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Resumen.

La biofisica computacional se ha convertido en unas de las ramas mas dinamicas de la
biologia contemporanea, ocupandose principalmente del estudio de los procesos celulares a
nivel molecular, siendo su unidad fundamental de investigacion las macromoléculas. Sin
embargo, el estudio del movimiento y comportamiento estructural de una macromolécula
muestra una notable dificultad.

Una de las alternativas mas prometedoras para el estudio de sistemas bioldgicos es sin duda
la simulacién molecular, tal como Dinamica Molecular (DM). La DM se ha convertido en
una de las herramientas numéricas mas poderosas para estudiar propiedades termodinamicas
de macromoléculas como son las proteinas, polisacéridos y otras biomoléculas.

Este trabajo esta enfocado en simular quitosano, biopolimero encontrado principalmente en
el exoesqueleto de crustaceos e insectos. El quitosano es utilizado principalmente en el
campo médico, alimenticio y cosmético gracias a propiedades como biocompatibilidad,
antifangico, no toxico, entre otras.

En este trabajo, se estudié el quitosano en un ambiente salino mediante simulaciones
moleculares para conocer la interaccion del quitosano con distintas concentraciones de sal
(NaCl), enfocandonos en el cambio estructural que sufre la cadena polimérica al variar el
grado de protonacién y concentracion salina. Se analizaron los diferentes comportamientos
que éstas presentan y como dichos comportamientos pueden afectar el autoensamblaje
molecular, una de las propiedades utilizadas mas importantes del quitosano.
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Objetivos

General

Analizar estructuralmente las cadenas poliméricas de quitosano, de acuerdo a su
comportamiento en un ambiente salino y porcentaje de protonacion, usando modelos de
campos de fuerza, tal como CHARMM, en ambiente acuoso.

Especificos y metas

1. Estudiar el rol de las interacciones intramoleculares en la flexibilidad de polimeros
de quitosano compuestos por unidades de glucosamina neutras.

2. Estudiar el rol de las interacciones intramoleculares en la flexibilidad de polimeros
de quitosano compuestos por unidades de glucosamina protonadas.

3. Comparar la formacidn de puentes de hidrogeno, tanto intra como intermoleculares,
funciones de distribucion radial, radio de giro, desplazamiento cuadratico medio, etc.
en las cadenas compuestas por unidades de glucosamina neutras y unidades de
glucosamina protonadas.

Hipotesis.

Los polimeros de quitosano con un grado mayor de protonacion en interaccién con un
ambiente salino tendran una mayor cantidad de puentes de hidrogeno intermoleculares, esto
es, la estructura sera rigida, mientras que las cadenas con menor grado de protonacion podrian
tener menor cantidad de puentes de hidrogeno, haciendo su estructura mas flexible. La
cuantificacion de este tipo de propiedades podran ser claves en el proceso de encapsulamiento
de quitosano.
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Capitulo 1

Introduccion.

Los biopolimeros constituyen una rama de la ciencia muy amplia, pueden referirse a
sustancias quimicas generadas por organismos vivientes como celulosa, almidén, quitina,
proteinas, peptidos e incluso DNA y RNA, los cuales son utilizados en distintas ramas de la
medicina, agricultura e industria alimenticia en mayor manera.

Polimeros con base biolégica son materiales que se producen a partir de recursos renovables.
Los términos polimero de base bioldgica y polimero biodegradable se utilizan ampliamente
en la literatura, aunque, existe una diferencia clave entre los dos. Los polimeros
biodegradables se definen como materiales cuyas propiedades fisicas y quimicas sufren
deterioro y se degradan completamente cuando se exponen a microorganismos, diéxido de
carbono, agua, etc., mientras que los polimeros de base biolégica pueden ser o no
biodegradables.

Mundialmente el interés sobre los polimeros de base bioldgica ha crecido debido al deseo y
la necesidad de encontrar combustibles basados en polimeros no fésiles al ofrecer
importantes contribuciones para reducir la dependencia en combustibles fosiles y el relativo
impacto ambiental a través de la reduccidn de emisiones de didxido de carbono.

En las Gltimas 3 décadas, polisacaridos hidréfilos han ganado gran interés cientifico en
relacion a sistemas de administracion de medicamentos. Esto debido en parte al hecho de las
propiedades que estos poseen, ademas, la estructura de estos puede ser modificada con el fin
de sintetizar derivados con caracteristicas especificas deseadas para ciertas funciones.

La quitina es un elemento estructural encontrado en el exoesqueleto de insectos, crustaceos
y paredes celulares de hongos, segundo polisacarido natural mas abundante después de la
celulosa [1].

El quitosano es el derivado desacetilado de la quitina, quimicamente definido como un
copolimero de B-(1-4) 2-amino-deoxy-B-D-glucopiranosa(glucosamina) con grupos N-acetil
distribuidos aleatoriamente [2]; principalmente conocido por tener excelentes propiedades
tales como biodegradabilidad, biocompatibilidad, adsorcién y no toxico, aplicables a una
amplia gama de sectores industriales y usos médicos.

Estructuralmente el quitosano es una cadena polimérica compuesta por monomeros de
glucosamina y N-acetil-glucosamina, con una cantidad menor de grupos acetil. La estructura
molecular de la glucosamina se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Estructura molecular de la Glucosamina utilizada en la simulacién. A cada atomo se le asigna una
etiqueta, la cual se usara para identificar el tipo de atomo en el capitulo de resultados y discusion, los &tomos
de color gris corresponden a hidrégenos (H), rojo a oxigenos (O), verde a carbonos (C) y azul a nitrégenos

(N).

Al igual que la celulosa, el quitosano puede someterse a distintas reacciones como
esterificacion, entrecruzamiento, entre otras [3]. Los pardmetros principales que afectan sus
caracteristicas son peso molecular y grado de desacetilacion (representa las unidades
desacetiladas). A diferencia de otros polisacaridos naturales, el quitosano es altamente
basico, debido a esta propiedad Unica podemos encontrar propiedades funcionales tales como
la formacion de polioxialquilo, capacidad para formar peliculas, quelar iones de metal y
caracteristicas estructurales opticas.

No existe un procedimiento estdndar para la obtencién de manera natural del quitosano, el
tratamiento sera distinto debido a la diversidad de fuentes y la diferencia de estructuras.
Convencionalmente, el protocolo esta dividido en desmineralizacion, desproteinizacion y
decoloracion, llevados a cabo a través de tratamientos quimicos y bioldgicos. El proceso de
obtencion del quitosano puede ser realizado a través de una desacetilacion quimica o
enzimatica, la desacetilacion quimica es usada cominmente debido a problemas economicos
y viabilidad para la produccion en masa [4].

Las aplicaciones del quitosano dependen de caracteristicas como: aspecto del polimero,
turbidez de la solucion del polimero, grado de desacetilacion y peso molecular. El grado de
desacetilacion puede ser determinado mediante distintas técnicas como, espectroscopia
infrarroja, valoracion potenciométrica y métodos méas avanzados como 1 H NMR, por
mencionar algunas.
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El producto obtenido al llevar a cabo las desacetilacion es soluble en soluciones &cidas
cuando el grado de desacetilacion esta por encima de 0.5, pero no en un pH alcalino o
fisioldgico. Las propiedades fisicas en solucion acuosa dependen del grado de desacetilacion
y la distribucion del grupo acetil a lo largo de la cadena polimérica, la presencia de grupos
aminos libres en la cadena de quitosano permite modificaciones [5].

La abundancia de los grupos hidroxilo y amino altamente reactivo en el quitosano, ademas
del grupo acetamido en la quitina y su tendencia a formar puentes de hidrogeno intra e
intermoleculares resultan en la formacion de agregados lineales con un amplio grado de
cristalinidad.

Métodos de obtencion de quitina.

Debido a que la quitina se encuentra covalentemente asociada a diferentes compuestos es
necesaria la aplicacion de métodos para remover el material quimico.

Métodos quimicos.

El método usado a nivel industrial para la obtencion de quitina consiste en un proceso de
hidrolisis de la proteina y remocion del material inorganico. Generalmente los métodos
quimicos emplean grandes cantidades de agua y energia, ademas, dificultan la recuperacion
de otros productos de alto valor comercial como proteinas y pigmentos.

Métodos bioldgicos.

Los métodos bioldgicos al utilizar extractos enziméticos, o bien aislados de enzimas, y
fermentacion microbiana proveen una alternativa a los métodos quimicos.

Ensilados

Tratamiento de la biomasa por medio de la adicién de &cidos organicos (&cido citrico,
férmico, acético, lactico, etc.), utilizados para conservar el material inhibiendo el crecimiento
de organismos no deseados. Empleado especialmente durante el tratamiento de desechos de
cabeza de camardn ya que permite la remocién de proteinas y pigmentos de alto valor
comercial.

Ensilado fermentado: la fermentacion de los desechos de camardn usando bacterias resulta
en una fraccion solida que contiene la quitina cruda y en la produccion de un liquido en
proteinas, minerales y pigmentos naturales de camaron.

Ensilado acido: afiadir acidos, ya sean organicos o inorganicos, a la materia prima con la
finalidad de disminuir el valor del pH lo suficiente para prevenir el deterioro del material por
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accion microbiana. Las estructuras tisulares son degradadas por los &cidos, dando un
producto liquido rico en proteinas y otros compuestos solubles [6].

