimental, para asi tener mayor control en los experimentos o
procesos industriales.

El entendimiento de las propiedades estructurales y de las interacciones fisicas de
una estructura con el medio donde se encuentra, son esenciales para poder disenar
adecuadamente los experimentos y técnicas a utilizar, disminuyendo los tiempos,
costos y a su vez aumentando el entendimiento sobre el sistema.

Teniendo modelos tedricos que puedan predecir las caracteristicas esenciales del
sistema, permitiria el avance del entendimiento en los procesos, la mejora en el rendi-
miento de estos y el ahorro de materiales. La SDM permite tender un puente entre el
experimento, las interacciones moleculares y los modelos tedéricos de primeros prin-
cipios.

2. Campos de fuerzas

Todo sistema simulado se encuentra en movimiento, donde lo que determina
dicho movimiento es el ”Campo de fuerzas”. El campo de fuerza es el conjunto de
parametros y funciones matemaéticas que describen la energia potencial de un sistema
de particulas. Describe los enlaces covalentes, el doblamiento de enlaces, los angulos
de torsion, las interacciones electrostaticas y las fuerzas de van der Waals.

Los campos de fuerzas generalmente se parametrizan para reproducir propiedades
estructurales. El caso tipico de este tipo de parametrizacion es el campo de fuerzas
AMBER, empleado usualmente para biomoléculas como proteinas y ADN [28], este
tipo de campos de fuerzas se muestra en la ecuacion 2.1

ki ki Va
uniones angulos torsiones
(2.1)
donde i .
7 05 qiq;
Buomunin = 3 Y ey | = T2 | + S Y 40 22)
i j 1] 1] i j ?

La ecuacién 2.1 de la energia potencial del sistema, esta compuesta por cuatro térmi-
nos, donde: el primero describe las energias asociadas a estiramiento de enlaces co-
valentes, el segundo describe las energias asociadas al doblamiento de enlaces cova-
lentes, el tercero estéd relacionado con movimientos torsionales y el cuarto se aplica
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a los atomos distantes, usualmente se describe mediante un potencial electrostatico
sumado a uno de Lennard-Jones [29, 30]. El potencial electrostatico méas empleado
consiste en asignar una carga parcial a cada tipo de atomo [29, 30].

Existen parametrizaciones mas complejas, en las cuales se pueden ubicar car-
gas en sitios diferentes de los atomos, o bien, se pueden modelar las interacciones
electrostaticas mediante dipolos puntuales en lugar de cargas [30].

3. Cantidades tipicas para caracterizar la estruc-
tura de un biopolimero usando SDM

A continuacién se hace una breve descripcion de los analisis tipicos realizados en
la SDM de biopolimeros, y que tipo de informacién arrojan dichos anélisis.

Radio de giro R,

El radio de giro nos indica el tamano promedio de un polimero en disolucion,
definido como R,=+/(s?) en el caso de una molécula flexible, o simplemente R,= s
para una macromolécula rigida [31]. Es la propiedad conformacional conocida como
radio de giro cuadritico medio, (s?), definida mediante la siguiente expresién [31]:

() = 3+ 2.3)

donde s? es el mdédulo cuadrdtico del vector definido entre el centro de masas de la
cadena y la posicion ocupada por el fragmento ¢ en una conformacién instanténea.
Los corchetes angulares (...) indican el promedio sobre todas las conformaciones
posibles del polimero.

Funcién de distribucién radial(g(r))

La funcién de distribucion radial (RDF) describe la variacién de la densidad como
funcién de la distancia medida desde una particula de referencia. Es una medida de
la probabilidad de encontrar una particula a una distancia r desde una particula de
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referencia dada. La funcion de distribucién radial entre particulas de tipo A y B
estd definida de la siguiente manera [27]:

{pB(r))

T =
gAB( ) <pB>local
TU
T 2.4
gap(r) = Viocal NA Z ;B (2.4)

con la densidad de la particula B (pp(r)) a la distancia r alrededor de la particula
A y el promedio de la densidad de la particula B (pg) alrededor de las particulas A
con un radio r,,,;. En SDM usualmente el valor de 7,,,. es la mitad de la longitud
de la caja de la simulacion.

Grafica de Ramachandran
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Principios de Estructura de
Proteinas, http:/fwww2.udec.cl/
~jmartine/Capitulo3.htm
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1 30 { "Lehninger Principles of Blochemistry” 3th.ed.
_1 80 - phl D + phl 19D Melson, DL and Cox, M_M. Worth Publishers, 20008

Amide plane

o = 180°, y = 180°

Figura 2.1: Esquema representativo del Gréfico de Ramachandran (figura izquierda)
y esquema de los dngulos de torsién ¢ y ¢ de un enlace peptidico (figura derecha).

La grafica de Ramachandran permite visualizar todas las combinaciones posibles
de los dngulos phi (N-C) y los dngulos psi (C-C=0) de los aminodcidos del polipépti-
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do (En la Figura 2.1 hay un esquema para identificar cuéles son los dngulos psi y phi).
En esta grafica permite aproximar cual serd la estructura secundaria del péptido, ya
que existen combinaciones de angulos tipicas para cada estructura secundaria. En la
Figura 2.1 se muestra una representacion de la grafica de Ramachandran, donde po-
demos identificar 3 regiones: (1) las regiones blancas corresponden a las regiones no
representativas de estructuras secundarias particulares, (2) regiones rojas correspon-
den a zonas representativas de conformaciones a-hélices y hojas-3, y (3) las regiones
amarillas muestran las regiones donde los atomos pueden estar un poco més cercanos.

Distancia cuadratica media de las fluctuaciones (RMSF)

Distancia cuadratica media de las fluctuaciones (RMSF), es una medida de la
flexibilidad local de una estructura. El RMSF del atomo ¢ da cuenta del grado de
fluctuacién de las coordenadas de dicho dtomo respecto a su promedio temporal [31]:

. BN
RMSF(i) = |~ > (@i — (@) + (i — ) + (s — () (25)
i=1
Donde los términos entre paréntesis oblicuos corresponden a los promedios tempo-
rales.

