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RESUMEN

Uno de los desafios méas importantes en la terapia farmacolégica para el tratamiento de
enfermedades es lograr que los principios activos alcancen concentraciones considerables en el 6rgano
o sitio de accidn, es decir, lograr que los farmacos exhiban una accién sitio-especifica para de esta manera
optimizar los tratamientos, reducir dosificaciones y evitar reacciones adversas relacionadas a su
consumo. Una manera de lograrlo es mediante el uso de nanoparticulas lipidicas como vehiculos de
transporte y liberacion de medicamentos. Es posible optimizar el estudio y desarrollo de formulaciones
de nanoparticulas como sistemas de liberacion de medicamentos mediante el uso de simulaciones por
dinamicas moleculares, ya sean all atoms o coarse-grained, ya que de esta manera se utilizan los recursos
computacionales disponibles para predecir el comportamiento que tendran distintas moléculas lipidicas
en un medio, observar la convergencia de estas en la conformacion de la nanoparticula y asi obtener una

aproximacion al comportamiento que tendra cada formulacion al ser ensayada experimentalmente.

En esta memoria se desarrollé un campo de fuerza en coarse-grained para moléculas lipidicas
que estan relacionadas al desarrollo de nanoparticulas lipidicas como sistemas de liberacion de
medicamentos dentro del laboratorio de Drug Delivery de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas de la Universidad de Chile, con el propdsito de obtener una manera de estudiar y predecir
el comportamiento de diferentes moléculas lipidicas y observar su resultado en conformacién de
nanoparticula. Para esto se generaron modelos coarse-grained de 14 moléculas lipidicas junto con los
parametros necesarios para llevar a cabo dindmicas moleculares. Se compararon estos modelos coarse-
grained frente a su contraparte all-atoms mediante el uso de simulaciones por dindmica molécular
clasica, a traves de las cuales se obtuvieron la funcién de distribuciéon radial y radio de giro, obteniendo

resultados similares entre ambos modelos , all atoms y coarse-grained.

Posteriormente, con los modelos generados, se ensayaron tres formulaciones de nanoparticulas,
una de tween 80, una de micela hibrida de nucleo lipidico y una de transportador lipidico
nanoestructurado. Estas ultimas dos han sido desarrolladas dentro del laboratorio de Drug Delivery, y
fueron simuladas para observar su comportamiento en un medio acuoso durante el transcurso de
dinamicas moleculares de 100 ns y evidenciar la formacion y/o estabilidad de las respectivas
nanoparticulas resultantes. A partir de esto se concluy6 que el campo de fuerza desarrollado en esta
memoria puede ser utilizado como una herramienta para el estudio y desarrollo de formulaciones de
nanoparticulas lipidicas, ademas de también ser capaz de combinarse con otros campos de fuerza clasicos

para ampliar el estudio a la interaccion de estas nanoparticulas con distintos medicamentos.
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SUMMARY

One of the most important challenges in pharmacological therapy for the treatment of diseases
is to achieve that the active principles reach considerable concentrations in the organ or site of action,
i.e., to achieve that the drugs exhibit a site-specific action in order to optimize treatments, reduce dosages
and avoid adverse reactions related to their consumption. One way to achieve this is through the use of
lipid nanoparticles as transport and drug delivery vehicles. It is possible to optimize the study and
development of nanoparticle formulations as drug delivery systems through the use of molecular
dynamics simulations, whether they are all atoms or coarse-grained, thereby available computational
resources are used to predict the behavior that several lipid molecules will have in a medium, observe
the convergence of these in nanoparticle conformation and thus obtain an approximation of the behavior

each formulation will have when experimentally tested.

In this memory project, a coarse-grained force field was developed for lipid molecules that are
related to the development of lipid nanoparticles as drug delivery systems within the drug delivery
laboratory of the Faculty of Chemical and Pharmaceutical Sciences of University of Chile, with the
purpose of obtaining a way to study and predict the behavior of different lipid molecules and observe
their result in nanoparticle conformation. For this, coarse-grained models of 14 lipid molecules were
generated along with the necessary parameters to carry out molecular dynamics, these coarse-grained
models were compared against their all-atoms counterpart by using classical molecular dynamics
simulation, through which the radial distribution function and radius of gyration were obtained, obtaining

similar results between both models, all atoms and coarse-grained.

Subsequently, with the generated models, three formulations of nanoparticles were tested, one
of tween 80, a lipid-core micelle system and a nanostructured lipid carrier system, these last two systems
worked within the drug delivery laboratory, to observe their behavior in an aqueous medium during
molecular dynamics of 100 ns and denote the formation and/or stability of the respective resulting
nanoparticles. From this it was concluded that the force field developed in this memory can be used as a
tool for the study and development of lipid nanoparticle formulations, in addition to being able to be
combined with other classical force fields to extend the study to the interaction of these nanoparticles

with different drugs.
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I. INTRODUCCION

Uno de los desafios mas importantes al tratar una enfermedad es conseguir que los farmacos
utilizados para el tratamiento lleguen al sitio objetivo y alcancen concentraciones terapéuticamente
considerables para asi maximizar la efectividad de este y evitar la aparicion de reacciones adversas por
la acumulacion de activo en otros érganos, es decir, es necesario lograr una especificidad al sitio deseado
por parte del farmaco o terapia farmacol6gica. Las formas farmacéuticas convencionales, es decir,
formas farmacéuticas que no tienen ningun tipo de modificacidn en su composicion para afectar a su
velocidad ni sitio de liberacion (comprimidos, capsulas, jarabes o polvos), no son del todo efectivas a la
hora de lograr una accién sitio-especifica. (1) Esto puede ser solucionado mediante el uso de sistemas de
liberacion de medicamentos donde el farmaco o principio activo es transportado exclusivamente al lugar
de accion. (2) Adicionalmente, los sistemas de liberacion de medicamentos son capaces de proteger a
los farmacos de la degradacion, metabolizacion y eliminacion maximizando de esta manera la eficacia

del medicamento al permitirle alcanzar mejores concentraciones en el sitio de accion. (3)

1.1. Las nanoparticulas como sistemas de liberacion de medicamentos.

Las nanoparticulas son definidas como dispersiones particuladas o particulas sélidas con un
rango de tamafio que va desde los 1 a los 1000 nm. (4) Son ampliamente usadas para propdsitos médicos,
como diagnostico y tratamiento de enfermedades, (5) ya que tienen propiedades fisicoquimicas y
biolégicas unicas, como por ejemplo su gran area en relacién con su tamafio y su habilidad para atravesar

barreras celulares y tejidos.

De acuerdo con el método de preparacion utilizado, es posible obtener distintos tipos de nanoparticulas.

La eleccién de la matriz y su método de preparacion dependera de distintos factores que incluyen: (4)

e El tamafio de la nanoparticula deseado.

e Propiedades inherentes del farmaco.

e Caracteristicas superficiales como la carga y la permeabilidad.
e Grado de biocompatibilidad, toxicidad y biodegradabilidad.

e Perfil de liberacion del farmaco.

e Antigenicidad de la nanoparticula.

Dentro de los sistemas nanométricos que han sido probados como sistemas de liberacion de
medicamentos encontramos a los liposomas, nanoparticulas lipidicas, dendrimeros, polimeros,

materiales de carbén y silicio, nanoparticulas inorganicas y nanoparticulas magnéticas (Figura 1). (3)

1



1 Ly
- =4
L J
Solid lipid
il A nanoparticles; Polymeric ; Carbon
Liposomes S’l::&gi%:&gt nanoemulsions nano:)aniclcs Dendrimers nanoparticles
80-300 nm 10-300 nm 80-300 nm 10-100 nm 1-10n 1-5 nm diametr

Figura 1. Ejemplos de algunos tipos de nanoparticulas desarrolladas como sistemas de liberacion de
medicamentos. (3)

1.2. Nanoparticulas lipidicas.
Existen tres tipos principales de nanoparticulas lipidicas: nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN),
transportadores lipidicos nanoestructurados (NLC) y conjugados lipido/farmaco (LDC).

Las SLN son particulas confeccionadas con una matriz de lipidos s6lidos a temperatura ambiente
con estabilizadores y tensoactivos. Estos lipidos pueden ser triglicéridos altamente purificados, mezclas
de glicéridos complejos e incluso ceras. Las principales caracteristicas de las SLN son su excelente
estabilidad, protege a los farmacos propensos a la degradacion, pueden tener liberacion controlada y ser
sitio-especificos. Sus desventajas mas ocurrentes son que poseen poca capacidad de carga de farmaco y
el farmaco es expulsado después de la transicién polimoérfica del lipido sélido en el ndcleo durante el

almacenamiento. (6)

Las NLC consisten en una matriz lipidica no estructurada hecha de una mezcla de lipidos
liquidos y so6lidos en una fase acuosa que contiene tensoactivos o una mezcla de ellos. (7) La
incorporacién de lipidos liquidos en este tipo de nanoparticula permite una mejor carga de los farmacos
liposolubles, ya que estos son mas solubles en lipidos liquidos que en solidos, (6) y ademas se evita la

transicion polimorfica o la cristalizacion del ndcleo. (8)

Por ultimo, tenemos a los LDC, los cuales son moléculas de farmaco que han sido modificadas
covalentemente con lipidos que pueden ser o no adicionadas a otros tipos de nano transportadores. Este
tipo de nanoparticula ha demostrado tener varias ventajas por sobre las otras, como una biodisponibilidad
oral aumentada, mejor accion sitio-especifica, toxicidad reducida y mejoras en la carga de farmaco en
transportadores, también permitiendo la incorporacion de farmacos hidrofilicos en otros tipos de

nanoparticulas mediante la utilizacion de LDC. (9)



1.3. Dindmicas Moleculares (MD).

Como podemos suponer, el proceso para lograr llegar a una formulacion de una nanoparticula
ya sea lipidica o de otro tipo, es complejo, requiere de un estudio de la composicion y métodos de
preparacion de esta que en la practica experimental puede extenderse en el tiempo antes de llegar a la
formulacion deseada con las propiedades y comportamiento esperado. Es por esto que el tiempo podria
verse significativamente reducido mediante el uso de MD en las etapas tempranas de formulacion y

ensayo de las nanoparticulas.

Las MD son un método de simulacion computacional utilizado para analizar el comportamiento
fisico de &omos y moléculas a través del movimiento de estas mediante los diferentes tipos de
interacciones atomicas y moleculares que puedan presentar. Es una técnica que permite calcular las
propiedades de transporte y equilibrio de sistemas clasicos de muchas particulas, la cual enfatiza que el
movimiento de estas obedece a las leyes de la mecénica clésica, es decir, se sigue la evolucion de un
sistema en el tiempo para cada 4&tomo o particula conforme se resuelven las ecuaciones de movimiento
de Newton. (10) Dicho esto, las MD son capaces de mostrar el comportamiento de distintas moléculas
lipidicas en solucion y predecir el autoensamblaje y estabilidad de diferentes composiciones de

nanoparticulas.

