FACULTAD DE INGENIERIA )
ESCUELA DE INGENIERIA EN BIOINFORMATICA

TESIS:

DISENO DE UNA NUEVA METODOLOGIA PARA SIMULAR
EL PROCESO DE ADSORCION DEL ANTICUERPO
INMUNOGLOBULINA G1 SOBRE UNA SUPERFICIE SOLIDA
DE CAOLINITA, UTILIZANDO TECNICAS DE DINAMICA
MOLECULAR ATOMISTICAS

Gabriel J. Olguin-Orellana

Profesor tutor: Dr. Nelson P. Barrera
Profesores cotutores: Dra. Ana Lilian Montero-Alejo; Felipe Montenegro

Profesor informante: Dr. Jans Alzate-Morales

Memoria para optar al titulo de Ingeniero en Bioinformatica

Talca, Chile
12 de octubre de 2016



FACULTAD DE INGENIERIA )
ESCUELA DE INGENIERIA EN BIOINFORMATICA

TESIS:

DISENO DE UNA NUEVA METODOLOGIA PARA SIMULAR
EL PROCESO DE ADSORCION DEL ANTICUERPO
INMUNOGLOBULINA G1 SOBRE UNA SUPERFICIE SOLIDA
DE CAOLINITA, UTILIZANDO TECNICAS DE DINAMICA
MOLECULAR ATOMISTICAS

Gabriel J. Olguin-Orellana

Dr. Nelson P. Barrera
Profesor tutor

Dra. Ana Lilian Montero-Alejo
Profesora cotutora

Sr. Felipe Montenegro
Profesor cotutor

Dr. Jans Alzate-Morales
Profesor informante

Talca, Chile
12 de octubre de 2016



Agradecimientos

En primer lugar, a ms padres: Orieta Orellana y Juan Olguin. No podria ser de
otra forma, pues son ellos quienes han hecho la parte més dificil en la dura tarea de
entregarme educacion. Gracias por la ayuda constante y por el amor infinito. Gracias
por sentirse felices, aunque sea yo quien se lleve todo el crédito de este logro que

también les pertenece.

A Emily Olguin, mi hermana; a Orieta Roman, mi abuela; y a Amanda
Bustamante, mi gran amiga. Cualquier camino es mas facil cuando se tiene la
confianza de la familia, de la que nace y de la que se hace. Muchas gracias por todo

el apoyo que me han dado jLas quiero!

Al Laboratorio de Biologia Estructural y Nanofisiologia de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile, especialmente al
profesor Nelson Barrera, quien me dio la oportunidad de formar parte de él. Me
enorgullece pertenecer a un equipo de investigadores tan destacables.

A la Dra. Ana Montero, pues el desarrollo de este estudio no hubiera sido
posible sin ella. Gracias, Ana, por darme tu amistad, la cual valoro enormemente, por

transmitirme tu sabiduria y por ensefiarme cual la forma correcta de hacer ciencia.

A los profesores Jans Alzate y Julio Caballero, por no haber escatimado tiempo
para darme los mejores consejos sobre cdmo arribar esta investigacion a buen
puerto. También por entregarme el entorno cientifico adecuado para desenvolverme
y por concederme el honor de llevar el nombre del Centro de Bioinformatica y

Simulaciéon Molecular a otros confines de nuestro continente.



A mis compafieros de generacion: Evelin Gonzalez, Cristébal Hernandez,
Claudia Villegas, Karen Oroéstica, Diego Diaz, Alvaro Rios, Fabian Gonzéalez y
Sandro Valenzuela, con quienes comparti las dichas y las tristezas de la vida
académica, desde los primeros dias universitarios. Gracias, amigos, por cada
palabra de aliento, por cada esfuerzo que realizamos en conjunto y por esos carretes

dignos de rememorar hasta los Ultimos de nuestros dias.

A la Fraternidad Juvenil atmre y en particular a los Centauros, pues en ellos
encontré una fuente incesable de carifio, de compaferismo y de conocimiento.
Gracias, hermanos, por mantener mi mente inquieta y mi alma confortada, y por
haberme permitido vivir junto a ustedes muchos de los mejores momentos de mi vida

iQue las virtudes sociales nos unan eternamente!

A Johanna Duglery, a Solange Besoain, a Yosseline Ortega y a Pablo Guerrero.
No imaginan lo afortunado que me siento de haberlos encontrado. Gracias por darme
ese lugar que no pertenece al espacio-tiempo, pero que existe donde estan ustedes

y que hoy llamo mi hogar.
A Veronica Carrasco, quien, a pesar de nuestras diferencias, siempre tuvo un
oido atento, dispuesto a escuchar mis anhelos, mis fantasias, mis ambiciones y mis

mas intimos suefos.

Y finalmente, a ti, que crees en mi al leer este documento jQue lo disfrutes!



Indice de contenidos

INCICE dE CONLENITOS .....eeveeeeeeeeeeee ettt e et e e eeeseesaeeee e 5
[y Yo IToT=Ye =0 T U= T 7
Yo ot e [T = o] =Y 11
RESUIMEN ... ettt et e et e e e e e e et e e ean e e eaaaees 12
Y 011 7= Vo S UURPPPURRN 13
IR 1Y/ F= T oo I (=0 o o J S 14
0 R 1 o T 0T ox o o R 14
1.2. Importancia del estudio de la adsorcién de proteinas...........cccceeeeeeevieeeiinnnnnnn. 15
1.3. Factores que controlan la adsorcion de proteinas ..........cccccvvveeieeieeeeeeevivnnnnnn. 18
1.4. Estudios computacionales sobre la adsorcion de proteinas .............cccccvvveeenn. 24
1.5. Propiedades de la caolinita como adsorbente .............cccccevvvviiiiiiiecececeiiiinnn, 29
1.6. Propiedades la IgG1 como adsorbato...........coeevvuveiiiieeeiieiiiicee e, 31
2. HIPOLESIS Y ODJELIVOS ... 35
P2 T o 1100 (=L ERPT P 35
2.2. ODJEtiVO GENETAL.......coiiiiiiiie 35
2.3. ObjetiVOS ESPECITICOS .....uueiiiiiieeiiiii e 35
3. Materiales Yy MetodOlOgia .......uiieeeiiiieee e 37
S L HAMAWANE ... 38
3.2, SOMWAIE ...t 39
3.3. Seleccidn del campo de fUerZa ..........ccoeeeeeiiiiiiiicc e 39
3.4. Creacion y preparacion de la superficie de caolinita para la DM..................... 41
3.4.1. Obtencién del modelo de la superficie de caolinita..........cccccooevviviiieeeennn. 41
3.4.2. Obtencion del modelo de la superficie de caolinita en agua..................... 42
3.5. Reconstruccion y preparacion del modelo de la IgG1 parala DM .................. 44
3.5.1. Obtencion del modelo de [a IgGL..........oovviiiiiieiiiiee e 44
3.5.2. Obtencion del modelo de la IgGLl en agua...........cocevvviieeeeeeeeeeeiiiicee e, 45
3.6. Preparacion del modelo con la IgG1, la superficie de caolinita y el agua para la
DM e e e e e e e e e e e e e e bttt et aeeeeaa i ——aaaaaes 47
3.7. Protocolo para las DMS.......ccciiiiiiii et 50
4. Presentacion, analisis y discusion de los resultados............cccceeeeeieeeiiiiiiiceee e, 52



0 N o o1

4.1. Construccion de la superficie de caolinita.............cceevveviiiiiiie e, 52

4.1.1. Analisis de los archivos de coordenadas cartesianas .Car........................ 53

4.1.2. Analisis de los archivos de informacién molecular .mdf...............cccccvvenes 55

4.1.3. Programacion del script kaoliniteSurfGen.pl ..., 57
4.2. Andlisis de la estabilidad estructural de la superficie de caolinita en una caja de
=10 [ U= PP TPPTTTPPPRPIN 58
4.3. Reconstruccion de los subdominios de 1a IgGL ..........oeevviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeees 63
4.4. Andlisis de la estabilidad estructural de la IgG1 en una caja de agua ............ 65
4.5. Determinacién de la orientacion inicial de la IgGl sobre la superficie de
CAONINITA. ... 68
4.6. Analisis de la estabilidad estructural y de los sitios de interacciéon de la IgG1
con la superficie de CaOlINITA ..........ccovviiiiiiiiii e 75
B o [od 01510 [ 1S 84
. ProyecCiones fULUIAS ......cccce i e e e e e eeaaes 86
B =] (] (=] (o = 1SR 87
cAANIEXOS .t e et e e e e e e s 93
8.1. Anexo 1: Script kaoliniteSUrfGeN.pl..........ccooviviiiiiiiie e, 93
8.2. AneX0 2: SCript SOIVALE.IC]......ccoeiieeii e 110
8.3. Anexo 3: Script replaceCoordinates.pl............ccceeiiiiieiiiiiice e, 111
8.4. Anexo 4: Script PSFProtein.tCl..........coooiiiiiiiiiee 115
8.5. Anexo 5: Script proteininitialPoSition.tCl ... 117
8.6. Anexo 6: Script restrainSurface.tCl...........cccccvviiiiii 122
8.7. Anexo 7: Configuracion para la DM de la superficie de caolinita en una caja de
= 0 [T P PP 123
8.8. Anexo 8: Configuracion para la DM de la IgG1 en una caja de agua............ 126

8.9. Anexo 9: Configuracion para la DM de la IgG1 y la superficie de caolinita en
UNQ CAJA U8 BQUA. ..o eeeeeee oo 129



Indice de Figuras

Figura 1. Representacion esquematica del fenomeno de adsorcion. Las propiedades
(representadas por los diferentes colores) de las particulas determinan la cantidad y
la forma en que interactlan con el adsorbente (Verde). ........cccccccvvvvmnrmimmninnennnnnnnnnn. 14
Figura 2. Procesos de adsorcion de proteinas en carriers poliméricos. (A) Dinamica
de adsorcion y desnaturalizacion de proteinas en una superficie desnuda; (B)
Resistencia a la adsorcion de la proteina sobre superficies con recubiertas
poliméricas. Imagen modificada de (Wei et al. 2014). .........oooiiviiiiiiiieeeiiiiiiiieeeennn 18
Figura 3. Representacion esquematica del proceso de adsorcién de una proteina
sobre una superficie sélida. (A) La proteina se acerca a la superficie y comienzan a
experimentar interacciones no enlazantes. (B) El aumento en la entropia del sistema
por la pérdida de las estructuras secundarias de la proteina y la desorcion de los
iones y del solvente favorecen el proceso de adsorcion proteina-superficie............. 21
Figura 4. Esquema de las interacciones de una proteina con una superficie con
carga negativa. Las interacciones entre las proteinas y la superficie se inician con
interacciones electrostaticas (A) y (B). Para proteinas duras la interaccion es
reversible, mientras que las proteinas blandas establecen otros contactos
electrostaticos (C) que conducen la propagacion de la proteina en la superficie (D) de
forma cuasi irreversible. Imagen modificada de (Mathé et al. 2013). ..............ccccee. 22
Figura 5. Superficie de caolinita de 5x3x2 celdas unitarias. El rojo representa los
atomos de oxigeno, el amarillo los de silicio, el rosa los de aluminio y el blanco los de
a1 o 10T = o o TR PSR 31
Figura 6. Estructura de la IgG1. (A) Representacion esquematica de la estructura de
la IgG1. La cadena H esta compuesta por una region variable (Hv) y tres regiones
constantes (Hci, Hec2 y Hes). La cadena L posee una region variable (Lv) y una region
constante (Lc). La estabilidad de la molécula es otorgada por los puentes disulfuros
(S-S) (Liu & May 2012) (B) Estructura tridimensional de la IgG1 (c6digo PDB: 1HZH),

obtenida mediante cristalografia de rayos X con una resolucién de 2,7 A (Saphire et



al. 2001). En color verde y amarillo estan representadas la cadenas pesadas,
mientras que en parpura y rojo las cadenas ligeras. .........ccoooeuveiiiiiiieeeeieiiiiiieeeeeenn 34
Figura 7. Superficie de caolinta en wuna caja de agua (archivos
kaolinite_38x22_R.pdb y kaolinite_38x22 R_WB.pdDb)...........ccovvrriiiiiiiiiiiinn, 43
Figura 8. Diagrama de flujo que explica el proceso de creacion y simulacion de una

superficie de caolinita en agua usando los scripts desarrollados para esta

investigacion y otros de terceros. Se han omitido los archivos de registro .log......... 44
Figura 9. Proteina IgG1 b12 en una caja de agua (archivos 1HZH M _RU WB.pdb y
THZH M _RU_WBLPSE). oottt et en s 46

