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Glosario

. ABZ: Albendazol.
. AGPI: Acido Graso Poliinsaturado.

. ALA: Acido a-linolénico.

AMBER: Campo de Fuerza de Construccion de modelos asistido con refinamiento

energeético.

. ARA: Acido araquiddnico.

BAR: Radio de Aceptacion de Bennett.

B3LYP: Funcional de correlacion de intercambio B3y la funcion de correlacion de

Lee Yang y Parr.

CHARMM: Campo de Fuerza de Quimica Mecéanica Macromolecular en Harvard.
DHA: Acido docosahexaenoico.

DM: Dindmica Molecular.

DZVP: Base doble zeta con polarizacion.

EG95: Vacuna Providean Hidatil EG95.

EgFABP1: Proteina de Union de Acidos Grasos de Echinococcus granulosusl.
EgFABP2: Proteina de Union de Acidos Grasos de Echinococcus granulosus?.
ELISA: Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas.

EPA: Acido eicosapentaenoico.
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ERP: Efecto de Permeabilidad y Retencidn.

AG: Energia libre de Gibbs.

GROMOS: Campo de Fuerza de Simulacion Molecular de Groningen.
HFABP: Proteina de Union de Acidos Grasos Cardiaca.

HOMO: Orbital Molecular Ocupado de Mayor Energia.

LUMO: Orbital Molecular de Menor Energia Desocupado.

MBZ: Mebendazol.
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NTD: Enfermedades Tropicales Desatendidas.
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OMS: Organizacion Mundial de La Salud.

OPLS-AA: Campo de Fuerza de Potenciales Optimizados para Simulaciones de

Liquidos-Para todos los atomos.

PDB: Banco de Datos de Proteinas.

PKS: Polikétido Sintetasa.

PRZ: Praziquantel.
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RMSD: Desviacion cuadratica media.
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39. RG: Radio de Giro.
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Resumen

La enfermedad hidatidica se encuentra ampliamente diseminada por diversos conti-
nentes, y es clasificada como una Enfermedad Tropical Desatendida por la Organizacion
Mundial de la Salud. Es causada principalmente por el parasito Echinococcus granulosus
produciendo grave dafio en la salud. Esta investigacion se basé en el andlisis de la inter-
accion entre la Proteina de Union de Acidos Grasos (PUAG) del parasito Echinococcus
granulosus (EgQFABP1) y los acidos grasos poliinsaturados (AGPI): &cido a-linolénico
(ALA), acido araquiddénico (ARA), &cido eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexa-
enoico (DHA) con el objetivo de disefiar un nanotransportador. La estructura molecular
de los AGPI fue optimizada geométricamente utilizando herramientas de mecanica cuan-
tica y analizada con la funcion Fukui, utilizando la funcional B3LYP y la base DZVP. Se
realiz6 una minimizacion de energia y una dinamica molecular de la proteina utilizando el
colectivo canonico (NVT), el colectivo isotérmico-isobarico (NPT), y el campo de fuerza
OPLS-AA en el software GROMACS. Asi mismo, las moléculas de acidos grasos fueron
optimizadas en mecanica molecular utilizando un colectivo NVT y el campo de fuerza
OPLS-AA. La construccion del nanotransportador se realizd en forma de dendrimero,
utilizando poliglicerol como nicleo y dos moléculas de DHA en segunda generacion. La
geometria del nanotransportador se optimiz6 utilizando el método semiempirico PM6. Se
adoso moléculas de farmacos al nanotransportador las cuales fueron: albendazol (ABZ),
mebendazol (MBZ) y praziquantel (PRZ). Los resultados de acoplamiento y posterior
interaccion en dinamica molecular demostraron que la mejor interaccién fue con el DHA.
El analisis del acoplamiento e interaccion en dinamica molecular demostraron que la pro-
teina EgFABP1 posee una alta atraccion por el nanotransportador, siendo la interaccién

mas estable cuando se encuentra cargado con PRZ.

Palabras clave: Echinococcus granulosus, Acidos Grasos Poliinsaturados, Nanotrans-

portador, Dinamica molecular, Mecénica Cuéntica.
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Abstract

The hydatid disease is widely disseminated in several continents, and is part of the
group of Neglected Tropical Diseases by the World Health Organization. Hydatid disease
is caused mainly by the parasite Echinococcus granulosus producing serious damage to
health due to the formation of cysts in humans. This investigation was based on the
analysis of the interaction between the Fatty Acid Binding Protein (FABP) of the para-
site Echinococcus granulosus (EQFABP1) and the polyunsaturated fatty acids (PUFA):
a-linoleic acid (ALA) ), arachidonic acid (ARA), eicosapentaenoic acid (EPA) and do-
cosahexaenoic acid (DHA) with the aim of designing a nanocarrier structure with high
interaction capacity. The molecular structure of the polyunsaturated fatty acids was geo-
metrically optimized using quantum mechanics techniques and analyzed with the Fukui
function, using the functional B3LYP and the DZVP base. An energy minimization and a
molecular dynamics of the protein using the canonical collective (NVT), the isothermal-
isobaric collective (NPT), and the OPLS-AA force field in the GROMACS software.
Likewise, the fatty acid molecules were optimized in molecular mechanics using a collec-
tive NVT and the OPLS-AA force field. The construction of the nanocarrier was carried
out in the form of a dendrimer, using polyglycerol as the nucleus and two molecules of
DHA in the second generation. The geometry of the nanocarrier was optimized using the
semi-empirical PM6 method. Drug molecules (albendazole (ABZ), mebendazole (MBZ)
and praziquantel (PRZ)) were attached to the nanocarrier. The results of coupling and
subsequent interaction in molecular dynamics showed that the best interaction was with
DHA. The analysis of coupling and interaction in molecular dynamics showed that the
EgQFABP1 protein has a high attraction for the nanocarrier, and when it is loaded with

PRZ, the interaction is more stable than with the other drugs.

Keywords: Echinococcus granulosus, Polyunsaturated Fatty Acids, Nanocarrier, Mo-

lecular dynamics, Quantum mechanics.
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Introduccion

La enfermedad hidatidica o equinococosis es una enfermedad zoonética principalmente
causada por el parasito Echinococcus granulosus; y se distribuye geograficamente en di-
versos continentes . En nuestro pais representa una enfermedad ampliamente diseminada
sobre todo en la sierra central y sur?. Esta enfermedad parasitaria suele ser asintomati-
ca en las primeras etapas posterior al contagio y detectable posteriormente al notar la

presencia de quistes hidatidicos principalmente en los pulmones o el higado 3*.

Las Proteinas de Union de Acidos Grasos (PUAG) de parasitos vienen siendo blan-
cos terapéuticos atractivos para el diagnostico y el tratamiento de enfermedades como
la equinococosis®. El rol que desempefian estas proteinas esta inmerso en el crecimien-
to, proliferacion y sobrevivencia del parasito dentro del hospedero; siendo una de sus
funciones mas importantes la de obtener acidos grasos del hospedero para beneficio del
parasito °. En el parasito Echinococcus granulosus una de las proteinas mas estudiadas
es la Proteina de Union de Acidos Grasos 1 (EgFABP1)”. El rol de la EQFABP1 en la
interaccion parasito-hospedero es la de conducir a los acidos grasos del hospedero hacia
el parésito, debido a que el mismo no es capaz de sintetizar las moléculas de acidos grasos
de forma de novo. Echinococcus granulosus se apropia de los &cidos grasos del hospedero,
con los que es capaz de realizar su propio metabolismo y utilizarlos para construir sus

propias estructuras celulares, o como precursores de otras moléculas®.

Actualmente se implementan nuevas alternativas de tratamiento y diagndstico de enfer-
medades parasitarias utilizando las propiedades de biomateriales a nanoescala, aplicacion
llamada nanomedicina °. Con el tiempo se ha venido desarrollando nuevos tipos de na-
noestructuras, capaces de aumentar la especificidad de los farmacos, incrementando su
eficiencia y accion®®. De los diversos tipos de nanotransportadores, uno de los mas eficien-

tes es el de tipo dendrimero, que son polimeros en forma ramificada !t. Una alternativa
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para la composicién de una nanoestructura se basa en el uso de moléculas no inmunogéni-
cas; como el uso de acidos grasos poliinsaturados en el desarrollo de nanotransportadores
contra la enfermedad hidatidica '?, ya que son un conjunto de moléculas organicas muy
importantes para la salud de los seres humanos, y que tienen una gran afinidad con la
proteina EgFABP1 .

La bioinformatica es un extenso campo multidisciplinario que aporta informacion re-
levante al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas y de diagnostico, pues propor-
ciona informacion para el disefio eficiente de biomoléculas con capacidades especificas,
como transportar farmacos. Para el disefio de estas nuevas estructuras, la bioinformética
estructural estudia las interacciones moleculares determinando la estabilidad y esponta-
neidad de la formacion de complejos, caracteristicas significativas para el desarrollo de
futuros procedimientos terapéuticos™*. Es asi que los métodos bioinformaticos permiten
evaluar el uso de &cidos grasos poliinsaturados para disefiar un prototipo de nanotrans-
portador contra el parasito Echinococcus granulosus utilizando a la proteina EgFABP1

como objetivo de interaccion.
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Objetivos

Objetivo General

Disefiar un prototipo de nanotransportador dirigido hacia la proteina EgFABP1 del
parasito Echinococcus granulosus utilizando Acidos Grasos Poliinsaturados mediante téc-

nicas de hioinformatica.

Objetivos Especificos

1. Analizar la estabilidad molecular y la capacidad estructural de interaccion de la

proteina EQFABP1 de Echinococcus granulosus mediante Mecéanica Molecular.

2. Analizar la estructura molecular y la reactividad local de los Acidos Grasos Poliin-

saturados a traves de métodos de Mecanica Cuantica y Mecanica Molecular.

3. Disefar y construir el prototipo de nanotransportador utilizando la estructura mole-
cular de los Acidos Grasos Poliinsaturados mediante Mecéanica Cuantica y Mecanica

Molecular.

4. Estudiar la formacién de complejos entre la proteina EgQFABP1 con las moléculas
de Acidos Grasos Poliinsaturados y el nanotransportador mediante el Acoplamiento

Molecular y la Dindmica Molecular.
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Hipotesis

Debido a la presencia de Proteinas de Union de Acidos Grasos (PUAG) en el paréasi-
to Echinococcus granulosus, cuyas funciones incluyen procesos de proteccion, desarrollo y
sobrevivencia en sus etapas de crecimiento; es posible emplear la alta afinidad de esta pro-
teina por los &cidos grasos, en especial los &cidos grasos poliinsaturados, para desarrollar

nanotransportadores como estrategia terapéutica contra la enfermedad hidatidica.
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Capitulo 1

Marco Teodrico

1.1. Enfermedad Hidatidica

La enfermedad hidatidica o equinococosis es una de las 17 Enfermedades Tropicales
Desatendidas (NTD) reconocidas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) °. Es-
ta enfermedad posee una distribucion cosmopolita y representa un problema de salud en
muchos paises sudamericanos como Peru, Chile, Argentina, Uruguay y Brasil; y paises de
la region Mediterranea, del Asia Central, y el este de Africa. Esta enfermedad zoondtica
es causada por los estados larvales de los céstodos del género Echinococcus °. El principal
causante de esta enfermedad es la especie Echinococcus granulosus, el cual posee un com-
plejo ciclo de vida que envuelve a dos hospederos, los hospederos definitivos, usualmente
carnivoros, que albergan parasitos adultos en sus intestinos delgados; y los hospederos
intermediarios que suelen ser los humanos y herbivoros *’. Estos helmintos son capaces de
mantener la infeccion por un largo periodo de tiempo a pesar de los mecanismos de defen-
sa del hospedero, a través de elaboradas estrategias como inmunomodulacion, defensas

antioxidantes y resistencia a enzimas proteoliticas 8.

1.1.1. Morfologiadel Echinococcus granulosus

Echinococcus posee ciertas caracteristicas Unicas que lo diferencian del otro género en
la familia Taenia. En la fase adulta raramente miden mas de 7 mm, no tiene intestino

y todo el intercambio metabodlico tiene lugar a través de la cubierta exterior sincitial,
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denominado tegumento.

El Echinococcus adulto posee un 6rgano adjunto especializado, el escélex, que tiene
cuatro musculos y dos filas de anzuelos, uno grande y otro pequefio sobre el rostellum.
El cuerpo o estrdbilo, es segmentado y consiste en un nimero de unidades reproductivas
(proglotides), las cuales varian en nimero de dos a seis, no posee organos del sistema
circulatorio, respiratorio y digestivo '°. Es hermafrodita y posee conductos reproductivos
que se abren a un lado lateral comdn; ademas posee un poro genital cuya posicién de-
pende de la especie y la cepa. Posee un cirrus prominente que puede ser horizontal o
inclinado anteriormente y el vitellarium es globular. El Gtero se dilata después de la fer-
tilizacion, ocupando finalmente la mayor parte del segmento terminal cuando los huevos

estan completamente desarrollados 2°, como se observa en la Figura 1.1.
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Figura 1.1: Morfologia del parésito Echinococcus granulosus en sus diferentes estadios de
crecimiento. En A y B, se observa el desarrollo alcanzado por el parasito en crecimiento,

en C se observa el desarrollo del parasito en un quiste hidatidico 2.

Los huevos del Echinococcus granulosus son ovoides (30 um — 40 um de diametro), con-
sisten en un embridn hexacanto (oncosfera = primera etapa de la larva) rodeada por varios

envoltorios, formandose el embriéforo queratinizado, que tiene mas resistencia. La capsu-
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la externa desaparece rapidamente una vez que los huevos son liberados dentro huésped.
Los metacestodos (segunda etapa larval) consisten en una camara de aire con una capa
laminada exterior acelular y una capa germinal nucleada interior, que puede dar lugar al
brote de capsulas de crias asexualmente. Los protoscolex surgen de la pared interior de las
capsulas de cria. Los Echinococcus requieren dos hospederos mamiferos para completar su
ciclo de vida; los segmentos que contienen los huevos (proglétidos fecundados) o huevos
libres son pasados en las heces de un hospedero definitivo a un hospedero intermediario,
donde la etapa de metacestodo y protoscolex se desarrolla. El ciclo es completado si es
que el hospedero intermediario es consumido por un carnivoro. Los huevos son altamente
resistentes a factores ambientales y pueden permanecer infecciosos por muchos meses o
hasta aproximadamente un afio en un ambiente de bajas temperaturas (4°C a los 15°C).
Los huevos de Echinococcus son susceptibles a la desecacion, ademas en una humedad

relativa de 25% estos son eliminados en 4 dias y en 0% solamente en un dia?2.

Una vez formado el quiste hidatidico, la pared es definida por una estructura que
comprende una delgada capa interna de células (capa germinal) y un laminado exterior
masivo; esta estructura peculiar estd formada por un enmallado de mucinas rica en ga-
lactosa glicanos, adicionalmente, en Echinococcus granulosus y no en otras especies del
género, contiene nanodeposistos de calcio inositol hexakisfosato 2%. El quiste esta lleno de
fluido hidatidico que contiene protoscolices y proteinas derivadas del hospedero, rodeado
por una pared de dos capas?*. La mayor es de 3mm de espesor, permeable a macromolé-
culas, y la otra es la capa laminada que representa un area muy grande de adsorcion de
proteinas difusibles. El establecimiento de los parasitos y la formacion del quiste hidati-
dico, se da en una zona no infiltrada rodeada de una capsula de colageno derivada del

huésped 2.

1.1.2. Ciclo de Vida del Echinococcus granulosus

El ciclo de vida del parasito Echinococcus granulosus inicia al interactuar con el hos-
pedero intermediario, representado por un gran nimero de mamiferos, al adquirir la
infeccion por la ingestion o aspiracion de los huevos que usualmente se encuentran en
las heces provenientes de rebafios de mamiferos. Debido a la accidn de las enzimas en el

estomago Yy el intestino delgado, la oncosfera es liberada del embrioforo queratinizado. La
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bilis activa la oncosfera, la cual penetra en la pared del intestino delgado. La penetracion

es ayudada por los movimientos de gancho y posiblemente por secreciones de la oncos-

fera; que logra acceder a uno de los vasos linfaticos o vénulas mesentéricas por donde

son posiblemente transportadadas al higado, donde algunas son retenidas, otras alcanzan

los pulmones, y unas cuantas pueden ser transportadas a los rifiones, el bazo, el cerebro,

masculos, y otros drganos, Figura 1.2.
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Figura 1.2: Diagrama del ciclo de vida del parésito Echinococcus granulosus. Etapas de

diagnostico (d) y Etapas de infeccion (i). Se observan los 6rganos donde el parasito se

aloja??

Una vez que la oncosfera ha alcanzado su locacidn final, se desarrolla hacia la etapa de

metacestodo. Una de las actividades importantes en la infeccion del Echinococcus es que

el parésito se escuda detrds de una barrera celular formada principalmente de mucinas,

llamada capa laminar 2°. El tiempo de desarrollo es variable y puede tomar varios meses

antes de que los protoscolex sean producidos (metacestodes fértiles). Existen miles de

protoscolex dentro de un solo quiste de E. granulosus, cada uno de los protoscolex es
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capaz de desarrollarse en un helminto adulto sexualmente maduro *°. Si la estructura del
embrion no es detectada y detenida por los macréfagos, pierde su configuracién estructural
de los ganchos vy sufre la formacion de una vesicula central, transformandose en un quiste
hidatidico. El tiempo necesario para su formacion va desde algunos meses hasta varios
afios, con un crecimiento de 1 a 5 c¢cm por afio. Su crecimiento estd en relaciéon a los afios
en que el hospedero posee, de acuerdo a ello, pueden desarrollarse hasta 16 afios en los
caballos y hasta 50 afios en el hombre. Existen también dentro de la calificacion de estos
parasitos quistes infértiles o acefaloquistes, que no forman protoscolex y no continGan

con el ciclo biolégico normal %7,

1.1.2.1. Metabolismo del Echinococcus granulosus

Tradicionalmente, se cree que los nutrientes que obtienen los quistes hidatidicos son
difundidos desde los tejidos que rodean el quiste; sin embargo, se han observado algunos
microcanales alrededor del quiste, indicando que estos deben obtener sus nutrientes a
través de estos en el tejido del hospedero que rodea al quiste hidatidico. Existe una nueva
aproximacion para la terapia del quiste a partir de estos microcanales de un tamafio
aproximado de 10 um.%. La mas importante propiedad de la capa laminada del parasito
es la de absorber proteinas, lo que implica la secrecion de productos de la reaccion local

del hospedero que se tienden a acumular en las paredes del quiste 2°.

1.1.3. Distribucion geografica de la hidatidosis

La equinococosis cistica cuenta con un estimado de 2 a 3 millones de casos globales
junto con la equinococosis alveolar humana; de los cuales 0.3 a 0.5 millones de casos
se da en el hemisferio norte, y es responsable de por lo menos de $3 mil millones de
pérdida cada afio*°. Echinococcus granulosus posee un rango geografico mundial en todos
los continentes incluyendo areas polares, temperadas, subtropicales y tropicales en por los
menos 100 paises3!. Esta enfermedad es considerada una de las mayores enfermedades
desatendidas. La incidencia anual puede variar de 1 a 200 personas por cada 100,000
habitantes en varias regiones endémicas %2.Las mayores tasas estan observadas en Africa,
China, al este y sur de Europa, las costas mediterraneas, Sudamérica y mayormente en

regiones rurales, donde resalta la distribucion en paises sudamericanos. La equinococosis
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cistica es endémica en el Mediterraneo incluyendo los paises de del suroccidente de Asia;

como Iran que es considerado una area hiperendémica 33, como se observa en la Figura 1.3.
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Figura 1.3: Distribucion geografica de la enfermedad hidatidica, donde se observa la

mayor distribucion en la region central de Asia.l.

En el Peru, la enfermedad hidatidica se encuentra ampliamente distribuida sobre todo
en las regiones de la sierra central, como Pasco, Huancavelica, y Junin, en Cusco y en la
sierra sur como Arequipa y Puno; como se observa en la Figura 1.4. También se observa
la prevalencia de esta enfermedad en ciudades de la costa como Lima3*. Se experimenta
una tasa de contagio de 14 a 34 casos por cada 100000 habitantes, observandose hasta
2000 casos anuales 3. Ademas, la mayor diseminacion se da sobre la sierra, region que
posee el 98% de ganado en nuestro pais, donde la tasa de prevalencia de la infeccion en
animales alcanza hasta un 75% Yy que representa una pérdida econdémica de 179 millones
de dolares?. En la Gltima década se evidencio la presencia de SENASA (Servicio Nacional
de Sanidad Agraria) en los centros de beneficio, donde se inspecciona y evalta la calidad

de la carne para evitar mayores contagios .
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Figura 1.4: Distribucion de la enfermedad hidatidica en el Per( 6.