Dentro de las dindmicas y simulaciones moleculares existen distintos tipos de escalas de tiempo

y complejidad en donde tenemos 3 principales tipos:

e Mecanicas quanticas (QM), las cuales son modelos que buscan describir las propiedades fisicas
de sistemas subatémicos con escalas de tiempo que van desde los femtosegundos hasta los
picosegundos y tamafios menores a nanémetros.

e Mecanicas moleculares (MM), en los cuales podemos encontrar modelos mas complejos,
compuestos por sistemas moleculares donde se busca describir el comportamiento inter e
intramolecular con escalas de tiempo que van desde los picosegundos hasta los segundos
inclusive y tamafios que llegan hasta los micrometros.

e Mecanicas continuas (CM), donde se pueden encontrar sistemas de una escala mayor (sistemas
milimétricos con tiempos de simulacion de segundos) en los cuales se analiza un material como
un todo y las propiedades especificas de sus componentes (moléculas — atomos) pierden

importancia. (11)

Para efectos de esta memoria nos centraremos en el punto medio de la escala de las dinamicas y
simulaciones moleculares (Figura 2), es decir, las MM, especificamente en los modelos all-atoms (AA)

y coarse-grained (CG).
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Figura 2. Escalas de tiempo y tamafio tipicas de diferentes técnicas de simulacion, marcadas con cuadro

rojo las técnicas que conforman las bases de esta memoria (AA-MD y CG-MD). (11)

Los modelos AA proveen informacion estructural y dindmica en sistemas moleculares donde
una molécula es descrita como una serie de esferas con carga, haciendo representacion a los atomos que
componen esta molécula, unidas por resortes, representando a los enlaces, en los cuales se calcula el
comportamiento dependiente del tiempo del sistema. (12) Si bien las AA-MD tienen la capacidad de
reproducir con mucha precision las propiedades fisicoquimicas y termodinamicas de diversos sistemas
moleculares, estan limitadas por el tamafio y tiempo que pueden simular y por los recursos
computacionales disponibles. Las nanoparticulas y su auto agregacion en formas lipidicas son campos

activos de estudio los cuales se han visto complicados dado el limitado tiempo y tamafio de las

simulaciones. (13)

Para optimizar estas limitaciones, se usan los
modelos CG, (14) en donde se simplifican los modelos
atomisticos a modelos donde varios &tomos son agrupados
en una esfera (bead). Estas esferas son conectadas unas

con otras por medio de resortes para representar sus

enlaces, logrando que cientos de &tomos en una molécula

se traduzcan en unas cuantas beads, (15) y asi el sistema

molecular sea menos demandante de procesar para un  Figura 3. Representacion de atomos de

mismo equipo computacional. Este proceso se realiza a  una molécula agrupados en las beads de

través de distintas aproximaciones matematicas, donde se ~ un modelo CG. (12)
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trata de conservar lo mejor posible las caracteristicas del modelo AA-MD, reduciendo lo més posible los
grados de libertad moleculares disminuyendo el nimero de particulas a simular (Figura 3) consiguiendo
mayores tiempos de simulacion, pasando de microsegundos a milisegundos, y reduciendo también los
costos computacionales. (16) Sin embargo, esto también significa una menor precisién en la
representacion de las propiedades fisicoquimicas individuales mientras méas se reduce la resolucién del
modelo. (17)

Adicionalmente, los modelos CG son bastante mas versétiles que los AA ya que de acuerdo a la
necesidad y propdsito de estudio se puede trabajar con niveles mas detallados 0 mas gruesos para dar
maés detalle o simplicidad al modelo respectivamente. (18) Ademas, es posible también trabajar con
distintos niveles de detalle a la vez, incluso en conjunto con modelos AA parcialmente implementados
en una simulacion CG-MD, como por ejemplo en un modelo de una proteina donde una seccion esta

representada parcialmente por un modelo AA mientras que el resto se representa por el modelo CG. (19)

1.4. Campos de Fuerza (FF).

Durante los ultimos afios se han desarrollado diversos FF que son de utilidad a la hora de simular
tanto modelos AA como CG, dependiendo del tipo de molécula y propdsito que se quiere estudiar. En el
caso de CG, los FF describen la interacciéon de las beads mediante la contribucion total de los &tomos

enlazantes y no enlazantes (Figura 4).

-5 +F +F 43+ 3

enlace  angulo torsion - J Coulomb

Figura 4. Ecuacion que describe las distintas interacciones que se expresan en un campo de fuerza. (20)

Un FF es una serie de parametros que son almacenados en una base de datos que son de utilidad
cuando se desea realizar un mapeo de un modelo CG y que puede agilizar y facilitar este proceso. (21)
Existen distintos FF ya implementados con distintos fines y orientados a distintos tipos de biomoléculas.
Algunos ejemplos incluyen a MARTINI, inicialmente desarrollado para simulaciones de lipidos y luego
extendido a varias otras moléculas (22); SIRAH, desarrollado para simulaciones del agua, ADN y
proteinas (23); AMBER, desarrollado para aminoacidos y &cidos nucleicos (24); GROMOS, para
sistemas biomoleculares (25), etc. La ventaja de los FF es que de acuerdo con el proposito y las moléculas
en estudio pueden facilitar el mapeo y la construccion de un modelo CG o AA sin la necesidad de definir

un modelo matemaético exclusivo para cada molécula.



Si bien existen FF disefiados para lipidos tradicionales, en la actualidad no se encuentra
disponible un FF en CG) que esté exclusivamente disefiado para moléculas lipidicas Utiles en la
preparacion de nanoparticulas que puedan ser utilizadas como sistemas de liberacion de medicamentos.
Por esto, en esta memoria se desarroll6 un FF en CG para la plataforma NAMD que contiene la topologia
y pardmetros necesarios para el mapeo y construccion en CG de diferentes moléculas involucradas en el

desarrollo de nanoparticulas como sistemas de liberacion y transporte de medicamentos.

Se espera que esta memoria pueda ser de utilidad y resulte beneficiosa en futuras investigaciones
relacionadas con el desarrollo de nuevas nanoparticulas, ya que el uso de este FF permitiria predecir el
comportamiento de los sistemas, su equilibrio en la conformacion de la nanoparticula y de este modo

sistematizar el desarrollo de nuevas formulaciones.



Il. HIPOTESIS

Mediante el desarrollo de un campo de fuerza coarse-grained es posible sistematizar el estudio y
desarrollo de formulaciones de nanoparticulas lipidicas mediante la prediccion de la auto agregacién de

moléculas lipidicas hasta su conformacién en nanoparticulas.

1. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General
Desarrollar e implementar un Campo de Fuerza (FF) en escala Coarse-grained (CG) para
nanoparticulas lipidicas y de esta manera predecir propiedades fisicoquimicas y termodinamicas a través

de simulaciones por dindmica molecular, tanto all-atoms (AA-MD) como coarse-grained (CG-MD).

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1. Construir la topologia AA y traspasar a topologia CG de moléculas lipidicas relacionadas al
desarrollo de nanoparticulas como sistemas de liberacion de medicamentos.

3.2.2. Generar la parametrizacion del FF en CG para estas moléculas lipidicas.

3.2.3. Desarrollar simulaciones moleculares AA-MD y CG-MD de estas nanoparticulas a través de la
utilizacion del software NAMD y un servidor cluster.

3.2.4. Comparar y validar los modelos CG frente a su contraparte AA mediante los resultados obtenidos
en las simulaciones moleculares a través del calculo de la funcion de distribucién radial (RDF) y
su radio de giro.

3.2.5. Generar sistemas con estas moléculas lipidicas a través de simulaciones CG-MD para caracterizar

el comportamiento y la auto agregacion de las moléculas en una nanoparticula.



IV. METODOLOGIA

4.1. Eleccion de moléculas lipidicas.

Las moléculas lipidicas seleccionadas para esta memoria fueron las involucradas en tres

formulaciones de nanoparticula que estaban siendo estudiadas dentro del laboratorio de Drug Delivery
de la Universidad de Chile (Tabla 1).

Tabla 1. Listado de moléculas relevantes para el desarrollo de nanoparticulas lipidicas seleccionadas

para esta memoria.

. Peso
Compue_sto Molécula CAS For,ml_JIa molecular Nl{mero de
comercial Quimica atomos
(g/mol)
Diglicéridode acido | 7600 005 | CprHsOs 457 84
laurico
PEG de acido laurico 106-08-1 C22Has07 420 73
Gelucire 44-14 e
Monoglicerido de 142-18-7 | CuisHuOs 274 49
acido laurico
T’rlg_llcerldo de acido 538-24-9 CaoHraO6 639 119
laurico
Triglicérido Céprico 621-71-6 Ca3sHs206 555 101
Miglyol 812
Triglicérido Caprilico 538-23-8 C27Hs5006 471 83
Tween 80 Polisorbato 80 9005-65-6 | CssH124026 1308 214
Span 80 zgrb'ta” mMonooleato | 1330 438 | CouHaiOs 428 74
Tween 20 Polisorbato 20 9005-64-5 CssH125027 1229 198
Kolliphor Hs15 | Hidroxiesterato de 70142-34-6 | CayHeO10 | 948 157
polioxyl 15
Triglicéridos de
cadena media 65381-09-1 | C21H330s 370 64
(labrafac01)
Labraf ——
abrafac Triglicéridos de
cadena media 65381-09-1 C21H3906 387 66
(labrafac02)
Labrasol Polioxiglicéridos . No_ Cs2H62010 606 104
disponible
Poloxamer P188 | Polioxietileno 188 9003-11-6 | C7oH142031 1478 243




4.1.1. Construccion de topologia para el campo de fuerza.

La construccion de la topologia CG se basa en decidir y designar que grupos de 4&tomos de un
modelo AA formaran cada bead o unidad en un modelo CG. Para realizar esto, se tomaron atomos que
tuvieran propiedades similares y se agruparon dentro de una misma bead, de manera de reducir la
cantidad de grados de libertad sin afectar en mayor medida su comportamiento e interacciones tanto

intermoleculares como intramoleculares.