Figura 10. Diagrama de flujo que explica el proceso de reconstruccion y simulacién
de la 1gG1 b12 (PDB: 1hzh.pdb) en agua, usando los scripts desarrollados para esta
investigacion y otros de terceros. Se han omitido los archivos .l10g.............ccccevveeee. 47
Figura 11. Superficie de caolinita y proteina IgG1 b12 en una caja de agua (archivos
1HZH_kaolinite_ WB.pdb y 1HZH_kaolinite_ WB.psf). Los nombres Fabl y Fab2
fueron elegidos arbitrariamente para mayor comprension del andlisis posterior....... 49
Figura 12. Diagrama de flujo que explica el proceso de creacion y simulacion de
sistema compuesto por una superficie de caolinita, una IgG1 b12 y agua, usando los
scripts desarrollados para esta investigacion y otros de terceros. Se han omitido los
=T ( 01 11 VC0 T o T TP POT 50
Figura 13. Estructura de la caolinita. (A) Estructura tridimensional de la celda unitaria
de caolinita (Bish 1993) (archivos kaolinite_unit_cell.car y kaolinite_unit_cell.mdf) (B)
Estructura tridimensional de la lamina simple de caolinita de 5x3x1 celdas unitarias
(archivos kaolinitel5_single_layer.car y kaolinite1l5_ single layer.mdf). El color de los
atomos sigue la representacion sefialada en la Figura 5. .........cccccceeeeeeeieciciiceiiiinnnn, 53
Figura 14. Representacion esquematica del archivo kaolinitel5_single_layer.car... 55
Figura 15. Temperatura del sistema conformado por la superficie en una caja de
agua durante 11,1 ns de DM. El valor promedio fue de 297,609 K. ...................... 59
Figura 16. Presidon del sistema conformado por la superficie en una caja de agua
durante 11,1 ns de DM. El valor promedio fue de 1,1+8,1 atm. ..........cccooeevvvvvnnreenns 60



Figura 17. Raiz cuadrada del desplazamiento cuadratico medio (RMSD) de los
atomos de la superficie de caolinita, calculada a partir de la trayectoria de la DM. Se
utilizé como referencia la estructura de partida de la simulacion. ..............cccccvvveeen. 61
Figura 18. Funcion de distribucion radial de pares entre los hidrogenos expuestos al
medio de la capa basal de aluminio y de los oxigenos expuestos al medio de la capa
basal de silicio de la caolinita con el agua..................uuuiiiiiiiiiiiiiiie 62
Figura 19. Representacion de la estructura cristalografica de la IgG1 b12 humana
intacta (codigo PDB: 1HZH). El zoom corresponde a las regiones en las que existen
gaps estructurales en la cadena pesada K (color verde): siete residuos en la region
bisagra, entre la SER127 yla THR137; tres residuos en un loop uno de los dominios
Fab, entre la CYS235 vy la CYS239; y tres residuos que van desde la SER475 hasta
el extremo C-terminal de la cadena. Los colores de las cadenas siguen lo sefialado
en la Figura 6, mientras que el azul muestra los residuos anterior y posterior a cada
(6= o PP 63
Figura 20. Representaciones tridimensionales comparadas de la estructura de la
proteina 1HZH (transparente) y su modelo por homologia de menor molpdf, al que se
denomin6é 1HZH_M (opaco). Los colores de las cadenas siguen lo sefialado en la
Figura 6, mientras que el azul muestra los residuos anterior y posterior a cada gap en
el modelo 1HZH y los residuos reconstruidos en el modelo 1HZH M. ..................... 65
Figura 21. Temperatura del sistema conformado por la IgG1 en una caja de agua
durante 25,4 ns de DM. El valor promedio fue de 298,705 K. .......ccooeveiviriviinnnnnnnn. 66
Figura 22. Presion promedio del sistema conformado por la IgG1l en una caja de
agua durante 25,4 ns de DM. El valor promedio fue de 1,0+2,9 atm. ...................... 66
Figura 23. RMSD de los atomos de la proteina, calculada a partir de la trayectoria de
la DM. Se utilizé como referencia la estructura de partida de la simulacion.............. 68
Figura 24. Estructura de la IgG1 en su orientacion rotacional mas favorable para la
adsorcion sobre la superficie de caolinita. Los colores de las cadenas siguen la
representacion sefialada en la Figura 6. Las esferas cian representan los atomos de
nitrogeno y de oxigeno de los residuos considerados favorables y las esferas
naranjas los Ca de los residuos considerados desfavorables. La linea punteada

sefala la posicion que ocuparia posteriormente la superfiCie. ..........ccccvvvvvvvviinneeenn. 74


file:///D:/tesis/TesisGabrielOlguín.docx%23_Toc465108724
file:///D:/tesis/TesisGabrielOlguín.docx%23_Toc465108724
file:///D:/tesis/TesisGabrielOlguín.docx%23_Toc465108724
file:///D:/tesis/TesisGabrielOlguín.docx%23_Toc465108724
file:///D:/tesis/TesisGabrielOlguín.docx%23_Toc465108724
file:///D:/tesis/TesisGabrielOlguín.docx%23_Toc465108724

Figura 25. Temperatura del sistema conformado por la IgGl y la superficie de
caolinita en una caja de agua durante 11,446 ns de DM. El valor promedio fue de
208,720,4 K. ooeeeieiiieee ettt e e e e e e e —rta e e e e e e et reaaas 75
Figura 26. Presion promedio del sistema conformado por la proteina y la superficie
en una caja de agua durante 11,446 ns de DM. El valor promedio fue de 1,0+3,1
=11 0 TR TP 76
Figura 27. RMSD comparado de los atomos de la proteina en agua, en presencia y
ausencia de la superficie de Caolinita. ...........ccooeeeeiiiiiiiiiiii e 78
Figura 28. Histograma de frecuencia de las distancias entre el hidrogeno de la capa
basal de aluminio de la superficie (donor del enlace de hidrégeno) y oxigeno o
nitrogeno (aceptor del enlace de hidrogeno) de los residuos mas cercanos a la
superficie del dominio Fc. El cuadro gris representa las distancias entre las cuales se
pueden formar enlaces de hidrOgeno. ...........oooiiiiiiiiiiiiiece e 79
Figura 29. Histograma de frecuencia de las distancias entre el hidrogeno de la capa
basal de aluminio de la superficie (donor del enlace de hidrégeno) y oxigeno o
nitrogeno (aceptor del enlace de hidrogeno) de los residuos mas cercanos a la
superficie del dominio Fab2. El cuadro gris representa las distancias entre las cuales
se pueden formar enlaces de hidrOgeno0. ..........coooiiiiiiiiiiiiiiiie e 80
Figura 30. Representacion tridimensional del desplazamiento de los residuos de la
IgG1 que formaron enlaces de hidrégeno con la superficie de caolinita. Las
abreviaciones (PI) y (PE) significan posicion de inicio y posicibn de enlace,
FESPECTIVAIMEINTE. ...t 81
Figura 31. Energias de las interacciones no enlazantes del sistema conformado por

la IgG1 y la superficie de caolinita en una caja de agua. ...........cccccveeeeeeeeeeeeeiinnnnnnn. 83

10



Indice de Tablas

Tabla 1. Resumen de las orientaciones rotacionales de maxima afinidad para la
IgG1 (archivo: 1HZH_M_RU_MD.pdb) al actuar como adsorbato sobre la capa basal
de aluminio de la caolinita. Estas fueron halladas con el script proteininitialPosition.tcl
cuando el angulo de exploracion fue de 15°, el cut-off fue de 12 A y la distancia
proteina-superficie fue de 2 A. . ... s 71
Tabla 2. Lista de los &tomos que favorecen y que desfavorecen la interaccidén con la

capa basal de aluminio de la caolinita, para los angulos «x=255°, «y=360° y <«;=15.

11



Resumen

La adsorcion es un fendmeno fisicoquimico de interface en el cual las particulas
(atomos, iones, moléculas, etc.) se adhieren e interactian con una superficie
pudiendo experimentar cambios estructurales, quimicos y funcionales. En el caso de
las proteinas, el cambio afecta su configuracion espacial a nivel de estructura
secundaria y terciaria. Esto ocurre en mayor o menor medida segun la estabilidad
interna que ésta posea, haciendo de la adsorcidon un proceso reversible cuando la
estabilidad es alta o irreversible cuando es baja. La adsorcion de proteinas es un
fendbmeno clave en diversos procesos biolégicos y biotecnoldgicos. Aunque los
factores fisicoquimicos involucrados en el proceso no estan totalmente claros, se
tiene conocimiento de que tanto la cantidad adsorbida como la susceptibilidad a este
fenémeno se ve afectada por 1) las propiedades de las proteinas como la carga, el
tamafo, la estabilidad de la estructura y la composicion aminoacidica; 2) las
propiedades de la superficie como la polaridad, la hidrofobicidad y la morfologia; y 3)
las condiciones ambientales como la temperatura, el pH, la fuerza i6nica y la

composicion del tampon.

En este proyecto se disefid una nueva metodologia que permitié estudiar las
primeras etapas del proceso de adsorcién del anticuerpo IgG1 sobre una superficie
sOlida de caolinita, usando técnicas de dinamica molecular atomistica. Esta
metodologia significa un aporte importante al estudio del comportamiento interfacial

de las proteinas y podra ser extendido a otros sistemas proteicos mas complejos.
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Abstract

Adsorption is a physicochemical interface phenomenon in which particles
(atoms, ions, molecules, etc.) interact when they stick onto a surface, which could
trigger structural, chemical and functional changes. In case of proteins, the structural
change affects their spatial configuration in their secondary and tertiary structure. This
happens in greater or lesser degree according to the internal stability of the protein,
making adsorption a reversible process when its stability is high or irreversible when it
is low. The protein adsorption is a key phenomenon in several biological and
biotechnological processes. Although the physicochemical factors involved in the
process are not totally clear, it is known that the adsorbed quantity as well as the
susceptibility to this phenomenon is influenced by 1) the protein properties as charge,
size, structural stability and amino acidic composition; 2) the surface properties as
polarity, hydrophobicity and morphology; and 3) the environmental conditions as

temperature, pH, ionic strength and buffer composition.

In this project, a novel methodology to study the adsorption process of the IgG1
antibody on a solid surface of kaolinite, using atomistic molecular dynamics
techniques was designed. This novel methodology represents an important
contribution to the study of interfacial behavior of proteins and can be extended to

other protein systems more complex.
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1. Marco tedrico

1.1. Introduccidn

La adsorcion es un fendmeno de interface en el cual pueden participar
diferentes tipos de particulas, pudiendo ir desde algunas muy pequefias como las de
agua, hasta otras de mayor tamafio y complejidad como proteinas o lipidos (Figura 1)
(Nollert et al. 1995; Ortega-Vinuesa et al. 1995).

Figura 1. Representacion esquematica del fendbmeno de adsorcién. Las
propiedades (representadas por los diferentes colores) de las particulas

determinan la cantidad y la forma en que interactidan con el adsorbente (verde).

La adsorcion de proteinas se ha descrito como un fenédmeno frecuente pero
complicado, que acapara interés cientifico por la incidencia que tiene en distintas
areas como la medicina y biomedicina, farmacologia, biotecnologia, toxicologia,
procesamiento de alimentos, bioingenieria, entre muchas otras (Norde 1996; Gray
2004). Las proteinas son macromoléculas organicas, cuyos monomeros son los
aminoacidos. Se caracterizan por desarrollar diferentes funciones en el organismo
entre las que destacan la estructural y de sefalizacion, la comunicacién celular, la

enzimatica, la inmunoldgica y de transporte. Investigaciones recientes sefialan que si
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una proteina entra en contacto con una superficie sélida lo mas probable es que se
adsorba sobre ella; sin embargo, tanto la cantidad, densidad, conformacion y
orientacion de las proteinas que se adsorben varia de acuerdo al tipo de proteina, el
tipo de superficie y la composicion del solvente. Como consecuencia, la adhesion de
las proteinas a una superficie puede ir acompafada de la pérdida de su estructura
(Wei et al. 2014) y por consiguiente, de la funciébn que desempefia de forma

reversible o irreversible (Mathé et al. 2013).