1.1.4. Diagnostico y tratamiento de la hidatidosis

Los protocolos para el tratamiento de la equinococosis cistica de la Organizacion Mun-
dial de la Salud (OMS) estan basados en la clasificacién de ultrasonidos estandarizados,
siendo una indicacion de alta especificidad®’. En nuestro pais, el diagnostico de esta en-
fermedad se da por medio de exdmenes imagenolégicos como ultrasonografia, rayos x y
tomografia; complementados por pruebas serolégicas como ELISA de IgG, aglutinacion
por latex y Western blot® Los procesos de diagndstico en pacientes individuales varia
de acuerdo a diferentes pasos, como: confirmacién por imagenes e identificacion de las
caracteristicas de la estructura del quiste sospechoso, confirmacion por la deteccién de
anticuerpos por inmunodiagnosticos (ELISA, inmunoblot, deteccion de 5 anticuerpos),

material de biopsia que puede ser examinado determinando la presencia de fluido hi-
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datidico, protoscolex o ganchos. Un método directo es encontrar las caracteristicas del
protoscolex o los ganchos de E. granulosus en la aspiracion de especimenes del fluido

hidatidico utilizando técnicas de microscopia *°.

Las manifestaciones clinicas de la equinococosis cistica estan raramente presentes has-
ta que los quistes crecen y afectan los érganos y tejidos. 60 al 88% de los pacientes con
quistes menores de 7.5cm en didmetro manifiestan sintomas no discernibles como dolor
muy leve3®. El hombre es infectado luego de la ingestion de los huevos del parasito que
provienen de fuentes como agua, plantas u hospederos definitivos (perros). Cada huevo,
contiene una oncosfera, que formara un quiste unilocular que se desarrollara especialmen-
te en el higado y en los pulmones, desarrollando su ciclo de vida“°. Existen varias opciones
para su tratamiento: remocion quirdrgica, tratamientos percutaneos, y quimioterapia con
compuestos de benzimidazol *2, farmacos antihelminticos efectivos contra nematodos, ces-
todos y trematodos cuya accién estd basada en la alteracion de las funciones celulares
como resultado de su union con la tubulina del parasito y generando la disrupcion del
equilibrio dindmico de la unién de tubulina-microtubulos?*; la mejor opcion se da de
acuerdo a las caracteristicas del paciente y a las caracteristicas de quiste (numero, tipo,

tamafio locacion, presencia de complicaciones).

Para la quimioterapia, el albendazol es el farmaco generalmente utilizado *; sin embargo
las concentraciones de la droga no son optimas, y son mucho menores que las del plasma
debido a la gruesa pared del quiste. Aumentar las dosis de benzimidazoles podria causar
efectos como diarreas, vomitos, nauseas y resultar en la muerte del paciente; por otra
parte, en mas de un tercio de casos se observa que la pared de los quistes son resistentes
a los tratamientos®!. A través del tiempo se han ido obteniendo muchas alternativas de
tratamiento, generalmente de conocimiento popular como el extracto de Zataria, capaz

de tener un efecto inhibitorio sobre este parésito “2.

El praziquantel (PRZ), derivado de pirazinoiso-quinolina heterociclica, es considera-
blemente menos toxico que el albendazol. Los efectos de PRZ en los tejidos del quiste son
diferentes que los obtenidos por los benzimidazoles, ya que PRZ causa efectos sobre la

capa germinal, y las estructuras exteriores y el citoplasma distal permanece inalterado .
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1.1.5. Prevencion

El entendimiento de la sobrevivencia del parasito a la respuesta inmunolégica del
hospedero permite el desarrollo de nuevas herramientas terapéuticas para el tratamiento
y control de la equinococosis y enfermedades autoinmunes. Considerando la complejidad
y las diferencias de las interacciones hospedero — parasito en los diferentes periodos de
la infeccion, es mejor determinar las etapas de la infeccion antes de la administracion de
vacunas o drogas, y de tomar aproximaciones combinadas para eliminar las infecciones
de las especies de Echinococcus. Es comprensible que luego de la inmunizacion con una
vacuna basada en el antigeno especifico de oncosfera, la proteccion puede fallar debido
a que la oncosfera ya ha crecido previamente. La inmunidad innata es esencial para
eliminar las infecciones de parésitos durante las etapas previas a la infeccion, pero las
funciones normales de las células inmunes relacionadas como los macrdfagos, eosinofilos
y los presentadores de antigenos no estan relacionados con la equinococosis. Las rutas
metabolicas de glucosa y lipidos son blancos prometedores debido a la capa laminada
rica en carbohidratos del tegumento del Echinococcus, que es critica en la invasion y la

evasion*4,

La vacuna EG95 es efectiva en la proteccion de animales que pastan, y son suscepti-
bles a la infeccion de Echinococcus granulosus. Esta vacuna ha sido registrada para su
uso comercializacion en China y Argentina. El anticuerpo ha demostrado ser el mejor
vehiculo para la proteccion del ganado en contra de este parasito °. El anticuerpo se une
al tegumento de la oncosfera, y en presencia del complemento, se produce dafio irrepa-
rable resultando en la lisis de la misma “®. Las limitaciones del uso de la vacuna EG95 se
encuentran en la variabilidad genética del parasito Echinococcus granulosus, lo que afecta
la especificidad del anticuerpo vy el desarrollo de una Unica vacuna que evite el crecimiento

del parasito.
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1.2. Proteinas de Union de Acidos Grasos (PUAG)

de parasitos platelmintos

Los platelmintos no pueden sintetizar sus propios lipidos de novo , por lo que ellos
dependen de tomar los lipidos de su hospedero, y las proteinas de union de acidos grasos
son las encargadas de transportar estas moléculas dentro de los parasitos *’. Como se
observa en la Figura 1.5, se evidencia la presencia de este tipo de proteinas en nematodos
y platelmintos. Recientemente se han descubierto, por su rol inmunodominante en los
distintos tipos de infecciones, una gran variedad de proteinas que unen lipidos produci-
das por los helmintos. Si bien no se conocen realmente las funciones de estas, se podria
pensar que estdn involucradas directamente en la captacion de lipidos, asi como en fun-
ciones internas referidas al metabolismo lipidico, desempefiando un papel importante en
el mantenimiento y proteccion de estructuras presentes en estados larvales, mediante la
unién a derivados toxicos del metabolismo lipidico. En estadios adultos, estas proteinas
podrian estar involucradas en la modulacion del entorno tisular local del hospedador vy la

evasion de su sistema inmune, a través del secuestro de moléculas mediadoras *®

Estas PUAG se caracterizan por su masa de 14-15 kDa, constituidas por 127 a 134
aminoacidos conformados en 10 laminas  en forma de barril limitado por dos a hélices.
El mayor rol de estas proteinas es facilitar la entrada de lipidos en las células y/o subse-
cuentemente el transporte intracelular y compartimentacion, asi como remover los &cidos
grasos de los depositos intracelulares. A pesar de que las PUAG comparten del 20 al 70 %
de identidad a nivel de aminodcidos entre las especies de invertebrados, su estructura es
altamente conservada, caracterizada por una cavidad formada por diez laminas antipa-
ralelas y dos hélices. Avances importantes en el entendimiento de los roles funcionales e

individuales de las PUAG han surgido recientemente 8.
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Figura 1.5: Estructura de las PUAGs presentes en nematodos y platelmintos “°.

1.2.1. PUAG en Echinoccus granulosus

El andlisis del genoma de Echinococcus spp. y otros parasitos relacionados han con-
firmado la falta de genes envueltos en la sintesis de lipidos de novo (como acidos grasos
y esteroles), purinas y la mayoria de aminoacidos. Los lipidos no solamente representan
un sustrato energético importante; sino que son parte de la produccion de otro tipo de
macromoléculas como la lipoproteina Antigeno B (AgB) producida ampliamente por este

parasito y acumulada en los fluidos hidatidicos °°.

Dos proteinas han sido identificadas en el Echinococcus granulosus la EQFABP1 y Eg-
FABP2; ambas expresadas en el mismo estado larval, lo que sugiere que ambas pueden
poseer diferentes funciones en el pardsito o ser expresadas de manera diferente. Ambas
proteinas fueron expresadas de forma recombinante pero solo la proteina EgFABP1 fue
estable y pudo ser cristalizada 8, como se observa en la Figura 1.6. Se piensa que estas
proteinas estan implicadas en un posible rol de captura y transporte de acidos grasos
de forma intracelular, en la regulacién del metabolismo de lipidos, en la proteccion de
accion deletérea de los acidos grasos libres de cadena larga y en la diferenciacion celu-
lar. Los &cidos grasos insaturados poseen una afinidad favorecida por esta proteina sobre
los fosfolipidos, los acidos grasos derivados de CoA y prostaglandinas. La proteina Eg-
FABP1 podria ser asociada a la ruta de metabolismo de los derivados araquidonicos ©.
Esta proteina ha sido encontrada en el liquido hidatidico del quiste y en la secreciones del
protoscolex, es por ello que se le tiene un gran interés en el rol potencial en la interaccion

de farmacos como un candidato para el desarrollo de vacunas ’.
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Figura 1.6: Estructura terciaria de la proteina EgFABP1 del parasito Echinococcus

granulosus .

1.3. Acidos Grasos Poliinsaturados (AGPI)

Los &cidos grasos pueden ser clasificados de acuerdo a la longitud de la cadena vy el
ndmero de dobles enlaces. Los &cidos grasos de cadena larga contienen méas de 12 4&tomos
de carbono, y los &cidos grasos que contiene mas de 22 atomos de carbono son llamados
como acidos grasos de cadena muy larga como el acido docosandico (C22:0), tetracosanoi-
co (C24:0), y hexacosandico(C26:0). En el cerebro, el acido palmitico y el acido esteérico
son los &cidos grasos saturados mas importantes (son aquellos acidos que no contiene
dobles enlaces en su estructura). Los AGPI que contienen multiples dobles enlaces entre

los atomos de carbono, pueden ser clasificados en dos familias dependiendo de la posicion
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de los dobles enlaces en la terminacion metil. Los dos mas predominantes en el cerebro
son el acido araquidonico omega-6 (ARA) y el ®-3 acido docosahexaenoico (DHA). Otros
acidos grasos poliinsaturados como el acido linoleico (LNA), el acido eicosapentanoico
(EPA) vy el acido a-linolénico (ALA), no son totalmente detectados en el cerebro debido

a que se encuentran en muy baja concentracion comparados con el ARA y el DHA.

En el cerebro los &cidos grasos pueden ser no esterificados (libres) o esterificados a
lipidos como los triglicéridos, colesterol y los fosfolipidos; que predominantemente se

encuentran en forma esterificada a fosfolipidos en las membranas plasmaticas °2.

Los &cidos grasos poliinsaturados contienen uno o mas dobles enlaces en su estructura,
y se encuentran generalmente en los tejidos animales y en plantas. Los acidos grasos de
cadena larga n-3 se encuentran predominantemente concentrados en pescados, y en los
aceites vegetales los de cadena larga n-6. Dos diferentes rutas sintéticas existen para la
construccion de los &cidos grasos de cadena larga n-3 y n-6. El n-6 o también llamado &acido
araquidénico (ARA) es producido en las membranas de animales y es precursor de varios
compuestos bioactivos como las prostaglandinas, los tromboxanos, y los leucotrienos. El
acido eicosapentaenoico (EPA) o n-3 posee un enlace doble méas®3. Existe considerable
evidencia de que los &cidos grasos esenciales como el &cido linoleico y el acido linolénico y
sus metabolitos inhiben la accion en el crecimiento de células tumorales in vitro e in vivo.
Los metabolitos de cadena larga como el EPA y el DHA no solo incrementan la produccion
de prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos, también poseen efectos antiinflamatorio
y citotoxico sobre células tumorales >*. Las estructuras moleculares de los &cidos grasos

poliinsaturados se observan en la Figura 1.7.
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Figura 1.7: Acidos grasos poliinsaturados. Estructura molecular de los AGPI segun su

clasificacion entre acidos grasos poliinsaturados w-3y acidos grasos poliinsaturados m-6°°.

1.3.1. Biosintesis de Acidos Grasos Polinsaturados

Existen dos mecanismos para la biosintesis de estas moléculas, uno aerdébico, que ocu-
rre en animales y algunos microorganismos eucariotas, y otro anaerébico el cual ocurre
en bacterias y otro grupo de eucarioticos, como se muestra en la Figura 1.8. El DHA se
sintetiza en el reticulo endoplasmético utilizando &cidos grasos poliinsaturados como pre-
cursores mediante el mecanismo aerdbico denominado asi por su requerimiento de oxigeno
molecular. La biosintesis involucra la desaturacion y elongacién de la cadena hidrocarbo-
nada, procesos en los que intervienen los sistemas enzimaticos A6, A5 y A 4 desaturasa
para llegar hasta DHA. Estas enzimas participan en la primera etapa de sintesis de EPA.
La identificacion de estas enzimas ha permitido corroborar el mecanismo de la biosintesis
en mamiferos y en diferentes microorganismos. Se ha sugerido que la sintesis de DHA
es independiente de la A4 desaturasala que ocurriria por una retro conversion de C24
a traves de una B oxidacion. En general los &cidos grasos poliinsaturados se sintetizan
comenzando por un &cido graso monoinsaturado, el &cido oleico (C18:1®9). La elongacion
de la cadena tiene lugar cuando dos 4tomos de carbono pasan desde el donador (acetil
CoA o malonil CoA) a la cadena del acido graso. En la ruta de los ®3, la desaturacion
produce acido linoleico y el acido a-linolénico. EI primer doble enlace es introducido en-

tre el carbono 12 y 13 del acido oleico, dando origen al &cido linoleico. El segundo doble
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enlace se introduce entre los carbonos 15y 16 del acido linoleico formandose el cido a-

linolénico. Secuencias de pasos de elongacion y desaturacion de estas moléculas permiten

la sintesis de DHA. El segundo mecanismo de biosintesis de &cidos grasos poliinsaturados

es el denominado PKS, también llamado polikétido sintetasa, que incluye un gran namero

de enzimas, su nombre es debido a que no utiliza oxigeno molecular pero se puede llevar

a cabo bajo condiciones aerobias *®. ARA es un &cido graso poliinsaturado de 20 carbo-

nos n-6, precursor de leucotrienos, prostaglandinas, tromboxanos, y son colectivamente

Ilamados eicosanoides. Se encuentra en los fosfolipidos de membrana a traves de todo el

cuerpo y particularmente abundante en el cerebro, misculos y el higado ®’.

-
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Figura 1.8: Representacion esquematica de la biosintesis de acidos grasos poliinsatura-
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1.3.2. Estructura del Acido docosapentaenoico y el Acido eico-

sapentaenoico

La conformacion espacial del DHA es diferente de la de EPA como resultado de longitud
de esqueleto de carbonos y el grado de saturacion. EPA es una cadena larga de acido
graso poliinsaturado, de 20 carbonos y dobles enlaces. DHA es una cadena mas larga de
22 carbonos y 6 dobles enlaces. EI -3 AGPI es derivado del &cido a-linolénico (18:3) que
es precursor de EPA y DHA. El &cido a-linolénico no puede ser sintetizado por el cuerpo
humano y como debe de ser, es enteramente obtenido en la dieta. Incrementar el acido
a-linolénico tomado por un periodo de semanas puede tomar meses en incrementar la
proporcion de EPA en el plasma, eritrocitos, y leucocitos; pero no existe incremento de
DHA. La conversion de acido a-linolénico a EPA ocurre pero es limitado en hombres y
la transformacion de DHA es muy lenta; pero en mujeres la conversion a cadenas largas
®-3 AGPI es mayor debido al efecto regulatorio del estrogeno. Los AGPI poseen una alta
contribucion a las propiedades fisicas de las membranas, incluyendo la organizacion, la

permeabilidad ionica, la elasticidad y la formacion de microdominios °°

1.4. Nanotransportadores

La nanotecnologia implica la ingenieria de los sistemas funcionales a una escala mole-
cular; como sistemas caracterizados, son muy importantes en el desarrollo de materiales
para la ciencia y sobre todo para la biomedicina. EIl area mas activa de la nanotecnologia
es la nanomedicina, la que aplica a la misma a altas intervenciones médicas para la pre-
vencion, diagndstico y tratamiento de enfermedades ®°. Los nanomateriales recaen sobre
rangos similares a las proteinas y a la estructuras de muchas macromoléculas encontradas
en células vivas. Los nanomateriales toman una ventaja importante en la maquinaria ce-
lular y facilitan la entrega de drogas®!, con una forma de entrega dirigida y controlada de
moléculas bioactivas; lo cual es un prerrequisito para su Optima eficacia®?. Los sistemas
de nano entrega ofrecen muchas ventajas sobre las dosis convencionales, sobre los siste-
mas de entrega intracelular en los sitios de infeccion, reduciendo las concentraciones y la
frecuencia de las dosis asi como la liberacion de los farmacos, disminuyendo los efectos

colaterales y aumentando la conformidad de los pacientes .
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Recientemente se ha descrito la utilidad de las nanoparticulas como vehiculos para
poder repartir mas eficientemente diferentes sustancias, como drogas terapéuticas en di-
ferentes escenarios como el tratamiento del cancer o enfermedades autoinmunes, no solo
sobre el sitio directo de entrega como los antigenos, si no también prolongar la exposi-
cion de estos antigenos al sistema inmunitario®. Los nanotransportadores pueden liberar
farmacos de forma controlada y potencialmente aumentar la eficacia de las drogas, redu-
ciendo el efecto sisteméatico, e implementando la adherencia al régimen de los pacientes
debido a la reduccion de la frecuencia de administracion®. Para lograr su proposito los
nanotransportadores son disefiados para localizar selectivamente y acumularse en tumo-
res tomando ventaja de la anormal vasculatura de los tumores solidos, muchos de estos
poseen paredes con aberturas capilares, a través de las cuales estas moléculas pueden atra-
vesar el tumor . Estos transportadores incrementan la solubilidad y biodisponibilidad

de drogas poco solubles®.

1.4.1. Caracterizacion

Varias nanoformas han sido implementadas a través de los afios, como sistemas de
entrega de farmacos; variando desde sustancias biol6gicas, como gelatina y fosfolipidos
para liposomas, a sustancias quimicas como varios polimeros y metales que contienen
nanoparticulas. Los polimeros conjugados con drogas, que poseen varios tamafios, no
son normalmente considerados como nanoparticulas®’. Es conocido que los nanotrans-
portadores son generalmente restringidos a los vasos sanguineos del exterior del tumor, y
dificilmente son capaces de penetrar el tejido del mismo, debido a que su ambiente extra-
celular esta cubierto de una matriz densa de células estrechamente unidas, haciendo a los
nanotransportadores pequefios (menores a 10 nm) importantes ya que podrian transpor-
tar farmacos dentro del tejido del tumor vy liberarlos dentro de las células tumorales 8.
Ademas, los nanotransportadores pueden ser acumulados preferentemente en tumores, si-
tios inflamatorios e infecciones en virtud del efecto de permeabilidad y retencion (ERP).
El efecto ERP asocia las caracteristicas del sitio — especificidad, no asociadas con los
tejidos y organos normales, resultando en la selectividad del blanco®°. De acuerdo a ello,
se pueden apreciar diferentes caracteristicas muy importantes como las de incrementar la

estabilidad de las drogas hidrofdbicas y su biodistribucion
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1.4.2. Tipos

Se describen diferentes tipos de nanotransportadores con alta eficiencia, como los que

se muestran en la Figura 1.9. De los més utilizados destacan los siguientes:

%

Polymeric Carrier Polymeric Micelle Dendrimer

Liposome Solid Lipid Carrier Gold Carrier

\;&{'
Magentic Core /d J’\I\f'-

\ “14,3-

Protective Cmung /
Organic Linker

Active Molecule

Magentic Carrier Viral Carrier Carbon Carrier

Figura 1.9: Tipos de nanotransportadores y disefio de sus estructuras .

= Nanocristales: el desarrollo de herramientas tecnoldgicas en las que se da la opor-
tunidad de convertir una droga existente con baja solubilidad en solucién, en una
droga a nanoescala. Esta estrategia reduce el tamafio de la particula de las drogas
a escala nanométrica estabilizandola, de forma en la que se incrementa el area de
superficie y con ello se incrementa la solubilidad y la disolucién; consecuentemente

incrementa la concentracién en plasma.
= Nanoplataformas organicas

» Liposomas: los liposomas son vesiculas artificiales auto-ensambladas desarro-

lladas de fosfolipidos anfifilicos. Los liposomas poseen propiedades bioldgicas
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atractivas, incluyendo la biocompatibilidad general, la biodegradabiliad, aisla-
miento de drogas del ambiente que lo rodea y la habilidad de contener drogas
hidrofébicas e hidrofilicas4. Las nanoestructuras de transporte basadas en li-
pidos son un sistema de entrega muy prometedor con un sistema de tamafio
menor a 200 nm, debido a que incrementan la solubilidad en el agua, la estabili-
dad y biodisponibilidad de compuestos. Muchos de estos lipidos son necesarios
para la salud de los seres humanos, como los &cidos grasos poliinsaturados que
poseen roles como neuroprotectores, antiinflamatorio, con actividad antioxi-

dante y disminuir el riesgo de enfermedades cardiovasculares .