La manera en la que se representa una molécula computacionalmente es a través de algun tipo
de archivo que contenga la informacion necesaria de esta para poder ser visualizada en alguna interfaz
gréfica, es decir, este archivo debe contener los tipos de d&tomos (carbono, nitrégeno, oxigeno, etc.), la
cantidad de estos, sus coordenadas y enlaces dentro de un plano tridimensional. Los tipos de archivo o,
mejor dicho, extensién de archivo, que fueron utilizados para la representacién gréafica de moléculas en
el desarrollo de esta memoria son principalmente los archivos “.pdb” (Protein Data Bank) y “.sdf”
(Spacial Data File), estos archivos podian ser visualizados en una interfaz grafica como VMD o Biovia
Discovery Studio (Figura 5).

Discovery Studio Visualizer — O "

File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart  Scripts  Tools  »

T Q ‘ Bl vMD 1.9.3 OpenGL Display - m] X
YNew ¥ E; _B' E b, » Non-bond Interactions... ~
* | DS Welcome %] benzene B |

AW

F Index Mame Visible Tagged Visibility Locked PUI A

11 241 A Yes e M ha 241 ¥
< >

\_Molecuie /\_Atom /\ Bond /
Enable Additional Features

Figura 5. Visualizacion de una molécula de benzeno en Biovia Discovery Studio (Izquierda) y
VMD (derecha)



Mediante el uso de estos archivos se llevo a cabo la construccién de la topologia CG:

e Se obtuvo mediante el uso de Pubchem (26), disponible en: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/,

el archivo .pdb o .sdf que contenia la estructura atomistica, enlaces y coordenadas de las distintas
moléculas lipidicas utilizadas.

e Las moléculas que no fueron posible obtener mediante la utilizacion de Pubchem fueron
construidas manualmente mediante la interfaz grafica Biovia Discovery Studio.

o Se utilizo la herramienta “CG Builder” (27), disponible en https://jbarnoud.github.io/cgbuilder/,

para agrupar los atomos que previamente fueron designados para conformar cada bead en cada
una de las moléculas involucradas. La ventaja de esta herramienta es que no es necesario generar
el archivo .pdb manualmente, ni calcular las coordenadas de las bead en relacion a las
coordenadas atomisticas de la molécula, ya que la herramienta realiza este proceso
autométicamente a medida que se van seleccionando manualmente los &tomos que conforman

cada bead y luego permite obtener el archivo con las coordenadas de cada bead.

Cabe destacar que hasta este punto sélo se tiene la identidad de cada bead y sus coordenadas
dentro de un plano tridimensional, pero la topologia también comprende los enlaces y &ngulos que tienen
estas bead dentro de cada molécula. Para poder caracterizar esto y generar el modelo CG en base a su
estructura AA, se utilizaron distintas herramientas creadas mediante Python y TCL (Anexo Ill). Esta
herramienta (Topology.py) permitié automatizar el proceso de confeccion del archivo “.top” (Topologia)
gue contenia la siguiente informacion necesaria para posteriormente generar el modelo CG completo,

con sus enlaces y angulos de enlace:

e Tipo de bead y masa de esta.

e Nombre del Residuo.

e Beads y numeracion de cada bead.
e Todos los enlaces de la molécula.

e Todos los angulos de la molécula

Se considerd la masa de la bead como la suma total de las masas atomicas de cada uno de los
atomos pesados (no se consideré hidrégeno) que conformaban la bead. ElI nombre del residuo
correspondié a una palabra de 3 caracteres que sirviera para reconocer a la molécula con la que se
estuviese trabajando en ese momento. A continuacion, en la Tabla 2 se muestran los nombres de residuo

que se utilizaron para cada molécula.
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Tabla 2. Nombre de residuo de cada molécula estudiada.

Molécula Nombre de residuo

Diglicérido de acido laurico DLA
PEG de &cido laurico P5L
Monoglicérido de acido laurico MLA
Triglicérido de acido laurico TLA
Triglicérido Céprico NUC
Triglicérido Caprilico CAP
Tween 80 TWE
Span 80 SPA

Tween 20 TWE20
Kolliphor HS15 KOL
Labrafac0l LAB1
Labrafac02 LAB2
Labrasol SOL
Poloxamer P188 POL

Para poder asignar cuales &tomos corresponderian a cada bead se utilizd de referencia distintas
publicaciones que contenian la caracterizacion CG de todos los grupos de atomos que estaban contenidos
en las 14 moléculas en estudio (28-32). En la Tabla 3 se resumen los &tomos agrupados con la

nomenclatura de cada bead.

Tabla 3. Descripcion y nomenclatura de cada tipo de bead utilizada en esta memoria

Tipos de atomos
All-atoms Coarse-grained
(H20)s B4 & BP4
CH3CH,CH:- CT
CH3CH,CH,CH,- CT4
-CH,CH,CH,- CM
CH3CH,- CT2
-CH,CH=CHCH>- CM2
-CHOC=0 COocCo
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-CH2-O-CHz- EO
-CH,-O-CHa- (parte de anillo) EOR
-CH2-OH OA
-COOH COO
-CH,CH=0-CHy- PPO

Finalmente, cuando ya se tenian construidos tanto el archivo con las coordenadas de las beads
de la molécula como el archivo que contenia la topologia de esta, es decir, principalmente los tipos de
beads, sus enlaces y angulos de enlace, mediante un script de VMD (Anexo Ill) se generaron dos

archivos gue en conjunto conformaban el modelo CG de la molécula.

En la Figura 6 se resume el proceso légico de la creacion de un modelo CG a partir de su modelo

AA mediante el uso de las herramientas mencionadas anteriormente.

Unificacion
Coordenadas A(jslggac(ljon Archivo de (ie belads,y
Modelo AA atomisticas it topologia opelogia Modelo CG
(.pdb .sdf) __Mmediante (top) mediante
CG builder script de
VMD

Figura 6. Esquema resumen del proceso de creacion de un modelo CG a partir de un modelo AA.

4.2. Parametrizacion del campo de fuerza.

Para esta memoria se parametriz6 especificamente el FF para todas las moléculas involucradas
nombradas en la Tabla 1. Para desarrollar esta parametrizacion se tomaron como referencia
principalmente 3 publicaciones (Brasiello et al. Amani et al. y Shinoda et al.) que contenian pardmetros
de enlaces, angulos, diedros e interacciones no enlazantes de la mayoria de beads descritas anteriormente
en la Tabla 3 (28,29,32). Si bien, las publicaciones citadas contenian la mayoria de beads necesarias
descritas para formar la totalidad de moléculas, algunos parametros de beads tuvieron que ser
determinaros de forma empirica mediante una relacion directa entre los pardmetros existentes versus la
cantidad y naturaleza de los &tomos contenidos en las beads restantes. Esto debido a que para poder
determinar apropiadamente los parametros de un FF en CG, generalmente se utiliza la inversion de
Boltzmann iterativa que es un método donde se busca mediante una funcion de distribucion radial (RDF)
que el g(r) (ver punto 4.5.1.) de un par de a&tomos sea el mismo tanto en una simulacion CG-MD como
en una simulacion AA-MD. Esto se realiza a través de software que utilizan la topologia AA y las

trayectorias de una simulacién AA-MD para generar un mapeo CG con su respectivo potencial de fuerza
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a través de un proceso iterativo (33). La utilizacion de este método era inviable debido al tiempo limitado
gue se disponia y a su principal desventaja, la inversion de Boltzmann iterativa al realizarse mediante la
informacién de una sola molécula sdlo es efectiva para la parametrizacion de esta por lo que es menos

transferible a otras moléculas (34).

Cabe destacar también que el método propuesto en esta memoria permiti6 ahorrar el tiempo que
se deberia haber destinado para generar el FF a través de la inversidn de Boltzmann iterativa, sacrificando
un poco la especificidad y exactitud en la parametrizacion del FF para las distintas moléculas lipidicas
involucradas, aunque esto Ultimo podria resultar beneficioso para la transferibilidad del modelo a otras
moléculas lipidicas.

Finalmente, en la Tabla 4 y Tabla 5 se describen los parametros de enlace y angulo definidos
paraeste FFy en el Anexo Il se describen los pardmetros no enlazantes. Estos parametros seran utilizados
para llevar a cabo las simulaciones de los modelos CG.

Tabla 4. Parametros de enlace definidos para el campo de fuerza.

Enlace K (kcal mol't A ro (A)

CM CM 6.16 3.64
CT CM 6.16 3.65
CT4 CM 3.21 4.18
CT2 CM 3.21 4.18
CM CM2 3.87 4.06
CM COCO 6.69 3.37
Ccoco Ccoco 11.95 2.69
Ccoco OA 15.00 2.58
Coco EO 11.95 3.35
EO EO 4.90 3.28
EO EOR 4.90 3.28
EOR EOR 11.95 3.55
EO OA 15.00 2.79
OA OA 63.00 2.16
COO CM 6.69 3.37
EO PPO 7.77 3.69
PPO PPO 5.97 3.64
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Tabla 5. Pardmetros de angulo definidos para el campo de fuerza.

Angulo K (kcal mol'*A2) | Angulo (°)

CT2 CM CM 1.60 172
CM CM CM 1.19 173
CM CM COCO 4.50 142
CM COCO OA 3.20 130
CM COCO COCO 3.20 127
EO EO COCO 3.40 132
EO EO EO 3.40 132
EO EO OA 3.00 131
COCO OA OA 6.60 131
CT4 CM CM2 1.19 172
CM CM2 CM 10.75 120
CM CM CM2 10.75 120
CM2 CM COCO 4.50 142
EOR EOR EOR 5.97 120
EO EOR EOR 5.97 120
EO EO EOR 5.97 130
EO EOR EO 5.97 130
CM COCO EO 3.20 127
COCO OA EO 3.00 131
EO OA OA 6.60 131
CT CM CM 1.19 175
COCO OA COCO 3.00 131
CT4 CM COCO 4.50 142
OA EO OA 6.60 131
CM CM COO 4.50 142
EO EO CT4 3.20 127
COCO COCO OA 3.00 131
EO EO PPO 8.37 128
EO PPO PPO 10.80 107
PPO PPO PPO 10.80 140
CT4 CM CM 1.19 172

4.3. Implementacion de los modelos en simulaciones moleculares.
Se llevaron a cabo simulaciones moleculares AA-MD y CG-MD de cada una de las moléculas
mencionadas en la Tabla 1, para posteriormente comparar y validar el comportamiento y de esta manera

establecer una similitud entre los FF utilizados para moléculas AA y moléculas CG.
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4.3.1. Preparacion de los sistemas All-atoms.