Métodos de obtencion de quitosano.

Una vez que la quitina ha sido obtenida se hidrolizan los grupos acetamido de la quitina hasta
tener grupos amino, que es el grupo funcional caracteristico del quitosano.

Método quimico.

Se suelen emplear soluciones alcalinas concentradas y tratamiento térmico a altas
temperaturas, condiciones necesarias debido a la baja reactividad de la quitina.

Puede realizarse de dos formas: homogénea, llevada a cabo con un tratamiento de
hinchamiento en una disolucion completa; y heterogénea, efectuada a alta temperatura por
un corto periodo de tiempo sobre la quitina solida en medio alcalino.

Método biologico.

Se realiza mediante el uso de enzimas. La efectividad de las enzimas disminuye radicalmente
cuando se usa quitina amorfa como sustrato. Por otro lado, si es utilizado quitosano
parcialmente desacetilado soluble en agua, la efectividad llega hasta un 97%, esto indica la
necesidad de un pretratamiento de la quitina que favorezca la accesibilidad de la enzima a
los grupos acetamido de la molécula [7].

Aplicaciones del quitosano.

El quitosano y sus derivados son reconocidos como biomateriales versatiles debido a su
diversa bioactividad, biocompatibilidad, biodegradabilidad y no toxicidad, ademéas de
propiedades fisicas como porosidad, conductividad y de tensién. En la Figura 2 se muestran
las posibles aplicaciones haciendo uso de distintas presentaciones como polvo, solucion, gel,
peliculas 0 membranas.

Al ser un material altamente absorbente es utilizado como quelante de metales pesados en el
agua, esto ocurre a través de interacciones electrostaticas como grupos reactivos de quitosano
(hidroxilo, acetamido y grupos amino primarios). Estos grupos funcionales son responsables
de propiedades como alta hidrofilicidad, reactividad y flexibilidad estructural que hacen
soluble el quitosano en solucion acida [8].

10
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Figura 2. Aplicaciones del quitosano [2].

Este oligosacarido tiene una amplia gama de aplicaciones biomédicas, en la formulacion de
vendajes, materiales de curacion, microencapsulacion de farmacos y en la formacion de
tejidos como cartilago, huesos, piel, tendones y ligamentos, esto debido al féacil
procesamiento en geles, membranas, nanofibras, andamios y formas de esponjas. Ademas,
tiene una estructura helicoidal hidrofila flexible con grupos aminos reactivos, lo que ofrece
una gran cantidad de posibles interacciones inter e intramoleculares [9].

En el transporte de farmacos, el autoensamblaje de quitosano es clave durante el proceso ya
que se presenta como un método suave y limpio, en el cual la formacién de polielectrolitos
se ve favorecida por las interacciones electrostaticas de las especies involucradas.

Posee la capacidad de formar cubiertas o peliculas cuando se deja evaporar la solucion del
polimero sobre una superficie. Esto permite utilizarlo como protector de alimentos y una
posible aplicacion como empaque biodegradable y comestible, ademas, su actividad
antimicrobiana posibilita la conservacion de los alimentos empacados o tratados con el
biopolimero [10].

En su mayoria las propiedades mecéanicas de las peliculas de quitosano son comparables con
las de varios polimeros comerciales de mediana fuerza, como los celul6sicos. Las
propiedades mecanicas y permeables pueden ser controladas eligiendo el peso molecular y
el sistema de solvente méas adecuado. Dependiendo del tipo de compuesto en el que se
mezclen, las peliculas de quitosano pueden ser comestibles o no [11].

11
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Antecedentes.

Una amplia gama de propiedades fisicoquimicas del quitosano han sido estudiadas
experimentalmente. Importantes reviews se han publicado en la literatura, documentando las
propiedades mas importantes del quitosano. Sin embargo, el rol que juegan las interacciones
moleculares, origen de las interacciones, aun es desconocido. Las técnicas de simulacion
molecular, como la dinamica molecular atomistica, proveen un amplio panorama de estudio
sobre interacciones moleculares. Es una herramienta importante para entender los
fundamentos fisicos en la estructura y funcionamiento de macromoléculas bioldgicas. No
solo provee descripciones dinamicas de las moléculas a escala atomica, sino también
informacion valiosa para la interpretacion experimental. Con el mejoramiento de algoritmos
de modelacién, mejores campos de fuerzas, computadoras de mayor potencia y avances
experimentales, la simulacién y el modelado han ampliado tanto su calidad como alcance.
Problemas que se creian insuperables hace algunos afios ahora son posibles. De acuerdo a
una revision preliminar, los estudios de quitosano usando estas metodologias son muy
escasos. Por ejemplo, Razmimanesh y colaboradores publicaron un estudio de dinamica
molecular del quitosano [12], en el cual se observé que, en ausencia de moléculas de agua,
las moléculas de gemcitabina, tienden a ubicarse cerca de las cadenas de quitosano. En el
caso de haber presencia de agua, las moléculas de la misma toman una posicion cercana a la
cadena y las moléculas de gemcitabina se movilizaron lejos de ésta. Posteriormente, Carlos
H. Borca y colaboradores realizaron un estudio entre cadenas de quitosano de distintos
tamafos en interaccion con glutaraldehido [13], con el fin de caracterizar y resaltar las
diferencias obtenidas durante la simulacién. Poco después, Morrow y diversos investigadores
estudiaron las propiedades de solvatacion del quitosano, incluyendo una cierta polarizacién
electrostatica [14]. Por mencionar un trabajo mas reciente, Suha M. Dadou y diversos
investigadores realizaron un trabajo de simulacion de quitosano con distinto porcentaje de
protonacion [15], obteniendo que la contribucién dominante de las fuerzas electrostaticas en
la formacion de complejos entre quitosano y Xanthan gum (goma de xantano) se dio cuando
el quitosano estaba al menos 50% protonado, esto debido a la flexibilidad estructural ganada
a traves del estado de protonacion. Son estos algunos trabajos relacionados con el quitosano
y la biomedicina.

Como se menciond anteriormente, en este trabajo se usan los métodos de simulacién
molecular para estudiar las interacciones de quitosano en un medio salino, por lo tanto, a
continuacion, describiremos las generalidades de la metodologia usada en este trabajo.

12
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Capitulo 2

Metodologia de Simulacién.

La simulacién computacional representa un método alternativo a la investigacion cientifica,
tiene como objetivo el uso extensivo e intensivo de herramientas de computo para resolver
numéricamente las ecuaciones de movimiento que son representativas de un fenémeno
natural.

Para estudiar un sistema fisico por métodos tedricos o via simulacion, es necesario aproximar
dicho sistema a un modelo, esto es, una representacion matematica que permite la descripcién
a nivel microscopico de un determinado sistema macroscopico. El analisis de un modelo
implica obtener resultados “experimentales” que se extraen de calculos de simulacién
aplicados a dicho modelo; por otra parte, existe una gran variedad de predicciones teoricas a
distintas escalas, las cuales pretenden reproducir el sistema de estudio.

La ventaja de este tipo de metodologia radica en el hecho de que no sélo se puede emplear
para reproducir experimentos de laboratorio, sino también que nos brinda la posibilidad de
representar aquellas condiciones experimentales que dificilmente pueden desarrollarse en el
laboratorio. Al mismo tiempo nos permite variar libremente las condiciones bajo las cuales
se realiza la simulacion brindando la posibilidad de determinar los limites en los que es valido
nuestro modelo. De manera general, podemos decir que la simulacion de un sistema fisico
consiste en considerar que esta sometido a determinadas condiciones de temperatura, presion,
densidad, etc., y que ademas esta compuesto por un nimero determinado de particulas N, las
cuales se encuentran contenidas en un volumen V cualquiera, donde la dinamica de éstas se
encuentra dictada por las ecuaciones de movimiento. Este método es conocido como el
método de dindmica molecular.

13
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2.1. Dinamica Molecular

Existe una gran variedad de técnicas de simulacién, siendo el método de Dindmica Molecular
(MD) y Monte Carlo (MC) los mas ampliamente usados debido al éxito para poder predecir
una extensa variedad de sistemas termodinamicos.

El estudio de nuestro sistema se llevd a cabo usando el método de Dinamica Molecular,
metodologia utilizada para resolver problemas dentro de la Mecéanica Cléasica.

La Dinamica Molecular es un método de simulaciéon de caracter deterministico, el cual
consiste en resolver numéricamente las ecuaciones de movimiento para cada una de las N
particulas que conforman dicho sistema, haciendo uso de la segunda ley de Newton

d’r; @.1)

Fo=mge

donde m;, r; y F; representan la masa, posicion y la fuerza respectivamente, fuerza que actia
sobre la particula i debida a las N-1 particulas restantes. De esta forma se obtiene una
descripcion de cémo las posiciones, velocidades y orientacidn de las particulas cambian con
el tiempo. Si tenemos en cuenta que nuestro sistema se encuentra totalmente aislado podemos
considerar que las fuerzas entre moléculas son conservativas y, de esta manera, relacionar la
fuerza que actla sobre la particula i debido a un potencial de interaccion por pares U(rij)

N
F; = Z F; (2.2)
|
donde F; es la fuerza intermolecular entre las moléculas i y j, expresada como la suma de
todas las fuerzas que actian entre los atomos de dos moléculas.

