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RESUMEN

La dindmica molecular es una metodologia numérica que se ha empleado con gran éxito para modelar
y simular una gran variedad de sistemas biomoleculares. El auge de esta metodologia se debe en gran
parte al uso de software especializado que facilita la preparacion y simulacion del sistema de interés y
ademas proporciona herramientas para el analisis de las trayectorias dindmicas. Un inconveniente que
presenta este tipo de software es que por construccion Unicamente es posible modelar aquellas
biomoléculas que estdn definidas en los denominados campos de fuerza. Si la molécula de interés no
esta presente en el campo de fuerza a emplear, entonces, el usuario podria construir dicha molécula a
partir de la informacion preexistente en el campo de fuerza. En este trabajo se presenta el protocolo para
modelar mediante grano grueso el acido araquidénico empleando el software de uso libre GROMACS
en conjunto con el campo de fuerza SIRAH. Se presentan resultados del montaje de un sistema
monocomponente en presencia de solvente explicito, asi como el analisis de la funcion de distribucion
radial. La estructura del acido araquidonico se mantiene estable y se observa la formacidon espontanea
de aglomerados en la suspension. Este protocolo permitira a otros usuarios utilizar el acido araquidonico
en sus propias simulaciones o bien, seguir un proceso similar para definir sus propias moléculas de

intereés.
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A Coarse-Grained Modeling Protocol for Arachidonic Acid using
GROMACS based on SIRAH

ABSTRACT

Molecular dynamics is a numerical methodology that has been successfully used to model and simulate
a wide variety of biomolecular systems. The widespread adoption of this methodology is largely due to
the availability of specialized software that facilitates system preparation and simulation, while also
providing tools for the analysis of dynamic trajectories. One limitation of such software is that, by
design, it can only simulate biomolecules that are defined within the so-called force fields. If the
molecule of interest is not available in the selected force field, the user may construct it based on pre-
existing information within the same framework. This work presents a protocol to model arachidonic
acid using a coarse-grained approach, implemented through the open-source GROMACS software in
combination with the SIRAH force field. We present results from the setup of a monocomponent system
in explicit solvent, as well as the analysis of the radial distribution function. The structure of arachidonic
acid remains stable throughout the simulation, and spontaneous aggregation is observed in the
suspension. This protocol may serve as a reference for other users wishing to incorporate arachidonic

acid into their own simulations or to define other molecules of interest following a similar procedure.
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INTRODUCCION

La dinamica molecular es uno de los primeros métodos de simulacion computacional que surgio
alrededor de los afios 60’s. En sus inicios se emple6 para estudiar las propiedades de sistemas de esferas
duras (Alder & Wainwright, 1959) y, unos afios mas tarde, las propiedades del argon en estado liquido
(Rahman, 1964). A finales de los afios 70’s se realizé la primera simulacion de un sistema biomolecular
(McCammon, Gelin, & Karplus, 1977). El recorrido desde esta primera simulacion de una proteina
hasta la fecha, no ha sido sencillo, sin embargo, la dinamica molecular ha tenido un progreso enorme.
En particular, el modelado de las interacciones, junto con la velocidad y robustez de los algoritmos, ha
experimentado un avance significativo (Karplus & Lavery, 2014).

Una de las caracteristicas distintivas de la dindmica molecular (DM) es que a partir de la ecuacién de
movimiento de Newton es posible conocer las posiciones y velocidades individuales de cada particula,
esto a su vez da lugar al analisis y estudio de las propiedades estructurales y dindmicas del sistema de
interés (Robert-Jiménez, 2023). Por otro lado, una gran ventaja de la DM es que las funciones que
modelan las interacciones entre particulas (potenciales de interaccion), pueden “prenderse” o “apagarse”
a voluntad del simulador, es decir, es posible poner o quitar alguna interaccion para explorar la
importancia o el efecto que tiene sobre el comportamiento y propiedades del sistema (Karplus & Lavery,
2014).