Captura la fluctuacion por atomo en torno a su posicion media, esto da una idea
de la flexibilidad de las regiones de la proteina y por lo tanto podemos conocer la
estabilidad estructural de la proteina.

Area superficial accesible al solvente (SASA)

El drea superficial accesible (SASA) al solvente no se puede calcular de manera
analitica, debido a que el solvente esta compuesto por elementos discretos. Por ejem-
plo, se puede calcular la SASA numéricamente, utilizando un algoritmo que hace
rodar una esfera de radio 1,44 sobre la superficie molecular, el cual corresponde al
radio de giro de la molécula de agua [32]. SASA nos proporciona una grafica del area
superficial que tiene contacto con el solvente a lo largo del tiempo
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Numero de enlaces de hidrégeno

Un enlace de hidréogeno se define como la fuerza atractiva entre un atomo elec-
tronegativo y un atomo de hidrégeno unido covalentemente a otro dtomo electro-
negativo. Se analizan todos los posibles enlaces de hidrégeno, entre donadores D
y aceptores A y determina si existen enlaces de hidrogeno, utilizando el siguiente
criterio:

r <rgp=0,35nm (2.6)

a < agp = 30° (2.7)

Donde r es la distancia entre el D y el A, y a es el dngulo que se forma entre el
hidrégeno, donador y aceptor.

El ntimero de enlaces de hidrogeno estima el niimero de enlaces de hidrogeno que
forma la proteina con las diferentes particulas del solvente o con ella misma.

Desviacién de la distancia cuadratica media (RMSD)

Es un ajuste de minimos cuadrados de la estructura tomando de referencia a otra
estructura (to = 0) y consecuentemente calcular la RM.SD

N 3
1
RMSD(ty,t5) = i > mil|ri(ty) = rit2)| P (2.8)
i=1

donde M = S°N  m; v 7;(t) es la posicién del dtomo 7 al tiempo t.

La RMSD cuantifica la distancia entre cada residuo después de una alineacion
entre dos estructuras, también puede hacer la comparaciéon a lo largo de toda la
trayectoria.
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Antecedentes

1. Apolipoproteina Al

Las lipoproteinas son macromoléculas formadas principalmente de lipidos y pro-
tefnas denominadas apolipoproteinas o apoproteinas. Las lipoproteinas plasmaticas
transportan colesterol y triglicéridos en el torrente sanguineo dependiendo de sus
propiedades fisicoquimicas. Estas pueden clasificarse en: lipoproteina de alta densi-
dad (HDL), lipoproteina de baja densidad (LDL), lipoproteina de muy baja densidad
(VLDL, quilomicrones) y lipoproteina de densidad intermedia (IDL). Cada fraccién
de lipoproteina tiene una composicion mas o menos constante de apoliproteinas, que
resulta importante en el transporte de lipidos por activacién o inhibicion de enzimas
involucradas en el metabolismo lipidico [33].

Se consideran apoliproteinas a cualquier integrante de un grupo de proteinas que
al asociarse con lipidos, como los triglicéridos, el colesterol o los esteres del coles-
terol, forman la gran variedad de lipoproteinas halladas en el plasma y los tejidos.
Algunas de estas proteinas actiian como co-factores, inhibidores y actividadores de
ciertas enzimas y juegan un papel importante en la estabilidad estructural de las
lipoproteinas [34].

Las mediciones indican que las apolipoproteinas tienen un alto contenido de alfa-
hélices [35]. Se cree que las alfa-hélices se estabilizan por el ambiente lipidico en la
lipoproteina, ya que se forman puentes de hidrogeno entre el esqueleto polipeptidico
de la ApoAl y el interior de la lipoproteina [35].

16
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Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) son formadas en el higado a partir de
las lipoproteinas de baja densidad (LDL) por accién de la lipasa hepatica. Tiene una
densidad de aproximadamente 1.125 g/ml con un contenido de proteinas de 50 %
(mayoritariamente ApoAl y ApoA2, 22% de colesterol, 33 % de fosfolipidos y 5%
de triglicéridos) [33].

La principal funcién de las HDL es el transporte del colesterol al higado para
su posterior eliminacion, fundamentalmente por la via biliar. En el proceso de re-
cuperacion del colesterol del interior celular, parece participar la Apolipoproteina
A-1(ApoA1l) [36]. La Apolipoproteina A-1(ApoAl) es el principal componente de
las lipoproteinas de alta densidad (HDL), quilomicrones y lipoproteinas de muy ba-
ja densidad (VLDL). Entre otras funciones tiene la capacidad de activar la enzima
lectin-colesterol-aciltransferasa (LCAT) [34].

La ApoAl se encuentra en la corriente de la sangre humana y promueve la sa-
lida de acidos grasos, incluyendo el colesterol, a partir de tejidos al higado para su
excrecién [38]. El andlisis de la secuencia indica que la ApoAl presenta en primer
término hélices a-anfipaticas repetidas de 11 o 22 residuos que proporcionan las re-
giones fijadoras de lipidos de las proteinas. La distribucién de los residuos hidréfobos
y polares de la ApoAl predispone la formacién de la estructura helicoidal [35].

La ApoAl tiene una vida media muy corta, que causa la modificacién precoz de
su concentracion en caso de sintesis deficiente y baja ingesta proteica. Su contenido
de los aminoacidos esenciales metionina y triptéfano es alto, lo que explica por qué su
concentracion plasmatica se altera rapidamente por las condiciones nutricionales; asi,
su concentracion se afecta mucho por las enfermedades y trastornos hepéticos y por
la desnutricién [37]. Hay una correlacién inversa entre el riesgo de ateroesclerosis y
la concentracién plasmatica de ApoaAl [35].

1.1. Estudio de simulacién de dinamica molecular de ApoAl

M. Balderas y colaboradores [38] realizaron un estudio de SDM, de un fragmento
de 45 residuos de la Apolipoproteina A1 (ApoA1l) (del 145-187 residuo), donde anali-
zaron el comportamiento conformacional del fragmento a diferentes concentraciones
de cloruro de sodio (NaCl). El estudio fue realizado por la importancia que tiene la
ApoAl en el metabolismo de los lipidos. Se supone que la conformacién de la ApoA1l
es crucial para determinar la habilidad para capturar el colesterol y otros acidos
grasos, este conocimiento puede ayudar para el diseno de farmacos y tratamientos
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para mejorar la calidad de vida, ya que ApoAl se ha reportado tiene una relacién
con enfermedades como ateroesclerosis [35].