N; Nj N; Nj
F. o= Z z(f_ )= Z Z _ Tiajp AU(Tiajb) (2.3)
4 tajb Tigjp  ATiqjp
a=1b=1 a=1b=1

coN 14, Siendo la distancia relativa entre los atomos a y b de las moléculas i y j como se

observa en la Figura 3. El fundamento de una simulacion con DM depende de un modelo
adecuado del sistema en términos de potenciales clasicos como la ecuacion anterior.

14
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Figura 3. Interacciones del modelo &tomo — &tomo entre moléculas distintas donde el &tomo a=1 de la
molécula i interacciona con los atomos de la molécula j y sucesivamente con los demés atomos [16].

Es necesario resaltar que el potencial U(rij), elegido para representar las interacciones del
sistema como puede observarse en la Figura 3, no es mas que un modelo que representa de
forma adecuada o simplificada las interacciones reales del sistema de estudio, por lo cual la
calidad de los resultados obtenidos a partir de algun potencial dependera de los detalles de la
interaccion real que éste contenga. Sin embargo, el tener en cuenta un mayor o menor grado
de fidelidad de interacciones reales afectara la complejidad analitica del potencial U(rij), lo
cual a su vez se vera reflejado en el aumento o reduccién del tiempo de computo empleado
respectivamente.

2.2 Ensambles

Para iniciar una simulacién, son necesarios datos iniciales como la geometria del sistema, el
potencial de interaccion y algunas constantes que definen el ensamble, ya sea microcanénico,
candnico o isotérmico-isobarico. Se conoce como ensamble a la coleccion de microestados
sujetos a una restriccion extensiva, donde un microestado es la especificacion detallada de
todas las posiciones y momentos de los atomos.

Después de llevar a cabo la dindmica molecular, los resultados obtenidos son cantidades
macroscopicas tales como las propiedades termodinamicas y de transporte, y a su vez
cantidades microscépicas como la estructura del sistema junto con la dindmica de este.

Tabla 1. Ensambles usados en Dinamica Molecular.

Ensamble Grados de libertad Condicién

Microcanodnico N, V, E Energia Constante

Canonico N,V, T Temperatura Constante
Isobarico-lsoentalpico N, P, H Entalpia Constante
Isobarico-lIsotérmico N, T,P Temperatura y Presion Constantes
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En el presente trabajo el ensamble usado fue el Candnico (N, V, T), en donde el nimero de
particulas, el volumen y la temperatura quedan fijos.

2.2.1 Ergodicidad.

Para un sistema que comprende N particulas, con el tiempo cada particula tomara muestras
de los mismos estados que veria si tomara multiples estados en un momento determinado,
esto es, si se sigue una particula durante un periodo de tiempo suficientemente largo deberia
terminar con el mismo resultado como si hubiera examinado los datos de un grupo de
particulas en un s6lo punto; esto es, el promedio de tiempo el igual al promedio del conjunto.

En una simulacion generalmente no se pueden determinar todos los estados posibles en un
solo punto de tiempo, pero se puede seguir una sola particula durante un largo periodo de
tiempo. Para un sistema ergadico, esto resultaria en el mismo resultado general; por lo tanto,
si una simulacién es ergddica y lo suficientemente larga para determinar que el sistema visite
todos los estados energéticos, entonces se puede derivar informacion significativa de la
simulacion.

2.3 Algoritmos de Integracion.

Para poder integrar las ecuaciones de movimiento se usan algoritmos desarrollados a partir
de métodos de diferencias finitas. Se trata de un problema de condiciones iniciales, es decir,
dadas las posiciones y velocidades a un tiempo t, hemos de obtenerlas a un tiempo t + dt. La
base del método de diferencias finitas consiste en sustituir el intervalo de tiempo infinitesimal
dt por un intervalo finito At durante el cual, se supone, las fuerzas acttan sobre las particulas
constantes. De este modo, las ecuaciones de movimiento se resuelven paso a paso,
integrandolas en cada intervalo At.

El método de diferencias finitas es tal vez el método mas usado para integrar numéricamente
las ecuaciones de movimiento de Newton.

Por ejemplo, tengamos en cuenta la expansion en serie de Taylor para la componente x del
vector de posicion r.

B dx(t)  1dx(t) 1 d™x(t) (2.4)
X(t+At) —X(t)+7At+E dr? +"'+E d
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Un método de integracion donde la serie de Taylor incluye hasta el término correspondiente
a la n-ésima derivada se dice que es un método de orden n. Teniendo en cuenta que las
derivadas de orden mayor de dos carecen de un significado fisico, podemos truncar esta serie
hasta el segundo orden (n=2), entonces:

2
dx(®)  1dx(0)

x(t+ At) = x(t) + it 2 dE

— =A% + 0(At?) (2.5)
Los algoritmos de integracion permiten obtener una solucién aproximada al valor exacto de
las ecuaciones de movimiento del sistema, se pueden distinguir dos tipos de errores, el
primero asociado a la truncacion, mientas que el segundo se debera al redondeo asociado con
las operaciones computacionales que se realizan durante cada paso de integracion.
Consideremos que un sistema alcanza el equilibrio en un tiempo t; = h(At)At, siendo hAt
el nimero de pasos de integracion necesarios para que se alcance el equilibrio, teniendo en
cuenta las siguientes circunstancias:

1. Al tomar un valor cada vez mayor para el paso de integracion, los errores por
truncacion seran mucho mayores, mientras que los errores por redondeo disminuiran
debido a que los pasos de integracion hAt necesarios para que el sistema alcance el
equilibrio seran cada vez menores conforme At se incremente, ocasionando a su vez
que el tiempo de computo empleado para que el sistema alcance el estado deseado
disminuya.

2. Si consideramos valores pequefios para At, el error por truncacion disminuird, sin
embargo, el error por redondeo aumentard debido a que sera necesario un nimero
mayor de pasos de integraciéon para que el sistema pueda alcanzar el estado de
equilibrio, hecho que se reflejara en un mayor tiempo de computo.

por éstas razones se concluye que la eleccion del paso de integracion debe de ser un
compromiso entre el grado de precision requerido y el costo computacional dispuesto a pagar.

2.3.1  Algoritmo Velocity-Verlet.

Al hablar de dinamica molecular, uno de los algoritmos mas empleados para integrar
ecuaciones de movimiento es Velocity-Verlet, ya que nos permite evaluar en el mismo
instante las posiciones y velocidades de todas las particulas, respetando las simetrias
fundamentales de las ecuaciones de Newton. Consiste en resolver expansiones de segundo y
tercer orden para las posiciones r(t) en un lapso temporal anterior y posterior al inicial,
partiendo de la siguiente ecuacion basada en la serie de Taylor.
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,(AE) ~ 1;(0) + v;,(0)At + I;Ln?_)Atz + 0(At%) (2.6)

Para lograr que una expresion sea consistente se considera una aproximacion para las
velocidades a segundo orden en At, obtenida usando la ecuacién para las posiciones de la
siguiente manera.

r;(At) = r;(0) + v;(0)At + @Atz (2.7)

4

Considerando partir de At y aplicando la regla de ir hacia atras en el tiempo (-A¢) de modo
gue terminemos un paso atras de la posicion inicial r;(0), esta regla nos proporciona el estado
del sistema en un tiempo anterior al estado inicial del que se parte.

Fi(At)
Zmi

(2.8)

Al usar la regla anterior tanto las velocidades como las fuerzas estan a un tiempo (At).
Resolviendo para v;(At)se obtiene.

ity < TLD=TO)  FBO) =

Aplicando el mismo criterio para r;(At).

F;(0
r(At) — r;(0) = v,(0)At + Fi0) 2 (2.10)
Zmi
De esta manera, tanto las velocidades como las fuerzas se encuentran en tiempo (0).
Posteriormente, sustituyendo la expresion (2.10) en la ecuacion (2.7) encontramos

v;(At) = v;(0) + At [F;(0) + F;(At)] (2.11)

Zmi
Ecuacion necesaria para las velocidades que ahora estan truncadas a segundo orden en (At)

Yy, @ Su vez, son consistentes con las posiciones. De este modo es como se evaluan tanto las
posiciones como las velocidades simultaneamente.
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2.4  Configuracion Inicial.

En una simulacién, el primer paso es asignar al sistema de estudio una configuracion inicial,
la cual consiste en asignar a cada una de las N particulas del sistema una posicion y velocidad
inicial. Esta configuracion debe de asignarse de tal forma que el sistema se encuentre lo mas
cerca posible del estado de equilibrio, ya que en caso contrario seria necesario emplear un
mayor tiempo de computo para que el sistema pudiera alcanzar el estado deseado.

La forma en que se asignan las posiciones iniciales a cada una de las particulas que conforman
el sistema esta determinado por la fase o estado que se pretende simular. Una vez asignadas
las posiciones de todos los atomos, se especifican también sus velocidades iniciales.
Comunmente se eligen las velocidades de forma aleatoria dentro de un cierto intervalo,
distribuidas de manera uniforme o gaussiana, lo cual no influye en la velocidad a la que el
sistema se aproxima al equilibrio.