Aunado a lo anterior, en la actualidad se reconoce ampliamente que la simulacién computacional no
solo sirve para corroborar resultados experimentales, sino que también se ha consolidado como una
herramienta poderosa con un sélido poder predictivo (Wong-ekkabut & Karttunen, 2016). En el caso
particular de la DM, se emplea como guia para interpretar resultados experimentales y, en ocasiones,
los papeles se han invertido pues el trabajo experimental ha encontrado su motivacion al buscar
corroborar resultados de simulacion (Karplus & Lavery, 2014). Un claro reflejo de la importancia del
campo de la simulacién computacional de sistemas biomoleculares son los dos premios nobel que se
han otorgado dentro de esta area de investigacion. En el 2013 se otorgd a Martin Karplus, Michael Levitt
y Arieh Warshel por su trabajo en el desarrollo de modelos multiscala en sistemas quimicos complejos.

De manera mas reciente, en el 2024, este premio lo ganaron David Baker, Demis Hassabis y John M.

Jumper debido a sus contribuciones en el disefio computacional de proteinas y la prediccion de sus




estructuras utilizando inteligencia artificial.

En la ultima década, la DM se ha popularizado en gran medida debido al incremento en el poder
computacional en equipos personales. El aumento en el nimero de procesadores, capacidad de memoria
RAM, uso de discos de estado solido e integracion de GPUs ha permitido realizar simulaciones
biomoleculares de manera mas eficiente y accesible. Otro factor clave en la expansion de la DM es la
amplia disponibilidad de software especializado. Entre los programas mas utilizados destacan
GROMACS, NAMD, LAMMPS y AMBER, entre otros. Este tipo de software se caracteriza por su alta
eficiencia en el uso de recursos computacionales, lo que permite modelar sistemas cada vez mas
complejos en términos de interacciones y nimero de particulas, al mismo tiempo que se alcanzan escalas
de tiempo mas cercanas a las observadas experimentalmente. Si bien estos avances han hecho que la
DM sea mas accesible en equipos personales, sigue existiendo la necesidad de realizar simulaciones a
gran escala que aun dependen del uso de supercomputadoras, especialmente cuando se requiere modelar
sistemas de gran tamafio o escalas temporales cercanas al experimento.

La DM es un método de simulacion que sigue la mecanica clasica y, en general, su objetivo es simular
el movimiento de un sistema de particulas (Robert-Jiménez, 2023). Para tener éxito es imprescindible
tener conocimiento del potencial de interaccion, esto es, de las funciones para modelar la interaccion
entre particulas. Una vez definida la funcion potencial es posible obtener las fuerzas y con ello, resolver
las ecuaciones de movimiento de cada particula (Karplus & Lavery, 2014). Al conjunto de funciones
potencial y coleccion de parametros asociados a dichas ecuaciones se le denomina campo de fuerza. Un
campo de fuerza esta compuesto de términos que representan interacciones de enlace, restricciones en
angulos, torsiones y términos para aquellas particulas separadas una cierta distancia: interacciones de
van der Waals y electrostaticas.

Todo software de DM incluye un cierto nimero de campos de fuerza y, aunque la forma funcional de
los campos de fuerza es similar para todos ellos, transferir o emplear un campo de fuerza de un software
a otro no es una tarea sencilla. Por otro lado, cada campo de fuerza se basa en un conjunto de
biomoléculas y atomos cuyos pardmetros fueron determinados previamente, ya sea mediante

simulaciones mas sofisticadas o para reproducir datos experimentales en condiciones especificas.

Entonces, al escoger un campo de fuerza, el usuario esta restringido a trabajar con las moléculas que




vienen definidos en ¢l y a utilizar los pardmetros para dicho campo de fuerza. En general, no es
recomendable mezclar campos de fuerza, es decir, combinar funciones y parametros de distintos campos
puede generar inconsistencias fisicas en los resultados (Monticelli & Tieleman, 2013).

En este trabajo mostramos el proceso para incorporar una molécula que no esta incluida en la base de
datos del campo de fuerza de grano grueso SIRAH. En particular, debido a la afinidad con las lineas de
investigacion de nuestro grupo de trabajo, el protocolo presentado se ha disefiado para el acido
araquidonico; sin embargo, los pasos a seguir para otras biomoléculas deberian ser similares. La
construccion del acido araquidonico se realiza siguiendo los principios de parametrizacion de SIRAH y
utilizando las definiciones preestablecidas de moléculas y particulas en este campo de fuerza. Mas que
un analisis detallado de las propiedades fisicoquimicas del AA, buscamos proporcionar una guia
metodoldgica que pueda servir a otros investigadores interesados en extender el uso de SIRAH a nuevas
biomoléculas.