1.2. Importancia del estudio de la adsorcion de proteinas

El proceso de adsorcion de proteinas estd presente en muchos procesos
bioldgicos. En el area de la fisiologia se ha observado que tiene un rol crucial en los
primeros pasos de la sefializacion celular y en la cascada de coagulacion de la
sangre (Rabe et al. 2011), asi como en la integracién de proteinas periféricas en la
bicapa lipidica (Aisenbrey et al. 2008). En el cultivo de células dependientes de
anclaje, parece probable que la adhesiéon de células en presencia de suero se rija por
una competencia entre la adsorcion de las proteinas de la matriz extracelular, las
proteinas secretadas por las células y las proteinas que ya estan presentes en el
suero. Por ejemplo, cuando la adsorcién de las proteinas del suero ocurre antes que
las de la matriz extracelular, la adhesion celular se ve retrasada o inhibida (Nakanishi
et al. 2001). La adsorcion cumple un rol importante en otros procesos como la
formacién de la placa dental y la adherencia de microorganismos en un medio
acuoso (Nakanishi et al. 2001). También se han observado efectos adversos donde
se ve involucrada la adsorcion. Cambios en la estructura proteica después de la
adsorcion sobre superficies internas o exdgenas de un organismo pueden conducirlo
a la pérdida de tolerancia inmunolégica, lo que podria ocasionar una respuesta

inmune sobre la proteina desnaturada (Nel et al. 2009).
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En el &rea de los biomateriales, se ha descrito la adsorciébn de proteinas no
especificas del suero sanguineo que entran en contacto con implantes biomédicos.
Estudios revelan que la composicion de la capa adsorbida sobre el implante
determina si la respuesta del organismo sera favorable o adversa, de acuerdo a la
cascada de reacciones bioldgicas que produzca. Por esta razon, tener conocimiento
de los factores involucrados en el proceso de adsorcion permitira prevenir la
formacion de coagulos que podrian ocasionar una trombosis (Wei et al. 2014;
Malmsten et al. 1997). En tejidos artificiales, ademas, las proteinas de andamiaje son
el factor clave para la adecuada vascularizacion y adhesion de particulas, bacterias o
células que promueven la cascada fisioldgica que define la inflamacion de los tejidos
circundantes (Rabe et al. 2011). Por otro lado, se ha visto que las proteinas y los
péptidos presentes en el suelo cumplen un papel importante en la movilidad y
transporte de agroquimicos y pesticidas. Por esta razén, la interaccién entre
proteinas y superficies de arcilla en suelos fértiles podria ser, en gran medida, una
solucion para la purificacion de aguas subterraneas, asi como para la remediacion

del suelo cuando existe presencia de proteinas toxicas (Yu 2000).

El fenbmeno de adsorcion también cobra importancia en el desarrollo de
técnicas experimentales. En la preparacién de enzimas inmovilizadas por adsorcion,
la actividad enzimatica esta fuertemente influenciada por la cantidad y la orientacién
de las enzimas que se adsorben, lo cual afecta su estabilidad y actividad (Nakanishi
et al. 2001). Otro caso donde se observa la interacciébn enzima-superficie es en
inmunoensayos ligados a enzimas, los cuales son utilizados a menudo para medir
trazas de proteinas por las interacciones antigeno-anticuerpo. En ellos, la posicion
del epitopo y de los fragmentos de unién al antigeno determinan si habra un
reconocimiento correcto entre ambas moléculas, lo que indica que la orientacion de
la adsorcion podria afectar la sensibilidad analitica de esta técnica (Nakanishi et al.
2001; Thermo Scientific 2010).

Para la bioingenieria, el proceso de adsorcion también es relevante. Haciendo

uso de biosensores es posible monitorear el cultivo celular o el nivel de glucosa en la
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sangre in situ. Ademas, se tiene conocimiento de que su especificidad y durabilidad
depende de la adsorcién de proteinas sobre su superficie (Nakanishi et al. 2001). Es
mas, la adsorcion de proteinas no especificas sobre ellos es un problema, pues

afecta el rendimiento analitico del dispositivo (Rabe et al. 2011).

Por dltimo, la adsorcion se ha convertido en uno de los focos relevantes de la
farmacologia (de Castro et al. 2014; Norde 1996) y nanotoxicologia moderna (Wei et
al. 2014). A la fecha, se sabe que el transporte apropiado de farmacos por carriers
poliméricos estd intimamente ligado con la adsorcion, ya que la superficie de la
mayoria de ellos es cubierta con una capa de proteinas al ser inyectadas en la
sangre. Esta capa, denominada “corona”, es la que determina la respuesta del
organismo frente a los carriers. Por esta razon, para entender los factores y efectos
que produce, es necesario tener conocimiento de su composicion y evolucion
temporal (Wei et al. 2014). Ademas, la adsorcion de proteinas sobre el transportador
viene acompafada por una lenta desnaturalizacion (Figura 2A), lo que se traduce en
un reconocimiento inmunoldgico de las nanoparticulas (Wei et al. 2014). Diversas
investigaciones tienen como propésito inhibir la formacion de la corona a partir de
proteinas no especificas o utilizando recubrimientos poliméricos (Figura 2B), para
permitir una larga circulacion del carrier por el torrente sanguineo y aumentar su

capacidad de orientacion (Nakanishi et al. 2001; de Castro et al. 2014).

El estudio del fendbmeno de adsorcion para conocer los mecanismos
moleculares que lo controlan permitira en el futuro desarrollar técnicas para intervenir
en los procesos bioldgicos relevantes mediante una adsorcion controlada, con el
propésito de prevenir aquellos efectos desfavorables para el organismo. Su
comprension también serd util en la utilizacion de biomateriales con mayor
especificidad, que tengan la capacidad de cumplir con las necesidades que se
requieran segun su aplicacion especifica; servird en el desarrollo de nuevas técnicas
experimentales que permitan evaluar con mayor detalle algin acontecimiento

bioldgico in vitro; facilitara el desarrollo de nuevos biosensores con un mayor nivel
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de precision; y mejorara el transporte de farmacos mediante el desarrollo de nuevos

nanocarriers con mayor especificidad, entre muchas otras aplicaciones.

(A)

Adsorcion Desnaturalizacion

(B)

Figura 2. Procesos de adsorcion de proteinas en carriers poliméricos. (A)
Dindmica de adsorcion y desnaturalizacion de proteinas en una superficie
desnuda; (B) Resistencia a la adsorcion de la proteina sobre superficies con

recubiertas poliméricas. Imagen modificada de (Wei et al. 2014).

1.3. Factores que controlan la adsorcidon de proteinas

El proceso de adsorcién de proteinas es extremadamente complejo, tanto que
los mecanismos y estructuras determinantes de la interaccion proteina-superficie aln

no han sido totalmente descritos (Norde 2008). No obstante, se conoce que la
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cantidad adsorbida y la susceptibilidad a la adsorcibn se modifica por las
propiedades de la proteina como la carga, el tamafio, la estabilidad de la estructura,
la composicion aminoacidica y la orientacion espacial; las propiedades de la
superficie soélida como la polaridad, la hidrofobicidad y la morfologia; y las
condiciones ambientales como la temperatura, el pH, la fuerza iénica y la

composiciéon del tampdn (Rabe et al. 2011; Nakanishi et al. 2001).

Para lograr entender el proceso de adsorcion de proteinas sobre superficies

solidas, es fundamental dar respuestas a interrogantes como:

*

¢Por qué y como se adsorben las proteinas?

+ ¢ Qué reglas mecanisticas guian el fenémeno de adsorcion?
+ ¢ Por qué algunas proteinas se adsorben y otras no?

¢ ¢ Esla adsorcién un proceso reversible?

+ ¢ Qué factores determinan la reversibilidad?

+ ¢Influye la adsorcién en la funcion biolégica de la proteina?

Una descripcion cruda podria asumir que los determinantes basicos de la
adsorcion de proteinas son las interacciones electrostaticas en superficies cargadas
y las interacciones hidrofilicas e hidrofébicas. Esta explicacién es perfectamente
funcional para técnicas cromatograficas, pero falla al explicar la adsorcién no
especifica que ocurre, por ejemplo, en biosensores o implantes (Mathé et al. 2013).
Es por esta razon que se requiere una explicacion mas detallada de otros factores

gue tienen implicancia en el proceso.

En el comienzo del proceso de adsorcion, las proteinas se aproximan a la
superficie en su estado nativo, asociandose a ella a través de algunos sitios de
contacto iniciales. Posteriormente, ocurre una reorganizacion estructural impulsada
por las interacciones favorables proteina-superficie y por un aumento en la entropia,
debido a la pérdida de la estructura secundaria de la macromolécula y por la
desorcion de los iones y del solvente (Rabe et al. 2011) (Figura 3). Muchas proteinas
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se unen débilmente a la superficie y sélo aumentan su afinidad después de un
tiempo, debido a los cambios estructurales que van experimentando. La adsorcion
puede conducir a una alteracion estructural irreversible de la proteina, impidiendo
gue vuelva a plegarse hacia su estructura nativa después de la desorcion. Por esta
razén, las proteinas desorbidas tienden a adsorberse mas en una superficie que las

proteinas en estado nativo (Nakanishi et al. 2001).

La orientacion inicial de la proteina determina en gran medida qué parte de la
molécula interactia con la superficie. Debido a sus estructuras complejas, las
proteinas exhiben diferentes afinidades de acuerdo a la composicion aminoacidica
local, lo que explica como una proteina de carga neta positiva o negativa puede
adsorberse en una superficie de carga neta similar (Rabe et al. 2011). Este factor
cobra importancia cuando la proteina es bioactiva, como son los receptores,
anticuerpos o0 enzimas, pues una alteracion estructural en las regiones de actividad

afectara su eficiencia, pudiendo llegar al punto de quedar completamente inactivas.

La estabilidad de una proteina, dada por propiedades como el tamafio, la carga
y la composicion, es de particular importancia para analizar su comportamiento
interfacial (Rabe et al. 2011). Aquellas proteinas rigidas, con una alta estabilidad
interna, se denominan proteinas “duras” (“hard” proteins) y se caracterizan por ser
poco susceptibles a alteraciones estructurales. Algunas proteinas duras son la a-
quimiotripsina, la ribonucleasa y la lisozima. Por otro lado, las proteinas con cohesion
interna baja como la hemoglobina, la albumina de suero humano (HSA) y la B-
caseina son llamadas proteinas “blandas” (“soft” proteins), pues tienden a
deformarse al entrar en contacto con una superficie (Nakanishi et al. 2001; Mathé et
al. 2013; Norde 1996; Rabe et al. 2011). En consecuencia, para ambos tipos de
proteinas el estado conformacional luego de la adsorcion es, en mayor 0 menor

medida, diferente al nativo.
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Figura 3. Representacion esquematica del proceso de adsorcién de una proteina
sobre una superficie sélida. (A) La proteina se acerca a la superficie y comienzan
a experimentar interacciones no enlazantes. (B) El aumento en la entropia del
sistema por la pérdida de las estructuras secundarias de la proteina y la
desorcion de los iones y del solvente favorecen el proceso de adsorcion proteina-

superficie.

Para las proteinas duras, las cantidades adsorbidas sobre superficies
hidrofilicas son generalmente muy pequefias a menos que exista una interaccion
electroestatica, mientras que su adsorcion es favorable en superficies hidrofébicas

produciendo cambios en su estructura. (Figura 4A).

Por otro lado, las proteinas blandas, que suelen ser de mayor tamafio (Norde &
Giacomelli 2000), tienden a adsorberse sobre cualquier superficie, como resultado de
un aumento en la entropia conformacional resultante de la adsorcion; es decir, se
adsorben sobre superficies aunque exista repulsion electrostatica. Tras el contacto
(Figura 4B y 4C), estas proteinas cambian su conformacion en gran medida,
incrementando el nimero de interacciones con la superficie (Figura 4D), lo que
provoca que la proteina se extienda sobre la superficie en un proceso cuasi-
irreversible (Mathé et al. 2013).
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Figura 4. Esquema de las interacciones de una proteina con una superficie con
carga negativa. Las interacciones entre las proteinas y la superficie se inician con
interacciones electrostéticas (A) y (B). Para proteinas duras la interaccion es
reversible, mientras que las proteinas blandas establecen otros contactos
electrostaticos (C) que conducen la propagacion de la proteina en la superficie
(D) de forma cuasi irreversible. Imagen modificada de (Mathé et al. 2013).