< Nanoparticulas poliméricas: Son particulas coloidales con un rango de 10 a
1000 nm, que pueden ser esféricas o ramificadas. Pueden ser fabricadas usando
polimeros sinteticos biodegradables, como poliacrilatos y polimeros naturales
como gelatina, quitosan, alginato. Pueden ser clasificados en tres categorias
de acuerdo al mecanismo de incorporacion del farmaco; el primero usando
conjugacion por enlaces covalentes, el segundo es mediado por interacciones
hidrofdbicas entre el farmaco y el nanotransportador, y el tercero utilizando

hidrogeles en la que se da la encapsulacion hidrofilica del farmaco.

< Nanoparticulas basadas en proteinas: se utiliza para farmacos hidrofobicas,

como los taxanos, usada en variedad de terapias para tumores’?

< Dendrimeros: los dendrimeros son macromoléculas sintéticas ramificadas que
forman una estructura en forma de arbol. La composicion quimica y el peso
molecular de los dendrimeros puede ser precisamente controlados, y es facil-
mente predecible la biocompatibilidad y la farmacocinética ">*. Pueden poseer
estructuras internas en forma de cavidades de perfil hidrofébico o hidrofilico,
y sus grupos terminales pueden ser modificados con diferentes fracciones mo-
leculares con el objetivo de disminuir su citotoxicidad, implementar su bio-
disponibilidad y optimizar el transporte de farmacos "> . Existen numerosas
metodologias para sus sintesis, y su Unica estructura quimica que los convierte
en una alternativa fiable a los poliedros tradicionales, y con ellos se observa
una amplia gama de aplicaciones "’ . Las estructuras dendriticas basadas en
poliglicerol altamente biocompatible son arquitecturas ideales para terapias

anti cancer, debido a que son solubles, concentrados en tamafio, funcionales
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y provistos de ligandos multivalentes en la superficie’®®. Los dendrimeros,
que son estructuralmente uniformes son capaces de transportar farmacos efi-
cientemente, con un didmetro de varios nandémetros. Son capaces de penetrar
dentro de los tumores, pero requieren algunas modificaciones estructurales que
le permitan interactuar con las paredes del quiste y su introduccién dentro del
mismo®8  El entendimiento de las interacciones de los dendrimeros como
vectores de entrega con las biomembranas es importante para la optimizacion
funcional, también para la reduccion de una posible citotoxicidad 8%2. Los den-
drimeros pueden ser utilizados para intensificar la solubilidad de los farmacos
y su biodisponibilidad y actuar como modificadores de liberacion y platafor-
mas para los farmacos. Las interacciones entre los farmacos y los dendrimeros
puede ser subdividida de tres diferentes tipos: encapsulacién interna, interac-
cién electrostatica externa, u conjugacion covalente. La encapsulacion fisica,
las interacciones hidrofébicas, la atraccién electrostatica y las interacciones
hidrofdbicas estdn envueltas en la encapsulacion de farmacos. Estas interac-
ciones juegan roles importantes en manejar la formacion de complejos farmaco
— dendrimero 8. En las estructuras dendriticas el nimero de grupos termina-
les se incrementa exponencialmente con un incremento en las generaciones del
dendrimero. Dendrones es el término utilizado para designar a los dendrimeros
que no poseen un nucleo, de donde un dendrimero puede ser preparado de la
union de varios dendrimeros siguiendo diferentes estrategias de union 8. Estas

estructuras presentan diferentes ventajas:

o Un indice de baja polidispersion, ya que a medida que aumenta la densidad
de las ramas, la mayor parte de las ramas se disponen alrededor de un
nacleo de menor densidad en forma de esferas y la densidad de la superficie
externa es mayor y la mayor parte del espacio cerca al nucleo permanece
vacio, por ello sirve para el atrapamiento del farmaco .

o Posee una permeabilidad mejorada, con la que son capaces de cruzar ba-
rreras como las membranas celulares, permitiendo también alcanzar las
células objetivo dentro de un tumor mas efectivamente 1

o Mayor capacidad de carga, con la que pueden transportar un amplio rango

de moléculas organicas e inorganicas %
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o Alto potencial de solubilizacion, incrementando la solubilidad, la biodis-
tribucion, y la eficacia en un mayor nimero de terapias.

o Amplio efecto de retencion y permeabilidad incrementada.

o Alta estabilidad, debido a su pequefio tamafio dentro de un rango de
1 a 100 nm lo que las hace susceptibles a ser tomadas por el reticulo
endoplasmatico.

o Alta uniformidad y pureza son bien definidos, de un rango uniforme.

o Baja inmunogenicidad

o Son una plataforma multifuncional, que permite encontrar blancos espe-
cificos en un tejido especifico, ademas presenta baja citotoxicidad y una

buena biodegradabilidad?®’

= Plataformas inorganicas: los metales nobles, como las nanoparticulas de oro, han

surgido para la entrega de drogas y genes y poseen un complemento (til 2.

1.4.3. Usos

Se describen diversos usos en la actualidad de los nanotransportadores como bioma-
teriales importantes en el desarrollo de la biomedicina, con los que se obtiene muchos
beneficios, avances en los tratamientos permitiendo el uso de nuevas terapias utilizando
nuevos farmacos, reduciendo draméticamente los efectos secundarios e incrementando la
efectividad 8. Son un punto importante es el desarrollo de vacunas y el tratamiento del
cancer; las vacunas han tomado un auge importante sobre todo sobre las enfermedades
infecciosas desatendidas, entre ellas la malaria en la que se desarrollé el tratamiento uti-
lizando nanotransportadores como vehiculo para aumentar la eficacia del tratamiento en
contra del Plasmodium spp®. Ademas, son importantes para el desarrollo de nanoestruc-
turas en forma de nanoenvolturas de estructuras proteicas que han sido exploradas como
potenciales transportadores en biomedicina. Se forman por autoensamblaje de subunida-
des de proteinas, estas estructuras poseen tres superficies que pueden ser ingenierizadas:
la interior, la exterior en la subunidad intermedia. Las moléculas de diagndstico y las
terapéuticas han sido cargadas en el interior de estas nanoenvolturas, donde las super-
ficies exteriores han sido disefiadas con el fin de ser biodisponibles y con habilidades de

union 9,
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1.4.4. Poliglicerol como nanotransportador

La molécula de glicerol (1,2,3 propanotriol o también Ilamado glicerina), es molécula
organica que posee diverso nimero de aplicaciones, desde la industria farmacéutica hasta
la obtencion de biodiesel como fuente de energia®. En el desarrollo nanotecnoldgico se
ha utilizado el glicerol de forma ramificada, observandose una gran capacidad de trans-
porte y facilidad de unirse covalentemente con otras moléculas. Se han obtenido diversas
estructuras de glicerol hiper ramificado o poliglicerol, el cual es capaz de transportar di-
versos farmacos, asi como también el uso de este tipo de estructuras para poder obtener
ciclodextrinas capaces de transportar drogas, pigmentos, proteinas, DNA y RNA; bajo
condiciones fisioldgicas. Ademas, se ha observado la alta capacidad de sintesis de estos
compuestos, un buen ajuste de la propiedades requeridas, una alta capacidad de carga,

y buena solubilidad en solucion acuosa %.

1.5. Bioinformatica

La bioinformatica ha venido siendo una herramienta importante en el campo de la
ingenieria, como biologia sintética que sigue los protocolos de ingenieria en el disefio y
fabricacion *3. La bioinformética, es un campo multidisciplinario que proviene de las com-
binaciones de diferentes campos de la ciencia como la biologia, las ciencias computaciona-
les, la estadistica, la quimica, la matematica y muchas otras °*. En los Gltimos afios se han
utilizado estos conceptos en el area de la biotecnologia, biologia computacional, bioqui-
mica y muchas otras en las que se puede organizar, analizar guardar informacion, discutir
sobre algunos algoritmos que pueden ser implementados sobre la informacion bioinfor-
matica, y como ser capaces de descubrir, diagnosticar y proponer terapias en diferentes
enfermedades, en ocasiones utilizando diferentes herramientas para la completa elucida-
cion de la superficie de una proteina . Esta directamente relacionado con la ingenieria
molecular, la cual engloba un conjunto de manipulaciones biosintéticas en la genética mo-
lecular %97 e identificar los cambios especificos en las secuencias de aminoacidos, lo que
podria sobrevenir en cambio de las propiedades funcionales de una proteina *. La secuen-
cia de aminoacidos de una proteina puede ser facilmente determinada desde la secuencia

nucleotidica en la informacion genética, la estructura primaria solo puede determinar una
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estructura en su ambiente nativo. El conocimiento de una estructura de aminoacidos es
vital en el entendimiento de las funciones de una proteina y el disefio de farmacos o el

disefio de enzimas®1% . Se distinguen diferentes objetivos de la bioinformatica:

= Organizar la informacion biol6gica de una manera més fécil que ayude a los bi6logos

y cientificos a guardar y a acceder a la informacion existente 02,

= Desarrollar y disefiar herramientas de software que facilitan el analisis y manejo de

informacion 12,

= El uso de esta informacion biol6gica en el anlisis e interpretacion de los resultados

de una manera mucho mas precisa .

= Asistir a los investigadores en la industria farmacéutica para entender las estructuras

de las proteinas, lo cual es importante en el desarrollo de farmacos %

= Colaborar con los investigadores en el campo de la ciencia de la salud, para compren-
der la estructura de los genes que ayudaria en detectar y diagnosticar enfermedades
como el cancer 1%
Los métodos de optimizacion poseen un gran numero de aplicaciones en la ciencia y
en la ingenieria. La optimizacion numérica ha sido usada para el disefio de modelos de
rutas metabolicas en propiedades particulares que mejoran los flujos y son de interés

biotecnoldgico 1%,

Las simulaciones atomisticas de dinamica molecular permiten estimar las energias
libres de uniéon como también determinar las interacciones que contribuyen al calculo de
estas energias en escala atdmica ">, con el fin de sobreponerse a las diferentes desventajas

que se pueden ver en el desarrollo experimental %7,

1.5.1. Meétodos Computacionales para el disefio de proteinas

Las funciones de una proteina estan determinadas por la estructura tridimensional de
la misma. Para entender el mecanismo del funcionamiento de una proteina, se realizan
grandes esfuerzos para entender su estructura. Experimentalmente, la estructura de una

proteina plegada puede ser revelada por varios métodos como la cristalografia de rayos X,
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NMR, la microscopia cryo-electron, y dispersion de rayos X de &ngulo pequefio; cada una
de estas técnicas provee diferentes niveles de resolucion. Los bidlogos estructurales han
producido una gran informacion de la estructura de proteinas y han hecho que sea acce-
sible de diversas formas como bases de datos. Como el conocimiento de las relaciones de
estructura - funcion crecen, las aproximaciones computacionales y los métodos bioinfor-
maéticos que pueden predecir cémo los cambios conformacionales afectan las propiedades
o funciones de las proteinas se han convertido componente indispensable en su estudio.
El disefio computacional de proteinas generalmente envuelve dos aproximaciones: uno de
ellos es el disefio basado en plantillas, donde una proteina preexistente de una estructura
conocida es utilizada como una referencia de inicio de la geometria espacial que le confiere
atributos en una proteina como estabilidad y especificidad. La otra es la aproximacién de
novo la cual estd basada en usar principios fundamentales de fisicoquimica que gobiernan

las interacciones entre los residuos de una proteina.

1.5.2. Modelamiento Molecular

Se debe comprender al modelamiento molecular como una herramienta importante
para explicar diferentes comportamientos de las moléculas y sobre todo el de proponer
nuevos farmacos o métodos terapéuticos. Las macromoléculas poseen diferentes compor-
tamientos en relacion al desarrollo con su entorno, por lo que se propuso el uso de la
mecanica molecular o mecénica clasica capaz de simular el comportamiento atomica de
estas moléculas; pero de manera mas compleja, la mecéanica cuantica es capaz de interpre-
tar las interacciones electronicas entre los atomos que conforman una molécula y sobre
todo de mayor interés las interacciones con un farmaco%. Los métodos de mecanica
cuantica poseen la ventaja sobre los métodos de mecanica molecular que solo incluyen los
efectos de la transferencia de cargas, polarizacion, la ruptura de enlaces y su formacién
desde el principio. En adicion, lo métodos mecénico cuanticos computan la estructura
electronica de un sistema molecular, el cual puede ser usado para la derivacion de datos

espectroscopicos 109
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1.5.3. Mecanica Molecular

Los métodos de mecénica molecular, también llamados los métodos de campos de fuer-
za, unen la diferencia entre mecanica cuantica y mecanica continua y son extensamente
usada para estudiar los efectos mesoscopicos en varios sistemas, incluyendo el modelado
de materiales energéticos, y sistemas biologicos. En mecanica molecular, las moléculas
son descritas como modelos de bolas y resortes, donde los atomos estdn unidos a través
de enlaces quimicos!!®. Esta estrategia le permite sobreponerse al problema de calculo
de la energia electronica a través de la ecuacion de Schrodinger. En este método también
se omite los aspectos del movimiento nuclear, lo cual significa que la dindmica de los
atomos es tratada desde el punto de vista de la mecénica clasica en base a la segunda ley
de Newton '™, Los conceptos basicos asumidos por los métodos de mecanica molecular,

mostrados en la Figura 1.10, pueden ser descritos de la siguiente forma:

= Cada atomo (incluyendo sus electrones y nucleo) estd representado como una par-

ticula con una masa caracteristica y radio.

= Un enlace quimico es representado por un resorte, con una constante de fuerza
caracteristica determinada por el potencial de energia de la interaccion entre dos

atomos quimicamente unidos.

= Las funciones de energia potencial describen fenémenos intramoleculares (extension,
torsion, y flexion de enlaces) y los fendmenos intermoleculares como las interacciones

electrostéticas y fuerzas de van der Waals.

= Las funciones de energia potencial (campos de fuerza) descansan sobre los parame-

tros empiricos de datos experimentales o de otros calculos.

El entendimiento de las interacciones entre el péptido y su superficie posee un enorme
potencial en las aplicaciones biotecnoldgicas, pero su caracterizacion a nivel atbmico esta
méas alla de la resolucion de las técnicas experimentales, por esta razén, la mecanica

molecular es utilizada para modelar las interacciones a un nivel atéomico 19 .
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Figura 1.10: Representacion esquematica de una molécula en mecanica molecular, donde
0 representa el angulo entre tres atomos, b la distancia del enlace de dos atomos, 7 el
angulo diédrico entre cuatro atomos, y r representa las interacciones no enlazantes entre

dos atomostt?

1.5.3.1. Funcion de Energia Potencial

Un campo de fuerza es la funcion de energia potencial y la coleccion de pardmetros
que han sido optimizados para ser usados en esta funcion. Esta funcion y los parame-
tros son usados juntos para evaluar la energia potencial y fuerzas de las moléculas en
una simulacion. En general, esta funcion comprende términos de vinculo que describe las
contribuciones de los enlaces, los angulos de valencia, diedros o angulos de torsion, y en
algunos casos, angulos de torsion fuera de plano (o angulos diedros impropios) a la ener-
gia potencial y las fuerzas, y los términos no enlazantes que describe las contribuciones
electrostaticas y de Van der Waals. Los métodos de mecanica molecular existen en un va-
riado grupo de campos de fuerza disponibles que puede incluir AMBER 3, CHARMM 114,
GROMOS 1%y OPLS-AA 116,
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1.5.4. Dinamica Molecular (DM)

Las simulaciones de DM y Monte Carlo han sido herramientas importantes en el campo
de la quimica computacional y permiten a los investigadores calcular numerosas propieda-
des termodindmicas de interés como las energias libres de solvatacién, la union de ligando,
y el plegamiento de proteinas. Estas técnicas computacionales continGan la experiencia
aumentando el éxito en reproducir y de predecir las propiedades experimentalmente me-
didas'’. La dinamica molecular es la técnica computacional mas ampliamente usada
para estudiar el equilibrio de estructuras e interacciones de sistemas bioldgicos. Provee
predicciones de diferentes variaciones y cambios de configuracion en las estructuras de
un sistema biologico, el cual puede ser relacionado con la variacion de las funciones que
desarrolle 18, La dinamica molecular clasica considera a los atomos como esferas solidas
y a los enlaces como resortes. Esto permite a los atomos en un sistema que solo oscile
entre distancias especificas. La dinamica molecular clasica estd basada en la ecuacion
del movimiento de Newton '°, Con los recientes avances en poder computacional como
sus simulaciones, ahora pueden ser usadas en el desarrollo de nanomedicinas, para poder
entender de mejor manera las interacciones de este tipo de moléculas y sus interacciones

con sus protefnas objetivos *2°.

1.5.5. Herramientas de Validacion de Estructuras Moleculares

En el trabajo estructural de proteinas es necesario llevar a cabo diferentes procesos de
validacion, siendo asi uno de los mas importantes dentro de la Biologia Estructural los
diagramas de Ramachandran, y en los procesos de MD el uso de la Desviacién Media
Cuadréatica (RMSD), las Fluctuaciones Medias Cuadraticas (RMSF) y el Radio de Giro
(RG). Estas herramientas permiten la evaluacion de la calidad estructural utilizando

criterios y estandares ampliamente utilizados.

El diagrama de Ramachandran provee un método independiente de evaluacion confor-
macional de la calidad estructural de la proteina. Este analisis confronta la distribucion
de las torsiones por aminoacidos, y evallia los angulos psi y phi, que son importantes
para la real conformacion de una proteina. Con esta herramienta se evalda la estructura

de una proteina y permite determinar si la distribucion de los aminoécidos es permitida.
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El diagrama de Ramachandran es ampliamente utilizado en Biologia Estructural para
la determinacién de los angulos de torsién en estructuras de proteinas provenientes de

métodos como la cristalografia de rayos X.

Dentro de los métodos de evaluacion y validacién de estructuras en MD se utiliza el
RMSD y RMSF. EI RMSD evalla y compara los cambios estructurales que va experimen-
tando las moléculas a través del tiempo de dinamica con la estructura inicial, de tal forma
que describe los cambios conformacionales globales. EI RMSF identifica los aminoacidos
dentro de la estructura que son mas susceptibles a experimentar mayor movimiento o
fluctuacién sobre si mismo durante la dindmica. Una de las herramientas mas importante
es el RG pues mide la capacidad de compactacion de la estructura de la proteina sobre si
misma, ademas es una herramienta sugerida para medir la compactacion de un sistema
como los nanotransportadores en forma de dendrimeros, pues describen la estabilidad del

sistema.

1.5.6. Termodinamicay Calculo de Energia Libre

En las simulaciones de dindmica molecular es importante el estudio de las propiedades
termodinamicas en el sistema de estudio. Estas propiedades se pueden encontrar distri-
buidas en la presion, la energia, la capacidad calorifica isobarica e isocorica. Se utilizan
diferentes ecuaciones de estado que permitan calcular otras propiedades termodinamicas

del sistema 1%,

La energia libre es una de las propiedades termodinamicas mas importantes ha cal-
cularse dentro el disefio de nuevos biomateriales, pues esta propiedad ocupa un papel
fundamental en los procesos quimicos. Esta propiedad permite evaluar la afinidad relati-
va del acoplamiento molecular entre dos macromoléculas, y la espontaneidad con la que
las interacciones se llevardn a cabo. Existen dos tipos de energia libre (Energia libre de
Helmholtz y de Gibbs), siendo la energia libre de Gibbs la mas empleada pues esta se

utiliza bajo condiciones de temperatura y presion constante.

La energia libre es un concepto central en la termodinamica en los estudios bioquimicos
y fisicos de sistemas. Los valores de energia libre relativas son de mayor interés que las
absolutas, como la de energia libre de solvatacion y la energia libre de union, como se

muestra en el ciclo termodinamico de la energia libre de Gibbs en la Figura 1.11. Para
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realizar el célculo computacional de esta propiedad termodindmica, dos casos deben de
ser considerados: transiciones alquimicas, y las transiciones indexadas por una reaccion

coordinada.

AGUnién
Proteina+Ligando H Proteina...Ligando

AG3 AG1

Proteina+Nada Proteina...Nada

Figura 1.11: Ciclo termodinamico del Célculo de la Energia libre de Gibbs aplicada
a la Interaccion Proteina-Ligando. Donde AGI1 es la Energia libre de solvatacion, AG2

Energia libre de acomplejamiento

Las transiciones alquimicas hace referencia al hecho de que la naturaleza de las parti-
culas puede ser manipulada por cambios en los parametros que describen las interacciones
moleculares. Para un valor dado del parametro de acoplamiento lambda (L), el sistema es
descrito por un operador Hamiltoniano (H). Un estado de transicion alquimico transforma

a las molécula de A=0 al estado A=1.

Uno de los métodos mas empleados en el calculo de energia de interaccion entre una
proteina y un ligando es el Radio de Aceptacion de Bennet (BAR). Este método calcula
las diferencias de energia potencial de dos estados en ambas direcciones para obtener
estimaciones de energia libre transformando dos tipos de interacciones no enlazantes, las
interacciones de Coulomb y las de Van der Waals. Esta transformacion esta determinada
por una funcién de desacoplamiento, la cual indica el nivel de los cambios que han tomado

lugar entre los estados .