Para las simulaciones AA se utilizaron los modelos obtenidos mediante Pubchem, es decir, se
utilizaron los archivos .sdf recopilados que contenian las coordenadas y tipos de atomos del modelo AA.
Se modifico la extension del archivo a .mol2 mediante el software Biovia Discovery Studio para
posteriormente ser utilizado en la obtencién de los parametros del FF que se utilizd en las simulaciones
AA-MD mediante la herramienta Swissparam (35), disponible en https://www.swissparam.ch/, la cual
obtiene los parametros de los FF Merck Molecular ForceField (36) y CHARMMZ22 (37). ElI modo de
obtencidn de estos parametros es el siguiente:

e Se accede a la pégina web “swissparam.ch” y se carga el archivo .mol2 con la molécula a
estudiar.

o Dentro del mismo sitio se analiza el archivo y se genera un directorio .zip que contiene los
parametros necesarios para llevar a cabo la simulacion: la estructura en .pdb, la topologia de la

molécula y los pardmetros de enlaces, &ngulos de enlace y diedros de esta.

Con la estructura de la molécula AA y su topologia se generaron los archivos .pdb y .sdf que
contenian toda la informacion estructural de la molécula mediante la utilizacion de un script de VMD.
Luego, se gener6 una caja de solvatacion (Figura 8) con agua, mediante la utilizacion de otro script de
VMD. Cabe destacar que el tamafio de la caja de solvatacion dependié del tamafio de la molécula, de
manera que tuviera el espacio de agua suficiente para que esta fuera capaz de interaccionar libremente

sin escapar del area de simulacion.

4.3.2. Dinamicas de los sistemas All-atoms.
Para llevar a cabo las dindmicas moleculares tanto AA-MD como CG-MD, se utiliz6 el software
NAMD (38), para esto fue necesario generar un archivo de configuracion (Anexo 1V). Este archivo de

configuracion contenia toda la informacidn necesaria para ejecutar la dindmica:

e Estructura y coordenadas de la molécula a simular.

e Temperatura y presion del sistema.

e Archivo de pardmetros a utilizar.

e Paso de integracion de las ecuaciones de movimiento.

e Cutoff de la dindmica.

e Tamafio de la caja de simulacion y centro de masa de esta.

e Tiempo de minimizacion, equilibrado y de simulacion.
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Por lo tanto, las dindmicas moleculares de los sistemas AA se llevaron a cabo por 2 ns de
equilibrado en el ensemble candnico (NVT) y 20 ns de simulacion en el ensemble isobarico (NPT) a una
temperatura de 300 Ky a 1 atm de presion, acoplando la temperatura y presion al termostato y bardstato
de Berendsen. Se utiliz6 un paso de integracidn de las ecuaciones de movimiento de 10 fs con la finalidad
de mantener la integridad de los sistemas. El cutoff utilizado para las interacciones no covalentes fue de
12 A, mientras que para las interacciones electrostaticas de largo alcance se calcularon mediante el

método Particle Mesh Ewald.

4.3.3. Preparacion de los sistemas Coarse-grained.

El método de preparacion de los sistemas CG fue bastante parecido al de los sistemas AA, la
Unica diferencia reside en que el archivo estructural que se utilizd para conformar el sistema fue el
generado en el punto 4.2 de la metodologia y los parametros utilizados fueron los descritos en el punto
4.3 de la metodologia. Luego, estos sistemas fueron solvatados (Figura 8) mediante la utilizacion del
script en VMD utilizando un modelo de agua CG donde, como se describié previamente en la Tabla 3,
una unidad de agua CG equivale a 3 moléculas de H,O. En este caso el tamafio de la caja de solvatacién

coincidio con su contraparte AA.

4.3.4. Dinamicas de los sistemas Coarse-grained.
Al igual que en las AA-MD, las CG-MD fueron llevadas a cabo a través del software NAMD
mediante la utilizacién de un archivo de configuracién que contenia toda la informacidn necesaria para

gjecutar la dindAmica (misma informacion mencionada en el punto 4.4.2. de la metodologia).

Finalmente, en la Figura 7 se resume el esquema de preparacion de los sistemas AA 'y CG para

llevar a cabo las simulaciones moleculares.

Coordenadas y

topologia del Pardmetros del

Cajade campo de
solvatacion fuerza
(AA/CG)

Archivo de Dinamica
configuracion molecular
NAMD (AA/CG)

campo de
fuerza
(AAICG)

Figura 7. Esquema preparacion de sistemas para AA-MD y CG-MD.
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Figura 8. Caja de simulacion de los modelos CG (Izquierda) y AA (derecha) solvatados en agua.

4.4, Comparacion y validacion de los modelos.

La comparacion de los resultados obtenidos en la simulacion de los modelos CG con su
contraparte AA se realizo principalmente a través de la RDF y el radio de giro. La RDF se calcul6 con
el g(r) GUI Plugin, Version 1.3 (39) y el radio de giro se determin6 mediante el uso de un script en VMD
(Anexo II).

4.4.1. Funcion de distribucion radial.
La RDF, g(r), se define en su ecuacion general como,

p()
dr—>0 47T(Npares/V)r dr

g(r) =

Donde r es la distancia entre un par de particulas, p(r) es el nimero promedio de pares de &tomos
encontrados en una distancia entre r y r+dr, V es el volumen total del sistema y Npaes €S €l nimero de
pares unicos de &tomos donde un atomo se encuentra desde cada uno de dos conjuntos (39). Por lo tanto,
la RDF es una funcidn que da cuenta de la factibilidad de encontrar pares de &tomos a una cierta distancia.
Esta funcion es atil para determinar casi cualquier pardmetro termodindmico de acuerdo con el par de

atomos que se determine calcular.(40-42)

En el caso de esta memoria, se determind la RDF para cada tipo de bead que compone la
molécula frente a una molécula de agua hasta una distancia de 10 A, de manera de obtener un gréfico de
g(r) versus distancia que demuestre el comportamiento de cada bead frente al medio solvatado en agua

(hidrofilia), para luego ser comparado con el grafico de g(r) obtenido del modelo AA mediante la
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aplicacién de la RDF del atomo que correspondia al centro de masa de la bead en el modelo CG con

agua hasta la misma distancia de 10 A.

4.4.2. Funcién de radio de giro.

El radio de giro rre €s un parametro que describe la conformacion de equilibrio de un sistema
total (43). Mide la distribucion de atomos o beads en una estructura molecular con respecto a su centro
de masa y su célculo se basa en la siguiente ecuacion (44):

N
F2 = Yl m(ry — o)’
RG — N

Donde m corresponde a la masa, r corresponde a la distancia y CM corresponde al centro de masa del
sistema. En el caso de esta memoria el radio de giro se determin6 mediante un script de VMD que calcul6
el radio de giro tanto del modelo CG como del modelo AA durante los 2102 pasos (20 ns) de duracién
de la MD, de manera de generar un grafico que evidencie las distintas interacciones inter e
intramoleculares que provocan fluctuaciones en el tamafio de la molécula en relacion a su centro de masa.
Se calcul6 el promedio y desviacion estandar del radio de giro de cada modelo para facilitar la

comparacion de ambos gréaficos.

4.5. Sistemas micelares.
De manera de poder visualizar de mejor forma el comportamiento que tienen las moléculas
lipidicas y también evidenciar de manera préactica los resultados obtenidos en el modelado y desarrollo

del FF, se generaron 3 sistemas micelares més complejos:

e Sistema de tween 80
e Sistema de micela hibrida de nucleo lipidico (LCM)

e Sistema de transportador lipidico nanoestructurado (NLC)

4.5.1. Sistema de tween 80.
Para este sistema se utiliz6 Unicamente la molécula de tween 80. El sistema se desarrollé de

acuerdo a lo descrito en la literatura (29,30).

Mediante la utilizacion del software PACKMOL, disponible en:

http://m3g.igm.unicamp.br/packmol/ (45), una solucién creada para generar sistemas moleculares

utilizados en MD mediante la creacién de un archivo .inp que contiene la configuracién de la caja de
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simulacién, se generd un sistema gue contenia 60 moléculas de tween 80 solvatadas con agua dentro de
una caja de simulacion de 12x12x12 nm. El sistema se simulé mediante el Computador de alto
rendimiento YOLTLA (46), en México, durante 100 nanosegundos con la misma configuracion utilizada
en el punto 4.4.2., esto de manera de poder visualizar la convergencia de las moléculas en una
nanoparticula y posteriormente calcular el radio de giro de esta y compararla con lo descrito en la

literatura.

4.5.2. Sistema de micela hibrida de nucleo lipidico.

Este es un sistema trabajado y desarrollado en el laboratorio de Drug Delivery de la Universidad
de Chile (47), por lo que para generarlo primero se hizo la conversion de las cantidades utilizadas en la
fabricacion de esta nanoparticula en mg a moléculas. Para esto se utilizdé de referencia el trabajo ya
realizado anteriormente por miembros del laboratorio de Drug Delivery y CENDHY (48), donde
portaron la formulacion de una nanoparticula a un modelo AA para luego ser simulado por MD,

resultando la siguiente composicion del sistema:

Tabla 6. Composicion sistema de micela hibrida de ndcleo lipidico.

Molécula CG Cantidad (unidades)
PEG de Acido Léaurico 525
Monoglicérido de Acido Laurico 45
Diglicérido de Acido Laurico 45
Triglicérido de Acido Laurico 45
Tween 20 105
Span 80 30

Como se observa en la Tabla 6, un total de 795 moléculas CG fueron solvatadas en agua dentro
de una caja de simulacion de 20x20x20 nm mediante la utilizacién de PACKMOL, generando un total
de 107.000 beads a simular.

La simulacion se llevd a cabo durante 100 ns utilizando la misma configuracion que en el punto
4.4.2 a una temperatura de 358 K.
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4.5.3. Sistema de transportador lipidico hanoestructurado.
Este sistema también corresponde a un sistema trabajado y desarrollado en el laboratorio de Drug
Delivery de la Universidad de Chile (48), por lo que de igual manera se realiz6 la conversion de

cantidades utilizadas en la fabricacion de mg a moléculas.
Para trabajar con este sistema se generaron 2 MD:

e La primera MD const6 del sistema NLC solo y ya conformado en una esfera, emulando una
nanoparticula. Se decidi6 generar de esta manera la MD como una forma de ahorrar poder
computacional ya que este sistema era mas grande que el sistema LCM y de no hacerse de esta
manera las simulaciones serian inviables.

e La segunda MD const6 del sistema NLC conformado en una esfera junto con un modelo de
Claritromicina CG generado exclusivamente para este sistema utilizando las herramienta “CG
builder”, “automartini”(49) y el FF MARTINI.