Ademas, el tamafio de la proteina es directamente proporcional con la velocidad
de difusibn desde el medio hacia la superficie, por lo que las proteinas mas
pequefias predominan en la etapa de adsorcion temprana; sin embargo, las mas
grandes se unen mas fuertemente a la superficie debido a su mayor area de
contacto, con lo que consiguen desplazar a las proteinas mas pequefias que

previamente habian sido adsorbidas (Nakanishi et al. 2001).

De los factores ambientales, el mas relevante es la temperatura, pues afecta el
estado de equilibrio y la cinética de la proteina. Cuando la temperatura aumenta en
un sistema, también lo hace la adsorcion. Esto puede ser debido a un aumento en la
movilidad de los componentes del sistema, lo que facilitaria la difusion de las

proteinas a la superficie (Nakanishi et al. 2001).

El pH determina el estado electrostatico de las proteinas, ya que cuando el pH
es igual al punto isoeléctrico (pHi), la carga neta de la proteina es cero existiendo el
mismo numero de cargas positivas y negativas. Cuando el pH es menor al pH,, las
proteinas estan cargadas positivamente mientras que si el pH es mayor al pHi, estan

cargadas negativamente. Las repulsiones electrostaticas proteina-proteina estan
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minimizadas en el punto isoeléctrico permitiendo mayor densidad de adsorcion sobre
la superficie. La adsorcion es alta cuando la superficie y la proteina tienen cargas
opuestas, pues la migracion de esta ultima hacia la superficie se ve favorecida por

las atracciones electrostaticas (Nakanishi et al. 2001).

Otro factor que afecta el proceso de adsorcidén de proteinas es la concentracion
de iones disueltos expresados en términos de fuerza idnica. Los efectos
electrostaticos pueden influir en la cinética de la adsorcion, produciendo un
incremento en la densidad de empaquetamiento, una suspension de los efectos
cooperativos 0 repulsiones proteina-proteina. Ademas, las altas condiciones de
fuerza idnica aumentan la tendencia de las proteinas a agregarse (Rabe et al. 2011).
Ya que los iones pueden ser diferenciados por su capacidad para precipitar proteinas
en una solucién, aquellos que promueven la precipitacion de proteinas son
denominados cosmoétropos y aquellos que desaceleran la precipitacion, cadtropos.
Este efecto se correlaciona con la capacidad para estabilizar (efecto cosmotropico) o
desestabilizar (efecto caotropico) la conformacion nativa de la proteina, influyendo

en su tendencia a adsorberse sobre diferentes superficies (Nakanishi et al. 2001).

Finalmente, las caracteristicas fisicoquimicas de la superficie del material
también son factores decisivos en la adsorcibn de proteinas, definiendo su
conformacion final y su actividad una vez adsorbidas. Los pardmetros mas
importantes corresponden a la morfologia, la carga, la polaridad y la energia
superficial. Las superficies no polares desestabilizan las proteinas y facilitan las
reorientaciones conformacionales que conducen a interacciones fuertes entre la
proteina y la superficie. Esto explicaria que la afinidad de las proteinas hacia las
superficies hidrofébicas aumenta, y por el contrario, disminuye en superficies
hidrofilicas (Rabe et al. 2011).

Las superficies como el cuarzo, la mica, el vidrio, y los metales o el grafito son

las mas utilizadas en los estudios de adsorcion de proteinas, aunque también es
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posible modificarlas para construir modelos adecuados para estudios mas
especificos (Rabe et al. 2011).

1.4. Estudios computacionales sobre la adsorcion de
proteinas

Un enfoque reciente utilizado para el estudio de adsorcidon sobre superficies
sélidas es la aplicacion de métodos computacionales que simulen el comportamiento
de las moléculas en interface, de forma complementaria a las técnicas
experimentales. Estos métodos son tremendamente potentes, pues no tienen las
limitaciones fisicas ni practicas de los métodos in vitro; sin embargo, como solo han
sido explorados en las Ultimas décadas, siguen en constante desarrollo y los
protocolos generalmente son variables dependiendo de los componentes del

sistema.

Debido a que las técnicas de simulaciébn molecular estan limitadas por la
capacidad computacional, los primeros estudios de adsorcion sobre superficies
sélidas no fueron realizados en proteinas, sino en atomos individuales y moléculas
sencillas. Por ejemplo, se puede mencionar la investigacién de Talbot et al., en la
cual se realizaron dinamicas moleculares para observar el comportamiento de
moléculas de N2 al adsorberse sobre una superficie de grafito estructurado (Talbot et
al. 1984), el estudio de Garofalini sobre la adsorcion de moléculas de agua en una
superficie de silice con estructura vidriosa (Garofalini 1990), y la investigacion llevada
a cabo por Pickett et al., donde se evaluo el comportamiento de atomos de xenon en
una superficie de silicalita (Pickett et al. 1990).

Yu y Lansing fueron quienes, a comienzos del nuevo milenio, reportaron los
primeros resultados de simulaciones mediante dinamica molecular atomistica

(abreviada de aqui en adelante como DM) de adsorcion de proteinas sobre

24



superficies de minerales arcillados. Especificamente, se reporté la interaccién de
pirofilita con crambina, rubredoxina y otros oligopéptidos. Como resultado, se
encontré que las superficies de minerales de arcilla pueden tener un efecto
desnaturalizante sobre las proteinas adsorbidas por dos razones: primero, porque
son agentes deshidratantes que perturban el medio ambiente de las moléculas de
agua que las proteinas globulares necesitan para mantener su estructura nativa; y
segundo, porque pueden establecer interacciones no enlazantes con ellas,
compitiendo eficazmente con las interacciones al interior de la cadena polipeptidica.
Se debe sefalar que los resultados expuestos en esta publicacion solo fueron
preliminares ya que los sistemas se disefiaron al vacio o casi al vacio. Otra
consideracion importante es que a diferencia de los estudios previos, los autores
describieron que su investigacion fue posible solo gracias al desarrollo de un campo
de fuerza empirico para dindmicas moleculares de minerales arcillados (Yu &
Lansing 2000).

Durante toda la década posterior al estudio de Yu y Lansing, Raffaini y
Ganazzoli realizaron una serie de investigaciones en las cuales expusieron
resultados de la adsorcion de fragmentos proteicos con superficies organicas. En dos
de ellos mostraron, mediante simulaciones moleculares, la interaccion de
subdominios de albumina conformados solo por a hélices y de moédulos de
fibronectina que contenian solo laminas B con una superficie plana de grafito
(Raffaini & Ganazzoli 2003; Raffaini & Ganazzoli 2004). Para ello realizaron DMs de
larga duracion en un medio dieléctrico efectivo y otras mas cortas en un medio con
presencia explicita de agua, estas Ultimas para evaluar la estabilidad geométrica y
los cambios en la solvatacion de las proteinas. Sus resultados sugirieron un
reordenamiento significativo de las cadenas principales de los subdominios de
albumina, pero sin demasiada pérdida de la estructura ni de la globularidad, debido
a que las DMs no fueron suficientemente prolongadas. Por el contrario, se observo
una conservacion prolongada de la estructura de los médulos de fibronectina. Estos
estudios son relevantes pues en ellos se desarrolld y perfeccion6 la metodologia

computacional que los autores seguirian utilizando en sus futuras investigaciones,
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considerando otros fragmentos proteicos con composicibn mixta y nuevas
superficies. Ademas, es posible replicar este protocolo en otras DMs con

componentes organicos (Raffaini & Ganazzoli 2006a; Raffaini & Ganazzoli 2006b).

Por su parte, Wei y colaboradores llevaron a cabo estudios de adsorcion de
lisozima mediante DM buscando determinar cual era el tiempo necesario para
evaluar el proceso completo de adsorcion de esta proteina sobre una superficie de
polietileno en un ambiente acuoso. Analizaron la deformacion estructural de la
proteina y su movilidad luego de adsorberse sobre la superficie hidrofébica. Para ello
dividieron el proceso en tres etapas: transporte hasta la superficie, deshidratacion y
deformacion después del contacto con la superficie. Los resultados de la simulacion
mostraron que la lisozima conservé sus estructuras secundarias y terciarias durante
el transporte a la superficie. Luego, durante la deshidratacion, la proteina comenzo a
deformarse por el desplazamiento de residuos hidréfobos hacia la superficie. Este
proceso de deformacion continué hasta el final de la trayectoria de simulacion. En
sus resultados observaron que a los 300 ns hubo una expansion hacia una estructura
completamente alargada respecto a su conformacion nativa, con una pérdida
significativa de a hélices, pero aun conservando la mayor parte de las laminas B. La
movilidad de la proteina en la superficie sigui6 la estructura cristalina del sustrato,
induciendo una difusion preferencial en paralelo a las cadenas de polietileno. A partir
de estos resultados concluyeron que se requieren mayores tiempos de simulacion

para observar completamente el proceso de adsorcion in silico (Wei et al. 2011).

Luego, Micksch y Urbassek expusieron sus resultados sobre la adsorcion de la
proteina albumina de suero bovino sobre una superficie de grafito hidrofobo usando
técnicas de DM. Ademas del método clasico, es decir, la dinamica molecular no
dirigida, también utilizaron la adsorcién forzada, en la que se modeld la accién del tip
de un microscopio de fuerza atbmica (AFM, por sus siglas en ingles) que empujaba
con fuerza constante a la proteina sobre la superficie. EIl modelo implicito de agua, la
dinamica de adsorcion y la energia del sistema fueron monitoreados usando dos

orientaciones iniciales diferentes, y en ambos casos la proteina se desplego
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parcialmente y se extendié sobre la superficie. La desnaturalizacion, sin embargo,
incrementd en gran medida en los casos en que se utilizd la adsorcion forzada. En
estas Ultimas se analizé el lipid-binding pocket (bolsillo de union de lipidos) de la
proteina durante la dinamica y se observé que independiente de la orientacion inicial,
este siempre se movio hacia la superficie de grafito, interactuando con ella, por su
caracter hidrofébico (Micksch & Urbassek 2011).

Posteriormente, Kubiak-Ossowska y Mulheran realizaron estudios de la
adsorcién de multiples estados oligoméricos de la lisozima de clara de huevo en una
superficie i6nica cargada, utilizando simulaciones de DM. Para ello construyeron
sistemas con dos, tres y cinco subunidades de la proteina en diversas orientaciones
con respecto a la superficie, con tiempos de simulacion del orden de los 100 ns.
También estudiaron modelos de proteinas con mutaciones puntuales en algunos
residuos ubicados en los sitios de adsorcion, con lo que consiguieron dilucidar el rol
de los aminoacidos sustituidos en las interacciones proteina-superficie. Durante el
tiempo de simulacion, se observo rotacion, adsorcidon y agregacion de los oligébmeros.
Ademas, el estudio incorporé el andlisis de dos procesos cooperativos: la adsorcién y
la agregacion proteina-proteina. Concluyeron que a baja concentracién de proteinas,
estas se adsorben de forma aislada y se reorientan en la superficie, para luego
agregarse. A una alta concentracién, en cambio, la agregacion ocurre en la solucion
y a continuacion se adsorben de forma no especifica. Este estudio es de gran
relevancia, pues, a diferencia de los anteriores, se trabajé por primera vez a nivel

multiproteico (Kubiak-Ossowska & Mulheran 2011).

Por otro lado, Micksch y Urbassek volvieron a proponer una nueva metodologia
para desarrollar mas extensamente el fendmeno de adsorcion in silico. Esta vez, los
autores utilizaron el método de dinamica molecular acelerada, con el fin de reducir
las limitaciones en escala de tiempo de las DMs. La técnica fue utilizada en
simulaciones que ofrecieron como resultado estados de adsorcion equilibrados de la
proteina morfogénica 6sea 2, sobre una superficie de grafito en medio acuoso y

salino. Con este sistema lograron demostrar, debido a que el muestreo del espacio
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conformacional mejor6 considerablemente, que la dindmica molecular acelerada
permite modelar el despliegue completo y la difusion de la proteina en la superficie
de grafito hidrofobico, exponiendo diferentes conformaciones “finales” de adsorcion.
Este resultado se correlaciond directamente con lo observado experimentalmente
respecto a la desnaturalizacibn de proteinas tras el contacto con superficies
hidrofébicas (Miucksch & Urbassek 2013).