1.5.7. Mecanica Cuantica

La mecénica cuantica estd basada en el estudio de la composicién de las moléculas,
formadas por un ndcleo y electrones; en donde se determina fundamentalmente el movi-
miento electronico bajo la influencia de campos electromagnéticos ejercido por las cargas
nucleares o electronicas. Los cimientos de la fisica moderna se basan en los métodos

mecanico cuanticos ab initio, semiempiricos y la Teoria Funcional de la Densidad.
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El principal uso de célculos ab initio estd dado en el calculo de geometrias, energias,
frecuencias vibracionales, espectros, y propiedades relacionadas con la distribucion elec-
trénica. Este tipo de calculos poseen aplicaciones tedrico practicos como las interacciones

enzima sustrato, reacciones de equilibrio y espectroscopia.

Los métodos semi empiricos se basan en célculos ab initio, pero sin las consideraciones
de rigurosidad al momento de ejecutar los calculos reduciendo el nimero de integrales
que deben de ser calculadas. Dentro de los cuales se describe su uso para la optimizacion
geometria de las moléculas, de una manera mucho mas rapida con una precision tolerable;

pero con una precision energética menor a comparacion que los otros métodos.

La Teoria Funcional de la Densidad estd basada en los teoremas de Hohenberg-Khong,
los cuales describen propiedades de estado fundamental de los atomos o una molécula
determinada por su funcién de la densidad electronica. Existen diversas propiedades que
pueden analizadas utilizando la Teoria Funcional de la Densidad como la electronegati-

vidad, el potencial quimico, la dureza y blandura y la funcién de Fukui.

Las geometrias moleculares son muy importantes en el disefio de nuevos materiales,
y particularmente el disefio de nuevos farmacos. Esta optimizacion geométrica esta refe-
rida a la definicion de las distancias de enlaces, los angulos entre atomos, y los angulos

formados por los diedros %2,

1.5.7.1. Funcién de Fukui

La funcion de Fukui permite el analisis molecular de la reactividad local, y estd re-
lacionada al estudio de los orbitales de frontera de la densidad electronica que juegan
un rol importante en la selectividad quimica. La Funcién de Fukui explica esto en tér-
minos de alta energia requerida para interpretar el gobierno de ataques nucleofilicos y
electrofilicos 2%, Esta funcion esta determinada de tres formas: f* que es asociada con el
orbital molecular de menor energia desocupado (Lowest Unoccupied Molecular Orbital-
LUMO), y mide la reactividad con un agente donador, ¥~ que estd asociada con el orbital
molecular ocupado de mayor energia (Highest Occupied Molecular Orbital - HOMO), y
mide la reactividad hacia un agente aceptor, y el promedio o f° que mide la actividad

hacia un radical 124,
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1.5.8. Acoplamiento Molecular - Docking

Uno de los mas grandes retos de la quimica computacional y de la bioinformatica
es predecir la afinidad de union de pequefias moléculas a macromoléculas 2°. El acopla-
miento molecular — docking es una herramienta poderosa para la prediccion teérica de la
conformacién éptima y la orientacion de pequefias moléculas dentro de los sitios activos
de una proteina. Las posiciones obtenidas pueden ser usadas para la estimacion de ener-
gias de union, las cuales indican los efectos inhibitorios del disefio, y por otro lado puede

ser utilizado para el disefio in silico de farmacos 2.

El acoplamiento molecular consta de dos pasos cruciales mutuamente interrelacionados:
la basqueda del algoritmo, la cual es dirigida a identificar la conformacion y orientacion
de un ligando en un sitio activo, y la segunda es la funcién de puntuacién o scoring, la cual
es utilizada para evaluar la energia del ligando en la posicién del sitio activo. La energia
de unién estimada debe ser subsecuentemente usada para la prediccion cualitativa de la
afinidad del ligando al sitio activo del objetivo dado (usualmente una proteina) 27, Por
otro lado, la fidelidad de esta prediccion depende criticamente de los primeros pasos, que
son la habilidad del algoritmo de acoplamiento de identificar (y subsecuentemente) y de
situar al ligando correctamente?®. Una funcion de puntuacion tipica consiste en términos
de intra e intermoleculares, donde el Gltimo representa la enumeracion de la funcion de
puntuacion con mayor demanda computacional 2°. Basado en el cambio conformacional
del ligando y de la proteina, se observan dos categorias de los procesos de docking que

son utilizadas:

= Docking rigido: en este tipo de acoplamiento, la proteina es considerada como rigida
mientras que el ligando es permitido de cambiar de conformacion y orientacion para
evaluar la posicion de union y su afinidad. El ligando produce todas las traslaciones
y rotaciones posibles, alteraciones factibles y establecimiento de la minima energia

de union en la cavidad de la proteina.

= Docking flexible: también conocido como acoplamiento suave donde ambos, la pro-
teina y el ligando se les permite una flexibilidad conformacional para producir me-

jores interacciones proteina ligando 3.
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Capitulo 2

Metodos y Detalles Computacionales

2.1. Detalles Computacionales

2.1.1. Hardware

= Workstation con 64 GB de memoria RAM y 3 discos duros de 1, 4y 6 TB.
» 16 Procesadores Intel R Core™ i7-5960X CPU @ 3.00GHz

= 1 tarjeta Grafica NVIDIA GeForce GTX 1080

2.1.2. Software
= Programas

« UCSF Chimera 1.1.2 ¥ (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/): Es un
programa dedicado a la visualizacion de moléculas orgénicas, desde moléculas
pequefias hasta estructuras macromoleculares como proteinas, ADN, ARN,
peptidos y moléculas inorganicas. Ademas es capaz de realizar analisis es-
tructural como superficies hidrofobicas, interacciones de puentes de hidrégeno
y andlisis de la superficie de potencial electrostatico utilizando APBS 2 y

PBD2PQR %313,

« MOLDEN-5.71*(http://www.cmbi.ru.nl/molden/): Visualizador de mo-

léculas a escala atomica y electrdnica, siendo capaz de visualizar orbitales mole-
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culares y Potencial Electrostatico. Este programa fue disefiado para el analisis
de estructuras obtenidas tras optimizaciones cuanticas, debido a que posee el

soporte de analisis de datos de archivos obtenidos en Gaussian y deMon2k.

» LigPlot+13%(https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LIGPLOTY/):
Visualizador capaz de analizar las interacciones de puentes de hidrégeno e in-
teracciones hidrofobicas entre macromoléculas, como proteinas y ligandos pe-
quefios como farmacos. El reconocimiento de los puentes de hidrégeno esta
mediado por las distancias mas cortas entre los atomos del ligando o farmaco

con el receptor o proteina.

« GNUPLOT-5.0 ¥/ (http://www.gnuplot.info/): Programa disefiado pa-
ra la visualizacion de funciones matematicas y de datos en general. Este softwa-
re es ampliamente utilizado en el analisis de datos obtenidos tras una dinamica

molecular.

« Autodocktools 1.5.6 38 (http://autodock.scripps.edu/): Visualizador y
ejecutor de los programas Autodock y Autogrid, con los que funciona de forma

integrada.

« Hex-8.013%140(http://hex.loria.fr/): Programa disefiado para realizar pre-
dicciones de acoplamiento entre dos macromoléculas, o una macromolécula y
un ligando pequefio. Los algoritmos utilizados en Hex-8 consideran la totalidad
del sistema como cuerpos rigidos, haciendo su prediccion muy eficiente para

moléculas de gran tamafio, pero de menor tamafo carecen de exactitud.

« Autodock4.2.6 y Autogrid 4.2.6 138(http://autodock.scripps.edu/):
Conjunto de programas disefiados para efectuar acoplamientos entre una ma-
cromolécula y un ligando pequefio. Este software fue disefiado para efectuarse
por pasos. El primero de ellos es el Autogrid que identifica porciones de la
molécula receptora y la va separando por cuadriculas, y establece los parame-
tros de las mismas. La segunda parte esta establecida por el Autodock, el cual
ejerce el acoplamiento basado en la informacion anterior, de forma en la que el
ligando es libre de realizar torsiones o rotaciones con el fin de obtener la mejor

posicion para su interaccion.

+ GROMACS 2016.31#1142(http://autodock.scripps.edu/): Este progra-
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ma fue disefiado para realizar simulaciones de dindmica molecular y minimi-
zacion de energia. Se basa en el uso de la mecanica molecular para llevar a
cabo estas simulaciones, con lo que es capaz de analizar propiedades termo-
dindmicas en el sistema de trabajo. Utiliza un conjunto de campos de fuerza,
que proporcionan la informacion energética de las moléculas, tanto enlazante
como no enlazante; asi como informacién topoldgica como la posicién de los
atomos, la medida de las distancias de enlaces , la medida de angulos y sus

diedros.

= Gaussian09 **3(http://gaussian.com/): Programa disefiado para realizar
andlisis de mecéanica cuantica utilizando métodos ab initio, semiempiricos, y de
Teoria Funcional de la Densidad. Este programa permite obtener optimizacio-

nes geométricas de moléculas, frecuencias vibracionales, y célculos de energia.

« GaussView 5.0 *4(http://gaussian.com/gaussview6/): Programa dedi-
cado a la visualizacién de moléculas que van a ser utilizadas para su posterior
analisis mecanico cuantico. Ademas posee la capacidad de realizar céalculos de
potencial electrostatico, la densidad electrénica y los orbitales moleculares ocu-
pados de mayor energia (HOMO) vy el orbital molecular desocupado de menor
energia(LUMO).

« deMon2k 4.3.6 “*°(http://www.demon-software.com): Programa dedi-
cado a realizar calculos de Mecénica Cuéntica y Mecéanica Molecular. El uso
de la Mecéanica Cuéntica en este programa se basa en la Teoria Funcional de la
Densidad. Se pueden calcular la energia, optimizaciones geométricas, propie-

dades termodindmicas y es capaz de soportar archivos para su visualizacion.

- fpocket 2.0 ¢(http://fpocket.sourceforge.net/) : Programa dedicado a
la deteccion de cavidades en la superficie de una proteina considerando al-
goritmos de Teselacion de Voronoi e interaccion de a-esferas con la misma,
y ademéas considera la superficie accesible y el volumen de cada una de las

cavidades elegidas.
= Servidores Web

« MolProbity*(http://molprobity.biochem.duke.edu/): Servidor dedi-

cado la visualizacion de los diagramas de Ramachandran y su posterior analisis;
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como herramienta de validacion de estructuras tanto para su uso en Cristalo-

grafia de Rayos X, asi como en el trabajo de simulacion de proteinas.

« OPLS-AA topology generator 1*8(http://erg.biophys.msu.ru): Servi-
dor dedicado a la parametrizacion de campos de fuerza OPLS-AA, en las que
se coloca el archivo *pdb, que posee la informacion espacial de los atomos en
una molécula, y la compara con sus base de datos, identifica de qué molécula
se trata, y escribe la informacidon necesaria para ser introducida en el archivo

aminoacids.rpt dentro del campo de fuerza.

« PDBsum*(www.ebi.ac.uk/pdbsum):Servidor dedicado al anlisis de in-

teraccion ligando-receptor, y de estructura terciaria y secundaria de proteinas.
= Bases de datos

» Protein Data Bank-PDB **°(https://www.rcsb.org/): Servidor utiliza-
do como base de datos de estructuras tridimensionales de moléculas orgénicas
e inorganicas, sobre todo proteinas, ADN, ARN, virus y anticuerpos; que son
obtenidas por los métodos: Cristalografia de Rayos X, Criomicroscopia elec-
trénica, y Resonancia Magnética Nuclear. En esta base de datos se describen
como fueron obtenidas las estructuras asi como sus caracteristicas de union a

ligandos especificos e informacion propia de Biologia Estructural.

« Pubchem **!(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) : Base de datos don-
de se ubican las estructuras moleculares de gran cantidad de farmacos, molé-
culas de interés bioldgica e industrial. En esta se encuentra la informacion de

cada una de ellas, de estudio relacionados, y sus caracteristicas fisicoquimicas.

2.2. Metodologia

2.2.1. Obtencion, Optimizaciéon y Analisis de la proteina Eg-

FABP1

La estructura que de la proteina EQFABP1 se descargd de la base de datos PDB con

la extension *.pdb, y se considerd las caracteristicas cristalograficas, como la presencia
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de ligandos y/o solvente , la completitud de la estructura, asi como la presencia de
cambios estructurales en alguno de los amino&cidos. La optimizacion molecular se realizo
utilizando el programa Gromacs(Vease Anexos - Comandos y Herramientas de Gromacs),
donde se defini6 el sistema de trabajo, en donde se considerd la presencia explicita de
moléculas de agua de modelo SPC y la presencia de iones. El sistema neutralizado y
conformado por proteina - agua - iones fue minimizado con 10000 pasos utilizando el
algoritmo Steepest-Descent. Luego se llevd a cabo una dindmica molecular considerandose
las condiciones periodicas de contorno , en colectivo candnico (NVT), a una temperatura
de 36,5°C ejecutada por el algoritmo Noose-Hover; utilizando el campo de fuerza OPLS
AA y con un tiempo de ejecucion de 200 ns. Posteriormente para obtener una estructura
mucho mas estable y de mejor calidad estructural, se llevd a cabo una dinamica molecular
de 50 ns en colectivo isotérmico - isobarico (NPT), a una temperatura de 36,5°C utilizando

el termostato Beredensen, especificando la presion con el valor de tau-p de 1.0.

El andlisis de cavidades de la proteina EgFABP1 se llevd a cabo utilizando el pro-
grama fPocket 2.0, para lo que se considerd la estructura obtenida luego de la dindmica
molecular, este andlisis permitié evaluar las regiones de la superficie de la proteina donde
es probable que se acoplen los ligandos de acuerdo a las caracteristicas estructurales y

energéticas de los aminoacidos que conforman la cavidad de interés.

2.2.2. Obtencién, optimizacion y analisis de los Acidos Grasos

Poliinsaturados

La estructura de los &cidos grasos para este estudio se obtuvieron de acuerdo a los
resultados obtenidos en estudios previos realizados por la Adriana Esteves et al.®, donde
se determind la afinidad de la proteina EgFABP1 por los &cidos grasos poliinsaturados
®-6 (&cido linoleico y acido araquiddnico). De acuerdo a ello se decidi6 continuar el
estudio de interaccion, considerando a las tres moléculas ®-3 (a-linolénico (ALA), acido
eicosapentaenoico (EPA) vy el acido docosahexaenoico (DHA)) y solamente una de las
moléculas de -6 (acido araquidonico (ARA)). Esta estructuras fueron descargadas de la

base de datos PubChem, como se observa en la Figura 2.1.

La estructura se descarg6 con la extension *.sdf (Propia de Pubchem), se transformé a

extension *.xyz en el programa Gaussview, Yy se convirtio a extension *.inp en el programa
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c) Acido eicosapentaenoico (EPA) d) &cido docosahexaenoico (DHA)

Figura 2.1: Moléculas de AGPI descargados de la base de datos Pubchem.

Molden. Con el archivo *.inp se pudo realizar la optimizacion geométrica con mecénica
cuantica en el programa deMon2k, con la funcional B3LYP y la base DZVP, utilizando la
Teoria Funcional de la Densidad. En el mismo archivo se realiz6 el analisis de la funcién

de Fukui, y el andlisis de cargas de Hirshfeld (\VVéase Anexos).

Luego de la optimizacion cuéntica, se obtuvo la geometria molecular mas estable por
cada molécula. Para su reconocimiento en Gromacs se escribié los campos de fuerza para
llevar a cabo la dinamica y la optimizacién molecular con la ayuda del servidor de gene-
racion de Automatica de topologias OPLS-AA. Con ello, se pudo introducir en el campo

de fuerza OPLS-AA en Gromacs la descripcién de los acidos grasos poliinsaturados, con
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la correccion de las cargas atomicas, provistas por la optimizacion cuéantica. Para ello es
necesario modificar los archivos ffbonded.itp y aminoacid.rtp (Véase Anexos); en los que
se centra la informacion necesaria para la ejecucion del programa Gromacs. La optimiza-
cién en mecanica molecular de los acidos grasos poliinsaturados se ejecutd de la siguiente
forma: primero, una minimizacion energética utilizando el algoritmo Steepest Descent
descent de 10000 pasos, luego se realiz6 la dindmica molecular de cada una, utilizando el
colectivo canénico NVT (nimero de atomos, volumen y temperatura constante), a una

temperatura de 36.5 °C, utilizando el algoritmo de termostato Nose-Hoover.

2.2.3. Disefio y construccion de nanotransportador

Los criterios para el disefio del nanotransportador se basaron en las interacciones na-
turales que lo acidos grasos efectian al ingresar a un organismo, por lo general suelen
hacerlo unidos a moléculas de glicerol formando triglicéridos, diglicéridos o monoglicéri-
dos. Al unirse con este tipo de biomoléculas aumentan su solubilidad, su estabilidad vy
disminuyen totalmente algun rastro de inmunogenicidad. Actualmente se propone el uso
de moléculas de poliglicerol como la forma mas eficiente en el uso de nanotransportadores.
Se siguio el disefio propuesto por Alexander Sunders et al.'®, en la que sugiere un método
de obtencion de poligliceroles ramificados e hiperramificados, y las consideraciones pro-
puestas por Holger Frey et al.*®, con lo que se consigui6 construir el core de poliglicerol,
como se observa en la Figura 2.2; y de acuerdo a los resultados de Gabriela Alvite et
al.®, donde sugiere que la proteina EgFABP1 es capaz de interactuar hasta un nimero
maximo de 2 moléculas de acidos grasos al mismo tiempo. Para su construccion se llevo a
cabo en el programa GaussView, y se guardd en extension .*gjf. Ademas, se adiciono a la
construccion del nanotransportador moléculas de farmacos ampliamente utilizados como
el albendazol (ABZ), el mebendazol (MBZ) y el praziquantel (PRZ) que fueron obtenidas
de la base de datos PubChem; esto con el objetivo de observar las interacciones entre el

nanotransportador y los farmacos como se observa en la Figura 2.3.

La optimizacién cuéntica de las macromoléculas de nanotransportador se efectud utili-
zando el método semiempirico PM6 en el software Gaussian 09 (VVéase Anexos). Se obtuvo
la geometria mas dptima del sistema, asi como también se analiz6 las cargas de Hirshfeld

que fueron necesarias para la construccion posterior del campo de fuerza de cada uno de
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(a) (b)

Figura 2.2: Disefios de poliglicerol hiperramificado utilizado como nanotransporta-
dor.(a)Resultados obtenidos por Alexander Sunders et al.'®?, (b)Resultados obtenidos

por Holger Frey et al.'%,

N \@iuﬁ )i ~ J
‘ r .
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a) Albendazol b) Mebendazol

c) Praziquantel

Figura 2.3: Estructura molecular de los farmacos Benzimidazoles utilizados en el trata-

miento de la Echinococcosis.
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los nanotransportadores.

Se declar6 los campos de fuerza que describen al nanotransportador utilizando el ser-
vidor de generacién de topologias OPLS AA, en la que se corrigié las cargas atdbmicas de
cada una de ellas utilizando las obtenidas en la optimizacion cuantica. Se llev6 a cabo
una optimizacion molecular utilizando un colectivo canénico NVT en un tiempo de 100
ns, a una temperatura de 36.5°C empleando el termostato Nose-Hoover. Se realizd la
dinamica molecular del sistema, definiendo el &rea de trabajo, o0 una caja, donde se le

adiciono moléculas de agua de tipo de punto simple SPC.

2.2.4. Acoplamiento Molecular
2.2.4.1. Acoplamiento Molecular AGPI - Proteina EQFABP1

El acoplamiento molecular se llevé a cabo utilizando el programa Autodock, para lo
cual se convirtié los archivos de los ligando de *.pdb a *.pdbqgt, donde se agrega cargas
de Kollman, se identifican los hidrégenos no polares y se eliminan los demas; luego se
identifican el nimero de torsiones posibles en la molécula ligando. Enseguida se abri6 el
archivo *.pdb de la proteina receptora que permanecera en estado rigido, se le adicionan
cargas de Kollman, se hace emerger los hidrégenos no polares, y se eliminan los &tomos
de agua y iones presentes tras la dinamica molecular. Se ejecuta el programa Autogrid,
con el que se identificd el area o cuadricula en el receptor, como se observa en la Figura
2.4, se selecciono a la macromolécula (la proteina) y el ligando(molécula de Acido Graso)
y se guardd las especificaciones en un archivo *.gpf, con ello se puede iniciar el calculo
de las especificaciones de cuadricula ejecutando el script de Autogrid. Con el resultado
se puede ejecutar Autodock, en donde se elige el nimero de repeticiones basado en el
algoritmo genético Lamarckiano, en este caso de 100 interacciones y el nimero maximo
de evaluaciones de 250000, y luego se guarda el archivo *.dpf. Luego de la ejecucion
del programa Autodock, se obtuvo el archivo de extension *.dlg, donde se concentra la
informacion de cada una de las interacciones y las propiedades termodindmicas como la

energia libre de Gibbs por cada uno de los  acoplamientos.
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Figura 2.4: Acoplamiento molecular llevado a cabo en la el programa Autodock.Se puede
observar el interfaz grafico de Autodocktools, de donde se observa la cuadricula en forma

de cubo, donde se selecciona el area o region de acoplamiento, y el ligando mas pequefio.