En la siguiente seccion se presenta una descripcion general del acido araquidonico y, principalmente, el
procedimiento para incorporar esta molécula en el campo de fuerza SIRAH empleando el software
GROMACS. Posteriormente, se detallan aspectos clave de la dinamica molecular, asi como los
resultados del modelado y simulacion de un sistema compuesto exclusivamente por moléculas de acido
araquidonico. Finalmente, se presentan observaciones y perspectivas para trabajos futuros.
METODOLOGIA

El acido araquidonico (AA) se caracteriza por su flexibilidad conformacional atribuida a la presencia de
multiples dobles enlaces en su estructura, esto le permite interactuar con proteinas y, a su vez, al
incorporarse en los fosfolipidos de la bicapa lipidica contribuye a la fluidez de las membranas celulares.
Esta presente en tejidos como el musculo esquelético, el cerebro, el higado y la retina, donde forma parte
de los fosfolipidos de membrana. Ademas, ha sido ampliamente utilizado en estudios biologicos como
agente inductor de agregacion de proteinas (Hanna & Hafez, 2018).

En la simulacion computacional mediante DM existen, de forma general, dos tipos de modelado:
atomistico y grano grueso. En la dindmica con modelacion atomistica se emplea una representacion

explicita, es decir, cada atomo de la proteina esta presente en el sistema de simulacion. Un sistema

atomistico que contiene una o mas proteinas, mas el solvente, puede contener miles o hasta millones de




atomos, interactuando unos con otros. Por otro lado, los modelos de grano grueso (CG, del inglés Coarse
Grain) reducen el numero de particulas en la simulacion y, por consiguiente, disminuye el costo
computacional. Por ejemplo, si una molécula esta representada por 120 atomos en un modelo atomistico,
en un modelo CG, la misma molécula se podria representar con 10 o 12 particulas o beads (un bead de
grano grueso es una representacion esférica de un aglomerado de particulas o atomos) (Robert-Jiménez,
2023). Ademas de la reduccién en el nimero de particulas, en el modelado de grano grueso también se
emplea un paso en el tiempo mas largo en comparacion con el modelado atomistico. Ambas
caracteristicas permiten, por un lado, simular sistemas mas grandes y, por otro lado, acelerar la dinamica
y acceder a escalas temporales mas cercanas a las experimentales (Ing6lfsson et al., 2014).

Los procesos de agregacion de proteinas requieren escalas temporales muy grandes, por lo cual su
estudio con DM atomistica es computacionalmente muy costoso en la mayoria de los casos. Por ello, en
muchas ocasiones la unica via para observar la ruta de formacion de oligomeros es a través del modelado
de grano grueso. En nuestro grupo de trabajo estamos interesados en emplear el AA en la induccion de
la agregacion de proteinas desordenadas. Para este objetivo, tenemos contemplado emplear el campo de
fuerzas de grano grueso SIRAH (Darré et al., 2015). Sin embargo, el acido araquidonico no forma parte
del conjunto de biomoléculas de dicho campo. Aqui presentamos la metodologia para su modelacion y
simulacion en SIRAH; se explican los pasos que seguimos, la forma de modificar los archivos base asi
como las condiciones y parametros bajo los cuales se llevara a cabo la simulaciéon de un sistema
monocomponente.

El protocolo que se detalla a continuacion fue disenado para el paquete de simulacion GROMACS
empleando el campo de fuerzas de grano grueso SIRAH. GROMACS es un paquete de software
especializado en realizar simulacion de dinamica molecular enfocado principalmente en moléculas
bioquimicas como proteinas, lipidos y acidos nucleicos (GROMACS Development Team, 2024).
Ademas, proporciona un conjunto de herramientas para auxiliar en la preparacion de la configuracion
inicial, esto es, en el argot de la simulacion, para "montar"” el sistema, asi como funciones que permiten
realizar el analisis de una gran variedad de observables fisicos (Pall et al., 2020). Por otro lado, SIRAH,

es un campo de fuerzas CG propuesto inicialmente para proteinas con estructura nativa bien definida

pero, recientemente, se demostr6 que también permite modelar proteinas intrinsicamente desordenadas.