Partiendo de dos configuraciones iniciales de la ApoAl (plegada y desplegada)
en diferentes concentraciones de NaCl (0.01 M - 2 M), encontraron que no hay una
relacién lineal de la concentracion de NaCl con respecto a la conformacion de la
proteina. Reportaron que las concentraciones 0.6, 1.0, 1.7 y 2.0 M corresponden
a una conformacién final plegada y 0.5, 0.9, 1.4, 1.8 M a una conformacién final
desplegada (ver Figura 1 de [38]).

Dichos autores atribuyen que la conformacién plegada es el resultado del me-
canismo de inversion de carga electrostatica, mientras que la conformacién abierta
es atribuido a la repulsién electrostatica de los monémeros adyacentes [38]. Dicha
interpretacién se sustento realizando un analisis de la distancia existente entre el pri-
mer residuo del fragmento y el ultimo. Adicionalmente observaron que en aquellas
conformaciones cerradas la distancia entre residuos es menor y en las conformaciones
desplegadas la distancia es mayor (ver Figura 6 [38]).

1.2. Estudios experimentales de la estabilidad de estructu-
ras secundarias en presencia de liquidos iénicos

Lozano y colaboradores [39], realizaron un estudio de la estabilidad y actividad de
la Lipasa Candida antarcitica B en solucién de diferentes liquidos i6nicos a diferentes
concentraciones (con baja cantidad de agua) a una temperatura de 50°. Los liquidos
iénicos se seleccionaron debido a su similitud con los solventes organicos tipicos para
el manejo de proteinas y por su estabilidad térmica. Encontraron que los liquidos
i6nicos como [BMIMT|[PFy ]y [BMIM™][TF,N~], son mucho mejores para mediar
la reaccién de catdlisis de la Lipasa en la sintesis de éster. Adicionalmente vieron
que los liquidos i6nicos se comportan como agentes de estabilizacion en operaciones
continuas. Por lo que tales liquidos i6nicos podrian mantener la conformacién de la
enzima, aumentando su vida media.

En otros estudios K. Fujita y colaboradores [40] realizaron estudios de espec-
troscopia para determinar el efecto en la estructura de proteinas en presencia de
liquidos i6nicos. Presentan una familia de liquidos iénicos biocompatibles, donde el
cation estda basado en imidazol, que son capaces de disolver cantidades significativas
de proteinas tales como el Citocromo C. Los resultados muestran la retencién de la
estructura secundaria a temperaturas extremas.
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Cuadro 3.1: Numero de moléculas usadas en cada sistema, dependiendo del porcen-
taje V/V.

(v/v)% Moléculas de agua Pares de i6nes
0 4246 468
25 10839 468
45 4468 468
65 1922 486

Kowacz y colaboradores [62] realizaron estudios de cristalizacién de proteinas
(Lisozima y RNAsa) y de espectroscopia con el fin de entender el fenémeno subya-
cente de la influencia de los liquidos i6nicos sobre la cristalizacién de biomoléculas.
Los liquidos iénicos utilizados fueron seleccionados por evidencias previas del im-
pacto de estos sobre la precipitacién de cristales inorganicos [41]. En su estudio
concluyen que existe una relacion entre el tipo de hidratacién del liquido iénico y
la densidad de nucleacién de los cristales obtenidos. Ordenaron los liquidos i6nicos
utilizados (EMIM-CL, EMIM-BR, EMIM-Ac, EMIM-CsSO3, EMIM-C,SO3, BMIM-
CL, BMIM-Ac, Ch-CL, Ch-C}503, Ch-Ac, Ch-Lac) acorde a su habilidad de reducir
la densidad de nucleacién del cristal de proteina, resultando en la formacién de cris-
tales mas grandes y perfectos. Reportan que la tendencia de esto corresponde con el
incremento de la cadena del cation ([MMIM™T] < [EMIM™] < [BMIM]). Dichos
autores concluyen que la unién de los iones a la superficie de la proteina facilita la
nucleacién de la misma y a su vez estabiliza la proteina en la solucién mediante la
reduccién de la interaccion agua-proteina.

1.3. Estudios de simulacién de dinamica molecular de pro-
teinas en liquidos ionicos

Qiang Shao [42], inspirado principalmente en las observaciones de los estudios
experimentales de Lozano y K. Fujita, realizé un estudio de simulacion de dindmica
molecular para evaluar el efecto que tienen los liquidos idnicos sobre las biomolécu-
las a nivel molecular. Tomé como modelo el dominio B de la proteina A (BdpA) del
organismo Staphylococcus aureu y estudié la estructura y dinamica de la proteina
modelo en dos tipos de liquidos i6nicos basados en imidazol. Los porcentajes volu-
men/volumen (v/v) usados del liquido iénico cloruro de 1-butil-3-metilimidazolium
(BMIM-CI) para el estudio se muestran en el cuadro 2.1.

Q. Shao encontré que el radio de giro de la proteina aumentaba conforme la
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concentracion de BMIM-CI disminuia, por lo tanto el liquido i6nico de alguna manera
limitaba las fluctuaciones en la proteina, en comparacion con el comportamiento de
la misma en agua.

Q. Shao encuentra que la acumulacién del cation BMIM™ alrededor de la su-
perficie de la proteina protege la estructura secundaria. El cation podria eliminar
las moléculas de agua circundantes y en consecuencia disminuir la probabilidad de
formar puentes de hidrogeno (Proteina-agua).