2.2.4.2. Acoplamiento Molecular Nanotransportador - EQFABP1

El acoplamiento molecular se llevd a cabo utilizando el software Hex 8.0, como se
observa en la Figura2.5; debido a que este programa es dedicado a la uniéon de macromo-
léculas en estado rigido - rigido. Se determind 50000 soluciones posibles. los archivos de
receptor (la proteina EgFABP1) y ligando (Nanotransportador) se abrieron en formato
*.pdb, y el resultado del mejor acoplamiento se obtuvo en formato *.pdb. Se realizé el
acoplamiento molecular en cada uno de los casos de nanotransportador cargado con far-
macos, realizando una minimizacion de energética en el propio programa. Se obtuvieron

los resultados del acoplamiento en formato .*sum, y el mejor modelo de interaccion en
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Figura 2.5: Acoplamiento molecular entre Nanotransportador y la proteina EgFABP1
utilizando el programa Hex. Se observa la interaccion entre la proteina EgFABP1 vy el

Nanotransportador sin farmacos.
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2.2.4.3. Andlisis de Energia de Interaccion

Se realiz6 una dindmica molecular del sistema (Proteina - Ligando) en un colectivo
NVT, en 50 ns utilizando el algoritmo de termostato Nose-Hoover a una temperatura de
36.5°C con el campo de fuerza OPLS-AA en Gromacs. Luego se realizo el analisis de la
energia libre de Gibbs por el método propuesto por BAR (Bennett Acceptance Ratio) de
donde se ejecutd 41 célculos consecutivos de colectivo isotérmico-isobarico de 1 ns cada
uno, utilizando una dindmica molecular de Langevin (Véase Anexos), en el cual se utilizd
el termostato Nose-Hoover y el bardstato Parrinello-Rahman, con una temperatura de
36.5°C, y una tau-p de 1.0. El andlisis de esta se dio con los archivos *.xvg, y con ello
se ejecuto el comando en Gromacs gmx bar, el cual nos permitio realizar el analisis de la

energia libre.
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Capitulo 3

Resultados y Discusion

3.1. Obtencion y Optimizacion de la Proteina Eg-

FABP1

La obtencién de la proteina se realizé en el PDB (Protein Data Bank), de donde se
descargd la proteina EgFABP1 (PDB ID: 108V) de 1.6 A de resolucion, obtenida por
Cristalografia de Rayos X. De acuerdo a la resolucion de la proteina se estima la alta
fidelidad de los resultados obtenidos en el método de obtencion de datos, de lo cual se

observd que la estructura se mantenia completa, como lo demuestra la Figura 3.1.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM . DE SANTA MARIA

RCSB PDB

[='=]
v
P
(=

PROTEIN DATA BANK Rest ; Advanced Search | Browse by Annosations

Poa-101 [ el ’!'Ml):.:n..i ._E—I_UE- 3 N0t e m

Structure Summary 3D View Annotations Sequence Sequence Similasity Structure Similanty Experiment

[ PEENENEEERE  © Download Files -

£ Biological Assembly 1 © p 108V

The crystal structure of Echinococcus granulosus fatty-acid-binding protein 1
3 DO¥: 10.2210/pdb108V/pdh
Classification: LIPID BINDING PROTEIN

Expression System: Escherichia coli BL21(DE3)

Deposited: 2002-12-04 Released: 2003-06-19
Deposition Author(s): Jakobsson. E,, Alvite, G,, Bergfors, T, Esteves. A, Kieywegt, G.J,

Experimental Data Snapshot wwPDB Validation © 30 Report || Full Report
Method: X-RAY DIFFRACTION Metric Percentile Ranks Value
Resolution: 1.6 A Clashscore IE— 0
R-Value Free: 0.214 Ramachandran outliers S w— o
R-Value Work: 0.172 Sidechain outliers EE—— | S— 1 7%
RSRZ outliers IE— —
& 3D View uct e 2erime

yand Interaction

Standalone Viewers
Protein Workshop | Ligar X This is version 1.2 of the entry, See compiete history.

Global Symmetry; Asymmetric - C1 @

Global Stoichiometry: Monomer - A @ Literature

Biological assembly 1 assigned by authors and

generated by PQS (software) The Crystal Structure of Echinococcus Granulosus Fatty-Acid-Binding Protein 1

Jakobsson, ., Alvite, G., Bergfors, T., Esteves, A, Kleywegt. G.J.
(2003) Biochim.Biophys Acta 1649: 40

Macromolecule Content PubMed: 12818189
« Total Structure Weight: 15387.91 @
« Atom Count: 1079 @ PubMed Abstract:
« Residue Count 134 @ We describe the 1.6 A crystal structure of the fatty-acid-binding protein EQFABP1 from the parasitic piatyheiminth
« Unique protein chains: 1 Echinococcus granulosus. E. granulosus causes hydatid disease, which is a major zoonosis. EgFABP1 has been

implicated in the acqguisitio ...Q

Figura 3.1: Estructura de la Proteina EgFABP1 (PDB ID: 108V) en la base de datos
PDB.

De los resultados obtenidos, en la dinAmica molecular se observa la estabilidad molecu-
lar en la Diferencia Media Cuadratica (RMSD). En la Figura 3.2, se observa la estabilidad
alcanzada a 200 ns en colectivo NVT, debido a las bajas vibraciones observadas a partir

de los 50 ns, con un valor promedio de 0.05nm.
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Figura 3.2: RMSD de la proteina EgQFABP1 a 200 ns en colectivo NVT.

Del sistema obtenido, se refind la estructura con el objetivo de obtener la mejor esta-
bilidad de la proteina, es por ello que se desarrollé una dinamica molecular de 50 ns en
colectivo NPT, donde se alcanzd la estabilidad de la proteina a los 20 ns, y en donde se
redujo la variacion de la estructura a 0,025 nm en promedio, como se observa en la Figu-
ra 3.3. La estructura terciaria de la proteina EgFABP1 obtenida denotdé una disminucion
de estructura secundaria (Deformacion de laminas B y hélices o) tras las simulaciones de

Dinamica  Molecular (MD), como se observa en la Figura 3.4.
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Figura 3.3: RMSD de la proteina EgQFABP1 a 50 ns en colectivo NPT.
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(b) Estructura Final

Figura 3.4: Diagrama de la estructura secundaria de la proteina EgFABP1. a)Estructura

Inicial antes de Dindmica Molecular, b) Estructura Final luego de Dinamica Molecular.
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El célculo del Radio de giro de la proteina luego del desarrollo de los 50 ns en colectivo
NPT, nos demostré el incremento de la estabilidad con una fluctuacion promedio a partir

de los 12 ns, con una variacion de 0,0225nm en promedio, como se observa en la Figura 3.5

1.45 T T T

EQFABP ——

1.445
1.44
1.435

1.43

Rg(nm)

1.425

1.42

1.415

1.41 - - - -
0 10000 20000 30000 40000 50000

Tiempo (ps)

Figura 3.5: Radio de giro de la proteina EgFABP1 en colectivo NPT a 50 ns.

El analisis de la grafica de Ramachandran, de la estructura promedio encontrada duran-
te la mayor estabilidad estructural del RMSD, nos demostré que la validacion estructural
de la proteina EgFABP1 es alta, de donde se pudo observar que solamente uno de los
aminoacidos estuvo fuera del area permitida (Pro76, que se encuentra en horquilla B); y
que el 80.9 % de los aminoacidos estuvieron en regiones favorecidas de torsién, mientras
que el 99.2% de los mismos se encuentran en areas permitidas, como se muestra en la

Figura 3.6
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80.9% (106/131) of all residues were in favored (98%) regions.
99.2% (130/131) of all residues were in allowed (>99.8%) regions.

There were 1 outliers (phi, psi):
76 PRO (-62.8, 14.9)

Figura 3.6: Diagrama de Ramachandran de la estructura de la proteina EgQFABPL.

La Fluctuaciones Cuadradas Medias (RMSF) por residuo de la proteina EgFABP1,
demostrd la alta tasa de fluctuacion encontrada en los aminodcidos que se encontraban en

la region media de la proteina, especificamente estos fueron los aminoacidos Phe65 (0,1251
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nm), Leu67 (0,1624 nm) y Gly68 (0,1170 nm), probablemente por el caracter apolar de
los aminoacidos fenilalanina y leucina. Ademas, como se observa en la Figura 3.7, los

extremos de la proteina se mantuvieron constantes, sin registrar mayores fluctuaciones.
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Figura 3.7: RMSF de la proteina EgFABP1 en colectivo NPT en 50 ns.

3.2.  Anadlisis de cavidades de la Proteina EQFABP1

El analisis de la superficie de la proteina EgFABP1 nos demostré la existencia de
cavidades o pockets, donde se evidencio la presencia de hasta 6 cavidades, de donde se
encontré que la cavidad nimero 1 es la que presentd el mayor puntaje , presentando el
mayor volumen, el mayor puntaje de hidrofobicidad y de drogabilidad , como se observa
en la Tabla 3.1.
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Tabla 3.1: Valores del analisis de cavidades en la proteina EQFABP1

Cavidad Puntuacién Puntuaciéon de Drogabilidad SASA Total Volumen Puntuacién de Hidrofobicidad

1 40.302 0.818 396.256 967.227 32.706
2 24.781 0.430 84.772 243.157 29.385
3 21.591 0.133 113.711 227.726 19.400
4 18.537 0.025 202.062 511.730 4.250
5 10.618 0.006 152.471 376.809 6.000
6 8.831 0.014 225.896 421.412 21.000

Area de Superficie Accesible al Solvente - SASA (A?), Volumen (A%)

El analisis estructural de las proteina EgFABP1 vy las cavidades propuestas demos-
traron, que el bolsillo o cavidad mas grande se ubica cerca de los aminoacidos apolares
Val42, Leu67, Leud5, Met52, Phe65, Phe71, Gly48, Gly46 y Gly68, polares Ser64, Tyr50,
Cys63 y Thr43, aminoacidos acidos Glu69 y Asp44 y aminoacidos basicos Lys54, Lys49,
Lys66 y Lys72. Se observo ademas que todas las cavidades se encuentran cercanas unas
con otras mientras que la cavidad 5 se encontré al otro extremo de la proteina, como se

observa en la Figura 3.8.
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e) Cavidad 5

Figura 3.8: Cavidades de la superficie de la proteina EgQFABP1 (a-c: Aminoacidos que

conforman cada uno de las cavidades determinadas y su distribucion).

En el trabajo realizado por Adraiana Esteves et al® se observo la conformacion de las
cavidades propuestas en la misma posicion encontrada en este estudio, como se observa
en la Figura 3.9, por lo que se considero que la presencia de cavidades en la superficie de
la proteina EgFABP1 hace a la misma altamente drogable, y factible de ser considerada

un blanco terapéutico.
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Figura 3.9: Cavidades encontradas en el estudio de Adriana Esteves®. Comparacion de
cavidades entre la proteina EQFABP1 (A-D), vy la proteina EgQFABP2 (E-G).
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3.3. Optimizacion Cuantica de los Acidos Grasos Po-
litnsaturados (AGPI) y Analisis de la Funcién de

Fukui

Los acidos grasos poliinsaturados, que fueron determinados para este estudio, se opti-
mizaron con mecanica cuantica. Los resultados obtenidos de la optimizacion geométrica
determinaron la estructura correcta de cada una de las moléculas, asi como la obtencion

de la cargas de Hirshfeld.

El anélisis de la Funcion de Fukui (f) determiné la capacidad electronica de cada una
de las moléculas de &cidos grasos poliinsaturados. Como se observa en la Tabla 3.2 los
valores de la Funcion de Fukui le corresponde a los atomos de las moléculas descritas
en la Figura 3.10, el mayor valor obtenido en f+ en cada uno de ellos le corresponde a
los grupos carboxilos, y en el caso de el Acido eicosapentaenoico, se situd en el atomo
21, correspondiente a un carbono que forma un doble enlace, y de igual manera en f-
le corresponde a los atomos presentes en los dobles enlaces, de donde se deduce la alta
capacidad de los atomos de carbono en grupo carboxilos para donar electrones, y de los

atomos presentes en los dobles enlaces de aceptar.

Tabla 3.2: Funcion de Fukui de los atomos de los AGPI.

) F(HOMO) F(LUMO) F(Promedio)
Molécula . .
Atomo Valor Atomo Valor Atomo Valor
ALA C10 0.114 cC18 0.28 Cl18 0.141
ARA C13 0102 C20 0.233 C20 0.118
EPA C36 0.065 C21 0.071 C9 0.062

DHA Cl6 0073 C22 0242 C22 0.123

F(HOMO): Reactividad hacia un agente electrofilico, F(LUMO): Reactividad hacia un

agente nucleofilico, F(Promedio): Reactividad hacia un agente radicalario.
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Figura 3.10: Estructura molecular optimizada de los AGPI.

3.4. Optimizacion Molecular de los Acidos Grasos

Poliinsaturados (AGPI)

La optimizacion molecular de los acidos grasos poliinsaturados se realizd en colectivo
NVT a 36,5°C y con el campo de fuerza OPLS AA en medio acuoso como se observa en
la Figura 3.11. Se observé inestabilidad en el sistema acuoso en el que se llevd cabo como
se observa en el andlisis de RMSD de cada uno de ellos. Se denota la baja estabilidad
de la estructura molecular del acido o-linolénico (ALA) y el Acido Araquidonico (ARA)
interactuante con moléculas de agua, como se aprecia en el grafico de RMSD en la Figu-
ra 3.12. El &cido docosahexaenoico (DHA) y el &cido Eicosapentaenoico (EPA) presenta

una alta inestabilidad en la optimizacion en medio acuoso segun el analisis de RMSD.
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Figura 3.11: Optimizacion molecular de Acidos Grasos Poliinsaturados (AGPI) en medio
referenciar esta tesis
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Figura 3.12: RMSD de la optimizacion molecular de los Acidos Grasos Poliinsaturados,

en colectivo NVT en 100 ns.

3.5. Acoplamiento Molecular entre los Acidos Grasos

Poliinsaturados y la proteina EgFABP1

La interaccion de los AGPI con la proteina EgFABP1 demostr6 una alta capacidad de
unién entre los mismos. En la Tabla 3.3 se observa la energia de interaccion entre los AG-
Pl y la proteina EgFABP1, con un valor de energia libre de unién de -5.18 kcal/mol para
el Acido Araquidonico (ARA). Estructuralmente se establecio una afinidad importante
entre los aminoécidos y la moléculas de AGPI. Ademas, se observo que los aminoaci-
dos interactuantes corresponden a los mismos encontrados en el analisis de cavidades
previamente descrito, como se observa en la Figura 3.8. En el analisis estructural de la
interaccion entre la proteina EgFABP1 y la molécula de Acido docosahexaenoico (DHA)
se observd, que el acoplamiento se llevo a cabo en la region de la cavidad 1, que fue
descrita en la Figura 3.16. Al interactuar el acido o-linolénico (ALA), presentd una gran
afinidad por los aminoacidos Thr43, Tyr50, Phe65, Val42, Phe71 y Glu69. Se observo

que la molécula del Acido Araquidénico (ARA) evidencié una afinidad por los mismos
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aminoacidos, como se observa en la Figura 3.14, y el &cido eicosapentaenoico (EPA) como

se en la Figura 3.15.

Tabla 3.3: Valores Obtenidos del Acoplamiento Molecular entre AGPI y la proteina
EgFABP1

Molécula Energia de Union Energia de Union*

ALA -4.55 -19.04
ARA -5.18 -21.67
EPA -4.98 -20.84
DHA -4.75 -19.87

Valores de Energia (kcal/mol) / Energia* (kJ/mol)

/ \.}‘a . 2167\
P PHE 6

/m
Q}

Figura 3.13: Interaccion de ALA y EgFABP1 (Especificamente con los aminoacidos
Tyr50, Thr43, Val42, Phe65, Glu69, Phe 65y Phe71).

—
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Figura 3.14: Interaccion de ARA y EgFABP1 (Especificamente con los aminoacidos
Glu69, Phe65, Val42, Tyr50, Leu5 y Phe71).

N

Figura 3.15: Interaccion de EPA y EgFABP1 (Especificamente con los aminoacidos
Thr43, Lys131, Glu2, Leu5, Tyr50, y Ser64).
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i
Figura 3.16: Interaccion de DHA y EgFABP1 (Especificamente con los aminoacidos
Leu5, Glu69, Leu67, Phe65, y Tyr50).

3.6. Potencial electrostatico de la Interaccidon entre

AGPI y la Proteina EQFABPL1

El anélisis del potencial electrostatico demostro la afinidad de los acidos grasos poli-
insaturados por regiones electrostaticamente positivas (areas de color azul). Ademas se
observo que la superficie de potencial electrostatico de la proteina EgFABP1 se encon-

traba totalmente rodeada de cargas negativas, como se muestra en la Figura 3.17
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Figura 3.17: Superficie de potencial electrostatico de la proteina EgFABP1 tras opti-
mizacion molecular (Rango de -5.0 kT/e (cargado Negativo/Rojo) a 5.0 kT/e (cargado

Positivo/Azul).

El andlisis de la superficie de potencial electrostatico al interactuar con ALA, demos-
tr6 que la molécula se acoplo en un bolsillo negativo, lo que facilité su interaccion.Para
la molécula ARA, la interaccion estd mediada en una cavidad de potencial electrosta-
tico negativo, de la misma forma para la molécula EPA y DHA como se observa en la
Figura 3.18.
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Figura 3.18: Superficie de potencial electrostatico en la proteina EQFABP1 tras acopla-
miento molecular((a) ALA, (b) ARA, (c) EPA, (d) DHA / Rango de -5.0 kT/e (cargado
Negativo/Rojo) a 5.0 kT/e (cargado Positivo/Azul).

3.7. Analisis de Dinamica Molecular Post Interac-

cion entre los AGPI y la Proteina EQFABP1

La dinamica molecular luego de la interaccion determind el posicionamiento de los
acidos grasos poliinsaturados en un medio acuoso y neutro. Se observo la afinidad de los
mismos, y la inestabilidad de la proteina en cada una de las interacciones. El andlisis de

RMSD evidencia la alta estabilidad que posee la formacidén de los diferentes complejos
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como se observa en la Figura 3.19,siendo el complejo formado con ALA el que experimento
un mayor valor de estabilidad con valores promedio de 0.15 nm de fluctuacion para ALA
tras alcanzar la estabilidad a los 8 ns. Para ARA, alcanzé la estabilidad a los 10 ns con
un valor promedio de 0.13 nm. En el caso del complejo formado con EPA se determind
que las fluctuaciones eran realmente variadas, y que el valor promedio a partir de los 5
ns fue de 0.25 ns. ElI complejo formado entre le EQFABP1 y DHA fue de los més estables

debido a que alcanzé una estabilidad de 0.06nm.

Las Fluctuaciones Medias Cuadraticas por residuo demostraron que los aminoacidos
que mas se mueven son los que mas interactuaron con los ligandos, como se observa en la
Figura 3.20. En el caso de ALA, ARA y EPA se observo que las fluctuaciones fueron muy
parecidas, sobre todo de los aminoacidos Glu 122, Glu 110, Asp 98, Leu 67, Ser 54, Met
32, Glu 21. En el caso del DHA, se observé un mayor desplazamiento de los aminoacidos

Leu 45, Gly 46, Gly 47, Gly 48 y Lys 49.
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Figura 3.19: RMSD de la interaccion molecular entre los Acidos Grasos Poliinsaturados
(AGPI) vy la proteina EgFABP1.
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Figura 3.20: RMSF de la interaccion de la proteina EQFABP1 y los AGPI.

En el caso de la dinamica molecular del complejo entre EgFABP1 - ALA, se observo
que no se formaron puentes de hidrégeno luego de la interaccion, y que tiene tendencia a
establecer interacciones hidrofobicas con los aminoacidos Tyr 50, Phe 65, Lis 51, Leu 5,

Ser 64 'y Leu 67; <como se observa en la Figura 3.21.
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(a) EgFABP1-ALA

Figura 3.21: Anaélisis post-MD de la interacciébn molecular entre ALA y la proteina
EgFABP1.

La interaccion del complejo EgFABP1 - ARA, demostr6 la estabilidad entre estas
dos estructuras, de donde se observo la formacion de un puente de hidrégeno con el
Aminoacido Glu 69; y la interaccion hidrofébica con los aminoacidos Leu 5, Lys 51, Tyr
50, Met 52, Val 42, Phe 65, Phe 71, Leu 67, Lys 66 y Lys 70, como se observa en la
Figura 3.22.
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Glu69
(a) EgFABP1-ARA

Figura 3.22: Analisis post-MD de la interaccion molecular entre ARA vy la proteina

EgFABPL.