SIRAH utiliza su propio modelo de agua explicito Wat-Four (WT4). Cada molécula de WT4 representa
11 moléculas de agua reales en el esquema de CG. SIRAH no utiliza un factor de reduccion, esto es, su
filosofia de grano grueso no esta basada en representar un cierto nimero de atomos por una particula
CG (bead), mas bien lo que se busca es preservar la interaccion mas relevante durante el mapeo de
atomistico a grano grueso (Darré et al., 2015). SIRAH proporciona las herramientas necesarias para
realizar la conversion del modelado atomistico al de grano grueso y viceversa (Machado & Pantano,
2016).

Al no estar presente el AA de manera natural en el campo de fuerzas SIRAH, no es posible simular un
sistema biomolecular que contenga moléculas de AA. Por ello, es necesario introducir esta molécula en
la base de datos de SIRAH. Lo primero a realizar es obtener la representacion del AA (C2H3:0;), en
modelado atomistico. Es importante que esta se encuentre en un campo de fuerza que actualmente sea
identificado por SIRAH, tales como AMBER, GROMOS, OPLS o CHARM32 y que existan los
parametros especificos para realizar la conversion. Para este trabajo utilizamos una estructura obtenida
de la plataforma web ATB (University of Queensland, n.d.), ID: 32981, en el campo de fuerzas
atomistico GROMOS 54A7.

Para asegurar la compatibilidad del AA con los parametros de proteinas ya definidos en el campo de
fuerza SIRAH, se utilizaron tipos de beads que representan grupos funcionales previamente
parametrizados. El AA contiene cuatro clases distintas de carbono (C) (Fig. 1): (a) carbono (rojo), con
un doble enlace a oxigeno (O), un enlace simple a otro O y un enlace a otro C; (b) carbono (verde), con
dos enlaces covalentes simples a hidrégenos (H) y dos enlaces simples a otro C; (¢) carbono (azul), con

un enlace simple a un C, un doble enlace a otro C y un enlace a un H; y (d) carbono (rosa), con un enlace

a otro C y tres enlaces a H.




Figura 1. Representacion esquematica en modelado atomistico del AA

En el modelo de grano grueso los 4tomos de H son ignorados. Por consiguiente, el siguiente paso
consiste en identificar los tipos de cada uno de los C en el campo de fuerza SIRAH:

C-Tipo I: Carbono del AA con doble enlace al O, un enlace a otro O y un enlace al C (Fig. 1; C en color
rojo). Este primer tipo de C es equivalente al tipo de C que aparece en la definicion del acido glutdmico;
esta unido con dos atomos de O donde uno de ellos presenta un doble enlace. Por consiguiente, este
bead del AA lo denominaremos C1 que en SIRAH le corresponde el nombre BCD. Por otro lado, los
dos atomos de O tienen asignados los nombres BOE1 y BOE2, respectivamente. A nivel de grano grueso
y acorde a SIRAH esto queda representado por los beads C4Ce y C60 (Fig. 2)

Figura 2. Extracto de la informacion relativa al acido glutamico, tomada de los archivos aminoacids.rtp
y atomtypes.atp, que forman parte del campo de fuerza SIRAH

[ sE 1]
; Coarse grained Glutamic Acid
[ atoms ]

GN GN 0.13 0 C4Cd 50.0 ; charged type4 negative carbon (D)
GC GC 0.10 1 C4Ce 50.0 ; charged typed4 negative carbon (E)
BCD C4Ce -0.30 2 C5N 50.0 ; charged type5 amine nitrogen
BOE1 C60 -0.35 3 Ce0 50.0 ; charged type6 carboxilic oxygen
BOE2 C60 -0.35 4 C7Nk 50.0 ; charged type7 charged amine nitrogen
GO0 GO -0.23 5

De las moléculas que ya estan parametrizadas en SIRAH se encuentran los fosfolipidos: POPC, POPE

y POPS (Barrera et al., 2019). Para nuestro propdsito nos centraremos unicamente en el POPC que




contiene los 3 tipos restantes de C que buscamos.