25 Condiciones Periodicas de Frontera.

Dentro de los aspectos fundamentales para llevar a cabo una simulacion de Dindmica
Molecular (DM), se considera un numero de particulas finito debido a las limitaciones
computaciones. El tiempo de ejecucion de los programas de DM crece rapidamente con el
namero de atomos del sistema debido, fundamentalmente, a la evaluacion de las fuerzas entre
los atomos.

Las Condiciones Periddicas de Frontera (CPF) consisten en simular un nimero pequefio de
particulas colocadas en una celda de simulacion principal y construir imagenes de esta misma
celda, Figura 4. De esta forma, se genera un sistema periodico infinito, donde la posicién de
cada atomo que forma parte del sistema queda especificada por 6 variables: 3 coordenadas
(x, Y, ) y 3 momentos (pX, py, px), entonces, si un atomo de la celda principal la abandona
por una de sus caras, su imagen de la cara opuesta entra en la celda primaria. Con esto ya no
existen superficies limitantes del sistema.

19



“SIMULACION MOLECULAR DEL EFECTO IONICO EN POLIMEROS DE QUITOSANO”.

N =
20 e ) O
3 <’ &) &
2 o =
) D ™ 9 | o
2 @ @ & Q >
- ™ - —
%) 20 0
3 D |~ @ |¢ -]
a O e ¢
h® o o 1
2D _||9° , || #°,
) e ) S O
- - e -
» - = = ~
o ol 0
9 y &} ™ ¢ N
® O ~ o ™m0 )
| P e > > & ©o
ol . - ) 7

Figura 4. Condiciones periddicas de frontera en un sistema tridimensional

La implementacion de las condiciones periddicas de frontera requiere la evaluacion de las
fuerzas que se ejercen sobre cada molécula debido a las demas moléculas en el sistema. En
principio se han de incluir también las interacciones con las moléculas de las celdas imagen.
Si las fuerzas que operan son de corto alcance (Van der Waals), se puede considerar que la
particula en cuestion se encuentra en el centro de la celda cubica, con las mismas dimensiones
que la celda original, y solo interactda con las particulas que estan dentro de esta celda, esto
es, con las imagenes méas proximas dentro de la distancia identificada como radio de corte.
Procedimiento conocido como “Criterio de Minima Imagen” [17], surge como una
consecuencia directa al uso de condiciones periddicas de frontera.

2.6 Convencién de minima imagen.

Para el caso de DM, el uso de CPF indica que el célculo de las interacciones entre las
particulas debera entenderse hasta las particulas de las celdas imagen, las cuales, como se
menciond anteriormente, son infinitas, por lo que resulta necesario limitar dichas
interacciones.

Convencién de minima imagen establece que la particula i s6lo debe interactuar con una sola
de las imagenes de otras particulas, es decir, con la més cercana a la particula original,
podemos observarlo en la Figura 5. Una manera de visualizarlo es construyendo una celda
imaginaria de igual dimension y forma que la celda primitiva, donde la particula i se
encuentra en el centro de esta y a su vez s6lo interactla con las particulas que estan dentro
de la celda imaginaria [18].
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Figura 5. Con el uso de la convencion de minima imagen las interacciones de la particula 1 se limitaran a las
imagenes mas cercanas de las demas particulas.

2.7  Modelo de potencial.

El modelo de potencial contiene las caracteristicas fisicas esenciales del sistema. Mientras
maés detallado sea el modelo de potencial de interaccion, los resultados tienden a ser mas
confiables. Para dicho proceso se utilizan un conjunto de expresiones analiticas que permiten
caracterizar los grados de libertad de un sistema bajo ciertos parametros [18].

En la literatura podemos encontrar diversos campos de fuerza como son: OPLS (Optimized
Potential for Liquid Simulation), AMBER (Assisted Model Building with Energy
Refinement) y CHARMM (Chemistry at Harvard Macromolecular Mechanics), los cuales
fueron parametrizados para una amplia gama de biomoléculas.

2.8 Campo de fuerza CHARMM.

Especializado en el modelaje de grandes biomoléculas como proteinas o biopolimeros, el
principal aporte de este campo de fuerzas es simplificar las funciones de potencial debido al
costo computacional al tratar con moléculas de gran tamafio. La energia potencial para el
campo de fuerza CHARMM se describe por medio de dos contribuciones.

Uy (1) = Uintra(r, ,0) + Ujper (1) (2.12)
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Donde U;,:rq €S la energia de representa la interaccion entre atomos de una misma molécula,
mientras que U ,.er €S la energia que representa la interaccion entre moléculas distintas.

A su vez el termino U 44 SE €XPresa como

2.1
Uintra(r, 9, 0) = UD(rij) + UA(eijk) + UAD(¢ijkl) (2.13)
Donde Up(r;) y Ua(©x) representan la energia potencial debida a las distancias y angulos
de enlace respectivamente, mientras UAD(¢ijk,) representa la energia potencial debida a la
rotacion del angulo de torsion.

Mientras U, €S representada por los potenciales de Lennard-Jones y Coulomb mediante
la relacion

Uinter(r) = Uy (ri]’) + U coutomb (Tiji) (2.14)

2.8.1 Potenciales intramoleculares.

Contribuciones dentro de la molécula. Los grados de libertad considerados son: las distancias
de enlace, el angulo de enlace que se forma entre tres atomos adyacentes y el angulo de
torsion que se forma entre los planos de cuatro atomos consecutivos de una molécula.

Distancias de enlace

Representadas por la funcién de tipo arménico.
K
UD(rij) = 7r (ry — 19)” (2.15)

Donde r; es la distancia relativa entre los atomos iy j, g es la distancia de equilibrio y K.

es la constante del enlace. Los parametros ry y K,. pueden obtenerse por medio de técnicas
experimentales 0 métodos tedricos. Las vibraciones debidas a las distancias de enlace son de
alta frecuencia por lo que, para poder simularlas adecuadamente, se necesitan tiempos de
integracion pequefios para lograr la conservacion de energia en el sistema; como
consecuencia, la simulacion resulta bastante larga y costosa computacionalmente. La
solucion a este inconveniente es mantener las distancias de enlace fijas en su valor de
equilibrio.
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Figura 6. Enlace entre dos atomos, es simulado como oscilador armonico.

Angulos de enlace.

Relacionado con la estructura de la molécula, que a su vez esta relacionada con la disposicion
de los pares de electrones. Para la simulacion de dichos &ngulos se usa un potencial arménico
que depende del angulo que forman los enlaces en los 4&tomos, representada mediante la
siguiente expresion.

Ko (2.16)
Ua(84ji) = T(Gij — B9)?2

Con 6 siendo el angulo de enlace entre los atomos i, j y K, ©, siendo el angulo de equilibrio
y K¢ la constante de enlace

Figura 7. angulo de enlace, modelado mediante un potencial armdnico haciendo uso de la posicion de los
tres atomos involucrados.

Angulos de torsion.

Incluido con el propésito de conservar la geometria molecular en conformaciones
predeterminadas. La forma de este potencial es el de una funcion periddica asociado a los
cuatro atomos involucrados (i, j, k, I). El potencial de interaccién esta dado por

Va
Uap(dijut) = Z - [1+cos(ng — o) (2.17)

Donde n indica el nimero de minimos que presenta la superficie de energia potencial de 0°
a 360°, V,, es la constante asociada a la barrera de rotacion, ¢ es el angulo de torsion relativo
gue conforman dos planos formados por las particulas i, j, k en un caso y j, k, | en el otro
caso, ¢, es el angulo de torsion donde la energia potencial pasa a través de su valor minimo.
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Figura 8. Angulo diedro (de torcién) formado por la interseccion de dos planos conformados por tres
atomos.

Angulos de torsion impropios.
Este angulo abarca la planaridad de un sistema de cuatro atomos en los cuales uno de ellos,
en la posicion central, se encuentra entrelazado a los otros tres. Su funcion es analoga a los

angulos propios; dichos angulos estabilizan la geometria molecular evitando transiciones
configuracionales. Se representa mediante la funcion

k 2.18
Uap(Pijia) = 7¢(¢ijkl — ¢o)? (218

Donde k, es la constante de enlace y ¢ el angulo de torsion de equilibrio

Figura 9. angulo diedro (de torcién) formado por la interseccién de dos planos conformados por tres
atomos.

2.8.2 Potenciales intermoleculares.

Se refieren a la interaccion entre dtomos de diferentes moléculas. Cada atomo de una
molécula interacciona con los atomos de otra con dos tipos de potenciales: corto y largo
alcance; conocidos como potencial de Lennard-Jones (LJ) y Coulomb, respectivamente.

Potencial de Lennard-Jones.

Describe las interacciones entre &tomos de liquidos e interacciones tipo Van der Waals entre
atomos de moléculas diferentes. Para el sistema analizado en el presente estudio, la
interaccidn entre el &tomo a en la molécula i y el atomo b en la molécula j es representada
por la siguiente expresion [19].
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N-1 N Ni Nj N-1 N Ni Nj 12 6
=Y Y S wtram =3 Y'Y seal(22) - (2] e
i=1 j>i a=1b=1 i=1 j>i a=1b= Tiajb iajb

12
El término ("“”) describe la repulsion y el termino ( ) describe la atraccion entre los

Tiajb Tiajb
atomos, a5, es la medida del diametro de los &tomos que interactlian y €, €s el pardmetro

que representa la medida de atraccion entre los sitios en moléculas distintas, 4, €s la
distancia entre el sitio a en la molécula i y el sitio b en la molécula j, Figura 10.