Otro estudio de relevancia en esta area fue realizado por Javkhlantugs y Bayar.
En él, los autores sefialaron que tener una comprension tedrica de la orientacion de
las inmunoglobulinas inmobilizadas sobre superficies solidas es importante en los
sistemas biomédicos para la deteccion de patégenos y en el analisis celular.
También indicaron que a pesar de que la adsorcién estable de inmunoglobulinas
sobre superficies de poliestireno se ha aplicado en muchos tipos de inmunoensayos,
aun existe incertidumbre en la sensibilidad de los métodos experimentales clinicos y
bioldgicos basados en anticuerpos. Por esta razén, para entender el mecanismo de
unién y las interacciones fisicoquimicas proteina-superficie a nivel atémico,
desarrollaron su investigacion utilizando métodos computacionales. En las
simulaciones de adsorcién que realizaron con diferentes disposiciones de traslacion y
rotacion del anticuerpo, encontraron tres patrones de orientacion tipica de 1gG sobre
el poliestireno. El analisis de estos patrones condujo a proponer gque las principales
fuerzas de la adsorcién provienen de la interaccion de la superficie con los residuos

serina, acido aspartico y acido glutamico. (Javkhlantugs & Bayar 2013).

A diferencia de las investigaciones realizados hasta ese momento, en que se
utilizaron técnicas de DM, Wei y Knotts presentaron un nuevo método parar estudiar
las interacciones proteina-superficie que incorpor6 la especificidad quimica en un
contexto coarse-grained one-bead-per-residue. Esto permiti6 incrementar la
eficiencia computacional de las simulaciones mediante el remplazo de la descripcion
atomistica del sistema por modelos de grano grueso de baja resolucién, uno para
cada residuo. La parametrizacion se realizO con energias experimentales de

adsorcion para multiples péptidos modelos en diferentes tipos de superficie. La
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validez del modelo se establecié por su capacidad de predecir cuantitativamente y
cualitativamente la energia libre de adsorcion y los cambios estructurales para
multiples proteinas bioldégicamente relevantes en multiples superficies. La validacion,
hecha con proteinas que no se ocuparon en la parametrizacion, mostré que el
modelo fue notablemente similar con lo reportado en experimentos (Wei & Knotts
2013).

Finalmente, Penna et al.,, haciendo uso de mayor potencia computacional,
realizaron mas de 240 simulaciones de DM en sistemas conformados por dos
péptidos, agua y una superficie sélida, para hacer un andlisis estadistico de ellas.
Los autores lograron identificar un mecanismo generalizado, a nivel molecular, para
la adsorcion de péptidos sobre superficies no cargadas. Este se compuso de tres
fases: primero, la difusion parcial de los péptidos desde la solucion hacia la
superficie; segundo, su anclaje a la interface agua-sélido a través de la interaccion
entre algun grupo hidrofilico y el agua adyacente a la superficie o un grupo
hidrofébico que interactie fuertemente con el material; y tercero, el bloqueo del
péptido sobre la superficie a través de un proceso adsorcion lento, gradual y
secuencial, al que denominaron zippering estadistico. De esta forma revelaron que el
mecanismo de adsorcibn sobre una superficie sin carga es dirigido por el
ordenamiento orientacional de capas de agua adyacentes al sélido (Penna et al.
2014).

1.5. Propiedades de la caolinita como adsorbente

El grupo de los filosilicatos (en el que estan incluidos la caolinita, la moscovita,
la pirofilita, las montmorillonitas, entre otros), es considerado uno de los mas
relevantes, por las funciones naturales e industriales que tienen los minerales que lo
componen. Por ser constituyentes elementales de suelos, rocas y sedimentos, los

filosilicatos tienen la capacidad de retener varios contaminantes del agua
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subterranea, asi como de remediar suelos de cultivo de protoxinas o proteinas
toxicas, debido a la preferencia que muestran por ellos (Bhattacharyya & Gupta
2008; Yu et al. 2000). Estos procesos estan mediados principalmente por el
intercambio i6nico y por los mecanismos de adsorcion (Bhattacharyya & Gupta
2008).

Los minerales de filosilicato consisten basicamente en estructuras cristalinas
conformadas por dos tipos de capas: la capa tetraédrica de silicio y la capa
octaédrica de aluminio o de magnesio. Dependiendo de la proporcion entre ellas, los
filosilicatos pueden ser clasificados como filosilicatos de tricapa (tipo 2:1) o de bicapa
(tipo 1:1), y estos ultimos, a su vez, en dioctaédricos o trioctaédricos dependiendo de
si el &tomo en el centro de sus octaedros es un aluminio o un silicio, respectivamente
(Liu 2015).

La carga de un filosilicato esta determinada principalmente por la naturaleza de
su estructura cristalina, por las sustituciones isomaérficas que posea, por la capacidad
de acomodacién de cationes en sus regiones interlamina, por su capacidad de
intercambio catiénico y por la composicién del medio (Liu 2015); mientras que su
capacidad para interaccionar con otros compuestos depende de factores como su
composicién quimica, la naturaleza de los atomos que tenga expuestos, sus

defectos y por la carga y tipo de catién intercambiado.

La caolinita [Al2Si2Os(OH)4], el material elegido para esta investigacion, posee
una estructura laminar anisotréopica 1:1 del tipo dioctahédrica, con una baja
capacidad de intercambio i6nico. Las particulas de este material constan de tres
capas superficiales: la capa basal plana tetraédrica de silicio, la capa basal plana
octaédrica de aluminio y la capa de borde (Liu 2015), tal como se muestra en la
Figura 5. Respecto a su carga, las conclusiones recientes son ambiguas, debido a
gue su punto de carga cero (PZC, por su sigla en inglés) varia de acuerdo a las
contribuciones individuales de cada una de sus capas. Segun lo reportado por Gupta
y Miller, el pHi de la capa basal de aluminio varia entre los pH 6 y 8, y el de la capa
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basal de silicio es menor a 4 (Gupta & Miller 2010). Para la capa de borde, por su
dificultad para ser estudiada, se han reportado diferentes valores que varian entre los
pH 4,5y 7,5 (Rand & Melton 1975; Kretzschmar et al. 1998; Gupta et al. 2011). Otro
dato relevante respecto a la caolinita es que la capa basal de silicio ha sido descrita
como relativamente hidrofébica, mientras que la capa basal de aluminio como

hidrofilica, lo cual fue verificado por estudios de DM (Yin et al. 2012).

Capa basal plana octaédrica de aluminio

Capa
de borde

Capa basal plana tetraédrica de silicio
Figura 5. Superficie de caolinita de 5x3x2 celdas unitarias. El rojo representa los
atomos de oxigeno, el amarillo los de silicio, el rosa los de aluminio y el blanco
los de hidrégeno.

1.6. Propiedades la lgG1 como adsorbato

Las inmunoglobulinas, también conocidas como anticuerpos, son un pequefo
grupo de glicoproteinas producidas en los plasmocitos. Ellas juegan un rol critico en
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la respuesta inmunoldgica, mediante el reconocimiento especifico y la unién a
antigenos particulares tales como virus o bacterias, promoviendo su destruccion

(Dominguez & Holmes 2011).

El peso de las inmunoglobulinas varia entre los 146 y 188 kDa cuando son
monomeéricas, por lo que se consideran proteinas “grandes” y su composicion es 82-
96% proteica y 4-8% sacaridica. La parte proteica esta formada por una estructura
de cuatro cadenas, 2 de ellas “pesadas” (H) y 2 “ligeras” (L) las cuales son idénticas
entre si, mientras que la parte sacaridica esta formada por 2 N-glicanos unidos a las
cadenas H (Stadlmann et al. 2008; Meulenbroek 2008). La region N-terminal de las
cadenas H y L se caracterizan por tener una composicion aminoacidica variable, las
cuales son denominadas regiones Hv y Lv, respectivamente. La region constante de
las cadenas L se denomina Lc, mientras que la regién constante de las cadenas
pesadas estan divididas en tres subunidades: Hci, Hc2 y Hes. Tanto las regiones
variables de ambas cadenas, como la subunidad constante Hci se encuentran en la
fraccion de las inmunoglobulinas que se unen al antigeno (Fab), mientras que las
subunidades Hcz y Hcs estdn posicionadas en la fraccion cristalizable (Fc). La
seccién que une las fracciones Fab con la fraccion Fc es denominada regiéon bisagra
(hinge, en inglés). Por ultimo, la estabilidad de la macromolécula es mediada por
puentes disulfuros inter- e intracatenarios, cuya cantidad y disposicion varia de
acuerdo al isotipo y subclase de anticuerpo (Figura 6A) (Vidarsson et al. 2014;
Stadlmann et al. 2008; Liu & May 2012; Meulenbroek 2008).

Ademas de las funciones inherentes que cumplen en el organismo,
determinadas por las variaciones particulares de cada anticuerpo (Vidarsson et al.
2014; Stadlmann et al. 2008), las inmunoglobulinas han sido utilizadas con
propésitos clinicos y experimentales. En técnicas de inmunoensayo, las
inmunoglobulinas son modificadas mediante un proceso denominado Produccién de
Anticuerpos, el cual involucra como paso mas importante la adicion de un tag que le
otorga la capacidad de detectar y unirse selectivamente a un antigeno especifico de
interés biologico (Thermo Scientific 2010). En el caso de los Ensayos por
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Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés), un antigeno es
inmovilizado por un anticuerpo que se encuentra adsorbido sobre una fase sélida (al
cual se llama anticuerpo primario), para su posterior reconocimiento por un segundo
anticuerpo (denominado anticuerpo secundario), capaz de generar un producto
detectable y cuantificable. Debido a la diversa cantidad de aplicaciones que tiene
ELISA, comprender los factores que describen el proceso de adsorcion de las
inmunoglobulinas es fundamental para el entendimiento y el futuro mejoramiento de

la técnica.

A pesar que los factores que controlan la adsorcion de proteinas son variados,
en las inmunoglobulinas pertenecientes al isotipo G (IgG) (Figura 6B), se han
observado caracteristicas importantes asociadas a este fendmeno. Segun lo
publicado por Meulenbroek, la mayor diferencia entre la composicion aminoacidica y
estructura tridimensional de las distintas subclases de IgG ocurre en la region
bisagra, lo cual tiene directa implicancia en la movilidad de la proteina. Esta region,
junto con las subunidades Hcz y Hcs, determinan la flexibilidad de la molécula
permitiéndole alterar en mayor o menor medida el angulo y las rotaciones de sus
fragmentos Fab, asi como sus posiciones relativas respecto al fragmento Fc y las
oscilaciones de este Ultimo dominio. Todos estos comportamientos son
fundamentales para el cumplimiento de las funciones efectoras de la IgG, tales como

la unién al complemento y la unién al receptor del fragmento Fc (Meulenbroek 2008).

En los capitulos siguientes se describe el procedimiento utilizado para la
creacion de la metodologia que permitié estudiar las primeras etapas del proceso de
adsorcion del anticuerpo IgG1l sobre una superficie sélida de caolinita, usando

técnicas de DM.
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Figura 6. Estructura de la IgG1. (A) Representacion esquematica de la estructura
de la IgG1. La cadena H estd compuesta por una region variable (Hy) y tres
regiones constantes (Hci, He2 y Hes). La cadena L posee una region variable (Lv)
y una region constante (Lc). La estabilidad de la molécula es otorgada por los
puentes disulfuros (S-S) (Liu & May 2012) (B) Estructura tridimensional de la
IgG1 (codigo PDB: 1HZH), obtenida mediante cristalografia de rayos X con una
resolucion de 2,7 A (Saphire et al. 2001). En color verde y amarillo estan
representadas la cadenas pesadas, mientras que en purpura y rojo las cadenas

ligeras.
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2. Hipotesis y objetivos
2.1. Hipotesis

El disefio y uso de una nueva metodologia basada en la técnica de DM permite
estudiar el proceso de adsorcion de la proteina IgG1 sobre una superficie sélida de

caolinita.

2.2. Objetivo general

Disefiar una metodologia que permita evaluar el proceso de adsorcion de la
proteina IgG1 sobre una superficie soélida de caolinita, mediante simulaciones de DM.