El complejo de interaccion EgFABP1 - EPA demostré la amplia estabilidad de aco-
plamiento molecular, debido a que se formaron hasta tres puentes de hidrogenos, entre
la molécula EPA y el aminoacido Phe 65 y el aminoacido Ser 64; ademas se observo las
interacciones hidrofébicas con los aminoacidos Val 42, Leu 5, Gly 6, Thr 43, Lys 131,

Glu2 y  Tyr 50, como se  observa en la Figura 3.23.
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(a) EQFABP1-EPA

Figura 3.23: Analisis post-MD de la interaccion molecular entre EPA y la proteina

EgFABPL.

El complejo de interaccion EgFABP1- DHA , evidencia la formacién de dos puentes
de hidrégeno, uno de ellos con el aminoacido Glu 69 y el otro con el aminoacido Gly 68;
asi como la interacciones hidrofobicas con los aminodcidos Leu 5, Lys 66, Lys 51, Tyr 50,

Phe 65, Ser 64, y Leu 67, como se observa en la Figura 3.24
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Glu69

(a) EQFABP1-DHA

Figura 3.24: Analisis post-MD de la interaccion molecular entre DHA y la proteina
EgFABP1.

3.8. Analisis de los valores de Energia Libre de Inter-
accion entre los Acidos Grasos Poliinsaturados

y la Proteina EgFABP1

Los valores de energia libre obtenidos por este método demuestran una gran interaccion
entre este y la proteina EQFABPL. Se observa que la molécula DHA obtuvo el mayor valor

de interaccion de hast -15.55 +/- 0.29 kcal/mol , como se muestra en la Tabla 3.4
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Tabla 3.4: Valores de AG obtenidos en la interaccion de la proteina EgFABP1 vy los
AGPI

Acoplamiento AG AG*

EgFABP1 - ALA  -9.71 +/- 0.44  -40.63 +/- 1.84
EgFABP1 - ARA -10.996 +/- 0.51 -46.01 +/- 2.13
EgFABP1 - EPA  -12.49 +/- 0.13 -52.26 +/- 0.54
EgFABP1 - DHA  -15.55 +/- 0.29 -65.06 +/- 1.21

Valores de Energia Libre AG (kcal/mol) / AG* (kJ/mol)

Gary V. Richiera , et al,** obtuvieron valores energia libre de union entre proteinas de
Unién de Acidos Grasos humanos y de &cidos grasos de cadena larga, de donde obtuvieron
valores experimentales de union entre el &cido a-linolénico y la proteina de unién de
Acidos Grasos en adipocitos (A-FABP) con un valor de -9.4 +/- 0.1 kcal/mol, con la
proteina de Unién de Acidos Grasos Cardiaca (C-FABP) se obtuvo un valor de -10.1+/-
0.1 kcal/mol y la proteina de Union de Acidos Grasos Intestinal (I-FABP) de -9.3 +/-
01. kcal/mol; también realizaron ensayos con el acido Araquidénico, de donde obtuvieron
valores de -9.5 +/- 0.2 kcal/mol con la proteina A-FABP, de -10.3 +/- 0.1 kcal/mol; y con
la proteina I-FABP, el valor de -9.5 +/- 0.1 kcal/mol. Al realizar la comparacion entre los
valores obtenidos experimentales y los valores obtenidos teéricamente se observo la poca
diferencia obtenida entre estos; ademas se debe de considerar el alto parecido entre las
estructuras de la H-FABP humana y la EQFABP1 del parasito Echinococcus granulosus,

como lo afirma Gabriela Alvite®.

3.9. Construccion de Nanotransportador y Optimi-

zacion Cuantica

El disefio de nanotransportador se construyd en forma de dendrimero previamente

descrita, a la cual se le realiz6 una optimizacion cuéntica. La construccion del nanotrans-
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portador se llevd a cabo con un core o nlcleo de poliglicerol y en la generacion 2 se
adosaron las moléculas de Acido Docosahexaenoico (DHA) (Se decidié utilizar esta mo-
lécula tras los ensayos de interaccion entre la misma con la proteina EgFABP1, de donde
se observo la mayor estabilidad de union, y menores valores de energia libre de unién. Se
obtuvo la geometria del nanotransportador y se evalud su longitud entre las moléculas de
DHA, como se muestra en la Figura 3.25, considerandose la de mayor tamafio el ndcleo.

Se obtuvieron las cargas de Hirshfeld, de suma total O, haciendo el sistema neutro.

3 . & ‘c{;’ﬂ 2.2 %

)

Figura 3.25: Disefio de Nanotransportador. (A)Nucleo de nanotransportador - Genera-

cion 0 (Amarillo), (B) Primera generacion (Rojo), (C) Segunda generacion (Verde).

En la optimizacion cuéntica del nanotransportador donde adicionalmente se adiciona-
ron la estructura de 3 farmacos:Albendazol (ABZ), Mebendazol (MBZ) y Praziquantel
(PRZ), se obtuvo los sistema interactuantes entre los farmacos y el nucleo del nanotrans-
portador,como se observa en la Figura 3.26.Ademaés se calculd las cargas de Hirshfeld para

cada uno de ellos, obteniéndose cargas de 0, haciendo el sistema completamente neutro.

3.10. Optimizacion Molecular de Nanotransportador

Los resultados de la optimizacion molecular del nanotransportador demuestran la es-

tabilidad del complejo formado por el nanotransportador y los farmacos que fueron adi-
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Figura  3.26: Disefio de Nanotransportador con interaccion de farmacos. En
(a)Nanotransportador (b)Nanotransportador-ABZ (c)Nanotransportador-MBZ,
(d)Nanotransportador-PRZ.

cionados. En el caso de la molécula sola del nanotransportador la estabilidad del Radio

de Giro expresa una medida estabilidad de 0.6 nm, como se ve en la Figura 3.28.
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Figura 3.27: Diagrama del Radio de Giro del nanotransportador en cada caso (ABZ,
MBZ, PRZ).
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(a) Nanotransportador

Figura 3.28: Nanotransportador (a)Estructura de Nanotransportador (de azul distan-

cias interatomicas).

En el caso del nanotransportador cargado con Albendazol (ABZ) se logra observar en
el andlisis del radio de giro se obtuvo una mayor variacion de 3.6 nm y una variacion
promedio de 0.93 nm , como se observa en la Figura 3.29. Lo que expresa la baja medida

del del nanotransportador a desempaquetar el farmaco.
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“~ 2.220A

(a) ABZ

Figura 3.29: Nanotransportador (a)Estructura de Nanotransportador-ABZ (de azul dis-

tancias interatomicas).

El nanotransportador cargado con Mebendazol (MBZ) demostré un Radio de Giro con
una variacion promedio fue de 0.99 nm, y la mayor variacion fue de 3.05 nm con lo que se
evidencia una mayor estabilidad de empaquetamiento del nanotransportador alrededor

de la molécula de Mebendazol, lo cual se observa en la Figura 3.30.
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(a) MBZ

Figura 3.30: Nanotransportador (a)Estructura de Nanotransportador-MBZ (de azul

distancias interatomicas).

En la interaccion del nanotransportador con la molécula de Praziquantel (PRZ) se
observa muy baja variacion que con las otras moléculas, al determinarse una mayor es-
tabilidad de 3.6 nm y una variacion promedio de 0.99 nm en el desarrollo de la dinamica

molecular, como se ve en la Figura 3.31.
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(a) PRZ

Figura 3.31: Nanotransportador (a)Estructura de Nanotransportador-PRZ (de azul dis-

tancias interatomicas).

3.11. Analisis de la interaccion entre Nanotranspor-

tador y la Proteina EQFABP1

La interaccion entre el nanotransportador, y el nanotransportador cargado con farma-
cos demostrd una alta estabilidad de la interaccion. Al interactuar solo el Nanotranspor-
tador (NAN) se encontrd una energia de union de -20.53 kcal/ mol en el programa Hex,
como se observa en la Tabla 3.5, y el mayor valor de interaccion con los farmacos fue con

ABZ (-22.23 kcal/mol) el cual demuestra la estabilida del complejo.
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Ademés las interacciones entre el Nanotransportador y la proteina demostro que los
aminoacidos que se observan en la Figura 3.32 cercanos se encuentran cercanos a la
cavidad 1 en la Figura 3.8, antes expuesta.La interaccion del nanotransportador cargado
con Albendazol (ABZ) presentd una interaccion que se observa en la Figura 3.33, para
el complejo con Mebendazol (MBZ) se observa en la Figura 3.34, y para Praziquantel

(PRZ) se observa en la Figura 3.35.

Tabla 3.5: Valores de acoplamiento molecular entre el Nanotransportador y la proteina
EgFABP1

Molécula Energia de Uniéon Energia de Union*

NAN -85.90 -20.53
NAN-ABZ -93.00 -22.23
NAN-MBZ -83.80 -20.03
NAN-PRZ -84.20 -20.12

Valores de Energia de Union (kJ/mol) y Energia de Union* (kcal/mol)
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Figura 3.32: Interaccion entre el Nanotransportador y la proteina EQFABP1
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Figura 3.33: Interaccion entre el Nanotransportador-ABZ y la proteina EgFABP1
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Figura 3.34: Interaccion entre el Nanotransportador-MBZ vy la proteina EgFABP1
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Figura 3.35: Interaccion entre el Nanotransportador-PRZ y la proteina EgFABP1

3.12. Potencial electrostatico de la Interaccion de Na-

notransportador y la Proteina EQFABP1

El analisis del potencial electrostatico demostré la afinidad del Nanotransportador
(solo y cargado con farmacos) por regiones electrostaticamente negativas (areas de color
rojo), y muy poco en contacto con zonas electrostaticamente positivas. Ademéas se ob-
servo que la superficie de potencial electrostatico de la proteina EgFABP1 se encontraba

totalmente rodeada de cargas negativas, como se muestra en la Figura 3.36
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Figura 3.36: Superficie de potencial electrostdtico en la proteina EgFABP1
tras acoplamiento molecular((@) Nanotransportador, (b)Nanotransportador-ABZ,
(c)Nanotransportador-MBZ, (d)Nanotransportador-PRZ / Rango de -5.0 kT/e (cargado
Negativo/Rojo) a 5.0 kT/e (cargado Positivo/Azul).

3.13. Analisisde la Dinamica Molecular Post-Interaccion

de Nanotranportador y la Proteina EQFABP1

El resultado de la dindmica molecular mostro la alta interaccion y la estabilidad con la
que el nanotransportador y los nanotransportadores cargados interactuaron con la protei-
na EQFABP1. Se observo la alta estabilidad de la interaccion entre el Nanotransportador,
de donde el analisis de RMSD demostré un promedio de variacion de 0.1 nm a partir de

los 35 ns, como se denota en la Figura 3.37, mientras que las interacciones estructurales
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entre el nanotransportador y la EQFABP1 se observa en la Figura 3.39.La estabilidad del
nanotransportador cargado con la molécula de Albendazol, al interactuar con la proteina
EgFABP1 denoto una mejora a partir de los 5 ns, presentd una estabilidad con una varia-
cion promedio fue de 0.2 nm, ademas la interaccién estrcutural se dio como se observa en
la Figura 3.40, y el nanotransportador cargado con Mebendazol, denota una estabilidad
en la dindmica molecular, al estabilizarse a los 15 ns, con un promedio de 0.12 nm, que
al interactuar se observa en la Figura 3.41. Al interactuar el nanotransportador cargado
con Praziquantel con la proteina EgFABP1, se observo una variacion media de 0.1 nm, a
los 13 ns , interaccién que se observa en la Figura 3.42, de donde se aprecia la estabilidad

de la interaccién molecular.
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Figura 3.37: RMSD de la dindmica molecular de la interaccion de la proteina EQFABP1

con Nanotransportador.

El analisis de las Fluctuaciones Medias Cuadraticas por residuos determinaron las ma-
yores fluctuaciones de los aminoacidos, los cuales estan directamente relacionados con las
interacciones entre Proteina-Ligando. Como se observa en la Figura 3.38, en el caso de
solo el Nanotransportador se observo una mayor fluctuacion de los aminoacidos Lys49,
Tyr50, Leu67, y Lys99. En caso del aminoacido Glu88, experimento una elevada fluc-

tuacion tanto solo en el Nanotransportador, como cuando este se encontro interactuando
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con ABZ. Para las fluctuaciones al interactuar con MBZ se observa mayores valores en
los aminoacidos Gly47, Ser64, Asp98, y para el caso de PRZ se observd que las fluctua-
ciones no fueron muy grandes, al observarse que las mayores fluctuaciones fueron en los
aminoacidos Lys99, Thr100, Lys101, Val102.
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Figura 3.38: RMSF por residuo de la interaccion de la proteina EgFABP1 con Nano-

transportador.
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Figura 3.39: Interaccion de la proteina EQFABP1 con Nanotransportador.

Figura 3.40: Interaccion de la proteina EgFABP1 con Nanotransportador-ABZ.
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Figura 3.41: Interaccion de la proteina EQFABP1 con Nanotransportador-MBZ.

Figura 3.42: Interaccion de la proteina EgFABP1 con Nanotransportador-PRZ.
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3.14. Analisisde los valores de Energia Libre de Gibbs
de la Interaccion entre Nanotransportador y la

Proteina EgFABP1

Los valores de energia libre de Gibbs obtenida se muestra en la Tabla 3.6, donde
se obtuvo un valor de -30.09 +/- 0.58 kcal/mol para la interaccion entre la proteina
EgQFABPL1 y el nanotransportador solo. De los sistemas con el nanotransportador cargado,
se evidencia el mayor valor para el sistema cargado de Praziquantel, donde se obtuvo un
valor de -17.93 +/- 2.44 kcal/mol.

Tabla 3.6: Valores de AG obtenidos en la interaccion de la proteina EgFABP1 y los

Nanotransportador.

Acoplamiento AG AG*

EgFABP1 - NAN -30.09 +/- 0.58 -125.90 +/- 2.43
EgFABP1 — N(Abz) -14.66 +/- 1.59 -61.34 +/- 6.65
EgFABP1 — N(Mbz) -15.89+/-1.57 -66.48 +/- 6.57
EgFABP1 — N(Prz) -17.93 +/-2.44 -75.02 +/-10.21

Valores de Energia Libre AG (kcal/mol) / AG* (kJ/mol)

Los datos obtenidos se compararon con estudios previos como el de Giovanni Maria
Pavan et al'®®, donde se obtuvo valores de energia libre de Gibbs, al acoplar dendrimeros
de PAMAM con siRNA; de -11.12 kcal/mol hasta -26.33 kcal/mol de forma tedrica y en
una diferente escala de pH; y Xiao Xu et al.*® obtuvo valores tedricos de energia libre
de Gibbs de la interaccion entre la proteina lisozima y una molécula de dendrimero de
poliglicerol terminado en sulfato, de -19.0 +/- 0.4 kT hasta -20.3 +/- 0.2 KT en sistemas

donde se wvari6 5 wveces el numero de generaciones del mismo dendrimero.
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Conclusiones

Primera. En el anélisis de la estabilidad molecular de la proteina EgFABP1 se evidencio
gue su estructura presentaba un equilibrio estructural con un valor de 0.025nm de RMSD,
lo que se sustenta en los diagramas de Radio de giro y de Ramachandran. Se observo que
la capacidad estructural de interaccion estd dada por los aminoécidos Phe65, Lys66 y
Leu67 de acuerdo a los resultados del RMSF, y fundamentada en la capacidad de formar

hasta seis cavidades de interaccion.

Segunda. La estructura molecular de los AGPI demostr6é ser estable tras ser optimizada
geométricamente utilizando Mecénica cuantica; y en Mecanica Molecular al obtener un
RMSD equilibrado por cada una de ellas. Por otro lado, es la molécula de DHA la mas
inestable en esta evaluacion, debido a las variaciones observadas en el RMSD. Ademas,
al analizar la reactividad local utilizando la Funcion de Fukui se determiné que los gru-
pos funcionales carboxilo en cada uno de los AGPIl son mas reactivos frente a agentes

nucleofilicos.

Tercera. El disefio y construccion del nanotransportador se dio con el mayor nimero de
AGPI al dendrimero de poliglicerol, y optimizado geométricamente utilizando mecéanica
cuantica y mecanica molecular. Se observd que tras la dindmica molecular el radio de
giro permanecié en un promedio aceptable de 0.9 nm, pero con variaciones de abertura
del sistema de hasta 3.6 nm, lo que demostrd la afinidad entre el Nanotransportador y

los farmacos utilizados.
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Cuarta. El acoplamiento molecular demostré que la formacion de complejos fue de ma-
nera espontanea al obtener valores negativos en la energia libre de interaccion; y ademas
por la predisposicion de las moléculas tanto de AGPI y de los modelos de nanotranspor-
tador por regiones electrostaticamente positivas. En el caso de la formacion de complejos
se observé que la proteina EgFABP1 al interactuar con DHA se mantuvo mas estable y
obtuvo una menor energia libre de Gibbs tras la dinamica molecular. En la interaccion del
nanotransportador con la proteina EQFABP1, luego de la dindmica molecular, se encontrd
que la menor energia libre de Gibbs de union fue de -30.09 kcal/mol vy al interactuar con
PRZ fue de -17.93 kcal/mol. Ademas, se observd la mayor estabilidad de interaccién en

el complejo EgFABP1-Nanotransportador-Prz.
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Recomendaciones

= Es importante realizar un estudio de las proteinas de union de Acidos grasos de
membrana celular del parasito Echinococcus granulosus para poder entender com-
pletamente el rol de esta ruta de absorcion de &cidos grasos y determinar la funcion

de estas proteinas en la sobrevivencia del mismo.

= Se recomienda el estudio mecanico cuantico de la interaccion del nanotransporta-
dor y los farmacos utilizados con el proposito de entender la estabilidad de estos

complejos.
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1. Comandos y Herramientas de Gromacs

Las herramientas de Gromacs utilizados para la minimizacion de energia y simulacion

de dindmica molecular fueron:

gmx editconf , el cual defini6 el area de trabajo alrededor de la estructura molecular
simulando una caja de forma cubica a su alrededor, en donde la centra y establece

como un sistema constante;

gmx pdb2gmx permitio elegir el campo de fuerza de acuerdo a las caracteristicas de la
molécula de trabajo y escribe la topologia de los atomos, este describe la ubicacidn
espacial de los atomos del sistema, asi como los enlaces que realiza, los angulos que
forman vy sus diedros; ademas de establecer el algoritmo correcto de solvente que se

utilizd, en este caso el SPC, que considera moléculas de agua de punto simple;

gmx genion que se utiliz6 para neutralizar la carga de los aminoacidos y con ello hacer

el sistema neutro;

gmx grompp , es la herramienta que realizé la lectura de la topologia previamente
descrita y estableci6 los pardmetro de acuerdo a los algoritmos que se describen
en los archivos *.mdp (en este caso para la minimizacion (minima.mdp), para el

colectivo canonico (nvt.mpd) y para el colectivo isotérmico-isobarico (npt.mdp));

gmx mdrun es la herramienta que nos permite ejecutar la dinamica molecular o mini-
mizacion que se lleva a cabo de acuerdo a los parametros previamente establecidos.
Existen diversas herramientas de analisis presentes en Gromacs, de las cuales se

utilizo;

gmx rms que nos proporciona la diferencia de media cuadratica del la molécula que
deseamos analizar, con lo que podemos estudiar la estabilidad de la misma durante

la etapa de simulacion;

gmx rmsf nos permite evaluar las fluctuaciones por residuo o por atomo segun sea el
caso, de la molécula que estuviéramos estudiando, de donde podemos estimar las

fluctuaciones de movimiento;
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gmx gyrate nos permite calcular el radio de giro, de donde se describe a la molécula
con un centro de masa establecido y se mide sus fluctuaciones de contraccion o

expansion sobre si misma.