4.5.3.1. Sistema NLC solo.

En la Tabla 7 se puede ver la composicion del sistema NLC solo, donde a través de PACKMOL,
se generd un sistema con 6500 moléculas solvatadas en agua dentro de una caja de 50x50x50 nm,
resultando en 420.000 beads a simular, el sistema se simuld por 100 ns con la configuracion descrita en
el punto 4.4.2. a una temperatura de 358 K para de esta manera visualizar la estabilidad de la micela

mediante el uso del FF desarrollado en esta memoria.

Tabla 7. Composicidn sistema NLC solo.

Molécula CG Cantidad (unidades)

Triglicérido Céprico 75
Triglicérido Caprilico 75
Tween 80 200

PEG de Acido laurico 5000
Monoglicérido de Acido Laurico 425
Diglicérido de Acido Laurico 425
Triglicérido de Acido Laurico 425

4.5.3.2. Sistema NLC con claritromicina.
Para esta MD se utiliz6 la misma composicion descrita en la Tabla 7 y mismo tamafio que el

utilizado en el sistema NLC solo, pero al sistema se le afiadieron 150 moléculas de claritromicina CG.
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La MD de este sistema se llevo a cabo de la misma forma que lo descrito en el punto 4.4.2. a una

temperatura de 358 K durante 100 ns para ver el comportamiento de la claritromicina con esta micela.

La generacion del modelo de claritromicina CG fue el mismo que lo descrito en el esquema de
la Figura 6, la Unica diferencia es que la topologia y los pardmetros utilizados para el desarrollo de este
modelo fueron los descritos en el FF MARTINI, es decir, durante la MD el comportamiento de las
moléculas que componian el sistema NLC estaba descrito por el FF desarrollado en esta memoria, y el

comportamiento de las moléculas de claritromicina CG estaba descrito por el FF MARTINI.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Modelos.
A continuacion, en la Figura 9, se presentan los modelos CG generados mediante lo mencionado
en el punto 4.2. superpuestos a su respectivo modelo AA (ver anexo V para mayor detalle).

Lauric Acid PEG Span 80 Labrafac 02

caprilic trygliceride

I . Trilaurin

Capric triglyceride
coco

COCO

CcM

coco coco cM Lauric acid diglyceride

CcT2 cM COcCo coco cM cT2

cM cM

Labrafac 01

cT4 coco

Labrasol

cM
coco ©  eo EO coco o

cT o by
cM 0 EQ cm

Polyoxyethylene Monolaurin

cM cM 0A

CcMm coco OA

Figura 9. Modelos CG de las 14 moléculas utilizadas en esta memoria.

Por otro lado, como se puede observar en la Tabla 8, mediante el desarrollo de un modelo CG a
partir de un modelo AA se puede conseguir una reduccion sustancial del nimero de particulas a simular
por parte de un sistema computacional a la hora de llevar a cabo MD, lo que reduce en gran medida el

poder computacional necesario y aumenta los tiempos y tamafos posibles de los sistemas a simular.
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Tabla 8. Tabla comparativa de nimero de a&tomos en modelo all atoms versus nimero de beads en

modelo coarse-grained.

Compuesto ] NUmero de NuUmero de
. Molécula i
comercial atomos beads
[?lg!lcerldo de &cido 84 1
laurico
PEG de &cido laurico 73 10
Gelucire 44-14 Monoglicérido de acido
o 49 7
laurico
T,rlg.llcerldo de &cido 119 15
laurico
Triglicérido Caprico 101 12
Miglyol 812
Triglicérido Caprilico 83 9
Tween 80 Polisorbato 80 214 30
Span 80 Sorbitdn monooleato 80 74 10
Tween 20 Polisorbato 20 198 29
Kolliphor Hs15 | Hidroxiesterato de 157 22
polioxyl 15
Triglicéridos de cadena 64 8
media (labrafac01)
Labrafac Triglicéridos de cadena
media 66 9
(labrafac02)
Labrasol Polioxiglicéridos 104 13
Poloxamer P188 | Polioxietileno 188 243 29

5.2. Comparacion y validacion de los modelos.

Se llevaron a cabo 28 dinamicas moleculares, correspondientes a las 14 moléculas
seleccionadas en el punto 4.1. tanto en su modelo AA como en su modelo CG. A partir de estas dinamicas
se obtuvieron los graficos de RDF y radio de giro que sirvieron como una manera de comparar ambos
modelos para dejar en evidencia que el FF desarrollado en esta memoria era viable y cumplia con las

expectativas en términos del comportamiento de las moléculas.
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5.2.1. Funcidn de distribucién radial y radio de giro.
A continuacidn, en las Figuras 10, 11 y 12 se muestran los graficos obtenidos a partir de las MD

de tres modelos cuyos graficos representan la tonica de la totalidad de los resultados obtenidos (en el
anexo VI se pueden ver todos los graficos para las 14 moléculas trabajadas):

e Monoglicérido de &cido laurico
e Acido Caprilico

e Tween 80

5.2.1.1. Monoglicérido de acido laurico.

A. RDF Mono Glyceride Lauric Acid AA B. RDF Mono Glyceride Lauric Acid CG

1.5 i 2.5
— CTerminal —iCT2

— CMid 2.0 —CM

1.0 — Ester , [ — COCO
) N \ — oA

g(r)
a(r)

1.
0.5 d

0.0 T x v
0 5 10 0 5 10
Distance / A Distance / A

C. Radio de Giro

— AA
- CG

-
‘f‘

All Atoms: 5.1+0.42

Coarse Grained: 5.1+0.57

0
0

-
o
PO Tac o

Radio of Gyration / A

T T T T
0 500 1000 1500 2000
Time (Ps)

Figura 10. A. Gréfico de RDF de la simulacion AA del monoglicérido de cido laurico, B. Grafico de

RDF de la simulacion CG del monoglicérido de acido laurico, C. Gréafico de radio de giro (AA v/s CG)
del monoglicérido de acido laurico.
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5.2.1.2. Triglicérido Caprilico.

A. RDF Triglyceride Caprilic AA B. RDF Triglyceride Caprilic CG
3 — CTerminal 257 —CT4
— CMid 2.0 —CM
1.04 — Ester — COCO
= =157
] >
1.0 =
0.5
0.5 |
ot—or—--r=Htr——r—————— o.c---/',--...
0 5 10 0 5 10
Distance / A Distance / A
C. Radio de Giro
1 — AA
<51 All Atoms: 5.02+0.57
c —CG
2
'g 104 Coarse Grained: 5.02+0.43
o)
k]
2
©
©
o
0 500 1000 1500 2000
Time (Ps)

Figura 11. A. Grafico de RDF de la simulacion AA del triglicérido caprilico, B. Gréfico de RDF de la

simulacion CG del triglicérido caprilico, C. Grafico de radio de giro (AA v/s CG) del triglicérido
caprilico.
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5.2.1.3. Tween 80.

A RDF Tween 80 AA B. RDF Tween 80 CG
) 25
— CTerminal —CT4
— CMid 2.0 —CM
— Double Bond 1 — CM2
— Ester % — Coco
— EtO 1.0 —EO
— EtOring — EOR
0.5
— OH — OA
0.0
0
Distance / A
C. Radio de Giro

- 207 All Atoms: 7.262+0.685 —AA

p= 154 . - CG

2 Coarse Grained: 8.401+1.120

©

ES

O 107

G

=]

T 59

©

o

O—-n-rrn-rn-rrrn—rrn—rrn—rm—rn—rrn—rrn—nj-n
0 500 1000 1500 2000

Time (Ps)

Figura 12. A. Gréfico de RDF de la simulacion AA del tween 80, B. Gréfico de RDF de la simulacion
CG del tween 80, C. Gréfico de radio de giro (AA v/s CG) del tween 80.

A partir de los graficos de RDF presentados en las figuras anteriores podemos encontrar una
estrecha relacién entre la hidrofilia de la bead en CG o del &tomo de su contraparte AA y la altura de
cada peak, esto es debido a que el otro &tomo/bead evaluado en el par de este grafico es agua, por lo
tanto, se evalla la cercania de cada particula de la molécula en estudio al agua a través del tiempo de
simulacién. Este fendmeno queda mejor representado en el grafico de RDF tween 80 CG, donde
podemos ver gque el mayor peak es el generado por el par OA-agua y el menor peak lo comparten los
pares CM-agua, CT4-agua y CM2-agua, esto ocurre porque el tween 80, al ser una molécula de mayor
tamafio y con mayor movilidad, esconde su cadena hidrofébica (CT4, CM y CM2) entre las
ramificaciones hidrofilicas de la misma (EO, OA) de manera de permitir a la seccion hidrofébica

encontrar un estado de menor energia en su medio de solvatacion (Figura 13). (29).
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Figura 13. Snapshot de tween 80 con su seccidn hidrofébica (color negro) envuelta por la seccion

hidrofilica (color rojo y amarillo), durante la MD descrita en el punto 4.4.4.

Aguella diferencia tan marcada en la altura de estos peaks no se evidencia de la misma forma en
los gréficos de RDF de las Figuras 10 y 11, porque, al tratarse de moléculas mas pequefias y al ser solo
una molécula simulada en un medio acuoso, esta es incapaz de flexionar su seccién hidrofébica para
escapar de alguna manera al medio (50). Por esta razén, se evalué también el radio de giro de las
moléculas durante la MD, ya que asi se evaltan las fuerzas de bending y stretching que estan ocurriendo
en la molécula a causa del medio. Aunque es comun ver que en la mayoria de las publicaciones sélo se
evalle la RDF para validar la parametrizacion de un FF, otras veces es necesario aportar otras
determinaciones como radio de giro, probabilidad de distribucion o area de accesibilidad al solvente para
reafirmar los resultados que se obtienen. (30,51,52)

A diferencia del RDF, el radio de giro mantiene una similitud practicamente exacta entre las
partes AA 'y CG del monoglicérido de acido laurico y del triglicérido caprilico, no asi en el caso del
tween 80. Esto ocurre principalmente debido a la simplificacion de la molécula en su modelo CG, ya que
se pierden ciertos tipos de interacciones inter e intramoleculares que estaban presentes en el modelo AA.
Esto genera que la superficie de energia potencial se aplane en el modelo CG provocando una menor
estabilidad de sus enlaces y una mayor fluctuacion en torno a su centro de masa. (53) Esta diferencia en
los radios de giros de los modelos AA'y CG no es tan evidente en moléculas de menor tamafio, ya que
estas contienen menor cantidad de interacciones, &tomos y enlaces, y al momento de migrar al modelo

CG no sufren en mayor medida una simplificacion de su estructura principal. (54)

En el anexo VI se puede observar de mejor manera esta situacion, moléculas grandes como tween

80, tween 20, Kolliphor HS15 y Poloxamer P188 tienen gréaficos de radio de giro con ciertas diferencias,
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pero es importante recalcar que aun asi la tendencia en el radio de giro de los modelos CG y AA no se

pierde en ninguln caso.