2.3. Objetivos especificos

1. Disefiar una superficie de caolinita con las dimensiones adecuadas para la

adsorcion de la proteina IgG1.

2. Analizar la estabilidad estructural de la superficie de caolinita en una caja de
agua, mediante simulaciones de DM.

3. Reconstruir la estructura tridimensional de los subdominios de la proteina

IgG1 mediante modelamiento por homologia.
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Analizar la estabilidad estructural de la proteina IgG1 en una caja de agua,
mediante simulaciones de DM.

Obtener la orientacion inicial de la adsorcion de la proteina IgG1 sobre la
superficie de caolinita, mediante el analisis tedrico de las interacciones no

enlazantes.

Modelar el proceso de adsorcion de la proteina IgG1 sobre la superficie de

caolinita en una caja de agua, mediante simulaciones de DM.
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3. Materiales y metodologia

El estudio del fendmeno de adsorcién por medio de técnicas computacionales
es un enfoque relativamente reciente, por lo tanto no existe un protocolo pre-
establecido para la construccion de los modelos moleculares que se utilizan.
Diferentes autores han propuesto sus propios procedimientos en correspondencia
con la capacidad computacional disponible, la naturaleza y complejidad del modelo,
el nivel de detalle esperado en la descripciébn de las interacciones, el tiempo de

simulacion, entre otros factores.

Los estudios realizados usando dinamica molecular como método de simulacion
han sido diferenciados en dos grupos de acuerdo a la técnica utilizada. Estas
técnicas logran aportar con niveles de caracterizacion de mayor o menor detalle a
cambio de costo computacional y tiempo de simulacién. Por un lado, coarse-grained
se enfoca en calculos que describan el comportamiento a una larga escala temporal,
gue entregan resultados generales (Raffaini & Ganazzoli 2003; Raffaini & Ganazzoli
2004; Ganazzoli & Raffaini 2005), mientras mantienen la eficiencia computacional y
conservan la estabilidad de la proteina durante la simulacién del proceso de plegado
y desplegado (Wei & Knotts 2013). Por otro lado, las simulaciones atomisticas son
utilizadas para describir las interacciones especificas de una proteina con una
superficie a escala nanométrica, entregando mayor detalle a nivel atbmico, pero
teniendo como factor critico el tamafio del sistema modelado (en nimero de atomos)
y el tiempo maximo de simulacidén, por su mayor costo computacional. A pesar de
esto, solo las simulaciones atomisticas pueden proporcionar una descripcion
completa de las fuerzas de interaccion fundamentales involucradas en el proceso de

adsorcion (Raffaini & Ganazzoli 2003).
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3.1. Hardware

Para la elaboracion y ejecucion de los script presentados en este estudio y para
la construccion de los sistemas se utilizé una laptop Samsung NP350V4C-07CL:

¢ Procesador: Intel Core i5 3210M (2500 MHz - 3100 MHz)

+ RAM: 6GB DDR3 (1600MHz)

¢+ Almacenamiento: HDD 750 GB (5400rpm)

¢ Tarjetas de video: AMD Radeon HD 7670M (1GB); Intel GMA HD Graphics 4000
(integrada)

¢ Sistema operativo: Ubuntu 14.04 LTS (Trusty Tahr)

y para los célculos de DM se utilizd uno de los nodos del cluster NIMBUS, del
Laboratorio de Biologia Estructural y Nanofisiologia del Departamento de Fisiologia
de la Pontificia Universidad Catoélica de Chile, el cual estd basado en un sistema
Enclosure DELL POWEREDGE BLADE M1000E:

+ Conexion: x Switch Force 10 con puertos de 10GbE

¢+ Procesadores: 8x Dell Poweredge M915 Compute nodes (64 procesadores por
nodo)

+ Velocidad de procesamiento: 2,1 GHz

¢ Servidor: M915

+ RAM: 128 GB por nodo

¢+ LOM: Intel x520-k 2 Port 10 GB K

¢+ Almacenamiento: HDD 2 TB por nodo

¢ 6 Fuentes de poder

+ 9 ventiladores activos

¢ 2 controladoras de Chassis CMC

+ 1iKVM Avocent
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3.2. Software

¢ Geany 1.28: Editor de texto con las caracteristicas basicas de un entorno de
desarrollo integrado. Fue desarrollado para proporcionar un IDE rapido y ligero,
con pocas dependencias de otros paquetes. Se caracteriza por su compatibilidad
con una gran cantidad de archivos (Troger 2015).

¢+ Modeller 1.16: Programa usado para realizar modelamientos por homologia a
partir de un alineamiento de secuencias entre una proteina de estructura
desconocida y otra de estructura conocida relacionada. (Eswar et al. 2007).

¢+ VMD 1.9.2: Programa de visualizacion molecular para ver, animar y analizar
grandes sistemas biomoleculares utilizando gréficos tridimensionales y
secuencias de comandos incorporado. (Humphrey et al. 1996).

¢+ NAMD 2.9: Programa de codigo paralelo disefiado para la ejecucion de
dinamicas moleculares de alto rendimiento, principalmente para sistemas
biomoleculares (Phillips et al. 2005).

¢ Gnuplot 5.0.3: Aplicacién portable manejada por linea de comandos para la
visualizacion de funciones matematicas y datos de forma interactiva y no
interactiva (Williams & Kelley 2015).

3.3. Seleccidon del campo de fuerza

Una de las mayores dificultades en el modelado de sistemas que contienen
interfaces organicas-inorganicas o biomoleculares-inorganicas es el calculo preciso
de la expresion energética (Hamiltoniano molecular), el cual permite calcular las
propiedades termodindmicas del sistema (Heinz et al. 2013). En simulaciones
moleculares, la expresion energética se obtiene a partir de conjunto de parametros,
ecuaciones y constantes reunidas en una expresion matematica denominada

funcién de energia potencial o campo de fuerza.

39



Un campo de fuerza define las expresiones que determinan la energia
involucrada en las interacciones enlazantes y no enlazantes entre todas las
particulas definidas en el sistema modelado. Entre las interacciones enlazantes es
comun encontrar potenciales para describir vibraciones de enlaces, angulos de
enlace y dihedros. Los campos de fuerzas también deben incluir términos no
enlazantes para describir interacciones electrostatica, inductivas y dispersivas, y de

Van der Waals entre todos los pares de particulas.

Con la evolucion del poder computacional desde la década de 1980, se han
desarrollado diversas especializaciones de campos de fuerza para moléculas de
diferente naturaleza. La especializacién consiste en ajustar con parametros todas las
funciones contenidas en el campo de fuerza, tal que reproduzcan los datos
experimentales o propiedades conocidas de un conjunto. Los campos de fuerza
armonicos (que incluyen este tipo de funciones para los términos enlazantes), por
ejemplo, reproducen muchas propiedades de proteinas, carbohidratos, ADN,
solventes, drogas, surfactantes y polimeros en amplia concordancia con
experimentos. Otros, como los campos de fuerza de Buckingham y Lennard-Jones
(que poseen funciones para describir las interacciones dispersivas entre pares de
particulas), han sido creados para minerales y polimeros. La mayoria de los metales
se modelan con la funciéon de energia potencial del Método del Atomo Embebido
(EAM, segun sus siglas en inglés) y las reacciones quimicas con el campo de fuerza
ReaxxFF; sin embargo, estas expresiones de energia especializadas estan
restringidas a un ndamero limitado de compuestos y su pobre compatibilidad y
transferencia hace que resulte sumamente dificil reunirlas en una Unica expresion

energeética tanto para moléculas organicas como inorganicas (Heinz et al. 2013).

Por lo anterior, para las simulaciones de DM propuestas en los objetivos
especificos 2, 4 y 6, se utilizd el campo de fuerza atomistico INTERFACE v1.5,
desarrollado por el laboratorio de Heinz en la Facultad de Ciencia de Polimeros e
Ingenieria de Polimeros de la Universidad de Akron, USA; y publicado el 24 de
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marzo del 2015 (Heinz et al. 2013). INTERFACE contiene una coleccion de
parametros termodinamicamente consistentes para compuestos organicos al cual se
le han incorporado otros para compuestos inorganicos, tras una validacion individual
exhaustiva. Ha sido desarrollado para simulaciones de nanoestructuras de escala de
1 a 100 nm (nivel al cual se ejercen las fuerzas quimicas y fisicas que se observan a
nivel macroscépico), con una precision que ha logrado reducir las desviacion en
hasta dos o6rdenes de magnitud comparado con campos de fuerza alternativos, en

relacion con los datos experimentales (Heinz et al. 2013).

3.4. Creacion y preparacion de la superficie de caolinita
parala DM

3.4.1. Obtencion del modelo de la superficie de caolinita

Para obtener el modelo de caolinita se desarrollé el script kaoliniteSurfGen.pl
(Anexo 1), el cual, a partir de la celda unitaria de este material, generd una lamina de
200x200x5 A3 en dos archivos: kaolinite_38x22_R.car, con la informacion de la
posicion de los atomos y kaolinite_38x22_ R.mdf, con su estructura molecular. El
tamafo fue elegido teniendo en cuenta las dimensiones de la IgG1, de forma tal que
no estableciera interacciones consigo misma durante la DM del modelo que incluyera

la proteina y la superficie, por las condiciones periddicas de borde.

Posteriormente, los archivos kaolinite_38x22_R.car y kaolinite_38x22_R.mdf
fueron transformados a los formatos .pdb y .psf, respectivamente, pues estos son
compatibles con NAMD (Tim et al. 2012). Para la conversién se utilizaron dos
softwares incluidos en el paquete que el laboratorio de Heinz puso a disposicion de la
comunidad cientifica junto con el campo de fuerza INTERFACE: El primero, llamado
msi2lmp_gcc32.exe, transformé  los  archivos  kaolinite_38x22_R.car vy
kaolinite_38x22_R.mdf en un solo archivo de nombre kaolinite_38x22_ R.lammps05;

el segundo software, car_Imp TO pdb _psf.exe, transform6é el archivo
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kaolinite_38x22_R.lammps05 a los archivos finales kaolinite_38x22 R.pdb vy
kaolinite_38x22_R.psf.

3.4.2. Obtencion del modelo de la superficie de caolinita en agua

A partir de los archivos de entrada de la lamina de caolinita para NAMD, se
disefié un sistema con la superficie y se introdujo una caja de agua de modelo TIP3P
sobre ella, con 20 A de alto para evitar interacciones no enlazantes consigo misma
durante la DM en condiciones periédicas de borde. En los ejes x e y las dimensiones
fueron aproximadamente 200 A, al igual que las de la superficie. El tamafio total del
sistema fue 200x200x25,25 A3 y de los 101001 a4tomos que lo componen 28424
corresponden a la caolinita 'y 72577 al solvente.

La solvatacion mencionada en el parrafo anterior fue hecha con el script para
VMD solvate.tcl (Anexo 2), el cual requiere de plugin psfgen para generar los
archivos .pdb y .psf del sistema con las moléculas de agua. Debido a que psfgen no
puede distinguir los nombres de los &tomos de la caolinita, pues son distintos a los
gue poseen los sistemas organicos, no les asigné correctamente sus coordenadas
en el archivo kaolinite_38x22_R_WB.pdb. En su lugar, todos fueron desplazados al
punto (0,0,0) del plano cartesiano. Para corregir este error se elabor6 otro script, al
qgue se denominé replaceCoordinates.pl (Anexo 3). Este recibe como entrada dos
archivos: kaolinite_38x22_ R.pdb y kaolinite_38x22 R_WB.pdb. Del primero extrae
las coordenadas atdémicas correctas y las reemplaza por las incorrectas en el

segundo. Una representacion grafica del sistema puede verse en la Figura 7.
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Figura 7. Superficie de caolinita en una caja de agua (archivos

kaolinite_38x22_ R.pdb y kaolinite_38x22 R_WB.pdb).