2. Resultados de Mecanica Cuantica

Resultados de la Funcion de Fukui, obtenidos tras la optimizacién con mecénica cuén-
tica de cada una de las moléculas de Acidos grasos poliinsaturados utilizando el programa

deMon2k, como se observa:
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0.008 -0.003
0.046 0.005
0.029 0.004
0.016 0.003
0.015 -0.002
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0.000 0.002
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0.009
0.013
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0.033
0.021
0.026
0.024
0.035
0.003
0.025
0.017
0.010
0.006
-0.010
0.005
0.007
0.001

Figura 43: Tabla de resultados totales obtenidos de

ALA.
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Figura 44: Tabla de resultados totales obtenidos de

ARA.
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Figura 45: Tabla de resultados totales obtenidos de la Funcion de Fukui de la molécula
EPA.
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0.005
0.001
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0015
0.000
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0070
0.058
-0.002
0070
0.070
£0.001
0058
0073
-0013
0.005
0024
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0.003
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4.008
0.016
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0.012
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0.023
0.017
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0.028
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0.044
0.045
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0.049
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0.048
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0.029
0.020
0012
0.013
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0.013
0.008
£.015
0.003
0.009
0.001
0.000

0.003
-0.001
0.001
-0.000
-0.000
0.003
-0.002
-0.001
0.003
-0.004
-0.002
0.010
-0.003
-0.007
0.019
0.002
-0.007
0.059
0.022
-0.013
0.009
0242
0.106
0.202
0.054
0.058
0068
0.035
0023
0.027
0.041
-0.008
0.020
0019
0.004
0.007
£.010
0.004
0.011
0.012
0.009
0.002
0.006
£.008
0.006
0.004
£.004
0.004
-0.003
0.004
0.002
-0.004
<0.000
0.003
0.001
4.000

0.006
-0.003
0.003
0.001
-0.001
0.009
-0.001
-0.012
0.037
0.027
-0.002
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0.034
-0.004
0.039
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0.023
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0.006
0.123
0.049
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0.006
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0.008
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0.017
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0.029
0.016
0.027
0.004
0.018
0.012
0.004
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0.001
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Figura 46: Tabla de resultadostotales obtenidos de
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£.002
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-0012
-0.002
0.022
-0.067
£.062
0.001
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-0.039
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0.114
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-0.028
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3. Descripcion de Archivos para Dinamica molécu-

lar

Archivos de extension *.mdp necesarios para realizar la minimizacion de energia y

dindmica molecular en cada uno de los casos utilizados previamente:

title = Minimizacion
cpp = /1ib/cpp
include = -I../top
define =
integrator = steep
nsteps = 100000
nstcomm =10
emtol =31
emstep = 0.001
nstcgsteep = 1000
nstxout =:10
nstvout =10
nstfout =0
nstlog = 1000
nstenergy = 1000
nstxtcout =31
nbfgscorr = 10
xtc-precision = 1000
xtc-grps =
energygrps =
cutoff-scheme = Verlet
nstlist = 10
ns-type = grid
pbc = Xyz
optimize-fft = yes
fourierspacing = 0.3
DispCorr = Ener
constraints = none
coulombtype = Cut-off
rlist = 0.9
rcoulomb = 0.9
vdwtype = Cut-off
rvdw = 0.9
pme-order =4
ewald-rtol = 1le-5
rgbradii =0.9

Figura 47: Archivo de minimizacién de energia que contiene la informacion necesaria

para llevar a cabo este proceso.
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title

cpp
include
integrator
dt

nsteps
nstxout
nstvout
nstlog
nstenergy

Dinamica Molecular NVT
/1ib/cpp

-I../top

md

0.001

100000000

1000

1000

1000

200

nstxout-compressed= 1000

xtc-grps
energygrps
nstlist
ns-type
fourierspacing
pme-order
ewald-rtol
pbc

tcoupl
tc-grps
tau-t

ref-t
gen-vel
gen-seed
constraints
cutoff-scheme
coulombtype
rlist
rcoulomb
vdwtype
rvdw

10

grid
0.30

4

le-5
Xyz
nose-hoover
system
0.5
309.65
yes
173529
none
Verlet
Cut-off

Figura 48: Archivo *.mdp con la informacion necesaria para llevar a cabo una dindmica

molecular en colectivo candnico.
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title

cpp
include
integrator
dt

nsteps
nstxout
nstvout
nstlog
nstenergy

Dinamica Molecular NPT
/lib/cpp

-I../top

md

0.001

100000000

1000

1000

1000

200

nstxout-compressed= 1000

xtc-grps
energygrps
nstlist
ns-type
fourierspacing
pme-order
ewald-rtol
pbc

tcoupl
tc-grps

tau-t

ref-t

pcoupl

tau-p
compressibility
ref-p

gen-vel
gen-seed
constraints
cutoff-scheme
coulombtype
rlist
rcoulomb
vdwtype

rvdw

10

grid
0.30

4

le-5
Xyz
Berendsen
system
0.5
309.65
Berendsen
1.0
4.5e-5
1.0

yes
173529
none
Verlet
Cut-off
0.9

0.9
Cut-off
0.9

Figura 49: Archivo *.mdp con la informacion necesaria para llevar a cabo una dindmica

molecular en colectivo isotérmico-isobarico.
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LTT

3 Run control
integrator
tinit

dt

; Output contral
nstxout

nstvout

nstfout

nstlog

nstenergy
nstxout-conpressed

i Neighborsearching and s

cutoff-schene
nstlist

ns_type

pbc

ritst

: Electrostatics

; van der Wsals
Vdwtype
vew-modifier
rvdw-switch
rvew

olsplorr

sd i Langevin dynamics

8.002
500008 ;1 ns
180

= 500
= 580

-t

- 580

= 560

hort-range honbonded interactlons
- vertet

- 20

« grid

- xyz

- 1.2

PHE
. 1.2

= cutoff
- patential-suttch

2
5 Apply long range d\spermm corrections for Energy and Pressure

nerpres

; Spacing for the FHE/PPFH rn grid

fourierspacing

i EWALD/PME/PPPN parane
pne_order

ewald_rtol
epsilon_surface

; Temperature couplin

; tcoupl is implicitly handled by the sd integrator

tcoupl
tc_grps
tau_t
ref_t

= nose-hoaver
= system

1.0

309.65

W

i Pressure coupling is on for NPT

Pcoupl
tau_p
conpressibility

; Free energy control st
free_energy

intt lanbda_state
delta_tambda
calc_lanbda_neighbors

c
muwa S

- varrlnallo Rabaan
4. 59 as

1.0

f
yes
25
L]

; only inmediate neighboring windows

i Vectors of lanbda specified here

i Each comblnation is an
5 Anit_lambda_state

37 3@ 39 48
vdw_lanbdas

1.89 1.89 1.80 1.08
coul_lanbda

0.8570.50 8.95 1.08

lndex lhat IS retr\eved 'roﬂ \Ml lalbﬂi sloxe Vor u(h slm\alkm

= £.00 6.05 0,10 0,15 0.20 0.25 6.38 0.35 0.48 0.45 0,50 0.55 6,60 9.65
= £.00 8.00 0.00 0.00 0.00 6.00 5.06 5.0¢ 0.68 0.60 0.00 0.00 8.00 8.08

j. e are nat transforntng any bonded or restratned \nteractions
.0

restraint_lanbdes
0.00 0.00 8.00 0.08

0 6.00 0.00 0.00 0.00 0.08 6.00 0.68 0.65 0.80 0.00 0.00 5.00 6.60

= £.00 8.00 0.00 0.00 0.50 .00 0.00 .08 0.08 0.80 0.00 0.00 0.00 0,00

3 Masses are aot. changing (particle tdentittes are the sane at lanbda = 0 s0d lanbds - 1)

mass_lanbdas
0.00 0.00 0.00 8.00

0 5.00 0.00 0.0D 0.60 6.00 5.08 0.08 0.00 0.60 0.00 0.00 £.00 0.00

; Not dolng simulated tenperting here

tenperature_lambdas
0.00 0.00 8.00 0.08

= £.00 5.00 9.08 0.05 0.00 5.55 5.58 3.68 0.50 0.80 0.00 ©.00 5.00 0.60

; Options for the decoupling

sc-alpha
sc-coul

¢ power
sc-signa
couple-noltype
couple-intranol
couple-lanbdas
couple-lambdal
nastdhdl

- 8.5

- no : Linear interpolation of Coulonb (none in this case)
-1

- 0.3

= Other ; name of moleculetype ta decouple

- no

- none : only van der Waals interactions

= vdw-q i turn off everything, in this case only vdw

L]
; Do not generate velocities

gen_ve
5 options for bonds
constralnts

=-no

= h-bonds ; we only have C-H bonds here

; Type of constraint algorithn

constratnt-algorithe

= ling

; Constrain the starting (cn!\gura(loﬁ
i since we are <onunu\ng fron

continuation

; Highest order in the expannon of the constraint coupling matrix
2

incs-arder

Figura 50: Archivo *.mdp con la informacion necesaria para

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 38 3N 37 I3 34 35 36
9.70 6,75 ©.80 §.85 9.90 0.95 1.00 1.99 1,08 1.06 1,66 1,60 1.60 1,00 1.00 1,00 1.00 1.060 1.60 1.06 1.06 1.06 1,68
©.60 6.00 .00 £.00 5.00 0.00 0.00 0.05 0.16 .15 0.28 0.25 0.30 .35 0.40 .45 0.50 0.55 0.60 6.65 6.70 0.75 0.80

©.00 .80 £.00 8.00 8.00 0.08 0.00 0.5 0.00 0.08 0.84 0.8 0.80 0.00 £.00 6.00 8.00 0.00 6.00 6.00 8.00 0.08 0.00

©.80 0,50 £.00 £.00 5.00 0.00 0.060 0.00 0.00 0.068 0.88 0.88 0.40 0.00 0,00 0.00 0.00 0.00 6.00 8.00 8.08 0.0 0.68
©.60 £.00 .00 5.00 .00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.04 0.68 0.53 0.50 ©.00 0.00 8.00 9.00 .00 0.00 .00 8.08 0.08 0.08

©.80 5.80 ©.00 £.00 5.00 0.05 0.0 0.50 0.00 8.86 0.28 0.59 0.30 0.00 £.00 3.00 5.00 0.80 0.50 8.0 5.08 5.08 0.00

llevar a cabo una dinamica Langevin en colectivo isotérmico-isobarico.
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Informacion contenida en el archivo aminoacids.rtp y ffbondend.itp, conteniendo las
cargas atomicas en cada molécula y la informacién relacionada al campo de fuerza OPLS-

AA vy la informacion de diedros:
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CX1
CX2
CX3
CX4
CX5
CX6
CX7
CX8
CX9
cIl
c12
c3
ci4
CJ5
CJ6
a7z
cJs
cJ9
oYl
oy2
HZ1
HZ2
HZ3
HZ4
HZ5
HZ6
HZ7
HZ8
HZ9
HR1
HR2
HR3
HR4
HR5
HR6
HR7
HR8
HR9
HS1
HS2
HS3
HS4
HS5
HS6
HS7
HS8
HSS
HTI
HT2
HT3

[ ALA]

[ atoms |

opls_135
opls_136
opls_142
opls_142
opls_136
opls_142
opls_142
opls_136
opls_142
opls_142
opls_136
opls_136
opls_136
opls_136
opls_136
opls_136
opls_136
opls_267
opls_268
opls_269
opls_270
opls_140
opls_140
opls_140
opls_140
opls_140
opls_140
opls_140
opls_140
opls_140
opls_140
opls_140
opls_140
opls_140
opls_140
opls_144
opls_144
opls_140
opls_140
opls_144
opls_144

-0.112
-0.066
-0.055
-0.056
-0.068
-0.054
-0.055
-0.068
-0.056
-0.055
-0.068
-0.066
-0.067
-0.067
-0.066
-0.067
-0.069
0.210
-0.172
-0.289
0.182
0.057
0.053
0.038
0.038
0.037
0.037
0.037
0.036
0.036
0.035
0.036
0.036
0.041
0.040
0.041
0.041
0.045
0.044
0.041
0.043

opls_140 0.044

opls_140
opls_144
opls_144
opls_140
opls_140
opls_140
opls_140
opls_140

0.046
0.042
0.042
0.042
0.040
0.039
0.039
0.038
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Figura 51: Archivo aminoacids.rtp que contiene la descripciéon para el campo de fuerza
en OPLS-AA de la molécula ALA.
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[ ARA]

[ atoms |
CX1 opls_135 -0.114
CX2 opls_136 -0.067
CX3 opl.s_l36 -0.068
CX4 opls_136 -0.067
CX5 opls_136 -0.068
CX6 opls_142 -0.055
CX7 opls_142 -0.057
CX8 opls_136 -0.068
CX9 opls_142 -0.054
CJ1  opls_142 -0.057 10
CJ2  opls_136 -0.067 11
CJ3  opls_142 -0.056 12
CJ4  opls_142 -0.058 13
CJ5 opls_136 -0.068 14
CJ6 opls_142 -0.053 15
CJ7 opls_142 -0.054 16
CJ8  opls_136 -0.066 17
CJ9 opls_136 -0.064 18
CQl opls_136 -0.069 19
CQ2 opls_267 0.210 20
OY1 opls_268 -0.173 20
0OY2 opls_269 -0.287 20
HZ1 opls_270 0.183 21
HZ2 opls_140 0.053 19
HZ3 opls_140 0.055 19
HZ4 opls_140 0.038 18
HZ5 opls_140 0.041 18
HZ6 0p|s_l40 0.042 17
HZ7 opls_140 0.043 17
HZ8 opls_144 0.043 16
HZ9 opls_144 0.044 15
HR1 Dpls_l40 0.045 14
HR2 opls_140 0.047 14
HR3 opls_144 0.042 13
HR4 opls_144 0.044 12
HR5 opls_140 0046 11
HR6 opls_140 0.046 11
HR7 opls_144 0043 9
HR8 opls_144 0.043 10
HR9 opls_140 0.046
HS1 opls_140 0.044
HS2 opls_144 0.041
HS3 opls_144 0.042
HS4 opls_140 0.042
HS5 opls_140 0.040
HS6 opls_140 0.036
HS7 opls_140 0.036
HS8 opls_140 0.035
HS9 opls_140 0.036
HT1 opls_140 0.036
HT2 opls_140 0.036
HT3 opls_140 0.037
HT4 opls_140 0.037
HT5 opls_140 0.038

L= B e

_-m e NN OW AR UINO O ®

Figura 52: Archivo aminoacids.rtp que contiene la descripcion para el campo de fuerza
en OPLS-AA de la molécula ARA.
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HR7
HR8
ci4

HR9
HS1

CJ6
HS2
HS3
a7
HS4
HS5
cJs

HS6
HS7
CK1
HS8
HS9
CK2
HT1
HT2
HT3

[ EPA]

[ atoms ]
opls_267
opls_269
opls_268
opls_270
opls_136
opls_140
opls_140
opls_136
opls_140
opls_140
opls_136
opls_140
opls_140
opls_142
opls_142
opls_144
opls_144
opls_136
opls_140
opls_140
opls_142
opls_142
opls_144
opls_144
opls_136
opls_140
opls_140
opls_142
opls_142
opls_144
opls_144
opls_136
opls_140
opls_140
opls_142
opls_142
opls_144
opls_144
opls_136
opls_140
opls_140
opls_142
opls_142
opls_144
opls_144
opls_136
opls_140
opls_140
opls_135
opls_140
opls_140
opls_140

0.211
-0.277
-0.181

0.182
-0.070

0.056

0.052
-0.064

0.042

0.042
-0.066

0.044

0.041
-0.056
-0.052

0.040

0.042
-0.068

0.045

0.045
-0.054
-0.053

0.043

0.043
-0.068

0.045

0.045
-0.054
-0.053

0.042

0.042
-0.068

0.045

0.045
-0.054
-0.053

0.042

0.042
-0.068

0.044

0.045
-0.056
-0.054

0.042

0.041
-0.067

0.042

0.041
-0.111

0.038

0.039

0.039
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Figura 53: Archivo aminoacids.rtp que contiene la descripciéon para el campo de fuerza

en OPLS-AA de la molécula EPA.
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CX1
CX2
CX3
CX4
CX5
CX6
CX7
CcX8
CX9

[ DHA]

[ atoms |

opls_135
opls_136
opls_142
opls_142
opls_136
opls_142
opls_142
opls_136
opls_142
opls_142
opls_136
opls_142
opls_142
opls_136
opls_142
opls_142
opls_136
opls_142
opls_142
opls_136
opls_136
opls_267
opls_268
opls_269
opls_270
opls_140
opls_140
opls_140
opls_140
opls_144
opls_144
opls_140
opls_140
opls_144
opls_144
opls_140
opls_140
opls_144
opls_144
opls_140
opls_140
opls_144
opls_144
opls_140
opls_140
opls_144
opk_144
opls_140
opls_140
opls_144
opls_144
opls_140
opls_140
opls_140
opls_140
opls_140

-0.111
-0.067
-0.056
-0.056
-0.068
-0.051
-0.055
-0.068
-0.057
-0.058
-0.068
-0.054
-0.054
-0.067
-0.056
-0.057
-0.067
-0.050
-0.054
-0.062
-0.069
0.210
-0.176
-0285
0.183
0.054
0.053
0.047
0.042
0.045
0.045
0.047
0.048
0.043
0.043
0.046
0.048
0.043
0.044
0.046
0.047
0.042
0.040
0.046
0.046
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Figura 54: Archivo aminoacids.rtp que contiene la descripcion para el campo de fuerza
en OPLS-AA de la molécula DHA.
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[ NAN] H27 opls_140 0.060 21 ' H56 opls_140 0.060 47

H28 opls_140 0.060 21 H57 opls_140 0.060 47

[ atoms ] C23 opls_135 -0.180 22 €38 opls_136 -0.120 48

Cl opls_465 0510
C2 opls_136 -0.120
H1 opls_140 0.060
H2 opls_140 0.060
C3 opls_136 -0.120
H3 opls_140 0.060
H4 opls_140 0.060
O1 opls_467 -0.330
02 opls_466 -0.430
C4 opls_142 -0.115
HS5 opls_144 0.115
C6 opls_142 -0.115
H6 opls_144 0.115
C7 opls_136 -0.120
H7 opls_140 0.060
H8 opls_140 0.060
C8 opls_142 -0.115
H9 opls_144 0.115
C9 opls_142 -0.115
H10 opls_144 0.115
C10 opls_136 -0.120
H1l opls_140 0.060
H12 opls_140 0.060
Cl1 opls_142 -0.115
H13 opls_144 0.115
C12 opls_142 -0.115
H14 opls_144 0.115
C13 opls_136 -0.120
H15 opls_140 0.060
H16 opls_140 0.060
Cl4 opls_142 -0.115
H17 opls_144 0.115
C15 opls_142 -0.115
H18 opls_144 0.115
C16 opls_136 -0.120
H19 opls_140 0.060
H20 opls_140 0.060
C17 opls_142 -0.115
H21 opls_144 0.115
C18 opls_142 -0.115
H22 opls_144 0.115
C19 opls_136 -0.120
H23 opls_140 0.060
H24 opls_140 0.060
C20 opls_142 -0.115
H25 opls_144 0.115
C21 opls_142 -0.115
H26 opls_144 0.115
C22 opls_136 -0.120