Shim y colaboradores [43] investigaron como las propiedades aniénicas tal co-
mo la hidrofobicidad e hidrofilicidad o formacion de puentes de hidrogeno, tienen
la capacidad de afectar la estabilidad de un péptido en presencia de liquidos i6ni-
cos. Investigaron la solvatacion en solventes polares, agua y DMSO. Demostraron
que las interacciones electrostaticas entre el péptido y los liquidos iénicos juegan un
importante papel sobre las fluctuaciones del péptido. La simulacién consistiéo de un
hexa-peptido (6 residuos, 44 atomos) aislado, con 128 pares de iones de BM I M — P Fy
o BMIM — CL, y para comparar usaron un sistema de 512 moléculas de DMS y
otro con 512 moléculas de agua. El cambio inducido en la conformacién debido a
la solvatacién se le atribuye a las fuerzas electrostaticas entre el péptido y el medio
circundante. BMIM — C1 provee a la estructura mayor estabilidad, ya que pre-
senta muy pocas fluctuaciones incluso a altas temperaturas. Esto es debido a que
los aniones C'l~ forman puentes de hidrogeno con los OH~ del péptido. El estu-
dio demostré que las interacciones electrostaticas y la capacidad de formar puentes
de hidrogeno del liquido i6nico tiene una gran influencia sobre la estabilidad de la
estructura del péptido.

Heberles y sus colaboradores [44] realizaron un trabajo similar, una proteina en
presencia del liquido iénico([EMIMT|[C'F35051]). Utilizaron como modelo la pro-
teina Ubiquitina. Demostraron que algunos liquidos iénicos son capaces de mantener
la estructura nativa de la enzima a temperatura ambiente y altas temperaturas; se
observan un comportamiento similar de la proteina al que se observa en presencia de
solventes organicos convencionales.
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Metodologia

La Figura 4.5, ubicada al final del capitulo, se muestra el diagrama general del
proceso utilizado en esta tesis.

1. Moléculas usadas para el estudio

1.1. Apolipoproteina A-1

Se utilizé un solo fragmento, puesto que el uso de toda la proteina seria muy
demandante computacionalmente y necesitaria mucho tiempo para poder realizar el
proceso. Por esta razén se utilizé un fragmento de 46 residuos de la Apolipoproteina
A-1 (ApoAl), llamado 1GW3 de la base de datos ”Proteina Data Bank” [PDB], el
cual va del residuo 142 al 187 de la ApoAl completa. El fragmento 1GW3, contiene
los residuos caracteristicos de la Apoliproteina completa, por lo tanto el resultado
es representativo del total. Las dos configuraciones iniciales ”cerrada” y ”abierta”
utilizadas en el estudio, fueron proporcionas por M. A. Balderas [38].

En la Figura 4.1 se muestra en (a) la estructura secundaria de la Apolipoproteina
A-1 y en blanco podemos ver el fragmento 1GW3 usado en este estudio y a que
parte de la proteina corresponde, en (b) se muestra la estructura y conformacién
del fragmento 1GW3 obtenido de PDB, también se muestran las dos configuraciones
iniciales (c) abierta y (d) ”cerrada” con las que se trabajé en esta tesis.

21
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1GW3

(@  ApoAl  |(b)

(c) (d)

Figura 4.1: Estructura de la (a) Apolipoproteina Al completa, (b) fragmento 1GW3,
configuracién inicial del fragmento (c) abierta y (d) cerrada.

Del fragmento de la ApoA1, el 41 % de los residuos son de tipo hidréfobo, el 39.5 %
son residuos cargados y el 19.5 % son residuos polares no cargados, en la Figura 4.2
se muestra un esquema representativo de la estructura primaria del fragmento de
ApoAl y de la posicién de dichos residuos en el fragmento.

1-4 5-20 21-26 27-35 36-46
l— . .

4

Residuos polares (no cargados) I Residuos cargados positivamente
Residuos Hidrofobo |Residuc~5 cargados negativamente

Figura 4.2: Esquema de la estructura primaria de 1GW3, se muestran los diferen-
tes tipos de aminoacidos que lo forman; las llaves de colores indican a que seccién
corresponden, de las imédgenes (c¢) y (d) de la Figura 4.1

1.2. Liquidos iénicos

Los liquidos iénicos usados en el estudio consistieron en un cation basado en
imidazol y cloro como anién. Los cationes utilizados para el estudio fueron 1-etil-3-
metilimidazolio (EMIM™), 1-butil-3-metilimidazolio (BMIM™) y 1-hexil-3- meti-
limidazol (HMIM).
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Como se puede apreciar en la Figura 4.3 lo que diferencia a los cationes es el
tamano de la cadena que tienen unida al imidazol, el aumento de esta cadena cambian
las propiedades al cation. Conforme aumenta el tamano de la cadena esta le va
confiriendo propiedades anfipaticas al catién.

a)EMIM bYBMIM Cc)HMIM

Figura 4.3: Estructura de los diferentes cationes usados en el estudio, a) 1l-etil-
3-metilimidazolio (EMIM) y b) 1-butil-3-metilimidazolio (BMIM) y ¢) 1-hexil-3-
metilimidazolio (HMIM).

2. Simulacion de dinamica molecular

La simulaciéon juega un papel de un experimento virtual, donde se pueden analizar
las caracteristicas y propiedades del sistema a nivel molecular y las interacciones
fisicas del mismo, proporciondndonos de esa forma informacién y conocimiento del
sistema que posteriormente puede ser utilizado para el diseno experimental.

La SDM describe el sistema molecular en funcién de su evolucién temporal, uti-
lizando un enfoque clasico para modelar las interacciones existentes y de esa manera
poder integrar las ecuaciones de movimiento de Newton.

En nuestro trabajo de SDM: el tiempo se mide en ps, las distancias en nm y la
energia en KJ/mol.
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2.1. Campo de fuerza y parametros especificos

Las simulaciones de dinamica molecular realizadas a lo largo del proyecto son a
nivel completamente atomistico ya que se incluyen explicitamente a todos los dtomos
de la proteina y del solvente. En este tipo de simulaciones es necesario describir las
interacciones entre dichos elementos, las cuales se van a describir mediante el campo
de fuerza.