C-Tipo 2: Carbono con dos enlaces covalentes simples a H y dos enlaces simples a otro C (Fig. 1; C en
color verde). Este tipo de C se homologa con cualquiera de los carbonos que pertenecen a las cadenas
del POPC que no tengan un doble enlace o que no estén al final de la cadena. Este carbono atomistico
se corresponde en SIRAH con los carbonos del tipo BC* (donde el * indica un nimero entero). Todos
estos ultimos beads son del tipo Y2C (Fig. 3).

C-Tipo 3: Carbono tiene un enlace a un C, doble enlace a otro C, y un enlace a un H (Fig. 1; C en color
azul). Este tipo de C, se corresponde en SIRAH con BC23 y es un bead del tipo A1C (Fig. 3).

C-Tipo 4: Carbono que tiene un enlace a otro C y tres enlaces a &tomos de H (Fig. 1; C en color rosa).
Este tipo de C se corresponde en SIRAH con el BCT2, cuyo tipo de bead es Y4C .

Figura 3. Se presenta un extracto de la informacion relativa al fosfolipido POPC, tomada de los archivos
lipid.rtp y atomtypes.atp, que forman parte del campo de fuerza SIRAH.

[ CPO ]

; Coarse grained POPC

[ atoms ]
BCO  C7Nk
BFO  PL
BGL YGL
BE1 PI1E
BE2 P2E
BC11l Y2C
BC12 Y2C
BC13 Y2C
BC14 Y2C
BCT1 Y3C
BC21 Y2C
BC22 Y2C
BC23 AlC
BC24 Y2C
BC25 Y2C
BCT2 Y4C

Y2C 50.0 ; hydrophbbic type2 carbon
Y3C 50.0 ; hydrophobic type3 carbon 3N +/- 1 acylic tail

;-- Palmitoyl

AlC 50.0 ; aromatic typel carbon
AlCw 50.0 ; aromatic typel carbon (W)

;-- 0leoyl

Y4ac 50.0 ; hydrobhobic t&beS carbon 3N atylic tail

o '
[cNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNo)
[coooNoNoNoNoRoNoNo NN NS je)le))
VONNNOOOUTERWWNNNE R

Una vez identificados todos los beads necesarios para construir la topologia del acido araquidénico, el
siguiente paso es copiar exactamente los parametros de las moléculas base (nombre, tipo, carga y
numero de bead) a un archivo del tipo .7#p. Se puede generar un nuevo archivo o agregar la informacion
a uno de los archivos rp ya existentes. Ademas, en la definicion de la molécula se escriben los enlaces
de los beads en la seccion [bonds]. En el caso de la seccion [angles], [dihedrals] e [impropers] no son
obligatorios debido a que el programa pdb2gmx automaticamente genera todos los angulos, los angulos

diedros y los angulos diedros impropios. En este trabajo nombramos a la nueva molécula AAC y en el

archivo residuetypes.dat, agregamos este nombre para que sea reconocida en GROMACS (Fig. 4a).




La siguiente etapa consiste en crear un archivo que realizard el mapeo de los atomos del acido
araquidonico (C2H3:0:) en el campo de fuerza atomistico GROMOS54A7 a los beads de SIRAH. Este
es un archivo con extension .map (/sirah.ff/tools/CCONV/maps). Para crear este archivo nos basamos
en la en la misma nomenclatura de la secciéon [POPC] del archivo tieleman_lipid.map. Considerando
que en SIRAH los H son descartados, entonces, los primeros 3 atomos son: C-Tipo 1 y los dos enlaces
de O, estos atomos se mapean con los beads BCD, BOE1 y BOE? . El siguiente atomo es el C-Tipo 2
que se convertira al bead BCI1. Los siguientes atomos son del C-Tipo 3 y se mapean a Bll1, BI12,
BI13 y Bll4. Finalmente, el atomo C/8 mapea al BCI2 y el C20 corresponde C-Tipo 4 y se mapea al
bead BCT2. La Fig. 4b muestra como quedo la definicion del mapeo.