= Potential

= Force

® 0.2
7]
l:, Repulsive
) P
7] .
c °,
qE’ 0- i e —‘—l—.:_—,—.7.—-1'rr--1'---'-
E ........
Attractive
-0.2

1.2 1.6 2
Separation distance (1/c)

Figura 10. Potencial de Lennard-Jones, en medida que la distancia de separacién disminuye por debajo del
equilibrio, la energia potencial se vuelve cada vez méas positiva (linea azul), esto a su vez indica una fuerza
repulsiva (linea roja).

Potencial de Coulomb.

Teniendo en cuenta las cargas puntuales atomicas, este potencial permite modelar
interacciones electrostaticas producidas debido a la distribucién de cargas dentro de la
molécula.

1 qiaqjp (2.20)
€ 4'71'60 ria]-b
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Donde €, es la permitividad en el vacio, 4, la distancia relativa entre la carga q;, del
atomo a en lamoléculai, y g;; la carga del atomo b en la molécula j.

2.9 Termostatos.

Berendsen.

Se considera el sistema acoplado a un bafio térmico que mantiene la temperatura fija, donde
el intercambio de energia entre el sistema y el bafio térmico ocurre gradualmente. Método de
acoplamiento deébil, el cual consiste en relajar la temperatura instantdnea T; de tal forma que
poco a poco se aproxime a la temperatura deseada T, siendo el cambio en la temperatura

. . . drT; . . . .
instantanea con respecto al tiempo, d—t’, proporcional a la diferencia de temperaturas, es decir,

dT; T-T,
dt 1, (2.21)

En este proceso de relajacion la velocidad v de cada particula es escalada por un factor A de
modo que

v = v (2.22)

Donde A esta dado por

1/2 (2.23)

A= 1+At(T 1)]
B Tr \T;

Siendo At el tiempo de integracién y T una constante que determina la escala de tiempo en
la que la temperatura deseada T es alcanzada. De esta forma, la velocidad de las particulas
es ajustada de tal manera que la temperatura instantanea se aproxime a la temperatura
deseada.

De la ecuacion (2.23) se puede observar que el grado de acoplamiento entre el bafio térmico
y el sistema esta determinado por ty. Un valor pequefio de Ty corresponderia a un alto
acoplamiento del sistema, es decir, la temperatura instantanea se aproximaria mas
rapidamente a la temperatura deseada, el caso contrario ocurriria al escoger un valor grande
de 77.

Es posible distinguir dos valores para T en el que el termostato de Berendsen se ve afectado
drasticamente. EI primer caso corresponderia al escoger un valor demasiado grande para Ty
lo que provocaria el desacoplamiento del bafio térmico y que, en consecuencia, el sistema
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reproduzca el ensamble microcandnico, el segundo caso corresponde al escoger T = At con
lo que la ecuacion anterior se reduce a

(2.24)

A= |l
T

Siendo esta Ultima ecuacion el factor de escalamiento mas simple y ampliamente difundido
para mantener constante la temperatura impuesta al sistema, comdnmente este método de
escalamiento es conocido como reescalamiento de velocidades [20].

Andersen.

Consiste en asignar un valor a la velocidad de las particulas, el cual se obtiene aleatoriamente
de una distribucion MaxwlI-Boltzman, con lo que se consigue reproducir el ensamble
canonico.

Al igual que en el termostato de Berendsen, se considera que el sistema esté acoplado a un
bafio térmico, el cual lo mantiene a la temperatura deseada, donde el acoplamiento esta
representado por colisiones estocasticas entre las particulas del sistema y el bafio térmico.
Estas colisiones son las que permiten cambiar la velocidad de las particulas de tal forma que
alcance la temperatura deseada. En este método las ecuaciones de movimiento de las N
particulas estan determinadas por el Hamiltoniano.

N N
2 (2.25)
H = Zpl/Zm, +ZU(1"”)
i i<j
dq; _ OH (2.26)
dp; _ oH (2.27)

Donde esta ecuacion estd complementada por un término que representa a las colisiones
estocasticas, asi el valor del momento de una particula i se ve afectado después de sufrir una
colisién, debido a esto Andersen propuso que la velocidad de dicha particula fuera
restablecida por un valor que fuera tomada aleatoriamente de una distribuciéon de Maxwell-
Boltzman correspondiente a una temperatura deseada T.

Para realizar una simulacién, se introduce y elige un valor para el parametro v frecuencia de
ocurrencia media con el que una particula sufre una colision estocastica, este parametro
determina la fuerza con la que el sistema se acopla al bafio térmico. El intervalo de tiempo
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entre dos colisiones sucesivas de una particula esta distribuido segun una distribucion de
Poisson

P(t:v) = ve™ (2.28)

Donde la probabilidad de que ocurra una colision estocéstica en el intervalo [t,t+At] estd
dada por

P(t:v)dt (2.29)

Es necesario resaltar que la velocidad s6lo es restablecida si existe alguna colision, mientras
que el sistema evolucionara de acuerdo a las ecuaciones anteriores, asi mismo la colisién de
la particula i no afectara a las demas particulas [21].

Nose-Hoover.

Provee una manera de simular un sistema a grandes escalas de tiempo en el ensamble NVT.
Se introduce una variable dindmica ficticia, ¢, cuyo significado fisico es asociado con una
masa que tiene el papel de un pardmetro de escala de tiempo, ralentiza o acelera particulas
hasta que la temperatura (a través de la energia cinética y la funcidn de particion) es igual al
valor deseado.

d?r; 2.30
miFZl:fi—(mivi (2:30)
@) 1[s> v? 3N-1 (2.31)
S L — :
dt 0 [Z mis 7 ksT
i=

Q puede ser considerada como una “masa del bafio térmico” ficticia, {(t), mientras que T

denota la temperatura objetivo. Se puede ver que en un estado constate, donde % =0,la

energia cinética esta dada por % (N + 1)kgT necesario por equiparticion (existe un factor de

3N+1 en lugar de 3N ya que siempre habra un grado més de libertad, {). Es importante tener
en cuenta que la temperatura no esta arreglada, por lo tanto, tiende al valor objetivo.

Las ecuaciones de movimiento de Nose-Hoover pueden ser implementadas con una pequefia
modificacion en el algoritmo Velocity-Verlet.

62

fi(t) ((t)v,-(t))— (2.32)

ri(t+ 88) = 1,(t) + v, (D)8t + ( "

t
2

i
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v e+ %) = v, () + %(’% - $w () (233)
(2.34)
fi(t+8t) = fi(r;i(t + 61))
N
oty ot v;()? 3N+1 (2.35)
{(t‘l'?)—((t)i'ﬁ Zmi 2 - 2 kBT]

Hay que tener en cuenta que ¢(t) se actualiza por primera vez en el tiempo ¢t + % para igualar
el algoritmo de velocity Verlet [22].

Para completar el algoritmo de Nose-Hoover-Verlet;

N 6t2
(t+6t) = (t+8t)+6t > v (t+5) WA T (2.36)
¢ =4 2 20 -1mi 2 2 B
1=

2

1+%z(t+6t)

["i (e+ ﬂ) H %W} (2.37)

Debido a la fuerza disipativa sobre el término de la masa, {v es calculado en el tiempo t+ét,
esta ecuacion es significativamente mas compleja que su contraparte en el ensamble NVE.

2.10 Etapas de Dinamica molecular.

Equilibracion. Etapa en la que se da seguimiento a la evolucion del sistema desde una
configuracién inicial hasta que se logra una estabilidad de las propiedades mecanicas.
Durante esta etapa se busca llegar al equilibrio energético, para esto se divide el proceso en
4 fases: construccion del sistema, minimizacion, termalizacion, equilibracion final, Figura
11.
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Produccidn. Etapa donde las propiedades mecanicas del sistema se estabilizan, esto sugiere
que el sistema se mueve por varios puntos del espacio fase cuya distribucion es independiente

del tiempo.

Minimizacion Calentamiento Equilibracion Produccion

Figura 11. Gréfica etapas de Dindmica molecular.
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Capitulo 3

Propiedades termodinamicas y estructurales.

A continuacion, describiremos las propiedades termodinamicas y estructurales analizadas en
este trabajo.

Desviacion de la raiz cuadratica media (RMSD).

Permite calcular la distancia promedio entre &tomos en un tiempo determinado mediante la
siguiente expresion

— —\2
Yoe (Talty) — (o) 3.1
Ng
Donde N, es el nimero de 4&tomos cuyas posiciones son comparadas, N, indica el tiempo
durante el cual las posiciones se comparan, r_a’(t,-) es la posicion del atomo a en un tiempo
t; y 1, representa el valor medio de la posicion del atomo a que es comparado con la posicion
T«(t;) [18] . El valor () esta dado por

N
(Fa) = thzzlra (&)

Distancia extremo-extremo

Dado que un polimero no es un objeto regular y esta sujeto a un equilibrio que involucra
movimiento, se ve la necesidad de considerar una medida estadistica del tamafio de la cadena
polimérica. En el caso de una cadena aleatoria, el tamafio medio es 0, esto es, <R> =0, ya
que la probabilidad de tener desviaciones positivas y negativas que conduzca al origen es
igual. Tiene un comportamiento idéntico a la desviacion estandar sobre la media de la
distribucion de la longitud de la cadena.