El campo de fuerza utilizado para este caso fue AMBER94 [46] (descrito por la
ecuacion 4.1), ya que es el potencial tipico en el estudio de esta clase de sistemas. El
campo de fuerza AMBER [46], fue disefiado principalmente para simular la confor-
macion de las estructuras y las energias de interaccion de distintas biomoléculas tales
como proteinas y acidos nucleicos, principalmente en la fase condensada. Este cam-
po de fuerza conserva caracteristicas del campo de Weiner [47] con su énfasis en la
representacion electrostatica, representacion simple de enlaces y energia de angulos
y al mismo tiempo ofrece parametros electrostaticos y de Van der Waals optimizados
para simulaciones de fase condensada.

Eiotar = Z K (r —re)? Z Ko(0 — 0.)° + Z [1+ cos(ng — )]+

enlaces angulos diedro
P (4.)
1<J ) )

El campo de fuerza AMBER, consta de 4 términos, donde el primero y el segundo
describen la energia de estiramiento y doblamiento de los enlaces covalentes, el tercer
término describe la energia de los angulos diedros y el cuarto término describe las
interacciones de largo alcance mediante un potencial electrostatico sumado a uno de
Lennard-Jones.

El modelo explicito de agua utilizado fue el SPCE [48, 49], debido a que hace
una correcciéon a la polarizacion del potencial efectivo del agua, produce picos bien

definidos en las curvas de distribucion radial y mejora la constante de difusion y
densidad.

Los parametros utilizados para los liquidos iénicos fueron los reportados por Y.
Wang y colaboradores [45]. Los parametros del fragmento de la proteina ya estan

contenidos en el potencial AMBER [46].

El nimero de moléculas utilizadas para cada sistema esta acuerdo a los porcen-
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tajes v/v del trabajo de Q. Shao [42], estos valores los podemos ver en el Cuadro
4.1. Para los diferentes sistemas utilizamos los mismos porcentaje, el v/v % no va-
ri6 significativamente, ya que la densidad de los diferentes liquidos iénicos usados en
este estudio es muy similar entre si [50].

Cuadro 4.1: Numero de moléculas usadas en cada sistema, dependiendo del porcen-
taje V/V.

(v/v)% Moléculas de agua, Pares de i6nes
0 4246 468
25 10839 468
45 4468 468
65 1922 486

2.2. Procedimiento general para la SDM (usado en la tesis)

Todas las simulaciones se hicieron con el paquete de simulaciéon GROMACS.
Para obtener los resultados: (1) se genera una configuracién inicial, (2) se equilibra
el sistema (de acuerdo a lo que se describe a continuacién) y (3) se procede a simular
el sistema el tiempo suficiente para obtener resultados estables (en este caso el tiempo
de simulacién fue de 30 ns) [27].

Equilibracién
El procedimiento de equilibracién consistié en los siguientes pasos:

= NPT1: Dura 12 ns, la presion de referencia es de 100 atm para favorecer la
compactacion de la caja, y se hace inicia a una temperatura de 1000K, pasando
por 800K, 600K, 500K, 400K y 300K. El tiempo de equilibracion en cada
temperatura es de 2 ns.

» NPT2: Dura de 3-6 ns (dependiendo de los requerimientos del sistema), la pre-
sion de referencia fue de 1 atm, para que se estabilice el volumen a condiciones
normales y a una temperatura de 300 K.

= NVT: Dura 16 ns, a volumen constante, e inicia a una temperatura de 2000K,
cambiando cada 2 ns, pasando por 1500K, 1000K, 800K, 600K, 500K, 400K y
finalmente se estabiliza en 300 K.
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Figura 4.4: Grafica del tamano de la caja después de NPT1 y NPT2.

Cada paso es requerido para obtener una correcta equilibracién de sistema: el paso
NPT1 sirve para compactar el volumen de la caja, puesto que al generar el sistema
el volumen de la caja es demasiado grande y las moléculas casi no interactian entre
si. Se inicia a altas temperaturas para acelerar el proceso ya que los liquidos iénicos
son muy viscosos, lo cual implica una relajaciéon muy lenta.

El paso NPT2 es para que se estabilice el tamano de la caja a condiciones norma-
les (1 atm), en algunos sistemas es necesario aumentar la duracién para una correcta
equilibracion. En la Figura 4.4 se muestran las graficas de las fluctuaciones del ta-
mano de la caja que contiene al sistema a lo largo del tiempo, se puede ver en la
grafica de NPT1 como el tamano de la caja disminuye conforme pasa el tiempo hasta
que se estabiliza y en la grafica de NPT2 vemos que el tamano de la caja se estabiliza
y fluctia solamente alrededor de 5.48 nm. El paso NVT es para borrar la memoria
del sistema y que los pasos anteriores no afecten la corrida de produccion.

Posterior a la equilibracién del sistema, se procede con la corrida de produccion
con una duracion de 30 ns, a 1 atm de presion y 300 K. Después de la corrida de
produccién se procedié a analizar los datos arrojados de la misma, apoyandome de
las herramientas incorporadas en el paquete de GROMACS [27]. De esta forma se
realiza la interpretaciéon de las interacciones fisicas y de comportamiento del sistema.
En el capitulo de SDM se hace una descripcién del tipo de informacién que arroja
cada andlisis realizado.
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Insertar 468 pares de iones a la caja con la configuracion inicial de ApoAl
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Figura 4.5: Diagrama general de la metodologia usada en la tesis.
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Caracteristicas del solvente
(EMIM-CL)

Antes de abordar la idea principal en la tesis, la cual es ver el efecto que tienen
diversos liquidos i6nicos basados en imidazol sobre la estabilidad de un biopolimero
(en el caso particular del fragmento de ApoAl), se realizaron simulaciones del sol-
vente EMIM-CL en ausencia del biopolimero. Se usé el EMIM-CL puro y EMIM-CL
con agua (25, 45y 65% v/v).

1. Estudio de la dinamica del liquido iénico 1-etil-
3-metilimidazolium (EMIM-CL).

Primero se analiz6 el comportamiento del liquido i6nico EMIM-CL puro (sin
agua) a diversas temperaturas.

1.1. Metodologia

El sistema generado consta de 1024 pares de iones de EMIM-CL. El procedimiento
de equilibracién se realizé en tres pasos:

28
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» NPT a una alta presién (100 atm.) con un cambio de temperatura de 2000K,
1800K, 1600K, 1400K, 1200K, 1000K, 800K, 700K, utilizando un tiempo de
equilibracion de 1ns en cada temperatura.