Figura 4. Se muestra un extracto de la informacion correspondiente a la implementacion del acido

araquidonico en GROMACS, basada en el campo de fuerza SIRAH. La definicién del lipido se
encuentra en: a) el archivo lipid.rtp y b) un nuevo archivo de mapeo .map.

a) b)
[ AAC ]
{; Coarse grained CX94 #
[ atoms 1] > CGRES
CGNAME AAC
BOEL (€60 -0.35 1 ALLNAME CXx94
BOE2 (60 -6.35 2 #Hooommmmmme oo
BCD C4Ce -0.30 3 MAP 02 => BOE2
BC11 Y2C 0.0 4 MAP 01 => BOE1
BI1l AlCa 6.0 5 MAP Cl => BCD
BI12 AlCa 0.0 6 R
BI13 AlCa 0.0 7 MAP C4 => BCll1
BI14 AlCa 0.0 8 MAP C6 => BI11l
BC12 Y2C 0.0 9 MAP C9 => BI12
BCT2 Y4aC 0.0 10 MAP C12 => BI13
MAP Cl15 => BI1l4
[ b"”géd 5052 MAP C18 => BC12
8D BOE2 o C20 77 B2
BCD  BOEL
BC11 BCD
BC11 BI1l
BI1l BI12
BI12 BI13
BI13 BI14
BI14 BC12
BC12 BCT2

El siguiente paso es generar un archivo del tipo .itp para definir los pardmetros de las interacciones de
los enlaces, angulos de enlace, diedros propios e impropios. Los parametros en esta base de datos

describen, respectivamente, los tipos de atomos en las interacciones, el tipo de interaccion y los

parametros de equilibrio asociados con esa interaccion. Esta informacion es leida por GROMACS a




través de grompp; esta herramienta lee el archivo de topologia de la molécula (topol.top), verifica la
validez del archivo y escribe los parametros relevantes. Cualquier parametro enlazado que falte en la
directiva relevante [*type] genera un error fatal. La informacion para el AA se muestra en la Fig. 5.

Figura S. Informacion relativa a los parametros en SIRAH del 4cido araquidonico para las interacciones
de enlace, angulos de enlace, diedros propios e impropios.

[ bondtypes ] [ angletypes ]
i j func b0 kb ;1 j K func | tho cth
C4Ce Y2C 1 0.370 41840; ceo C4Ce Y2C 1 92.25 627.65
Y2C A1LC 1 0.352 41840- C4Ce Y2C Al1C 1 92.25 627.6;
’ Y2C AlC Al1C 1 111.15 627.6;

AlCa AlCa 1 0.367 41840; AlC A1C A1C 1 120.0 20.0;
AlCa Y2C 1 0.367 41840; AIC AlC Y2C 1 120.0 20.0;
Y2C Y4C 1 0.367 41840; AlC Y2C Y4C 1 180.0 14.0;

[ dihedraltypes ]

il j k 1 func phase kd pn

ce0 C4Ce Y2C AlC 9 0.0 0.0 0

C60 ceo C4Ce Y2C 9 0.0 0.0 0

C4Ce Y2C AlC AlC 9 0.0 0.0 0

Y2C AlC AlC AlC 9 0.0 0.0 0

AlC AlC AlC AlC 9 0.0 0.0 0

AlC AlC AlC Y2C 9 0.0 0.0 0

AlC AlC Y2C Y4C 9 0.0 0.0 0

El nombre del archivo itp que contiene la informacion de los bondtypes, angletypes y dihedraltypes debe
incluirse en el campo de fuerza SIRAH. Esto se logra agregando la directiva include con el nombre del
archivo en forcefield.itp. Por otro lado, los parametros para las interacciones de no-enlace
(electrostaticas y de van der Waals) ya estan definidos en el archivo ffnonbonded.itp.