Para mayor comprension del proceso de modelado de la superficie de caolinita

en agua, la Figura 8 muestra un diagrama de flujo que indica el orden en el que

fueron ocupados los scripts, considerando los ficheros que recibieron como entradas

y los que generaron como salida. Cabe sefalar que el nombre de los archivos puede

variar, si el usuario lo desea, al usar los cddigos en una metodologia diferente.
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- -{ kaolinte_38x22_R_WB psf [+—

\ kaolinite_38x22 R_WB_pdb }—

| kaolinite_38x22_Rpsf |

solvate -+

\ kaolinite_38x22_R pdb \

v
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I—»‘ kaolinite_38x22 R_WB-01.dcd Lu

|—»| kaolinite_38x22_R_WB_MD pdb |

> Codigo de terceros  {__» Codigo personal [__| Archivo

Figura 8. Diagrama de flujo que explica el proceso de creacion y simulacion de
una superficie de caolinita en agua usando los scripts desarrollados para esta

investigacion y otros de terceros. Se han omitido los archivos de registro .log.

3.5. Reconstruccion y preparacion del modelo de la IgG1
parala DM

3.5.1. Obtencion del modelo de lalgG1l

Debido a que la estructura de la IgG1 b12 posee regiones que no pudieron ser
definidas (gaps) mediante cristalografia de rayos X, fue necesario hacer un
modelamiento por homologia para reconstruir sus subdominios. El procedimiento se
realiz6 con el software Modeller v9.16, utilizando como molde la estructura

tridimensional incompleta, la cual se compard con su propia secuencia aminoacidica
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para generar el nuevo modelo de la proteina. Al archivo obtenido, el cual contiene las
coordenadas atémicas de todos los residuos, se le nombré 1HZH_M.pdb.

A continuacién, se adicion6 a cada una de las cadenas de la proteina el grupo
N-terminal en su forma protonada, el grupo C-terminal en su forma desprotonada y
los residuos de histidina fueron modelados en su estado no ionizado (HSD), tal como
se encuentra la proteina en una solucion a pH neutro. (Javkhlantugs & Bayar 2013).
Finalmente, se establecieron los puentes disulfuros propios de este tipo de
inmunoglobulinas (Liu & May 2012) (Figura 6A) y se agregaron los atomos de
hidrogeno. Todo lo anterior se realizé con el script para VMD PSFProtein.tcl (Anexo
4), el cual, utilizando la estructura 1HZH M.pdb y el archivo de topologia
top_all27_prot_na.rtf, entregd como resultado los archivos 1HZH M _RU.pdb y
1HZH_M_RU.psf.

3.5.2. Obtencion del modelo de la lgG1 en agua

Se disefié una caja de agua de 144x138x196 A3 alrededor de la IgG1 de los
archivos 1HZH M RU.pdb y 1HZH M_RU.psf, con moléculas de agua modelo
TIP3P, usando una vez mas el script solvate.tcl. A los nuevos ficheros se les
denomin6é 1HZH_M_RU_WB.pdb y 1HZH M_RU_WAB.psf. El tamafio de la caja fue
escogido teniendo en cuenta las dimensiones de la proteina: 15 A de distancia a
partir del ltimo a&tomo en cada direccién del plano cartesiano para evitar que formara
interacciones no enlazantes consigo misma durante la DM en condiciones periodicas
de borde. De los 375739 atomos que contiene este sistema, 20602 corresponden a
la proteina y 355137 al agua. Una representacion esquematica del modelo a utilizar

se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Proteina IgGl bl2 en wuna caja de agua (archivos
1HZH_M_RU_WB.pdb y 1HZH_M_RU_WB.psf).

Para mayor comprensién del proceso de modelado de la IgG1l en agua, la
Figura 10 muestra un diagrama de flujo que indica el orden en el que fueron
ocupados los scripts, considerando los ficheros que recibieron como entradas y los

que generaron como salida.
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Figura 10. Diagrama de flujo que explica el proceso de reconstruccién y
simulacién de la IgG1 bl2 (PDB: 1hzh.pdb) en agua, usando los scripts
desarrollados para esta investigacion y otros de terceros. Se han omitido los
archivos .log.

3.6. Preparacion del modelo con la IgG1, la superficie de
caolinitay el agua para la DM

Para construir el sistema que contiene la IgG1, la lamina de caolinita y el agua,
se generaron dos archivos de coordenadas .pdb, uno de la superficie y otro de la
proteina, luego de 10 ns de produccion de sus DMs individuales. Se utilizaron estas
nuevas configuraciones espaciales para tener de ambas una conformaciébn mas
cercana al equilibrio en el medio acuoso, con los efectos térmicos ya incluidos. A los
archivos se les denominé kaolinite 38x22 R _MD.pdb y 1HZH M_RU_MD.pdb

respectivamente.

Luego, se buscé la orientacion mas favorable de la proteina sobre la superficie,
con el objetivo de favorecer las interacciones entre ambas y asi evitar realizar un
muestreo con Vvarias estructuras de partida, pues esto implica un costo

computacional elevado. Para este propésito se utilizd el script para VMD
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proteininitialPosition.tcl (Anexo 5), que recibi6 como entrada los archivos
1HZH_M_RU_MD.pdb y kaolinite_38x22 R_MD.pdb, y gener6 el archivo
1HZH _M_RU_MD _IP.pdb, con la nueva orientacion y posicion de la IgG1l. Por su
importancia, el funcionamiento y los resultados de este script se comentaran con mas

detalles en el siguiente capitulo.

Posteriormente, se solvato la proteina en su nueva posicion utilizando una vez
mas el script solvate.tcl, configurando la caja de agua para que sus dimensiones en
los ejes x e y fueran del mismo tamafio que la superficie representada en el archivo
kaolinite_38x22_R_MD.pdb. Ademas, se consider6 una capa de agua de 30 A por
sobre el Ultimo atomo de la proteina en el eje +z, para evitar que esta interactuara
con la capa basal de silicio de la lamina generada por las condiciones periddicas de
borde. Los archivos que solvate.tcl utilizé como entrada fueron
1HZH_M_RU_MD _IP.pdb, 1HZH M_RU.psf, y los generados se nombraron
1HZH M_RU_MD_IP_WB.pdby 1HZH_M_RU_MD_IP_WB.psf.

A continuacién, con el médulo Merge Structures, incluido en VMD, se unieron
los archivos de la proteina, 1HZH_M_RU_MD_IP_WB.pdb y
1HZH _M_RU_MD_IP_WB.psf, con los de la superficie, kaolinite_38x22 R_MD.pdb y
kaolinite_38x22_R.psf, en dos nuevos: 1HZH_kaolinite_ WB.pdb y
1HZH_ kaolinite_ WB.psf. Sin embargo, Merge Structures también utiliza el plugin
psfgen, por lo que 1HZH_kaolinite_ WB.pdb presentd el mismo desplazamiento de los
atomos de la superficie al punto (0,0,0) ya observado. Esto fue corregido una vez
mas con el script replaceCoordinates.pl, que entregé el archivo de coordenadas
atomicas definitivo para este sistema (Figura 11). De esta forma, el sistema completo
quedd compuesto por 587008 atomos, de los cuales 20602 corresponden a la
proteina, 28424 a la superficie y 537982 al agua.
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Figura 11. Superficie de caolinita y proteina IgG1 b12 en una caja de agua
(archivos 1HZH_kaolinite_WB.pdb y 1HZH_kaolinite_WB.psf). Los nombres Fabl
y Fab2 fueron elegidos arbitrariamente para mayor comprension del andlisis

posterior.

Para mayor comprension del proceso de modelado del sistema que incluye la
IgG1 y la superficie de caolinita en agua, la Figura 12 muestra un diagrama de flujo
que indica el orden en el que deben ser ocupados los scripts, considerando los

archivos que recibieron como entradas y los que generaron como salida.
Todos los modelos fueron construidos sin la incorporacién de iones en el medio,

ya que los estudios de adsorcién son realizados en condiciones de agua desionizada

(agua ultrapura de tipo I) (Barrera et al. 2005).
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Figura 12. Diagrama de flujo que explica el proceso de creacion y simulacion de
sistema compuesto por una superficie de caolinita, una IgG1 b12 y agua, usando
los scripts desarrollados para esta investigacion y otros de terceros. Se han

omitido los archivos .log.

3.7. Protocolo para las DMs

Se realizaron tres simulaciones de DM: una para la superficie de caolinita en
una caja de agua, otra para la proteina IgG1 en una caja de agua y una para ambas,
proteina y superficie, en una caja de agua. El software utilizado fue NAMD 2.9 con el
campo de fuerza INTERFACE v1.5 para la descripcion molecular del sistema. Cada
dindmica se efectué simulando un ensamble isotérmico-isobarico (NPT) a 298 K de
temperatura y a 1 atm. de presion, aplicando el método dinamica de Langevin para la

configuracion del termostato y el método Langevin Piston para la configuracién del
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baréstato. El cut-off escogido para las interacciones de Lennard-Jones fue de 12 Ay
para calcular las interacciones electrostaticas de largo alcance se considero el
algoritmo Particle Mesh Ewald. Todos los sistemas fueron simulados en condiciones
periodicas de borde. En el caso de las dinAmicas que involucraron la superficie de
caolinita, se aplicd una restriccibn arménica 1 kcal/mol a todos sus atomos con el
script para VMD restrainSurface.tcl (Anexo 6), lo que permitié simular la rigidez del
material. Ademas, se les permiti6 variar sus dimensiones a lo largo del eje z,
mientras que se les impuso una relacion constante entre los vectores de celda xy, tal

que representaran las condiciones de la superficie.

La simulacion de la superficie fue realizada en 5542000 pasos, equivalentes a
11,084 ns, pues el intervalo de tiempo de integracion fue de 2 fs. De ellos, 5532000
pasos (11,064 ns) fueron de produccion de la DM. Para el caso de la proteina, la
simulacion se llevo a cabo en 12722500 pasos (25,445 ns), con 12712500 (25,425
ns) de produccion. Finalmente, el modelo que comprende la proteina, la superficie y
el agua fue simulado en 5743000 pasos (11,486 ns) con 5733000 pasos de
produccion (11,466 ns). Cabe sefialar que se consideré como produccién de la DM al
tiempo trascurrido desde que los pardmetros termodinamicos de presion y
temperatura alcanzaron el equilibrio, segun las condiciones propuestas para la
simulacion. Los Anexos 7, 8 y 9 contienen los archivos de configuracion de NAMD

utilizados para estas DMs.
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4. Presentacion, andlisis y discusion de los
resultados

4.1. Construccion de la superficie de caolinita

El laboratorio de Heinz desarrolld, junto al campo de fuerza INTERFACE, una
base de datos con modelos realistas de superficies que consideran propiedades
como los defectos, la capacidad de intercambio cationico (en el caso de los
minerales de arcilla), los planos tipicos de escision y el comportamiento en un rango
completo de valores de pH. Estas caracteristicas son esenciales para hacer
predicciones adecuadas mediante simulaciones de DM (Heinz et al. n.d.). Cada uno
de estos modelos fue disefiado con el software Material Studio de Accelrys y
representado en dos archivos: uno con las coordenadas espaciales de todos los

atomos (formato .car) y otro que indica la conectividad entre ellos (formato .mdf).

Entre los distintos materiales que ofrece esta base de datos, existen tres
modelos diferentes de caolinita basados en su estructura cristalografica
experimental. Una es la celda unitaria en el grupo espacial C1 (Bish 1993) (Figura
13A); otro es una lamina simple de 5x3x1 celdas unitarias (Figura 13B); y el Gltimo es
una doble lamina de caolinita de 5x3x2 celdas unitarias. Estudios computacionales
previos demuestran que la superficie de un material puede ser representada con
confiabilidad mediante modelos de una sola lamina (Croteau et al. 2009; Fang et al.
2005). A partir de estos antecedentes y considerando las dimensiones necesarias
que debe tener el sistema para representar el fendmeno de adsorcién del IgG1, en el

presente trabajo se model6 la superficie de esta forma.
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(A)

Figura 13. Estructura de la caolinita. (A) Estructura tridimensional de la celda
unitaria. de caolinita (Bish 1993) (archivos kaolinite_unit_cell.car vy
kaolinite_unit_cell.mdf) (B) Estructura tridimensional de la lamina simple de
caolinita de 5x3x1 celdas unitarias (archivos kaolinitel5 single layer.car y
kaolinitel5_single_layer.mdf). El color de los atomos sigue la representacion

sefialada en la Figura 5.

4.1.1. Andlisis de los archivos de coordenadas cartesianas .car

Un archivo de coordenadas cartesianas .car entrega, junto a otra informacion,

las coordenadas espaciales de todos los &tomos que componen un sistema.