Y(R;i—< R >)? (3.3)
N-1

< R?>=
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Donde la suma es sobre todos los segmentos de cadena. Cabe mencionar el radio de giro R,

es un tamario relacionado al ser esencialmente el momento de inercia para una estructura,
siendo este, la distancia desde el centro de una estructura alrededor del centro de masa [23].

Puentes de hidrogeno.

Un puente de hidrogeno es la interaccion no covalente que se establece entre dos atomos
electronegativos (generalmente F, O, N, S) y un 4&tomo de hidrogeno H. Este tipo de enlace
se distingue un a&tomo conocido como donador (D), unido covalentemente al H-D-H, y otro
conocido como aceptor que expone un par de electrones sin compartir, -A:H, de acuerdo a la
Figura 12.

+ *+

-

hydrogen bond :

+ *+
Figura 12. Puentes de hidrogeno presentes en el agua.

Los puentes o enlaces de hidrogeno se presentan a nivel inter e intramolecular dando orden
y estabilidad a los elementos de la estructura secundaria y terciaria. La contribucion de los
puentes de hidrogeno en las proteinas tiene intereses de gran relevancia ya que actian como
una de las fuerzas no covalentes en los elementos de estructura de estas.

Funciones de distribucion radial g(r).
Da la densidad de probabilidad de encontrar otro atomo a una distancia dada r + Ar del todo

tomado como referencia [24]. Calculada atraves de la suma de un histograma simple de capas
con radio Ar sobre todas las moleculas en el sistema

(Ngp(r,r + Ar)) (3.4)
4/3mp,[(r + Ar)3 — r3]

Yab ()=

Donde los corchetes denotan un ensamble promedio y p, es la densidad de particulas del tipo
b.
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Capitulo 4

Resultados y discusion.

En este capitulo se analizara el efecto idnico usando una solucion de NaCl a dos distintas
concentraciones (0.5 y 2.0 M de NaCl) ademas de una solucidn acuosa, en sistemas de
cadenas con mondmeros protonados y desprotonados como se muestra en la Figura 13, asi
como cadenas parcialmente protonadas.

A)

Figura 13. Estructura molecular del monémero de glucosamina A) se muestra la glucosamina neutra,el circulo
muestra la posicion del grupo amino desprotonado, B) estructura de la glucosamina protonada el circulo rojo
indica la posicion del grupo amino protonado donde se agrego un atomo de hidrogeno unido al nitrogeno.
Ambos estructuras seran distribuidas de manera controlada en la cadena polimerica.

Se dara la interpretacion fisica de la propiedad termodindmica RMSD (root mean square
deviation), asi como el analisis de propiedades estructurales: funciones de distribucién radial,
formacion de puentes de hidrogeno y distancia extremo-extremo de la cadena polimérica.
Haciendo énfasis en el efecto de la concentracion salina y porcentaje de protonacion.
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Funciones de distribucion radial g(r).

En mecénica estadistica, la funcion de distribucion radial en un sistema de particulas describe
la variacion de la densidad como funcion de la distancia medida desde una particula de
referencia.

Con la finalidad de simplificar la discusion de resultados obtenidos mediante la dinamica
molecular, usaremos letras para identificar cada uno de los casos.

A, D- Cadena sin sales.
B, E- Cadena con una concentracion de 0.5 Mol de NaCl.
C, F- Cadena con una concentracion de 2.0 Mol de NaCl.

A continuacion analizaremos los resultados arrojados para la cadena desprotonada y sus

variantes.
: : : : :
—— H2B-OH2 B — H6-OHZ
-OH2 Sk — H2B-OH2 — Ls= ‘
-OH2 HO6-0OH2

/ HO1-OH2
/ /::—\—-":f/m =
"f/ ] I

- 05

— OlH
— 03H - =

— O5-H
06-H

1 L A 1 1
5

HA) Ay

Figura 14. Funciones de distribucion radial de la cadena desprotonada.

Podemos observar claramente de la Figura 14A, existe una mayor interaccion entre los H de
los grupos OH de la glucosamina y los O del agua, comparado a los casos 14B y 14C donde
aproximadamente a la misma distancia la probabilidad de encontrar moléculas es menor, esto
es debido a que la carga de la cadena es neutra mientras que el agua debido a su geometria
es polarizable [25], esto conlleva que, los iones de Na™ y CI-se separen bajo la atraccién mas
fuerte de las moléculas de agua. Entonces basandonos en lo anterior al paso del tiempo debido
a la concentracion de sales en la caja de simulacidn, las moléculas de agua se sentiran atraidas
hacia estas, en lugar de acercarse a la cadena polimérica. Para el caso cuando analizamos la
interaccién de los O de la glucosamina con los H del agua ocurre lo mismo al tener una
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cadena desprotonada las moléculas de agua se sienten atraidas por las sales, tomando la
FiguraldD como referencia, se puede apreciar como la probabilidad de encontrar las
moléculas de agua es mucho menor al analisis anterior, esto debido a que ahora estamos
analizando dos 4tomos de H enlazados al O del agua, podemos destacar el comportamiento
presente en las moléculas de agua va orientado principalmente a la atraccion que siente por

los iones Na* y CI', apreciandolo de manera clara en la Figura 14 para el caso de la cadena
desprotonada.

A continuacion, se presentan los distintos casos para la cadena 20% protonada y la
interaccion que se tiene con el agua.

2(0)

0.5

— OI-H

— O5-H

06-H

R
?
!

Figura 15. Funciones de distribucion radial de la cadena 20% protonada.

Analizaremos ahora el caso para la cadena 20% protonada, tomando las interacciones de los
H de los grupos OH de la glucosamina y los O del agua, observando algo interesante para la
interaccion cuando se encuentra en una solucion acuosa y con una concentracion de 0.5 Mol
de agua, la probabilidad de encontrar este tipo de interacciones es muy parecida, debido
principalmente al proton agregado al 20% de los monomeros de la cadena polimérica que a
su vez son los que tienen la mayor probabilidad de encontrar moléculas de agua, para el caso
donde la concentracion es mayor 15C podemos observar claramente que la probabilidad
disminuye de igual forma que en el analisis de la cadena desprotonada, esto se debe a que
aun con los protones agregados a la cadena y la concentracion en la caja de simulacion, existe
una mayor atraccion por parte de las iones de agua. Para el caso donde analizamos la
interaccién entre los O de la glucosamina y los H del agua, nos encontramos con el mismo
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comportamiento, las moléculas de agua sienten atraccion principalmente por las sales y la
probabilidad disminuye conforme se aumente la concentracion, cabe resaltar, la probabilidad
es menor al caso de la cadena desprotonada para este tipo de analisis.

Ahora se muestran los resultados de la interaccion con el agua, para los distintos casos de la
cadena 50% protonada.

T T
— H2B-OH2
o — H6-OH2 =1 sk
HA-OH2 i
— HO6-OH2

HO4-OH2
— HO3-OH2

\ HOL-OH2
A , L
f .

g

g(r)

0.5

23882

CO DM
T I T

Figura 16. Funciones de distribucion radial de la cadena 50% protonada.

Analizaremos la interaccién entre los H de los grupos OH de la glucosamina y los O del agua,
comparando 16A, 16B y 16C se puede observar que al igual que en el caso de la cadena 20%
protonada, el protdn agregado a los monémeros es el que tiene una probabilidad mayor de
encontrar moléculas de agua, aunque observando detalladamente la imagen 16C podemos
observar que el &tomo con nombre HOL1 tiene la misma probabilidad de encontrar moléculas
de agua cerca de él, aunque el radio para el cual esto pasa, a su vez es cuando los protones
agregados tienen su menor probabilidad. Para el caso cuando de las interacciones entre los O
de la glucosamina y los H del agua, podemaos resaltar la disminucion en la probabilidad desde
la cadena sin sales, pero, a su vez se aproxima a una probabilidad constante comprando los
casos 16D, 16E y 16F, esto debido a que la cantidad de protones agregados a nuestra cadena
es lo suficiente para competir con los iones Na™ y CI°, aun a una alta concentracion.

Hasta ahora hemos analizado el comportamiento del agua en las simulaciones con cadena
desprotonada, 20% protonada y 50% protonada. La influencia de los H agregados a lo largo
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de la cadena polimérica se ve reflejada principalmente en el comportamiento del agua al
afectar la orientacion que esta presente.

Se presenta a continuacion la descripcion de los resultados para la cadena 80% protonada.

— HOG6-OH2
HO4-0H2 ] | HO4-OH2 J L HO4-0H2
— HO3-0H2 — HO3-OH2 — HO3-0H2
HOL-OH2

T T
p— — HA-OH
H6-OH2 — HA-OH2
— HA-OH2 =4 sp — H6-0H2 =4 Br —Heom
H2B-OI12 H2B-OH2 H2B-OH2
— HOG-OI2 — HO6-012

HOL-OH2 HO1-OH2

— OL.H
— O3H -

— OI-H
— O03-H -1

— osu — O5H
06-H ] L 06-H

[l
22232
ja=fanfanfanfan]
1 1
e

2
=

T

2
=

DA

b 1 1 L 0
00 5 1C 0 5 1
1(A) A)

Figura 137. Funciones de distribucion radial de la cadena 80%
protonada.