En la Fig. 6 se muestra la molécula del acido araquidénico y como queda definida en el campo de fuerza
SIRAH. El C-Tipo 1 se muestra en color rojo y los dos oxigenos que los acompafian en color blanco; el
C-Tipo 2 se muestra en color verde; el C-Tipo 3 (doble enlace) se muestra en color azul y el C-Tipo 4

en color rosa. La visualizacion se realizo utilizando las herramientas de SIRAH en VMD, esto es, en el

software Visual Molecular Dynamics (Humphrey, Dalke, & Schulten, 1996)




Figura 6. Visualizacion del acido araquidonico en su representacion de grano grueso utilizando el

software VMD

9
>

Para poner a prueba la implementacion del AA en SIRAH, realizamos una simulacion de un sistema
monocomponente en presencia de iones y un solvente explicito empleando condiciones periddicas a la
frontera en las tres dimensiones. La estructura atomistica inicial fue la misma con la cual se realizo el
modelado de grano grueso, esto es, en el campo de fuerzas GROMOS 54A7. Se empled GROMACS
version 2019 junto con SIRAH version 2.2 20-07.

Se prepard un sistema con 500 moléculas distribuidas aleatoriamente en una caja clibica en presencia
del solvente explicito WT4 y una concentracion de iones para neutralizar la carga. El sistema se
minimiz6 con el algoritmo de descenso mas pronunciado. Después se someti6 a 2 fases de equilibrio de
20 ns cada una. La primera etapa se ejecutd en el ensamble candénico NVT mientras que la segunda fase
se realizo en el ensamble isobarico-isotérmico NPT utilizando el barostato Berendsen.

La tltima etapa tuvo una duracioén de 550 ns; se empleo el algoritmo salto de rana (leap-frog) con un
paso de tiempo de 20 fs en el ensamble NPT. Para mantener la temperatura se utilizo un termostato de
reescalado de velocidad (V-rescale) a 310 K y el barostato de Parrinello-Rahman a 1 bar. Para el calculo
de las interacciones electrostaticas de largo alcance se utilizo el método PME (Particle Mesh Ewald)

con un radio de corte de 1.2 nm y un espacio de separacion en la malla de 0.2 nm. Por ultimo, para las

interacciones de vdW (van der Waals) radio de corte de 1.2 nm.




RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se presentan los resultados para un sistema de 500 moléculas de AA mediante modelado
de grano grueso empleando SIRAH. Lo primero a observar es la integridad estructural del AA, esto es,
no se present6 el rompimiento de enlaces covalentes ni alteraciones significativas en d&ngulos o dihedros.
Esto sugiere que la parametrizacion realizada es adecuada para describir la geometria y flexibilidad de
la molécula dentro del campo de fuerza SIRAH.

La visualizacion del montaje del sistema y analisis visual de la trayectoria se realizé en VMD. En la
Figura 7 se muestran algunas instantaneas (snapshots) de la evolucion del sistema a distintos tiempos;
en la Fig. 7a se presenta la configuracion inicial previa a las etapas de equilibrio donde el AA se
representa en color rosa, las esferas azules son atomos de sodio, y el solvente se muestra con lineas en
color azul claro. En los otros snapshots el solvente se ha omitido para facilitar la visualizacion de los
agregados. El sistema parte de una configuracion donde todas las moléculas de AA estan dispersas en

la caja de simulacion de manera aleatoria. Conforme transcurre el tiempo comienza un proceso de

autoensamblaje esto es, se observa la formacion de agregados.




Figura 7. Snapshots del sistema de 500 moléculas de AA en SIRAH a distintos tiempos: a) 0 ns:
configuracion inicial del sistema. El AA se muestra en color rosa, los iones de Na en color azul y el
solvente en verde claro; b) 20 ns: final de la primera etapa de equ111br10 NVT ¢) 250 ns y d) 500 ns de
la ult;rna etapa (roduccwn de trayectorias).

c) d)

La formacion de micelas, es decir, estructuras o agregados moleculares con geometria esférica, es una
caracteristica tipica de sistemas compuestos por moléculas anfipaticas, asi como de ciertos péptidos y
proteinas que presentan regiones hidrofobicas e hidrofilicas (Sammalkorpi, Karttunen, & Haataja,
2007). Desde una perspectiva computacional, las simulaciones atomisticas de procesos de
autoensamblaje resultan altamente demandantes en términos de tiempo maquina e infraestructura
computacional, debido a la necesidad de modelar de forma detallada un gran nimero de particulas y sus
interacciones en grandes escalas de tiempo. Sin embargo, mediante el uso de un modelado de grano
grueso, como el propuesto en este trabajo, es posible observar y analizar este tipo de procesos utilizando
recursos computacionales relativamente modestos.