Finalmente, la interpretacion de los graficos de RDF y radio de giro de las moléculas en estudio
permitié determinar la validez y viabilidad del FF desarrollado en esta memoria. Ya que los modelos CG
cumplian con lo esperado en su comportamiento en un medio acuoso, se pudo pasar a la siguiente etapa
de la memoria, la simulacion por MD de sistemas mas complejos con varias de estas moléculas y asi

observar el comportamiento y autoensamblaje de las mismas.

5.3. Sistemas micelares.
5.3.1. Sistema de tween 80.

A continuacién, en la Figura 14 se puede ver la progresion de la MD de este sistema durante los
primero 10 ns de simulacién dando cuenta del comportamiento de sus moléculas en el medio y de su
autoensamblaje en conformacion de nanoparticula. Pasado este tiempo las moléculas se mantienen

estables en su conformacion.

10.0 ns

Figura 14. Evolucién del Sistema de tween 80 desde los 0 ns a los 10 ns. Las particulas color rojo

corresponden a la seccién hidrofilica (COCO, EO y EOR) de las moléculas, las particulas color negro
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corresponden a la porcion hidrofobica (CT4, CM y CM2) de las moléculas, y las particulas color

amarillo corresponden a los hidroxilos terminales (OA) de las moléculas.

En la Figura 15 se puede observar un gréafico del radio de giro de la nanoparticula de tween 80
durante la progresién de los 100 ns de simulacién, este radio de giro se estabiliza llegando a los 50 ns lo
gue significa que a este tiempo la micela se consolida y ocurren menos cambios de posicion y
conformacion de las moléculas dentro de la estructura de la nanoparticula. El valor promedio de radio
de giro obtenido en esta MD fue de 27.40+1,06 A, este valor se puede contrastar con lo encontrado en

la literatura (29) que estipula un radio de giro de 27.55 A,

Radio de giro
50
<
£ 45 Promedio: 27.40+1,06 A
E 40 Literatura; 27.55 A
(G)
‘6 35-
(/2]
=
S 30
(0]
o
25

Time (ns)

Figura 15. Radio de giro de la nanoparticula de tween 80 durante los 100 ns de simulacién.

La Figura 16 representa un corte en seccion transversal de la nanoparticula exhibiendo asi la
conformacion interna que adquiere luego del auto ensamblado de sus moléculas, donde se puede
observar que la porcion hidrofébica de las moléculas se ubica al centro de la nanoparticula y la seccion

hidrofilica la envuelve para asi aislarla del contacto con el agua.
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Figura 16. Vista en seccion transversal de la nanoparticula de tween 80 en su Gltimo fotograma de
simulacion, donde el color negro corresponde a la seccion hidrofébica, el rojo a la seccion hidrofilica y
el amarillo a los OH terminales.

5.3.2. Sistema de micela hibrida de nucleo lipidico.

A continuacidn, en la Figura 17 se encuentra la progresion de la simulacién del sistema de LCM
durante 100 ns. En este sistema es posible notar que las moléculas al cabo de 10 ns ya se encuentran
dispuestas en conformacion de nanoparticula y en los nanosegundos posteriores se produce el

ordenamiento y estabilizacion de la conformacion.

Lo anteriormente mencionado puede ser observado con mayor detalle en la Figura 18 en el
grafico de radio de giro de este sistema durante la MD, donde en los primeros nanosegundos el radio de
giro cae abruptamente desde los 100 A, para después estabilizarse en aproximadamente los 50 A pasados
los 20 nanosegundos, estos significa que pasado este tiempo la nanoparticula se encuentra bien
cohesionada y la fluctuacion causada por la interaccion entre las distintas moléculas que la componen

disminuye.
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10 ns 50 ns 100 ns

Figura 17. Evolucién del Sistema de LCM desde los 0 ns a los 100 ns. Las particulas color rojo
corresponden a la seccion hidrofilica (COCO, EO y EOR) de las moléculas, las particulas color negro
corresponden a la porcidn hidrofébica (CT4, CM y CM2) de las moléculas, y las particulas color amarillo

corresponden a los hidroxilos terminales (OA) de las moléculas.
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Figura 18. Radio de giro de la nanoparticula LCM durante los 100 ns de simulacién.
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Cabe destacar que al tratarse de una formulacién de nanoparticula que nunca se ha desarrollado
ni simulado en CG o algun otro modelo de MD no existen referentes de radio de giro experimentales o
en literatura. Aunque se puede establecer que existe una relacion directa entre el tamafio de una
nanoparticula y su respectivo radio de giro (55), en esto yace la diferencia en el radio de giro entre el

sistema de tween 80 y este sistema de LCM.

En la Figura 19 se puede observar un corte en seccién transversal de la nanoparticula donde, al
igual que en el sistema de tween 80, la seccidn hidrofdbica se concentra en el centro de la nanoparticula

y la seccién hidrofilica forma un recubrimiento externo.

Figura 19. Vista en seccion transversal del sistema de LCM en su ultimo fotograma de simulacion,
donde el color negro corresponde a la seccion hidrofébica, el rojo a la seccion hidrofilica y el amarillo a

los OH terminales.
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5.3.3. Sistema de transportador lipidico nanoestructurado.

5.3.3.1. Sistema NLC solo.

El sistema NLC sin claritromicina fue modelado en disposicion esférica de manera que al
transcurrir el tiempo de simulacién las moléculas que componen este sistema se reordenen de acuerdo a
las distintas interacciones moleculares dentro del sistema, esto se ve reflejado en la Figura 20, donde se
puede apreciar que en el estado final de la simulacion las moléculas se reordenaron siguiendo la misma
tendencia que habiamos visto en los anteriores sistemas, quedando la seccion hidrofilica de la
nanoparticula en la zona externa de esta y la seccion hidrofobica oculta en el nucleo, pero sin modificar

en mayor medida la estructura inicial del sistema.

0O ns 100 ns
Figura 20. Sistema NLC en tiempo 0 versus ultimo fotograma de simulacion. Las particulas color rojo

corresponden a la seccion hidrofilica (COCO, EO y EOR) de las moléculas, las particulas color negro
corresponden a la porcidn hidrofébica (CT4, CM y CM2) de las moléculas, y las particulas color amarillo

corresponden a los hidroxilos terminales (OA) de las moléculas.

Lo anteriormente mencionado también se puede observar en la Figura 21, la cual muestra un
corte en seccién transversal de la nanoparticula en su Gltimo fotograma de simulacion donde la mayor
parte de particulas hidrofébicas (color negro) se concentran en la zona central o nucleo de la
nanoparticula, obviamente esta tendencia del reordenamiento no se nota tan marcada como en los
sistemas anteriores (Figuras 16 y 19), esto se debe a que este sistema es mas grande que los otros dos
sistemas (22 nm versus 8 y 13 nm respectivamente), entonces las moléculas individualmente no son

capaces de ocupar completamente el radio transversal de la nanoparticula (de superficie a nacleo), por
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lo que se forman estas especies de areas con mayor densidad de particulas hidrofébicas estabilizadas con

las respectivas particulas hidrofilicas que componen a cada molécula.

22 nm

Figura 21. Vista en seccidn transversal del sistema NLC en su Gltimo fotograma de simulacién, donde
el color negro corresponde a la seccion hidrofdébica de la molécula, el rojo a la seccidn hidrofilica y el

amarillo a los OH terminales.
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Figura 22. Radio de giro de la nanoparticula NLC durante los 100 ns de simulacion.
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El objetivo principal de la simulacion de este sistema era evidenciar la estabilidad estructural de
la nanoparticula previamente modelada en forma esférica a través del tiempo en una MD. La Figura 22
muestra el grafico de radio de giro en relacion al tiempo de este sistema dejando en evidencia que, aunque
exista un reordenamiento interno de la posicion estructural de sus componentes, no hay una modificacién

sustancial en la forma y tamafo de la nanoparticula.

Este grafico de radio de giro también refleja lo anteriormente mencionado sobre la relacion que
existe entre el tamafio de la nanoparticula y el respectivo radio de giro que se observa. Es importante
recalcar que la simulacion de este sistema se realizdé durante 100 ns solamente, pero de acuerdo a la
tendencia del gréafico en la Figura 22 se esperaria que la estabilidad de la nanoparticula en su forma y

tamafo se mantuviera en tiempos mayores de simulacion.
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5.3.3.2. Sistema NLC con claritromicina.

» Yice

L

$ ..
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) 50 ns

Figura 23. Evolucion del Sistema de NLC desde los 0 ns a los 100 ns. Las particulas color rojo
corresponden a la seccion hidrofilica (COCO, EO y EOR) de las moléculas, las particulas color negro
corresponden a la porcion hidrofébica (CT4, CM y CM2) de las moléculas, las particulas color amarillo
corresponden a los hidroxilos terminales (OA) de las moléculas y las moléculas color cian corresponden

a la claritromicina.

La Figura 23 muestra la evolucion del sistema NLC con claritromicina durante 100 ns donde se
puede observar como va disminuyendo la cantidad de claritromicina del medio ya que va ingresando
poco a poco al interior de la nanoparticula. Esto ocurre porque la claritromicina es una molécula
principalmente hidrof6bica por lo que encuentra estabilidad en el nlcleo de la nanoparticula donde se
encuentra la mayor cantidad de particulas hidrofébicas. Por otro lado, la Figura 25 muestra el altimo
fotograma de la simulacion (100 ns) donde se puede observar que la mayor cantidad de claritromicina se
encuentra en el nacleo de la nanoparticula, confirmando asi la tendencia de la claritromicina de ingresar

y mantenerse en el nicleo de la nanoparticula.
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La Figura 24 muestra el modelo CG de claritromicina desarrollado para esta memoria
superpuesto a su contraparte AA. Es importante tener en consideracion que este modelo fue
parametrizado mediante el uso del FF MARTINI, por lo que no existe una convergencia con el campo
de fuerza desarrollado en esta memoria, por lo tanto, el comportamiento que exhibe esta molécula y que
se presenta en la Figuras 23, 25 y 26 esta determinado principalmente por las interacciones entre el

sistema y el agua presente en el medio.