» NPT a 1 atm para simular las condiciones experimentales a 700K por 2 ns.

= NVT repitiendo con un cambio de temperatura de 2000K, 1800K, 1600K,
1400K, 1200K, 1000K, 800K, 700K, utilizando un tiempo de equilibracién de
1ns en cada temperatura.

Después de esto se realiza la primera corrida de produccion y posteriormente se
realiza una NPT a 1 atm durante 1 ns y con un cambio de temperatura de 50 K
(0=50K) hasta llegar a 200 K, tomando en cuenta que el punto de fusién de EMIM-
CL es ~350 K [60]. El sistema fue simulado durante 10 ns para cada temperatura y
se calculd el desplazamiento cuadratico medio (MSD), el coeficiente de difusién (D) y
la funcién de distribucién radial (RDF) con respecto a cada ion. Para temperaturas
bajas (300 K y 200 K) se hicieron las simulaciones con un tiempo total de 50 ns para
cada temperatura y se calculé el MSD, el D y RDF con respecto a cada ion.

1.2. Desplazamiento cuadratico medio (MSD).

En la Figura 5.1 se muestra la grafica del desplazamiento cuadréatico medio (MSD)
con respecto del tiempo para diferentes temperaturas. La linea sélida negra repre-
senta el MSD del catién (EMIM™) a 700 K, la linea discontinua negra corresponde
al anién (CL™) a 700 K, la linea solida roja con circulos huecos indica el MSD de
EMIM™ a 600 K, la linea discontinua con circulos rellenos corresponde al MSD del
CL~ a 600 K, la linea solida verde con cuadrados huecos indica el MSD de EMIM™
a 500 K, la linea discontinua verde con cuadros rellenos corresponde al MSD del C'L~
a 500 K, la linea solida azul con tridngulos huecos indica el MSD de EMIM™ a 400
K y la linea discontinua azul con triangulos huecos corresponde al MSD del C'L™ a
400 K.

En la Figura 5.1 se puede observar como al disminuir la temperatura el compor-
tamiento del MSD también va disminuyendo para ambos iones y también aumenta la
diferencia en magnitud entre ellos aunque el comportamiento sea muy similar. Vemos
como a 700 K el MSD a tiempos largos es practicamente el mismo para ambos iones
y se ve como tiene un comportamiento casi lineal.
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Figura 5.1: Desplazamiento cuadratico medio con respecto del tiempo a diferentes
temperaturas del sistema EMIM-CL. La linea sélida negra representa el MSD del
catién (EMIM™) a 700 K, la linea discontinua negra corresponde al anién (C'L™)
a 700 K, la linea solida roja con circulos huecos indica el MSD de EMIM™ a 600
K, la linea discontinua con circulos rellenos corresponde al MSD del CL™ a 600 K,
la linea solida verde con cuadrados huecos indica el MSD de EMIM™ a 500 K, la
linea discontinua verde con cuadros rellenos corresponde al MSD del C'L™ a 500 K,
la linea solida azul con tridngulos huecos indica el MSD de EMIM™ a 400 K y la
linea discontinua azul con triangulos huecos corresponde al MSD del C'L™ a 400 K.

En la Figura 5.2 se muestra la grafica del MSD a temperaturas de 400 K, 300
K y 200 K (300 K y 200 K son consideradas temperaturas bajas para esta clase de
sistema). La linea sélida negra representa el MSD del catién (EMIM™) a 400 K, la
linea discontinua negra corresponde al anién (C'L~) a 400 K, la linea solida roja con
circulos huecos indica el MSD de EMIM™ a 300 K, la linea discontinua con circulos
rellenos corresponde al MSD del CL™ a 300 K, la linea solida verde con cuadrados
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huecos indica el MSD de EMIM™ a 200 K y la linea discontinua verde con cuadros
rellenos corresponde al MSD del C'L™ a 200 K. Esta gréfica nos sirve para comprobar
el comportamiento de los iones y ver como D para ambos iones a bajas temperaturas
tiende a cero lo cual nos indica que el sistema se encuentra cercano a la transicién
de vitrificacion, en todos los casos el MSD del anién es menor que el del catién hasta

por un orden de magnitud (en los casos a 300 K y 400 K), se puede ver la diferencia
del comportamiento del MSD a 400 K contra 300 y 200 K.

1 R L L L L L L
— EMIM (400 K)
— - CL (400 K)
-0 EMIM (300 K)
o+ CL (300 K)
i EMIM (200 K)
C1 (200 K)

<

o

p—
[

- -----""/

-
||||L.HJ’| ol ool Ll AR Lol [T

0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000 10000 1e+05
Time (ps)

Figura 5.2: Desplazamiento cuadratico medio con respecto del tiempo a diferentes
temperaturas del sistema EMIM-CL. La linea sélida negra representa el MSD del
catiéon (EMIM™) a 400 K, la linea discontinua negra corresponde al anién (C'L™)
a 400 K, la linea solida roja con circulos huecos indica el MSD de EMIM™ a 300
K, la linea discontinua con circulos rellenos corresponde al MSD del CL™ a 300 K,
la linea solida verde con cuadrados huecos indica el MSD de EMIM™ a 200 K y la
linea discontinua verde con cuadros rellenos corresponde al MSD del C' L™ a 200 K.
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1.3. Coeficiente de difusién (D).

En la Figura 5.3 se muestra el coeficiente de difusién (D) con respecto a la
temperatura del sistema EMIM-CL, donde los puntos verdes representa los D del
anién (C'L™) y los puntos rojos los D del catiéon (EMIM™), en la grafica podemos
observar como los D del anién tienden a ser menores que los del catiéon en la mayoria
de las temperaturas y como a bajas temperaturas el D de ambos iones tiende a
cero, pero con mayor rapidez el del CL~. Se observa una fuerte tendencia al arresto
dindmico a temperaturas bajas.