Para el sistema de AA el autoensamblaje se observo desde las etapas iniciales de la simulacion, esto es,
durante las etapas de equilibrio. Inicialmente, las moléculas de AA se colocaron de manera aleatoria

uniformemente distribuidas en la caja de simulacion y desde los primeros 20 ns se inici6 la formacion




de micelas, evidenciada por la agrupacion progresiva de las moléculas en estructuras esféricas que
continuaron evolucionando.

El acomodo espacial de las particulas en la caja de simulacion se monitoreo a través de la funcion de
distribucién radial (RDF por sus siglas en inglés). La RDF mide la probabilidad de encontrar una
particula a una cierta distancia dado que una particula central esta en el origen. Esta funcion se puede
obtener utilizando las herramientas de analisis de GROMACS al promediar sobre todas las
configuraciones de equilibrio.

La Figura 8 muestra la RDF que caracteriza el comportamiento del C-Tipo I (color rosa en Fig. 6) y del
centro de masa de las moléculas de AA. La RDF de la Fig. 8a presenta las siguientes propiedades: a)
debido al caracter repulsivo del potencial electrostatico las particulas no sienten el efecto de esfera dura,
esto es, nunca llegan a tocarse; esto se ve reflejado en los valores iniciales de la RDF que son igual a
cero b) se tiene un primer pico, el de mayor altura, indicando que la primera capa de vecinos se
encuentran a una distancia aproximada de 0.8 nm, mientras que los segundos vecinos estdn a una
distancia 1.36 nm; c) el rapido decaimiento de la RDF a su valor de equilibrio nos indica que
practicamente las correlaciones entre los beads BCD tUnicamente se presentan entre beads que
pertenecen al mismo agregado.

Para el caso de la RDF del centro de masa de los AA, Fig. 8b, se observa lo siguiente: a) la RDF tiene
valores distintos a cero antes del primer pico, indicando que las moléculas de AA pueden interpenetrarse
unas con otras; b) inicamente hay un pico principal a una distancia aproximada de 0.67 nm, indicando
que las correlaciones entre las moléculas de AA solo se presentan en aquellas que son parte de la misma
estructura micelar; a distancias mayores se pierden rapidamente las correlaciones y la RDF adquiere su
valor de gas-ideal, corroborando nuevamente que no hay correlaciones entre micelas; y c) el ancho del

primer pico, a diferencia de la RDF de los beads BCD, es un indicativo que no hay una distancia

caracteristica entre los centro de masa de los AA.




Figura 8. Funcion de Distribucion Radial del sistema de 500 moléculas de AA, tomando como
referencia: a) el bead BCD (C-Tipo I) y b) el centro de masa de los AA.

a) b)

E ©©  Bead de Referencia: BCD 1 7 & & Referencia: Centro de Masa (CoM)

CONCLUSIONES

Al utilizar un software de simulacion, el usuario estd limitado por las moléculas y parametros
previamente definidos en los campos de fuerza ya existentes. Si una molécula de interés no esta presente
por defecto pero, su estructura y parametros son compatibles con el campo de fuerza seleccionado,
entonces es posible construir la nueva molécula a partir de las definiciones ya existentes. En este trabajo
presentamos el proceso para introducir la molécula de acido araquidonico en el campo de grano grueso
SIRAH empleando el paquete de DM GROMACS. Con el fin de mostrar la implementacion y
estabilidad del acido araquidoénico, se realizaron simulaciones de un sistema monocomponente, en el
cual se observo un proceso de autoensamblaje que dio lugar a la formacion de micelas. Se espera que
este protocolo sirva como guia para otros usuarios que enfrenten una situacion similar, que deseen
construir la molécula de acido araquidonico para estudios mas sistematicos, o que busquen emplearla
en sistemas multicomponentes.
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