Figura 25. Sistema NLC con claritromicina en su ultimo fotograma de simulacion, el color blanco
trasparente corresponde a la nanoparticula y el color cian corresponde a las moléculas de claritromicina.
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A continuacién, en la Figura 26 podemos ver el grafico de % de claritromicina que se encuentra
en el nicleo de la nanoparticula en funcion del tiempo que transcurre durante la MD. Como podemos
observar hay una marcada tendencia de la claritromicina a entrar a la nanoparticula, pero también se
evidencia una especie de equilibrio donde algunas moléculas estan ingresando a la nanoparticula, pero
también otras estan saliendo de esta. De este grafico se puede obtener que el maximo de claritromicina
gue ingresé al nicleo de la nanoparticula fue un 73,3% de la totalidad de moléculas de claritromicina, lo
que equivale a 110 de un total de 150 moléculas. Si bien experimentalmente este sistema exhibe un
ingreso del 98% de claritromicina al nlcleo de la nanoparticula (publicacion en proceso), el sistema es
de un tamafio considerablemente mayor en comparacion con el modelo propuesto (120 nm versus 22
nm), esta diferencia de tamafio puede ser significativa en la capacidad que tiene la nanoparticula de
albergar a la claritromicina en su ntcleo. Ademas, como se mencioné anteriormente la parametrizacion
de la claritromicina fue basada en el FF MARTINI por lo que este sistema ignora todas las posibles
interacciones intermoleculares entre la claritromicina y los demas componentes del sistema que no estan
relacionadas a la hidrofilia de esta, por lo tanto, es esperable que si se optimiza este FF para agregar a la
claritromicina dentro de sus parametros y topologia, los resultados de carga de esta en el nucleo de la

nanoparticula serdn mucho mas favorables que los presentados en esta instancia.

Si bien esta dindmica se realiz6 durante 100 ns, es posible predecir que a medida que los tiempos
aumentan también lo haré el porcentaje de claritromicina que ingresa y que se mantiene en el nicleo de

la nanoparticula.
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Figura 26. Grafico del % de claritromicina que ingresa al ntcleo del sistema NLC en funcion del

tiempo en nanosegundos.
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VI. CONCLUSIONES

Se seleccionaron 14 moléculas lipidicas relacionadas al desarrollo de nanoparticulas lipidicas
como sistemas de liberacion de medicamentos y a partir de su topologia AA se logré definir la topologia
del FF para modelos CG de cada una de ellas, el uso de esta topologia CG logrd disminuir en

aproximadamente un 87% la cantidad de particulas a simular en una MD.

Se genero6 un FF en CG donde estuvieron definidos los pardmetros de energia de enlace, angulos
de enlace, diedros e interacciones no enlazantes para las 14 moléculas seleccionadas, el FF resulto (til

para la simulacion molecular de cualquiera de las moléculas, aisladas o en sistemas.

A través de la simulacion molecular AA-MD y CG-MD de las 14 moléculas y su posterior
comparacion mediante la utilizacion de la RDF y el radio de giro, se logr6 establecer que existia una
similitud entre ambos modelos (AA 'y CG) referente a su comportamiento hidrofilico/hidrofébico y a las
distintas fuerzas de bending y stretching que existen en la molécula cuando esta es simulada en un

ambiente acuoso.

Fue posible observar el comportamiento otorgado por el FF desarrollado en esta memoria de los
distintos modelos dentro de un sistema complejo, se observd la auto agregacion de las moléculas lipidicas
desde un estado desordenado hasta la convergencia en clusters y la subsecuente conformacion de
nanoparticula, principalmente en dos sistemas, uno compuesto por tween 80 y otro sistema de micela

hibrida de nucleo lipidico compuesto por distintas moléculas lipidicas.

Ademas, se logrd establecer que el FF desarrollado en esta memoria es apropiado para la
simulacién mediante dinamica molecular clasica de nanoparticulas lipidicas mas complejas, como lo son
los transportadores lipidicos nanoestructurados, y también el uso y combinacion de este FF junto con
otros FF, como MARTINI. permite estudiar la interaccion que pueden tener estas nanoparticulas lipidicas
con algunos farmacos, pudiendo de esta manera observar y a su vez cuantificar la cantidad de fa&rmaco

que es capaz de ingresar al ncleo de una nanoparticula (capacidad de carga).
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A partir de lo anteriormente mencionado se puede concluir que la utilizacion de modelos y
campos de fuerza CG pueden ser de mucha ayuda a la hora de estudiar el comportamiento de distintos
tipos de moléculas, en este caso moléculas lipidicas utilizadas principalmente en el desarrollo de
nanoparticulas como sistemas de liberacion de medicamentos, pero lamentablemente aln existen grandes
limitantes para este tipo de sistemas en donde entran en calculo una gran cantidad de particulas/atomos,
ya que se requieren grandes cantidades de recursos computacionales para llevar a cabo estas MD y que
muchas veces no se encuentran disponibles, aunque con la velocidad a la que evoluciona la tecnologia
hoy en dia no seria excesivo pensar que en el cercano plazo sea posible llevar a cabo simulaciones incluso
maés grandes y complejas que las presentadas en esta memoria en equipos computaciones destinados para

uso personal o de oficina.

De todas maneras, el desarrollo de este campo de fuerza puede ser de gran utilidad como una
manera de contrastar y entender a nivel molecular cuales son los mecanismos y resultados que se
obtienen a la hora de estudiar y ensayar distintas formulaciones de nanoparticulas junto con la interaccion
de estas con diferentes farmacos.
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VIIl. ANEXOS

8.1. Anexo I: Glosario.
Area de accesibilidad al solvente: Es el area superficial de una biomolécula que es accesible para un
solvente, (56) es calculada comdnmente usando el algoritmo de la esfera giratoria, este algoritmo utiliza

una esfera de solvente de un radio especifico para ser “probada” en la superficie de la molécula. (57)
Bending: Vibracion molecular donde los &ngulos de enlace se expanden y comprimen. (58)

Cluster: Dos 0 méas equipoS computacionales que trabajan entre si al mismo tiempo, compartiendo
recursos y pudiendo acceder a estos recursos a través del internet bajo un host name y una IP. (59)

Fotograma: (Equivalente a cuadro) Se puede considerar como una imagen estatica de un video o
reproduccion. Originalmente las peliculas de cine y television eran reproducidas bajo la sucesion de un

nimero de fotograma en una tasa de tiempo. (60)
Hidrofilia: Que tiene o presenta afinidad al agua. (61)

Mapeo: Proviene del término mapear y se refiere a la accion de asignar y representar graficamente la
distribucion relativa de las partes de un todo. (62) En el caso de esta memoria, por ejemplo, asignar una

representacion gréfica (bead) a un grupo o conjunto de atomos en una molécula.

Minimizacién: Es el proceso de encontrar un arreglo en el espacio de un grupo de &tomos donde, de
acuerdo a un modelo computacional, la energia interatdbmica de cada 4&tomo es aceptablemente cercana

a cero y la posicion en el potencial de energia superficial es un punto estacionario. (63)

Probabilidad de distribucion: En estadistica la probabilidad de distribucion es una funcion matematica
que da cuenta de la probabilidad de ocurrencia de diferentes resultados posibles en un experimento o

ensayo. (64)

Python: Lenguaje de programacion de alto nivel interpretado, orientado a objetos y con semantica

dinamica. (65)

Script: Programa o secuencia de instrucciones que es interpretado o llevado a cabo por otro programa.
(66)

Snapshot: Fotografia o captura de pantalla.

Software: Es un grupo de instrucciones, datos o programas usados para operar en computadores y

ejecutar tareas especificas. (67)

Stretching: Vibracion molecular donde los largos de enlace se expanden y comprimen. (68)
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Trayectoria: Conjunto de puntos que sigue un cuerpo en movimiento, en términos de esta memoria, un

atomo o bead en movimiento. (69)
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8.2. Anexo Il: Pardmetros No enlazantes utilizados en el campo de fuerza

Enlace K (kcal moltA?) ro (A)
P4 P4 -0.895 4371
BP4 BP4 -0.895 4371
P4 cT -0.36 4.478
BP4 CT -0.36 4.478
P4 CM -0.34 4.4385
BP4 CM -0.34 4.4385
P4 CT2 -0.29 4.296
BP4 CT2 -0.29 4.296
P4 CT4 -0.36 4.478
BP4 CT4 -0.36 4.478
P4 CM2 -0.478 4.4385
BP4 CM2 -0.478 4.4385
P4 EO -0.57 431
BP4 EO -0.57 431
P4 OA -0.7 3.95
BP4 OA -0.7 3.95
P4 EOR -0.72 431
BP4 EOR -0.72 431
P4 COCO -0.813 431
P4 COO -0.813 431
BP4 COCO -0.813 431
BP4 COO -0.813 4.31
P4 PPO -0.8365 4.7
BP4 PPO -0.8365 4.7
CT CT -0.469 4.585
CT CM -0.444 4.5455
CT CT2 -0.444 4.585
CT CT4 -0.469 4.585
CT CM2 -0.765 4.3
CT EO -0.41 4.34
CT OA -0.4372 4.033
CT EOR -0.41 4.34
CT COCO -0.5975 4.3
CT COO -0.5975 4.3
CT PPO -0.50375 4.3
CM CM -0.42 4.506
CM CT2 -0.362 4.3635
CM CT4 -0.362 4.3635
CM CM2 -0.42 4.506
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CM EO -0.377 4.274
CM OA -0.365 3.987
CM EOR -0.377 4.274
CM COCO -0.377 4.274
CM COO -0.377 4.274
CM PPO -0.377 4.274
CT2 CT2 -0.312 4.221
CT2 CT4 -0.312 4.221
CT2 CM2 -0.362 4.3635
CT2 EO -0.37 4.14
CT2 OA -0.38 3.84
CT2 EOR -0.37 4.14
CT2 COCO -0.37 414
CT2 COO -0.37 414
CT2 PPO -0.37 4.14
CT4 CT4 -0.469 5.585
CT4 CM2 -0.444 5.5455
CT4 EO -0.41 4.34
CT4 OA -0.4372 4.033
CT4 EOR -0.41 4.34
CT4 COCO -0.41 4.34
CT4 COO -0.41 4.34
CT4 PPO -0.41 4.34
CM2 CM2 -0.42 4.5
CM2 EO -0.38 4.3
CM2 OA -0.37 4.3
CM2 EOR -0.38 4.3
CM2 COCO -0.38 4.3
CM2 COO0 -0.38 4.3
CM2 PPO -0.38 4.3
EO EO -0.405 4.25
EO OA -0.44 3.89
EO EOR -0.405 4.25
EO COCO -0.405 4.25
EO COO -0.405 4.25
EO PPO -0.8174 4.5
OA OA -0.4491 3.713
OA EOR -0.44 3.89
OA COCO -0.44 3.89
OA COO -0.44 3.89
OA PPO -0.44 3.89
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EOR EOR -0.405 4.25
EOR COCO -0.405 4.25
EOR COO -0.405 4.25
EOR PPO -0.405 4.25
COCO COCO -0.405 4.25
COCO COO -0.405 4.25
COCO PPO -0.405 4.25
COoO COO -0.405 4.25
COO PPO -0.405 4.25
PPO PPO -0.82457 4.7
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8.3. Anexo IlI: Scripts utilizados.