Comparando las Figuras 17A, 17B y 17C para la interaccion entre los H de los grupos OH
de la glucosamina y los O del agua, un comportamiento interesante es el presentado por el
atomo HO1, desde la primera imagen muestra dos picos de probabilidad y ningun valle, sino
que se ve una probabilidad aproximadamente constante de encontrarse con moléculas en un
intervalo de 4-10 Angstroms, es decir, en este intervalo la probabilidad de encontrar
moléculas tiene cambios pequefios. Para el andlisis de la interaccion entre los H del agua y
los O de la glucosamina observamos un comportamiento constante en los tres resultados 17D,
17E y 17F, destacando que en los casos cuando existe la presencia de iones en el sistema, un
solo atomo de la glucosamina tiene una mayor probabilidad en un radio mayor, contrario a
todos los resultados anteriores en los que la distancia donde se encontraba una mayor
probabilidad era el minimo en el cual se observaban las moleculas.
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Por ultimo se tiene el analisis de la interaccion del agua con la cadena 100% protonada y
sus distintos casos.

T T T T
— HA-OH2 = H6-OH2
ST — H6-OH2 - L5 — HA-OH2 - L5
H2B-OH2 H2B-OH2
— HO6-OH2 —— HO6-OH2

HO4-OH2 ] | A HO4-OH2
— HO3-0H2 \ — HO3-OH2
HOI-OH2

]

=

3=

L
L L
T T T T T T T
— OIH — oLH ———g
Sk — O3H - 15F — 03H 4 sk o5 i
O5H O4H -
— O5H — O5H

06-H 4 o 06-H

OOQOO
k)
CDETDTET

1= - 1

i
&
o)

i1Vl

1C o 0

1(A)

Figura 148. Funciones de distribucion radial de la cadena 100% protonada.

Para la cadena 100% protonada podemos observar que el comportamiento tanto para la
interaccion de los O de la glucosamina con los H del agua, asi como los H de los grupos OH
de la glucosamina con el O del agua es casi idéntico sin importar si existen o no sales en el
sistema, esto se debe a que la cantidad de protones y la influencia que estos tienen sobre el
agua son aproximadamente igual a la que tiene los iones Na* y CI" sobre estas. Podemos
decir, en este sistema las 3 cadenas se comportan de manera similar

Cabe destacar en las interacciones de los O de la glucosamina con los H del agua, nuevamente

la mayor probabilidad de encontrar molecular de agua cerca del atomo O1 es cercano al radio
minimo.
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RMSD (root-mean-square deviation).

Mediante el RMSD generalmente mide la similitud en la estructura tridimensional.

Estudios cientificos sobre el plegamiento en proteinas utilizan RMSD como una coordenada
de reaccion (representa el progreso a lo largo de una reaccidn) para cuantificar donde se
encuentra la proteina en un estado plegado o desplegado.

30 T | T 1 ! | '
L | —— Desprotonada
— 20% Protonada
25 50% Protonada
- — §0% Protonada
B 100% Protonada

RMSD (A)

1 I 1 I 1 I 1
1000 2000 3000 4000

Figura 19. RMSD cadenas con distinto grado de protonacién en un ambiente sin sales.

En la Figura 19 podemos observar que existen cambios drasticos en los valores obtenidos a
través de la dinamica molecular, esto es, el plegamiento de nuestra cadena polimérica varia
dependiendo de su porcentaje de protonacion y en este caso un ambiente neutro (sin sales),
se puede observar claramente las estructuras cuya distancia entre sus &tomos se mantuvo
constante durante la simulacion, la cadena 50% y 80% protonada, en el caso de la cadena
50% protonada se tiene un maximo de 17.35 A, con un promedio a lo largo de la simulacion
de 11.90 A, mientras para la cadena 80% protonada se tiene un méaximo de 14.84 A, con un
promedio de 9.67 A, por otro lado para las cadenas desprotonada, 20% y 100% protonada se
tiene un maximo de 27.16 A, con un promedio de 16.49 A, cabe mencionar el minimo de
todas las cadenas se encuentra alrededor de 1.23 A.

El caso donde los atomos tiene una mayor separacion corresponde a la cadena 20%
protonada, por otro lado, cuando se tiene una protonacion del 80% la distancia entre ellos es
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la menor, mientras que las cadenas desprotonada, 50% y 100% protonada coexisten alrededor
de una distancia media entre dichas fronteras.

30 L] I L] I L] I L]

B —— Desprotonada T
25| —— 20% Protonada _
= 50% Protonada

— 80% Protonada
B 100% Protonada -
0f- M
2 T Ve -
g 15
10p=
5 R
[
0 L I L I L I L
0 1000 2000 3000 4000

Figura 2015. RMSD cadenas con distinto grado de protonacion en un ambiente con una concentracion de 0.5
Mol de NaCl.

Bajo la interaccion con las sales podemos observar como en la mayoria de las cadenas, los
valores obtenidos tienen una forma regular excepto por la cadena 100% protonada cuya
distancia entre 4tomos sigue creciendo en gran manera con la escala de tiempo, con un
promedio de 17.39 A y un méaximo de 28.61 A, el caso de la cadena 20% protonada tiene un
comportamiento oscilante al conservarse aproximadamente en su valor promedio 9.81 A, con
un maximo de 15.59 A, mientras que para las cadenas desprotonada y 50% protonada
presentan un comportamiento similar aun cuando esta Gltima deberia acercarse al mostrado
por la cadena 20% protonada. El resultado para la cadena 80% protonada no muestra
similitud alguna a los casos anteriormente presentados bajo la caracteristica de encontrarse
en una solucion con 0.5 Mol de NaCl, en cambio, presenta similitudes al comportamiento de
la cadena desprotonada con una concentracion de 2.0 Mol, esto al tener un maximo de 19.82
A 'y un valor promedio de 13.53 A.
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Figura 161. RMSD cadena con concentracion de 2.0 Mol de NaCl.

Analizando la Figura 21 se puede observar que en comportamiento en todas las cadenas es
parecido, las moléculas tienden a tomar una separacion cada vez mas grande conforme la
simulacion avanza, el valor médximo encontrado corresponde a la cadena desprotonada con
un valor de 26.24 A y un promedio de 11.06 A, y el minimo corresponde a la cadena 20%
protonada con un valor maximo de 18.71 A y un promedio de 11.06 A, ademas, podemos
destacar el comportamiento de la cadena 80% protonada, presenta poco ruido a lo largo de
la simulacion asemejando una recta con un valor promedio de 13.52 A y un méximo de
22.62 A,

Por otro lado la cadena desprotonada con un valor promedio de 18.97 A y un méaximo de
26.24 A, asi como la cadena 50% protonada con un méaximo de 24.01 A y promedio de
16.00 A, a pesar de llegar a un valor final cercano al de los demas casos, el comportamiento
a lo largo de la simulacion es completamente desordenado, esto es, fisicamente las
moléculas estarian en movimientos aleatorios alejandose lo mas posible y regresando a una
distancia cercana a la promedio.
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Distancia extremo- extremo.

Si bien el calculo RMSD nos ayuda a describir el plegamiento de un polimero, la distancia
extremo-extremo nos ofrece una vista mas exacta de esta propiedad estructural. Al
centrarse solo en la distancia exacta de una molécula a otra a lo largo de la simulacién.

200 1 I L] I L] I T
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180 — 209% Protonada |
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Figura 172. Distancia Ext-Ext cadenas sin sales.

Se puede observar claramente que la cadena 50% protonada a lo largo de la simulacion tiene
una distancia cercana a la inicial en todo momento con un promedio de 112.36 A, un méaximo
de 131.11 A y un minimo de 96.67 A, al iniciar cada simulacion la estructura de cada cadena
era de un polimero lineal, con esto, se puede concluir que la cadena 50% protonada se
mantiene en forma lineal, algo parecido ocurre con la cadena 80% protonada con un
promedio de 141.30 A, un méaximo de 165.57 A y un minimo de 118.10 A en la cual se puede
observar el mismo comportamiento oscilante con una pequefia inclinacion indicando un leve
plegamiento en la estructura, caso contrario a la cadena 20% protonada en la cual la cadena
se acomodaria creando un valle dentro de si misma o tomaria forma de U con un maximo de
168.27 A, un minimo de 83.32 A y un valor promedio de 120.29 A, facilmente se interpreta
un cambio significativo en la estructura.
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Figura 183. Distancia Ext-Ext cadenas con concentracion 0.5 Mol de NaCl.

Para el caso de las cadenas con una concentracion de 0.5 Mol, Figura 23, podemos observar
un comportamiento oscilante para las cadena 20% protonada con un valor promedio de
135.49 A, en un rango entre (109.83-153.90) A y la cadena 80% protonada con un valor
promedio de 127.81 A en un intervalo de (103.35-167.10) A, ambos casos concuerdan con
la distancia final registrada en la simulacion, podemos decir que se conserva en su mayoria
la linealidad del polimero. Sin embargo, para el caso de la cadena desprotonada, 50%
protonada y 100% protonada se puede predecir un plegamiento con un valor promedio de
136.75 A y 117.22 A respectivamente en un rango entre (90.24-167.34) A, casos para los
cuales se observan oscilaciones pronunciadas disminuyendo a su vez la distancia entre los
extremos de la cadena polimérica. Este tipo de comportamiento puede indicar no solo la
formacion de cavidades sino también la torsion y contraccion de la cadena [26], con esto la
posible formacidn de estructuras geométricamente poco comunes.
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Figura 194. Distancia Ext-Ext cadenas con concentracion 2.0 Mol de NaCl.