Para todas las temperaturas el D del cation EMIM™ es mayor que el del C L™
aunque conforme disminuye la temperatura la diferencia entre su valor aumen-
ta, estos resultados concuerdan con resultados reportados anteriormente por Bhar-
gava y colaboradores [61] donde observaron que el liquido iénico cloruro de 1,3-
dimetilimidazolium a temperaturas bajas presenta una mayor difusion el catién que
el anién, lo cual también concuerda con previos estudios experimentales de dicho
liquido iénico.

-10 7
1075 D (cation)
10" —&— D (anion)

200 300 400 500 600 700
T(K)
Figura 5.3: D con respecto la temperatura del sistema EMIM-CL. Los puntos verdes

indican el D del anién, los puntos rojos indican el D del catién, las lineas son solo
una guia para el ojo. (Simbolos vacios significan posible falta de equilibracién.
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1.4. Funcién de distribucién radial (RDF).

En la Figura 5.4 se muestra la gréfica de la funcién de distribucién radial para
EMIM-CL a tres diferentes temperaturas T= 600 K (verde), 400 K (azul) y 200 K
(rojo), La linea sélida corresponde a la gy, (r), la linea discontinua representa la
g—_(r) y la linea con simbolos (circulos, cuadros y tridngulos) indican la g, (r).
Se puede ver en la grafica como conforme disminuye la temperatura la RDF se va
desplazando ligeramente hacia la izquierda, pero la forma sigue siendo la misma.

! ! ! ! [ ! [
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#=¢ EMIM-CL 600K |
— EMIM-EMIM 400K |
— CL-CL 400K I
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Figura 5.4: Funcién de distribucién radial del sistema EMIM-CL a diferentes tem-
peraturas. La linea sélida corresponde a la g, (r), la linea discontinua representa la
g—_(r) y la linea con simbolos (circulos, cuadros y tridngulos) indican la g, (7). Los
colores de las lineas indican la temperatura del sistema, donde a 600 K es verde, 400
K es azul y a 200 K es rojo.
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Se puede ver en la grafica como la probabilidad de tener de primer vecino al ion
con la carga opuesta es mayor, y de como debido a las fuerzas electrostaticas los
iones con la misma carga quedan mas alejados unos de otros, con la distancia entre
CL~ y CL~ facil cabe una molécula de EMIM™.

En la Figura 5.5 se muestran la RDF a las temperaturas 200 K, 250 K y 300 K, las
lineas solidas roja, negra y verde representa g__(r), g+—(r) y g4+ (r) respectivamente.
La forma de la RDF de los iones fue la misma para las diversas temperaturas (200
K, 250 K y 300 K) lo cual nos esté indicando que el sistema se encuentra en arresto.
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Figura 5.5: Funcién de la distribucién radial para EMIM-CL en las temperaturas 300
K, 250 K y 200 K. La linea discontinua, linea solida y linea con cuadros representan

g++(1r), g——(r) v g+—(r) respectivamente.

En la Figura 5.6 se muestra la configuracion final del sistema EMIM-CL a 300 K
visualizado por medio de VMD, las esferas verdes corresponden al C'L™ y en color
azul se representan al cation (EMIM™) como una superficie continua. En la Figura
5.6 se puede apreciar la distribucién de los iones en el sistema, se corrobora el com-
portamiento del sistema visto por medio de la RDF, los aniones estan espaciados
entre si &~ 3 veces su radio, permitiendo de esta manera que el cation pueda distri-
buirse alrededor de este y de acuerdo con lo que se vio en el MSD el catién puede
difundir en el sistema de manera mas facil que el anion.



Capitulo 5. Caracteristicas del solvente (EMIM-CL) 35

Figura 5.6: Configuracién final del sistema EMIM-CL a 300K visualizado por VMD,
las esferas verdes corresponden al anién (C'L™) y la superficie azul representa al
cation (EMIM™).

1.5. Discusidon

Se observé que el catién (EMIM™) presenta un mayor coeficiente de difusién con
respecto al anién (C'L™) en la mayoria de las temperaturas caracterizadas a pesar de
su gran tamano. Esta caracteristica también fue observada en estudios del cloruro
de 1,3-dimetilimidazolium [61]. E1 MSD con respecto del tiempo del anién (C'L™)
presenta un comportamiento similar al del catién para las diferentes temperaturas
aunque en todos los casos presenté un menor valor.

En la Figura 5.6 se puede observar que los aniones (esferas verdes) estan lo
suficientemente espaciados entre si debido a las fuerzas de repulsién entre ellos esto
permite el paso del catién (superficie azul).

El comportamiento de la RDF fue similar para todos los casos, se vio como confor-
me se disminuia la temperatura la distancia entre las moléculas también disminuyo
gradualmente, quedando estancada a bajas temperaturas (300, 250 y 200 K). El coe-
ficiente de difusion fue tendiendo a cero conforme baja la temperatura, quedando el
anién primeramente arrestado, lo cual coincide con lo reportado sobre el punto de
fusion de EMIM-CL el cual ronda ~350 K [60].
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2. EMIM-CL + H,O

Los solventes utilizados en esta tesis han sido liquidos iénicos disueltos en agua
en diversos porcentajes (25%, 45% y 65% v/v), debido a que en previos estudios
experimentales o tedricos se utilizan preferentemente con agua por las caracteristicas
tipicas de los medios biolégicos [39, 42-44, 56-58].

2.1. Metodologia

Se realizé el mismo procedimiento para generar las cajas de EMIM-CL + H50,
que el proceso utilizado en las cajas con el fragmento de ApoAl (ver Capitulo 4).

El procedimiento en grandes rasgos consta de: una equilibracion la cual se realiza
en 3 pasos (NPT1, NPT2 y NVT) y una vez que el sistema esta en equilibrio se
procedio con la corrida de produccion a 300 K durante 30 ns. Ya teniendo esto se
analizaron los resultados auxilidandonos de las herramientas de GROMACS.