8.3.1. Script I: Topology.py

from sys import argv
script, filename = argv
filel=open(filename,"r")
result=[] sub=[] mass=[] atoms={} masses={'c":12,'C":12,'0":16,'0":16,'N":14,'n":14} summas=0
sumalist=[] smi=[] count=1 countlist=0
print("'Generic types")
for line in filel:
result.append(line)
for item in result:
word=item.split()
sub.append(word)
for term in sub:
if len(term)==9 and not 'id" in term:
if not term[1] in mass:
mass.append(term[1])
for term in sub:
if len(term)==9 and not 'id" in term:
if not term[8] in smi:
smi.append(term[8])
for smile in smi:
smiatoms= list(smile)
for atom in smiatoms:
if atom in masses.keys():
summas=summas+masses.get(atom)
sumalist.append(summas)
summas=0
for item in mass:
print('MASS',count,item,sumalist[countlist],'!")
count=count+1
countlist=countlist+1
print(")
for term in sub:
if len(term)==2:
print("'molecula\nRESI',term[0],'0.0',\nGROUP")
for term in sub:
if len(term)==9 and not 'id" in term:
printATOM' term[4],term[1],'0.0",'I",term[8])
atoms[term[0]] = term[4]
print('\n!")
for term in sub:
if len(term)==5 and not 'length’ in term:
print('BOND',atoms.get(term[0]),atoms.get(term[1]))
if len(term)==4:
print('BOND',atoms.get(term[0]),atoms.get(term[1]))
print("\n!")
for term in sub:
if len(term)==6 and not 'force.c.' in term:
print('ANGLES',atoms.get(term[0]),atoms.get(term[1]),atoms.get(term[2]))
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print('\n!")
for term in sub:
if len(term)==7 and not ;" in term:
print(DIHEDRAL',atoms.get(term[0]),atoms.get(term[1]),atoms.get(term[2]),atoms.get(term[3]))
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8.3.2. Script 11: Make-CG-psf.tcl
package require cgtools

# load new coarse-grained system
set cgmol [mol new molecule.pdb]

HitHHt

# make preliminary psf
package require psfgen
resetpsf

topology molecule.top

segment L {
pdb molecule.pdb
first none
last none
}
coordpdb molecule.pdb L
#
guesscoord
writepdb molecule_out.pdb
writepsf molecule_out.psf

# recentering the patch (for convenience)

mol load pdb molecule_out.pdb

set all [atomselect top all]

$all moveby [vecinvert [measure center $all]]
$all writepdb molecule_out.pdb



8.3.3. Script I11: Solvate.tcl

source ../../05-scripts/solvate.tcl

solvate molecule.psf molecule.pdb -0 molecule_solvated -s WT -x 27 -y 27 -z 27 +x 27 +y 27 +z 27 -b
5 -spdb cgwaterbox-90W-10WAF-100A-QQQ.pdb -spsf cgwaterbox-90W-10WAF-100A-QQQ.psf -
stop martini-water.top -ws 100 -ks {name W WAF}

file delete combine.pdb

file delete combine.psf

file delete solvated.log

exit
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8.3.4. Script 1V: Measure_Dimension_Center.tcl

mol load pdb molecule_H20.pdb

set sel [atomselect top all]

set minmax [measure minmax $sel]

set min_x [lindex [lindex $minmax 0] 0]
set max_x [lindex [lindex $minmax 1] 0]
set min_y [lindex [lindex $minmax 0] 1]
set max_y [lindex [lindex $minmax 1] 1]
set min_z [lindex [lindex $minmax 0] 2]
set max_z [lindex [lindex $minmax 1] 2]

### Resultado

set lenght_x [expr $max_x - $min_x]
set lenght_y [expr $max_y - $min_y]
set lenght_z [expr $max_z - $min_z]

puts "$lenght_x\t$lenght_y\t$lenght_z\n"

set center [measure center $sel]
puts "$center\n”
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8.3.5. Script V: Main_gyr.tcl

source gyr_radius.tcl
source center_of mass.tcl

set outfile [open radius_of_gyration.txt w]
puts $outfile "i rad_of _gyr"

set nf [molinfo top get numframes]
setiO
set prot [atomselect top "noh resname DLA"]
while {$i < $nf} {
$prot frame $i
$prot update
set i [expr {$i + 1}]
set rog [gyr_radius $prot]
puts Soutfile "$i $rog"
}

close $outfile
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8.3.6. Script VI: Sasa.tcl

set n [molinfo top get numframes]
set outfile [open sasa.dat a]

for {setiO}{$i<$n} {incri}{
set all [atomselect top "resname DLA" frame $i]
set r [measure sasa 1.4 $all]
#puts [list $i $r]
puts Soutfile [format " %d\t%.4f" $i $r]
}

puts "Revisar archivo sasa.dat"
close $outfile
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8.3.7. Script VII: Contactos.tcl
# noh protein and same residue as within 4 of resname UNL
set selecl "resname CLR and same residue as within 5 of resname DLA"
#
#
set num_steps [molinfo top get numframes]
# total list
seta_out [list]
#
puts "Frame\tNumero"
for {set frame 0} {$frame < $num_steps } {incr frame} {
# Get the correct frame
set sel [atomselect top $selecl frame $frame]
# To get the residue and id
set d_out [Isort -unique [$sel get {resname resid}]]
#
set num_length [llength $d_out]
puts "$frame\tdnum_length"
#
for {set j 0} {$j < $num_length} {incr j} {
set residname [lindex $d_out $j]
#
set name [lindex $residname 0]
set resid [lindex $residname 1]
#
set all "$name$resid"”

lappend a_out $all

#
# delete variable
$sel delete
unset sel
¥
# Count number of unique element in a list

set outfile [open contact.txt w]
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set counters {}
foreach item $a_out {
dict incr counters $item
}
set xx 0
setlol 0
dict for {item count} $counters {
set frac_num [expr { $count * 1.0/$num_steps } ]
set perce_num [expr { $count * 1.0/$num_steps } * 100 ]
puts $outfile "${itemPt$count\tScount/Snum_steps\t$frac_num\tSperce_num"”
#
incr xx
incr lol $count
}
set total [expr { $xx * $num_steps } ]
set total_frac [expr { $lol * 1.0 / $total } ]
set total_frac_perce [expr { $lol * 1.0/ $total } * 100 ]

puts Soutfile " "
puts Soutfile " "
puts Soutfile " Numero claritromicina : $xx "

#puts $outfile " Total capturada : $lol/$total = $total_frac = $total_frac_perce"

close $outfile
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8.4. Anexo 1V: Archivo de configuracion NAMD.

set inputname run_1
set outputname run_1

set temperature  358.00

cosAngles on
structure molecule.psf
coordinates molecule.pdb

#temperature  $temperature

if {1}{

binCoordinates Sinputname.restart.coor
binVelocities Sinputname.restart.vel
extendedSystem $inputname.restart.xsc
COMMotion  yes

¥

firsttimestep 0

B R R R R R R R R R R
## SIMULATION PARAMETERS H
O T

# Input

paraTypeCharmm  on

parameters proyect-bonds-angles.par
parameters proyect-all-nonb.par

#

# Force-Field Parameters
exclude 1-2
1-4scaling 1.0
cutoff 15.0
switching on
martiniSwitching on
PME off

switchdist 9.0
pairlistdist 15.0
dielectric 15.0

# Integrator Parameters
timestep 2.0
nonbondedFreq 1
stepspercycle 10

# Constant Temperature Control
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langevin yes ;# do langevin dynamics

langevinDamping 1 ;# damping coefficient (gamma) of 1/ps
langevinTemp $temperature

langevinHydrogen off ;# don't couple langevin bath to hydrogens

# Periodic Boundary Conditions

if {0} {

cellBasisVectorl 295.34 0 0
cellBasisVector2 0 30349 O
cellBasisVector3 0 0 285.90
cellOrigin -212 160 -5.16

}

margin 6.0
wrapAll on

# Constant Pressure Control (variable volume)
useGroupPressure  no

useFlexibleCell no

useConstantArea no

useConstantRatio  no

langevinPiston yes

langevinPistonTarget 1.01325 ;# in bar -> 1 atm
langevinPistonPeriod 2000. #usually 2000 for RBCG system
langevinPistonDecay 1000. #usually 1000 for RBCG system
langevinPistonTemp  $temperature

# Output

outputName $outputname
restartfreq 100

dcdfreq 100000
xstFreq 100

outputEnergies 100
outputPressure 100

R R R A A R R R R R R R
## EXECUTION SCRIPT i
R R A R R R A R R R R

#minimize 100000
run 500000000
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8.5. Anexo V: Modelos all atoms / coarse grained.

8.5.1. Diglicérido de &cido laurico

8.5.3. Mono glicérido de &cido laurico
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8.5.4. Tri glicérido de acido laurico
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8.5.6. Tri glicérido caprilico

8.5.7. Tween 80
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8.5.8. Span 80
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8.5.10. Tween 20

8.5.11. Labrafac 01
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8.5.12. Labrafac 02

8.5.13. Labrasol

8.5.14. Poloxamer P188

"?'9'?"'
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8.6. Anexo VI: Gréficos de RDF y radio de Giro de todas las moléculas trabajadas.

8.6.1. Diglicérido de &cido laurico
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8.6.2. PEG de acido laurico
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8.6.3. Monoglicérido de &cido laurico

RDF Mono Glyceride Lauric Acid AA
1.5

RDF Mono Glyceride Lauric Acid CG

) 2.5
— CTerminal —CiT2
— CMid 2.0 —CM
1.0 — Ester - — COCO
% — OH g — 0A
0.5 L
0.5
0.04 T T 0.0
0 5 10 0 5 10
Distance / A Distance / A
Radio de Giro
15 — AA
< 71 All Atoms: 5.12+0.42
e ] - CG
S 1
g 101 Coarse Grained: 5.09+0.57
o <4
5
g 7]
vl 4
4 J
e m—
0 500 1000 1500 2000
Time (Ps)
8.6.4. Triglicérido de &cido laurico
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8.6.5. Triglicérido c4prico
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8.6.7. Tween 80
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8.6.9. Kolliphor HS15

RDF Kolliphor HS15 AA RDF Kolliphor HS15 CG
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8.6.11. Labrafac 01
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8.6.13. Labrasol
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8.6.14. Poloxamer P188
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