Ahora con la presencia de mas moléculas de NaCl podemos ver como solo la cadena 20%
protonada tiene un valor acercado al inicial, con un promedio de 145.86 A en un rango de
(120.25-166.28) A, es la Gnica cadena en la cual la estructura no se cambia en gran manera,
por otro lado para la cadena desprotonada con un valor promedio de 120.94 A en un intervalo
de (98.90-168.62) A se puede observar una disminucion rapida de la distancia para después
continuar constante durante la simulacion, esto es, cambio de una estructura lineal a una
cavidad o torsién para después oscilar sobre esta, lo mismo pasa con la cadena 50% protonada
en la cual la mitad de la simulacion se mantiene como un polimero aproximadamente lineal
y después sufre un cambio estructural significativo en un corto periodo de tiempo, con un
promedio de 118.79 A y un rango entre (85.78-166.71) A.

Los casos de la cadena 80% y 100% protonadas simplemente la estructura va plegandose
tomando una forma con la cual ambos extremos se encuentren cerca uno del otro mientras la
simulacion avanzada, esta distancia se hace mas pequefia hasta llegar a un resultado casi
idéntico.
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Puentes de hidrogeno.

La importancia de los puentes de hidrogeno en las biomoléculas se debe a la que por un lado
son suficientemente estables para mantener moléculas unidas y a su vez permitir una
disociacion rapido. Estabilizan la formacion de la estructura secundaria.
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Figura 25. Puentes de hidrogeno intermoleculares para la cadena desprotonada.

Si analizamos la imagen anterior se puede observar con claridad el caso en el que se tiene un
promedio menor de puentes de hidrogeno, correspondiente a la cadena desprotonada con una
concentracion de 2.0 Mol de NaCl (25C) al arrojar un valor de 49.77, mientras que para el
caso de la cadena sin sales (25A) se tiene el mayor promedio con un valor de 59.49. Asi

mismo la cadena con una concentracién de 0.5 Mol de NaCl (25B) tiene un promedio de
53.86.
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Figura 26. Puentes de hidrogeno intermoleculares para la cadena 20% protonada.

Al igual que en el analisis anterior el caso para el cual se presente un promedio de puentes
de hidrogeno mayor es cuando existe ausencia de sales (26A), con un valor de 63.26 y el
minimo corresponde de igual forma a la cadena con una concentracion de 2.0 Mol de NaCl
(26C) con un valor de 58.57, comparando con el rango encontrado para el caso de la cadena
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desprotonada, el porcentaje de protonacion de la cadena ayudo en la formacién de puentes
intermoleculares. Mientras que la cadena con una concentracion de 0.5 Mol de NaCl (26B)
se encuentra dentro del rango con un valor de 60.28.

No. Hbonds
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Figura 207. Puentes de hidrogeno intermoleculares para la cadena 50% protonada.

El valor promedio méaximo en el caso de la cadena 50% protonada se presenta cuando el
sistema no contiene sales (27A) con un valor de 71.70, para el caso cuando se tiene una
concentracion de 0.5 Mol de NaCl (27B) se tiene un promedio de 67.81, y el valor promedio
mas bajo es el correspondiente a la cadena con una concentracion de 2.0 Mol de NaCl (27C)
siendo 65.29.
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Figura 218. Puentes de hidrogeno intermoleculares para la cadena 80% protonada.

Para este caso se presente el menor rango obtenido dentro de las simulaciones al tener un
minimo de la cadena con concentracion de 2.0 Mol de NaCl (28C) con un valor de 75.17, y
un maximo de 77.56 correspondiente a la cadena con una concentracion de 0.5 Mol de NaCl
(28B), cabe mencionar es la Unica simulacion en la cual la mayor cantidad de puentes de
hidrogeno corresponde a la concentracion 0.5 Mol de NaCl, ya que en todos los demas
analisis este se presente para el sistema sin sales. Algo interesante ocurrié con la cadena sin
sales (28A) cuyo promedio 75.73 es muy cercano al caso (28C).
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Figura 29. Puentes de hidrogeno intermoleculares para la cadena 100% protonada.

Al igual que en el andlisis anterior se observa una similitud en el valor promedio entre las
cadenas con sales (0.5 y 2.0) Mol de NaCl (29B) y (29C) respectivamente, cuyos valores son
79.92 y 80.15, presentan casi el mismo numero de puentes creados a lo largo de la simulacién

mientras que la cadena sin sales (29A), tiene un valor de 82.97 siendo este el mayor registrado
entre todas las simulaciones.
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Capitulo 5

Conclusiones

Al ser el principal objeto de estudio el efecto del grado de protonacion de la cadena
polimérica y su interaccion con un ambiente salino, en esta tesis daremos unas breves
conclusiones.

- En presencia de una concentracion de 0.5 Mol de NaCl, las cadenas de glucosamina
protonadas alrededor del 50% se comportan de una manera mas estable al no variar
de forma brusca su estructura y permanecer cerca de su origen.

- Sistemas en los que no exista presencia de sales permite la estabilidad a la cadena
polimérica y con esto no variar en gran manera su caracter lineal, sin embargo,
también se presenta la estructura mas débil, debido a la poca creacion de puentes de
hidrogeno.

- Para los casos donde se tiene un grado de protonacion menor al 50% en ambiente
salino se crea una cantidad de puentes de hidrogeno intermoleculares
significativamente menor a los casos donde el grado de protonacion es mayor.

- En presencia de iones Na" y CI las cadenas sufren cambios significativos
estructuralmente, comparado a cuando se tiene un sistema acuoso.

- En cada una de las simulaciones se presentan valles y estructuras concavas, la
formacion de este tipo de estructuras son de primordial interés en el proceso de
encapsulamiento.

- El cambio estructural en la cadena polimérica esta ligado directamente al grado de
protonacién y la distribucion de los protones agregados.
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Apéndice A

Detalles de la simulacion.

La descripcion molecular esta basada en la MD clasica que utiliza el campo de fuerza
CHARMMZ27 para proteinas especificando las interacciones de enlace, angulos, diedros e
impropios, ademas de interacciones entre &tomos no enlazados Lennard-Jones y Coulomb
[27]. La cadena polimérica de quitosano se solvato utilizando la representacion atomistica
del agua TIP3W y dos sistemas a distintas concentraciones para NaCl. Las dos
concentraciones con las que se preparo el sistema fueron 0.5 M y 2.0 M, utilizando los
moédulos de auto ionizacion y solvatacion de VMD (Visual Molecular Dynamics) para
generar las coordenadas correspondientes al agua y los iones, se construyeron 5 cadenas
poliméricas de 35 mondmeros (anillos), con distinto grado de protonacion [28] haciendo uso
de la interfaz gréafica GaussView.

Primero se preparo el sistema en dos etapas: minimizacién y equilibracion, llevadas a cabo
utilizando NAMD?2.6 cddigo de dinamica molecular en paralelo disefiado para la simulacion
de grandes sistemas biomoleculares. El sistema fue minimizado con 30000 pasos,
termalizado con 3000 (la cantidad de pasos necesaria para llegar a la temperatura deseada
300 K). El proceso de equilibracion del sistema se llevo a cabo con NAMD2.6 bajo
condiciones periodicas de frontera. Al terminar la equilibracion inicial, la simulacion de
produccidn (40 ns) se realizo utilizando NAMD?2.6, software que puede ejecutarse en CPUs
y GPUs. La simulacion se realizo en el ensamble NVT, con el fin de observar la interaccion
completa del ambiente salino, el agua y la cadena polimérica se utilizo una caja rectangular
de 214 A de largo, 48 A de ancho y 68 A de alto.

Frames (fotografias del sistema en un instante determinado) fueron tomados cada 500 pasos,
generando un total de 4000 frames para realizar el analisis estructural presentado
anteriormente. Las simulaciones presentadas en este trabajo se realizaron en el Cluster Olinka
perteneciente al Laboratorio de Supercomputo de la Facultad de Ciencias de la UAEMex y
el Cluster Yoltla que pertenece al Laboratorio de Supercomputo y Visualizacion en Paralelo
de la UAM-Unidad Iztapalapa.

A continuacién, se muestran los sistemas a distintas concentraciones (0.5 y 2.0) Mol de NaCl,
ademas del sistema totalmente acusoso.
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Figura 3022. Casos para los cuales se vieron simuladas las cadenas poliméricas, A solucién acuosa neutra,
B solucidn acuosa con 0.5 Mol de NaCl, C solucién acuosa con 2.0 Mol de NaCl.

Para la Figura 30 se muestra el momento previo a comenzar la simulacién de produccion
para la cadena 100% protonada y sus distintos casos 30A, 30B, 30C, esto es, la estructura
que tiene nuestro sistema al terminar la etapa de equilibracion. Se puede observar claramente
al momento de comenzar la simulacion de produccion, el sistema 30C muestra una mayor
curvatura en la cadena polimérica, comparado con los otros casos en donde la cadena no se
encuentra en el centro de la caja de simulacion, pero conserva una estructura lineal.
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