H29 opls_140 0.060 22  H58 opls_140 0.060 48
H30 opls_140 0.060 22  HS9 opls_140 0.060 48
H31 opls_140 0.060 22 O11 opls 466 -0430 40
C24 opls 491 0220 23 (C39 opls_142 -0.115 49
H32 opls 469 0.030 23 H60 opls_144 0.115 49
C25 opls_157 0145 24  C40 opls_142 -0.115 50
H33 opls_140 0.060 24  H61 opls_144 0.115 50
H34 opls_140 0.060 24 C41 opls_136 -0.120 51
C26 opls_182 0.140 25 H62 opls_140 0.060 51
H35 opls_185 0.030 25 HG63 opls_140 0.060 51
H36 opls_185 0.030 25 C42 opls_142 -0.115 52
03 opls_154 -0683 26 H64 opls_144 0.115 52
opls_155 0.418 27 C43 opls_142 -0.115 53
04 opls_180 -0.400 28 H65 opls_144 0.115 53
C27 opls_182 0140 29 C44 opls_136 -0.120 54
H38 opls_185 0.030 29 H66 opls_140 0.060 54
H39 opls_185 0.030 29 H67 opls_140 0.060 54
C28 opls_ 183 0.170 30 C45 opls_142 -0.115 55
H40 opls_185 0.030 30 H68 opls_144 0.115 55
C29 opls_182 0.140 31 C46 opls_142 -0.115 56
H41 opls_185 0.030 31 H69 oplis_144 0.115 56
H42 opls_185 0.030 31 C47 opls_136 -0.120 57
05 opls_180 -0400 32 H70 opls_140 0.060 57
06 opls_180 -0400 33 H71 opls_140 0.060 57
C30 opls_182 0.140 34  C48 opls_142 -0.115 58
H43 opls_185 0.030 34 H72 opls_144 0.115 58
H44 opls_185 0.030 34 C49 opls_142 -0.115 59
C31 opls491 0220 35 H73 opls_144 0.115 59
H45 opls_ 469 0.030 35 C50 opls_136 -0.120 60
C32 opls_ 157 0145 36 H74 opls_140 0.060 60
H46 opls_140 0.060 36 H75 opls_140 0.060 60
H47 opls_140 0.060 36 C51 opls_136 -0.120 61
C33 opls_182 0.140 37 H76 opls_144 0.115 62
H48 opls_185 0.030 37 C52 opls_136 -0.120 63
H49 opls_185 0.030 37 H77 opls_144 0.115 64
C34 opls_158 0205 38 C53 opls_136 -0.120 65
H50 opls_140 0.060 38 H78 opls_140 0.060 65
C35 opls_157 0.145 39 H79 opls_140 0.060 65
H51 opls_140 0.060 39 C54 opls_142 -0.115 66
H52 opls_140 0.060 39 H80 opls_144 0.115 66
07 opls_467 -0.330 40 C55 opls_142 -0.115 67
08 opls_154 -0683 41 H81 opls_144 0.115 67
H53 opls_155 0.418 42 C56 opls_136 -0.120 68
09 opls_169 -0.700 43 H82 opls_140 0.060 68
H54 opls 170 0.435 44 H83 opis_140 0.060 68
010 opls_169 -0.700 45 (C57 opls_135 -0.170 69
H55 opls_170 0.435 46  H84 opls_ 140 0.060 69
C36 opls 465 0510 40 H85 opls_140 0.060 69
C37 opls_136 -0.120 47 L H86 opls_140 0.060 69
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Figura 55: Archivo aminoacids.rtp que contiene la descripciéon para el campo de fuerza
en OPLS-AA de la molécula NAN (Nanotransportador).
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1 ABZ ] ' H36 opls_185 0.047 25 ' C47 opls_142 0.054 58
o3 opls_154 0.184 26 H72  opls_144 0.042 58
[ atoms ] H37 opls_I55 0.146 27 C48 opls_142 0.053 39
(F} opls_180 0.164 28 H73  opls_144 0.042 359
Cl opls_465 0.246 1 C26 opls_182 0.015 29 C49 opls_136 0.060 60
c2 opls_136 0.055 2 H38 opls_185 0.051 29 H74  opls_140 0.043 60
H1 opls_140 0.054 2 H39 opls_185 0.050 29 H75  opls_140 0.044 60
H2 opls_140 0.063 2 c27 opls_183 0.035 30 C30 opls_142 0.053 61
c3 opls_136 0.059 3 H40 opls_185 0.028 30 H76  opls_144 0.042 61
H3 opls_140 0.042 3 C28 opls_182 0.001 31 Cs1 opls_142 0.054 62
H4 opls_140 0.044 3 H4l opls_185 0.033 31 H77  opls_144 0.043 62
o1 opls_467 0.148 | H42 opls_185 0.047 31 C52 opls_136 0.060 63
02 opls_466 0.236 1 05 opls_I80 -0.185 32 H78  opls_140 0.043 63
Cc4 opls_142 0.056 4 06 opls_180 0.196 33 H79  opls_140 0.042 63
HS opls_144 0.042 4 c29 opls_182 0.005 34 Cc33 opls_142 0.058 64
cs opls_142 0.048 5 H43 opls_185 0.045 34 HB0  opls_144 0.039 64
H6 opls_144 0.045 5 H44 opls_185 0.028 34 C54 opls_142 0.058 65
C6 opls_136 0.059 6 C30 opls_491 0.046 35 H81 opls_144 0.040 65
H7 opls_140 0.043 6 H45 opls_469 0.050 35 C35 opls_I36 0.059 66
H8 opls_140 0.046 6 C31 opls_I57 0.014 36 H82  opls_140 0.039 66
Cc7 opls_142 0039 7 H46 opls_140 0.050 36 HB83  opls_140 0.039 66
H9 opls_144 0.040 7 H47 opls_140 0.042 36 C36 opls_135 0.104 67
Ccs opls_142 0055 8 c32 opls_182 0.009 37 HB84  opls_140 0.036 67
HI10 opls_144 0.042 8 H48 opls_185 0.049 37 H85  opls_140 0.036 67
() opls_136 0.039 9 H49 opls_185 0.033 37 HB86  opls_140 0.036 67
HI1 opls_140 0.042 9 c33 opls_158 0.038 38 S1 opls_222 0.036 68
HI12 opls_140 0.046 9 H30 opls_140 0.050 38 012  opls_467 0.156 69
Ccl0 opls_142 0.055 10 C3 opls_157 0.008 39 OI3  opls 466 0.292 69
H13 opls_144 0.042 10 H51 opls_140 0.042 39 N1 opls_557 0.102 70
Cl1 opls_142 0.054 11 H52 opls_140 0.046 39 N2 opls_ 539 0.245 71
Hi4 opls_144 0.043 11 o7 opls_467 0.137 40 N3 opls_901 0.105 72
Ccl12 opls_136 0.059 12 08 opls_154 0.224 41 C57 opls_561 0.035 73
HIS opls_140 0.042 12 H33 opls_I55 0.124 42 Cs8 opls_560 0.024 74
HI16 opls_140 0.6 12 o9 opls_169 0.245 43 C39 opls_147 0.023 75
Cc13 opls_142 0.057 13 H34 opls_170 0.116 44 (o)) opls_145 0.071 76
HI7 opls_144 0.041 13 010 opls_169 0.254 45 Cc61 opls_145 0.046 77
Cl4  opls_142 0056 14 H55  opls_170 0.166 46 C62  opls 538 0.173 78
H18 opls_144 0.041 14 C35 opls_465 0.240 40 C63 opls_136 0.068 79
CI5 opls_136 0.059 15 C36 opls_136 0.062 47 Co4 opls_145 0.065 80
HI9 opls_140 0.45 15 H36 opls_140 0.049 47 C65 opls_136 -0.065 81
H20 opls_140 0.044 15 H57 opls_140 0.053 47 C66 opls_135 0.104 82
C16 opls_142 0.054 16 C37 opls_136 0.062 48 C67 opls_465 0.273 69
H21 opls_144 0.041 16 H58 opls_140 0.042 48 C68 opls_ 468 0.003 83
C17 opls_142 0.052 17 H39 opls_140 0.041 48 HB87  opls_146 0.053 76
H22 opls_144 0.042 17 Ol11 opls_466 0.274 40 H88  opls_562 0.141 84
cl8 opls_136 0.060 18 C38 opls_142 0.059 49 HB89  opls_146 0.046 77
H23 opls_140 0.043 18 H60 opls_144 0.041 49 H90  opls_140 0.036 79
H24 opls_140 0.042 18 C39 opls_142 0.057 30 H91 opls_140 0.027 7
Cc19 opls_142 0.055 19 H61 opls_144 0.039 50 H92  opls_146 0.046 80
H25 opls_144 0.040 19 C40 opls_136 0.058 5I H93  opls_140 0.034 81
Cc20 opls_142 0.053 20 H62 opls_140 0.046 51 H94  opls_140 0.033 81
H26 opls_144 0.040 20 H63 opls_140 0.046 51 H95  opls_140 0.034 82
Cc21 opls_136 -0.065 21 Cc41 opls_142 0,057 52 H96  opls_140 0.032 82
7 opls_140 0.031 21 H64 opls_144 0.040 52 H97  opls_140 0.026 82
H28 opls_140 0.035 21 Cc42 opls_142 0.056 53 H98  opls_185 0.166 72
c22 opls_135 0.101 22 H65 opls_144 0.040 53 H99  opls_ 469 0.056 83
H29 opls_140 0.030 22 C43 opls_136 0.059 54 HI0OO opls_469 0.060 83
H30 opls_140 0.036 22 H66 opls_140 0.042 54 H101 opls 469 0.056 83
H3l1 opls_140 0.036 22 H67 opls_140 0.044 54
c23 opls_491 0.051 23 C44 opls_142 0.056 55
H32 opls_469 0.048 23 H68 opls_144 0.041 55
C24 opls_I157 0.014 24 C45 opls_142 0.054 356
H33 opls_140 0.038 24 H69 opls_I44 0.041 356
H34 opls_140 0.045 24 C46 opls_136 0.061 57
C25 opls_182 0.014 25 H70 opls_140 0.041 57
 H35 opls_185 0.046 25 H71 opls_140 0.044 57

Figura 56: Archivo aminoacids.rtp que contiene la descripciéon para el campo de fuerza
en OPLS-AA de la molécula NAN y ABZ.
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[ MBZ ] cxs opls_182 0.013 25 ' H69 opls_144 0.039 356

H35 opls_I85 0.046 25 C46 opls_136 0.061 57
[ atoms | H36 opls_185 0.046 25 H70 opls_140 0.042 57

03 opls_154 0.218 26 H71 opls_140 0.044 57
Ccl opls_ 465 0.242 1 H37 opls_155 0.140 27 C47 opls_142 0.054 358
Cc2 opls_I136 0.055 2 o4 opls_180 0.166 28 H72 opls_144 0.042 58
H1 opls_140 0.055 2 C26 opls_182 0.014 29 Cc48 opls_142 0.054 39
H2 opls_140 0.062 2 H38 opls_185 0.051 29 H73 opls_l44 0.042 359
c3 opls_136 0.059 3 H39 opls_185 0.048 29 C49 opls_136 0.060 &0
H3 opls_140 0.042 3 c27 opls_183 0.036 30 H74 opls_140 0.043 60
H4 opls_140 0.044 3 H40 opls_185 0.032 30 H75 opls_140 0.044 60
o1 opls_467 0.149 1 C28 opls_182 0.002 31 C30 opls_142 0.053 61
02 opls_466 0.239 1 H41 opls_185 0.033 31 H76 opls_l144 0.042 61
Cc4 opls_142 0.058 4 H42 opls_185 0.047 31 C51 opls_142 0.054 62
H5 opls_144 0.042 4 05 opls_180 -0.185 32 H77 opls_144 0.042 62
c5 opls_142 0030 5 06 opls_180 0.158 33 C52 opls_136 0.060 63
H6 opls_144 0.044 5 c» opls_I82 0.010 34 H78 opls_140 0.043 63
c6 opls_136 0.059 6 H43 opls_185 0.053 34 H79 opls_140 0.042 63
H7 opls_140 0.045 6 H44 opls_I185 0.032 34 cs3 opls_142 0.058 64
H8 opls_140 0.046 6 C30 opls_ 491 0.044 35 H80 opls_144 0.039 64
c7 opls_142 0.058 7 H45 opls_469 0.047 35 Cc54 opls_142 0.058 65
H9 opls_144 0.041 7 C31 opls_I57 0.010 36 H81 opls_144 0.040 65
cs opls_142 0.056 8 H46 opls_140 0.041 36 C55 opls_I136 0.0539 66
H10 opls_144 0.042 8 H47 opls_140 0.045 36 H82 opls_140 0.039 66
c9 opls_136 0.039 9 c32 opls_182 0.010 37 H83 opls_140 0.039 66
HI11 opls_140 0.043 9 H48 opls_185 0.049 37 C36 opls_135 0.104 67
H12 opls_140 0.044 9 H49 opls_185 0.034 37 H84 opls_140 0.036 67
clo opls_142 0.055 10 c33 opls_158 0.038 38 H85 opls_140 0.036 67
HI3 opls_144 0.042 10 H30 opls_140 0.049 38 H86 opls_140 0.036 67
Ccl1 opls_142 0.054 11 c34 opls_157 0.000 39 012 opls_180 0.254 68
H14 opls_144 0.042 11 H51 opls_140 0.028 39 013 opls_467 0.155 69
Ccl2 opls_136 0.039 12 H52 opls_140 0.041 39 014 opls_466 -0.289 69
HI15 opls_140 0.043 12 o7 opls_467 0.153 40 N1 opls_557 0.099 70
HI16 opls_140 0.45 12 o8 opls_154 0.218 41 N2 opls_539 £0.233 71
ci13 opls_142 0.057 13 H33 opls_I155 0.122 42 N3 opls_363 0.103 72
H17 opls_144 0.040 13 o9 opls_169 0.224 43 C57 opls_561 0.034 73
Ccl4 opls_142 0.056 14 H34 opls_170 0.126 44 cs8 opls_ 560 0.042 74
HI18 opls_144 0.041 14 010 opls_169 0.263 45 cs9 opls_147 0.025 75
CI5 opls_136 0.039 15 H55 opls_170 0.134 46 C60 opls_145B 0.042 76
HI19 opls_140 0.044 15 C35 opls_465 0.243 40 Cc61 opls_145B 0.046 77
H20 opls_140 0.044 15 C36 opls_136 0.056 47 C62 opls_145 0.039 78
Cl6 opls_142 0038 16 H36 opls_140 0.060 47 c63 opls_558 0.181 79
H21 opls_144 0.040 16 H57 opls_140 0.054 47 co4 opls_141 0.176 80
C17 opls_142 0.055 17 Cc37 opls_136 -0.062 48 C65 opls_147 0.009 81
H22 opls_144 0.040 17 H58 opls_140 0.039 48 C66 opls_145 0.036 82
cls opls_136 0.059 18 H39 opls_140 0.041 48 Cc67 opls_145 0.039 83
H23 opls_140 0.044 18 o1l opls_466 0.247 40 c68 opls_145 0.045 84
H24 opls_140 0.044 18 c3s opls_142 0.064 49 ce9 opls_145 0.045 85
Cc19 opls_142 0.060 19 H60 opls_144 0.037 49 c70 opls_145 0.043 86
H25 opls_144 0.038 19 Cc39 opls_142 0.054 30 C71 opls_ 465 0.275 69
Cc20 opls_142 0.057 20 H61 opls_l144 0.039 350 C72 opls_468 -0.002 87
H26 opls_144 0.040 20 C40 opls_136 0.065 51 H87 opls_146 0.057 76
Cc21 opls_136 0.058 21 H62 opls_140 0.042 51 H88 opls_562 0.144 88
H27 opls_140 0.040 21 H63 opls_140 0.041 51 H89 opls_146 0.055 77
H28 opls_140 0.040 21 C41 opls_142 0.060 352 H90 opls_146 0.050 78
c2 opls_135 0.105 22 H64 opls_144 0.038 52 H91 opls_185 0.168 72
H29 opls_140 0.028 22 c42 opls_142 0.039 353 H92 opls_146 0.043 82
H30 opls_140 0.034 22 H65 opls_144 0.037 53 H93 opls_146 0.056 83
H31 opls_140 0.034 22 c43 opls_136 0.065 54 H94 opls_146 0.044 84
c23 opls_491 0.047 23 H66 opls_140 0.039 54 H95 opls_146 0.053 85
H32 opls_ 469 0.045 23 H67 opls_140 0.038 54 H96 opls_146 0.052 86
c24 opls_157 0.017 24 C44 opls_142 0.055 355 H97 opls_469 0.057 87
H33 opls_140 0.039 24 H68 opls_144 0.039 55 H98 opls_469 0.061 87
H34 opls_140 0.055 24 C45 opls_142 0.056 356 . H99 opls_469 0.057 87

Figura 57: Archivo aminoacids.rtp que contiene la descripcion para el campo de fuerza
en OPLS-AA de la molécula NAN y MBZ.
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[ PRZ] H36 opls_185 0.047 25 " H73 opls_144 0.040 359

o3 opls_154 0.216 26 C49 opls_136 0.060 60
[ atoms ] H37 opls_I55 0.141 27 H74 opls_140 0.045 60

o4 opls_I80 0.163 28 75 opls_140 0.045 60
Cl opls 465 0.242 1 C26 opls_182 0.015 29 C30 opls_142 0.055 61
c2 opls_I136 0.055 2 H38 opls_185 0.051 29 H76 opls_144 0.038 61
H1 opls_140 0.055 2 H39 opls_185 0.050 29 C51 opls_142 0.051 62
Ccl1 opls_465 0.243 | c27 opls_183 0.036 30 H77 opls_144 0.043 62
c2 opls_136 0.055 2 H40 opls_185 0.030 30 Cs2 opls_136 -0.060 63
H1 opls_140 0.054 2 c28 opls_182 0.004 31 H78 opls_140 0.043 62
H2 opls_140 0.062 2 H41 opls_185 0.034 31 H79 opls_140 0.042 63
c3 opls_136 0.039 3 H42 opls_185 0.049 31 C53 opls_142 0.059 64
H3 opls_140 0.042 3 05 opls_180 -0.185 32 H80 opls_144 0.039 64
H4 opls_140 0.044 3 06 opls_180 0.195 33 C54 opls_142 0.057 65
o1 opls_467 0.150 1 c29 opls_182 0.010 34 H81 opls_144 0.041 65
o2 opls_466 0.258 | H43 opls_185 0.054 34 C55 opls_136 0.039 66
c4 opls_142 0.058 4 Ha4 opls_I85 0.031 34 H82 opls_140 0.039 66
HS opls_144 0.042 4 C30 opls_491 0.042 35 H83 opls_140 0.039 66
cs opls_142 0.049 5 H45 opls_469 0.043 35 C36 opls_135 0.104 67
H6 opls_144 0.044 5 c3 opls_I57 0.014 36 H84 opls_140 0.037 67
C6 opls_136 0.059 6 H46 opls_140 0.043 36 H85 opls_140 0.036 67
H7 opls_140 0.045 6 H47 opls_140 0.049 36 H86 opls_140 0.036 67
H8 opls_140 0.046 6 C32 opls_182 0.010 37 012 opls_236 -0.287 68
c7 opls_142 0.058 7 H48 opls_185 0.049 37 o13 opls_236 0.269 69
H9 opls_l144 0.040 7 H49 opls_I85 0.033 37 NI opls_239 0.096 70
c8 opls_142 0.055 8 ci3 opls_158 0.038 38 N2 opls_239 0.096 71
HI10 opls_144 0.042 8 H30 opls_140 0.050 38 Cs57 opls_149 0.033 72
c9 opls_136 0.059 9 Cc34 opls_157 0.007 39 Cs8 opls_137 0.026 73
HI11 opls_140 0.043 9 H51 opls_140 0.039 39 C39 opls_ 508 -0.001 74
H12 opls_140 0.044 9 H52 opls_140 0.046 39 o0 opls_136 0.064 75
Clo opls_142 0.055 10 7 opls_467 0.147 40 C61 opls_136 0.066 76
H13 opls_144 0.042 10 o8 opls_154 0.221 41 ce2 opls_235 0.197 77
Cl1 opls_142 0.053 11 H33 opls_155 0.123 42 c63 opls_136 0.063 78
H14 opls_144 0.043 11 (5] opls_169 0.225 43 Co4 opls_136 0.054 79
Ccl12 opls_136 0.059 12 H34 opls_170 0.120 44 C65 opls_147 0.011 80
HIS opls_140 0.043 12 ol1o opls_169 0.257 45 Ce6 opls_908 0.002 81
H16 opls_140 0.045 12 H55 opls_170 0.135 46 C67 opls_908 -0.006 82
cl13 opls_142 0.057 13 C35 opls_465 0.246 40 C68 opls_136 -0.062 83
H17 opls_144 0.040 13 C36 opls_136 0.064 47 69 opls_149 -0.064 84
cl4 opls_142 0.056 14 H56 opls_140 0.048 47 C70 opls_235 0.154 85
H18 opls_144 0.041 14 H57 opls_140 0.050 47 C71 opls_147 0.004 86
Cl15 opls_136 0.059 15 C37 opls_136 0.062 48 Cc72 opls_145 0.051 87
HI19 opls_140 0.044 15 H58 opls_140 0.040 48 C73 opls_145 -0.048 88
H20 opls_140 0.044 15 H39 opls_140 0.041 48 C74 opls_145 0.051 89
Cl6 opls_142 0.058 16 011 opls_466 0.256 40 C75 opls_145 0.047 90
H21 opls_144 0.040 16 c3s opls_142 0.064 49 HB87 opls_140 0.045 72
C17 opls_142 0.055 17 H60 opls_l44 0.038 49 H88 opls_140 0.036 73
H22 opls_144 0.041 17 c39 opls_142 0.052 50 H89 opls_140 0.030 74
Cci8 opls_136 0.039 18 H61 opls_144 0.038 50 H90 opls_140 0.050 74
H23 opls_140 0.044 18 C40 opls_136 -0.068 51 H91 opls_140 0.037 75
H24 opls_140 0.044 18 H62 opls_140 0.036 51 H92 opls_140 0.038 75
c19 opls_142 0.059 19 H63 opls_140 0.042 51 H93 opls_140 0.036 76
H25 opls_144 0.039 19 C41 opls_142 0.059 52 H94 opls_140 0.029 76
C20 opls_142 0.057 20 H64 opls_l44 0.036 52 H95 opls_140 0.039 78
H26 opls_l44 0.040 20 C42 opls_142 0.061 53 H96 opls_140 0.031 78
c21 opls_136 0.058 21 H65 opls_l44 0.035 53 H97 opls_140 0.036 79
H27 opls_140 0.039 21 c43 opls_136 0.065 54 H98 opls_140 0.036 79
H28 opls_140 0.040 21 H66 opls_140 0.037 54 H99 opls_140 0.041 81
c2 opls_135 0.105 22 H67 opls_140 0.043 54 HIOOD opls_140 0.044 81
H29 opls_140 0.027 22 Ccu opls_142 0.051 55 H101 opls_140 0.063 82
H30 opls_140 0.035 22 H68 opls_l44 0.040 55 H102 opls_140 0.049 82
H31 opls_140 0.034 22 C45 opls_142 0.060 56 H103 opls_140 0.037 83
c23 opls_491 0.047 23 H69 opls_l44 0.038 356 H104 opls_140 0.038 83
H32 opls_469 0.046 23 C46 opls_136 0.059 57 H105 opls_140 0.041 84
Cc24 opls_157 0.017 24 H70 opls_140 0.045 57 HIO6 opls_140 0.047 84
H33 opls_140 0.037 24 H71 opls_140 0.045 57 HI07 opls_146 0.047 87
H34 opls_140 0.055 24 C47 opls_142 0.048 58 HIO8 opls_146 0.052 88
c2s opls_182 0.013 25 H72 opls_l44 0.042 58 HI0S opls_146 0.051 89
H35 opls_185 0.045 25 C48 opls_142 0.054 5 HII0 opls_146 0.052 90

Figura 58: Archivo aminoacids.rtp que contiene la descripcion para el campo de fuerza
en OPLS-AA de la molécula NAN y PBZ.
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Figura 59: Archivo ffbonded.itp que describe los diedros formados entre los &tomos de

las moléculas estudiadas.
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