2.2. Desplazamiento cuadratico medio (MSD)

En la Figura 5.7 se puede ver la grafica del MSD de EMIM-CL + H50 con res-
pecto del tiempo. La linea solida negra representa el agua a 25 %, la linea discontinua
negra corresponde al C' L™ a 25 %, la linea sélida con cuadros rellenos indica el MSD
del cation (EMIM™) a 25%, la linea sélida roja con cuadros huecos corresponde al
MSD del agua en el sistema a 45 %, la linea discontinua con circulos rellenos repre-
senta el MSD del C'L™ a 45 %, la linea sélida roja con circulos huecos indica el MSD
de EMIM~ a 45 %, la linea sélida verde con tridngulos verdes representa el MSD
del agua en el sistema a 65 %, la linea verde solida corresponde al MSD del EMIM*
a 65 % vy la linea discontinua verde indica el MSD del CL~ a 65 %.

Se puede apreciar que conforme aumenta la concentraciéon de EMIM-CL dismi-
nuye el MSD del sistema, se puede ver como a tiempos cortos el MSD del catién es
mayor y a tiempos més largos es menor que el del anién, mientras tanto el MSD del
agua en los tres casos es mayor con respecto los iones.

El MSD de los sistemas EMIM-CL + H,0O es mayor hasta por tres 6rdenes de
magnitud que el MSD del EMIM-CL puro (ver Figura 5.1) y el comportamiento del
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sistema también cambia, mientras que en el caso del EMIM-CL puro el MSD del
caton es mayor que el del anién para las diferentes temperaturas (200-700 K), en los
casos de EMIM-CL + H50 el MSD del catién es mayor pero después de un tiempo
disminuye y pasa a ser menor que el del anién, este cambio del MSD de los iones
ocurre mas lento conforme aumentamos la concentraciéon de EMIM-CL en el sistema,
el MSD del agua en dichos sistemas es practicamente lineal a 25 y 45% y a 65%
disminuye cuando disminuye el MSD del cation.

— Water (25% EMIM-CL)

- CL (25% EMIM-CL)
#-a EMIM (25% EMIM-CL)
10 5 Water (45% EMIM-CL)
»-¢ CL (45% EMIM-CL)
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Figura 5.7: Desplazamiento cuadratico medio de EMIM-CL + H5O con respecto del
tiempo. La linea solida negra representa el agua a 25 %, la linea discontinua negra
corresponde al C' L™ a 25%, la linea sélida con cuadros rellenos indica el MSD del
catién (EMIM™) a 25 %, la linea sélida roja con cuadros huecos corresponde al MSD
del agua en el sistema a 45 %, la linea discontinua con circulos rellenos representa
el MSD del CL™ a 45 %, la linea sélida roja con circulos huecos indica el MSD de
EMIM~ a 45 %, la linea sélida verde con tridngulos verdes representa el MSD del
agua en el sistema a 65 %, la linea verde solida corresponde al MSD del EMIM™ a
65 % y la linea discontinua verde indica el MSD del CL~ a 65 %.
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2.3. Funcién de distribucién radial (RDF)
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Figura 5.8: Funcién de distribucion radial tomando como referencia el C'L™ de los
diferentes sistemas. El color de la linea indica el porcentaje de EMIM-CL del sistema,
donde negro es a 25 %, roja a 45 % y verde a 65 %. La linea solida indica la RDF de
CL~ — Hy0, la linea discontinua la RDF de CL™ —CL™ y la linea punteada la RDF
de CL- — EMIMT.

En la Figura 5.8 se muestra la RDF tomando como referencia el anién (C'L™)
de los diferentes sistemas, el color indica el porcentaje de EMIM-CL, negro=25 %,
rojo=45% y verde=65 %, la linea sélida indica la RDF de CL~ — H,0, la linea dis-
continua la RDF de CL~ — CL™ y la linea punteada la RDF de CL™ — EMIM™.
Se puede ver en la Figura 5.8 que el comportamiento de la RDF es similar para los
diferentes porcentajes de EMIM-CL, la diferencia que se presenta es el tamaio de
las curvas, presentando una mayor diferencia la RDF de C L™ — H,O. En la gréfica
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podemos ver como los primeros vecinos del C'L™ son moléculas de agua y confor-
me aumenta la concentraciéon de EMIM-CL aumenta la probabilidad de encontrar
moléculas de agua alrededor del anién, después del agua tenemos la presencia del
cation y al ultimo la de otro anién.
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Figura 5.9: Funcién de distribucién radial tomando como referencia el EMIM™ de
los diferentes sistemas. El color de la linea indica el porcentaje de EMIM-CL del
sistema, donde negro es a 25 %, roja a 45 % y verde a 65 %. La linea solida indica la
RDF de EMIM™~ — H50, la linea discontinua la RDF de EMIM~ — CL™ y la linea
punteada la RDF de EMIM~ — EMIM™.

En la Figura 5.9 se muestra la RDF tomando como referencia el catién (EMIM™)
de los diferentes sistemas, el color indica el porcentaje de EMIM-CL, negro es a 25 %,
roja a 45 % y verde a 65 %, la linea solida indica la RDF de EMIM~ — H50, la linea
discontinua la RDF de EMIM~ — CL™ y la linea punteada la RDF de EMIM~ —
EMIMT®. La forma del RDF de los diferentes sistemas es similar, podemos ver en
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la grafica como en los primeros vecinos tenemos una probabilidad muy similar entre
el agua y el CL™, y el cation se queda desplazado hasta 0.9 nm.
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Figura 5.10: Funcién de distribucién radial tomando como referencia el agua de los
diferentes sistemas. El color de la linea indica el porcentaje de EMIM-CL del sistema,
donde negro es a 25 %, roja a 45 % y verde a 65 %. La linea solida indica la RDF de
H>;O — H50, la linea discontinua la RDF de H,O — CL~ y la linea punteada la RDF
de H,O — EMIMT.

En la Figura 5.10 se muestra la RDF tomando como referencia la molécula de
agua, el color indica el porcentaje de EMIM-CL del sistema, donde negro es a 25 %,
roja a 45 % y verde a 65 %. La linea sélida indica la RDF de HyO — H,0, la linea
discontinua la RDF de H,O — CL™ y la linea punteada la RDF de H,O — EMIM™.

Se puede apreciar que conforme aumenta la concentracion de EMIM-CL la altura
de las curvas aumenta, pero el comportamiento es muy similar entre los diferentes
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