El archivo kaolinite_unit_cell.car posee las coordenadas de los &tomos de la
celda unitaria de caolinita, que son 34 en total: 4 de silicio, 4 de aluminio, 18 de
oxigeno y 8 de hidrogeno. Por otro lado, kaolinitel5_single_layer.car, almacena la
posicion de 510 atomos: 60 de silicio, 60 de aluminio, 270 de oxigeno y 120 de

hidrogeno, 15 veces mas que la celda unitaria.
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En el archivo kaolinitel5_single_layer.car cada una de las celdas unitarias que
compone la superficie esta identificada por un numero que va del 1 al 15. Al observar
las coordenadas en que estan ubicados los atomos en el archivo, se pudo ver que
cada uno de ellos esta a una distancia constante de 5,15 A con su homélogo de la
celda contigua en el eje de las abscisas y a 8,94 A en el eje de las ordenadas, como
era de esperarse, pues este es el tamafio reportado de la celda unitaria (Bish 1993) .
Lo anterior se repite para cada tipo de atomo de la lamina excepto para 3, uno de
oxigeno y uno de hidrégeno en las celdas 5, 10 y 15 (de ahora en adelante, celdas
de borde derecho) y para un atomo de hidrégeno en las celdas 11, 12, 13, 14 y 15
(de ahora en adelante celdas de borde superior). Los pares de atomos de hidrogeno
y oxigeno faltantes en las celdas de borde derecho se encuentran desplazados al
extremo izquierdo de la lamina (-x), con identificadores independientes que van del
16 al 18, mientras que los &tomos de hidrégeno que no estan presentes en las celdas
de borde superior estan posicionados en el extremo inferior de la lamina (-y) y son
identificados con numeros que van del 19 al 23 (Figura 14). La razén de este
desplazamiento se justifica en que los angulos de cristalizacion de la caolinita son de
a=91,93°, =105,05° y de y=89,8° (Bish 1993). Entonces, al realizar la escision de
este material para generar la superficie, se pierden los atomos de las celdas
sefaladas, pero se reciben los de la celda cortada en el extremo contrario. Se debe
dejar en claro que esto ocurre porque lo angulos de cristalizacion del material no son
mutuamente ortogonales y no tiene que ver con defectos en la superficie ni con

problemas en su representacion.
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Figura 14. Representacion esquematica del archivo kaolinitel5_single_layer.car.

4.1.2. Analisis de los archivos de informacion molecular .mdf

Un archivo de conectividad .mdf posee toda la informacién necesaria para
definir un sistema molecular, a excepcién de las coordenadas atémicas. El archivo
esta separado en tres apartados principales: la seccién de topologia, la seccion de
simetria y la seccion de configuracion atomica, no siendo todas obligatorias si no se
necesitan. En el caso de los archivos kaolinite_unit_cellmdf vy
kaolinitel5_single layer.mdf solo estd definida la seccion de topologia y la de
simetria.
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La seccion de topologia de los .mdf estda conformada por 13 columnas
sucesivas, cada una de las cuales describe un atributo o propiedad de cada atomo.

En orden, las columnas son:

Nombre del &tomo

Elemento quimico

tipo de atomo en el campo de fuerza
nombre del grupo de carga

namero isotdpico del &tomo

0.

1

2

3

4

5. carga formal del atomo
6. carga atomica

7. bandera para atomos intercambiables de grupo

8. bandera para atomos fuera del plano

9. bandera de quiralidad de las conexiones

10.factor de ocupancia parcial

11.factor de temperatura isotropica del experimento (rayos X)

12.conexiones

La informacién que entrega cada uno de estos campos es constante para cada
atomo del mismo elemento en el sistema, a excepcién de las conexiones, las cuales

varian de acuerdo a la estructura cristalografica del compuesto.

En la columna de las conexiones se observan los otros &tomos con los que un
atomo en particular establece enlaces. Distintas nomenclaturas indican si el &tomo al

cual se hace referencia como enlazado forma parte de la misma celda u otra distinta.

Debido a que la lamina simple de caolinita estd compuesta por réplicas de la
celda unitaria, fue posible observar patrones de conexién entre los atomos del
archivo kaolinitel5 single layer.car, que se repiten cuando se establecen

conexiones con atomos de la misma celda o de celdas contiguas, incluyendo
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aquellos enlaces que se producen con atomos de celdas replicadas por condiciones
periddicas de borde.

Finalmente, en la seccidon de simetria de ambos archivos esta descrita la

periodicidad del sistema en los tres ejes (Accelrys Inc. 2001).

4.1.3. Programacion del script kaoliniteSurfGen.pl

Posterior al andlisis de los archivos .car y .mdf de la celda unitaria y de la
lamina simple, se disefid el script kaoliniteSurfGen_NR.pl, el cual es capaz de
generar superficies laminares de cualquier tamafio superior a 2x2 celdas unitarias.
Este script recibe como entrada el nimero de celdas que se quieren en el eje de las
abscisas y de las ordenadas, y los archivos kaolinite_unit cell.car vy
kaolinite_unit_cell.mdf. Como salida genera los archivos kaolinite_xxxyy NR.car y
kaolinite_ xxxyy _NR.mdf (NR como sigla de no rectangular), donde xx equivale a la
cantidad de celdas unitarias pedidas en el eje x e yy a la cantidad en el eje y.

A pesar que las superficies que genera kaoliniteSurfGen_NR.pl son funcionales,
resultdé mas conveniente restituir la posicion de los atomos desplazados a la
ubicacion que les corresponderia en las celdas de borde derecho y superior. Esto se
hizo para obtener una superficie con vectores mutuamente ortogonales y asi
prescindir de parametros que incrementan el tiempo de cémputo, en el archivo

configuracion de NAMD (Theoretical and Computational Biophysics Group 2003).

Para reubicar los &tomos desplazados, se hicieron modificaciones a
kaoliniteSurfGen_NR.pl, lo que origind un script alternativo al que se denomind
kaoliniteSurfGen.pl (Anexo 1), que opera de la misma forma, pero considerando los
cambios estructurales mencionados. Asi se obtuvo una superficie de caolinita de

38x22x1 celdas unitarias en los archivos kaolinite_38x22 R.car vy
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kaolinite_38x22_R.mdf (notar el cambio de la terminacion NR a R, que quiere decir
que la nueva lamina es rectangular). El tamafio, aproximadamente 200x200x5 A3,
fue lo suficientemente grande como para estudiar las primeras fases de la adsorcion
de IgG1.

La construccion de la lamina fue realizada, en primera instancia, simulando las
superficies generadas por el software Material Studio de Accelrys, incluyendo el
desplazamiento de los atomos al borde superior y derecho. Se hizo de esta forma por
la validacion exhaustiva que aquellos modelos han recibido por parte de sus autores
(Biovia 2016) y por la gran cantidad de investigaciones en las que han sido utilizadas
(Raffaini & Ganazzoli 2010; Panos et al. 2012; Ganazzoli & Raffaini 2005). A pesar
de las modificaciones que posee, la superficie que generé el script

kaoliniteSurfGen.pl es igualmente valida.

Por otro lado, solo se considero una lamina de este material en la construccion
del sistema. Aunque diversos estudios sobre adsorcidn de proteinas muestran
modelos similares (Akdim et al. 2013; Croteau et al. 2009; Kubiak-Ossowska &
Mulheran 2011), el uso de mas de una lamina podria entregar una representacion
mas realista del comportamiento de las moléculas en la interface. A pesar de esto, el
meétodo aqui utilizado fue el mas adecuado de acuerdo a los recursos computaciones

disponibles para esta investigacion.

4.2. Andlisis de la estabilidad estructural de la superficie de
caolinita en una caja de agua

Se estudi6 la DM de la superficie de caolinita de 200x200x5 A3 en una caja de
agua tras 11,1 ns de simulacién, para evaluar el comportamiento del campo de

fuerza INTERFACE. En el andlisis de datos se ocuparon los médulos de VMD Radial

58



Pair Distribution Function g(r) y RMSD Visualizer Tool y la informacion del archivo de

registro .log de NAMD.

Durante la etapa de produccion de la dinamica se evalué la temperatura y la
presion del sistema. Ambos valores se mantuvieron constantes a lo largo de toda la
DM a T=297,6+0,9 K (Figura 15) y P=1,1+8,1 atm. (Figura 16), tal como se indicé en
el ensamble NPT. Para que la presion se mantuviera constante se utilizaron los
parametros useFlexibleCell y useConstantRatio en el archivo de configuracion de
NAMD. EIl primero permitid que el sistema fuera flexible en todas sus coordenadas,
mientras que el segundo lo condiciond para que mantuviera una relacion constante
entre los vectores x e y. Con el analisis anterior se pudo corroborar que los
pardmetros de presion y temperatura establecidos para la simulacion representan el

sistema modelado.

TEMPERATURA
315 |

310 |-

300 |

295
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2 4 6 8 10 12
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Figura 15. Temperatura del sistema conformado por la superficie en una caja de
agua durante 11,1 ns de DM. El valor promedio fue de 297,6+0,9 K.
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Figura 16. Presion del sistema conformado por la superficie en una caja de agua

durante 11,1 ns de DM. El valor promedio fue de 1,1+8,1 atm.

La estabilidad de la conformacion espacial de la superficie se analiz6 mediante
la raiz cuadrada del desplazamiento cuadratico medio (RMSD, por sus siglas en
ingles) de sus &tomos durante la simulacion. Debido a la restriccion de movimiento a
cual estuvieron sometidos para simular la rigidez del material, la lamina no
experimentd grandes cambios en comparacion con la conformacién inicial no
equilibrada, tal como ocurre en los solidos cristalinos. Por este motivo la meseta se
alcanzé a los RMSD=0,325 A en los primeros tiempos de simulaciéon y se mantuvo
constante hasta el final de la simulacion (Figura 17).
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Figura 17. Raiz cuadrada del desplazamiento cuadratico medio (RMSD) de los
atomos de la superficie de caolinita, calculada a partir de la trayectoria de la DM.

Se utiliz6 como referencia la estructura de partida de la simulacién.

A partir del analisis de la funcion de distribucion radial, fue posible obtener una
descripcion mas detallada del comportamiento de las moléculas de agua sobre la
superficie simulada. La funciéon de distribucion radial de pares (g(r)) describe la
variacion de la densidad de particulas en funcion de la distancia (r+or) a partir de un
punto de referencia. Para el analisis se escogié un valor de cambio de &r=0,1 A,
explorando un radio maximo de rmax=10 A. La Figura 18 muestra que, como
promedio, los atomos de oxigeno de las moléculas de agua se ubicaron a 2,2 A
respecto a los atomos de H expuestos al medio de la capa basal de aluminio de la
superficie de caolinita, lo que indica que el modelo es capaz de reproducir las
propiedades hidrofilicas de esta capa, mediante la formacion enlaces de hidrogeno
con las moléculas de agua que se aproximan a ella. La capa basal de la silicio, en
cambio, muestra un caracter menos hidrofilico, que era lo esperado por las

caracteristicas de este material (Yin et al. 2012). En este caso, se observa que los
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atomos de oxigeno no se encuentran perfectamente ordenados formando la red de

enlaces de hidrégenos vista en la capa basal de aluminio.
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Figura 18. Funcién de distribucién radial de pares entre los hidrogenos
expuestos al medio de la capa basal de aluminio y de los oxigenos expuestos al

medio de la capa basal de silicio de la caolinita con el agua.

Los resultados expuestos muestran que tanto el modelo estructural como la
configuracion establecida para la produccion de la dindmica representaron
adecuadamente el modelo simulado. Esta configuracién y resultados obtenidos

sirvieron como patron de comparacion para la simulacion del proceso de adsorcion.
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4.3. Reconstruccion de los subdominios de la IlgG1l

Antes de realizar los estudios de DM, se realizO una reconstruccion de los
subdominios de la IgG1 b12, debido a que el archivo .pdb obtenido desde la base de
datos Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/) posee gaps estructurales en las zonas
de mayor movilidad de una de sus cadenas pesadas. Estos gaps son: siete residuos
en la region bisagra, entre la SER127 y la THR137; tres residuos en un loop de la
subunidad Hci de uno de los dominios Fab, entre la CYS235 y la CYS239; y tres
residuos que van desde la SER475 hasta el extremo C-terminal de la cadena (Figura
19) (Saphire et al. 2001).

SER475

Figura 19. Representacion de la estructura cristalogréfica de la IgGl bl2

humana intacta (codigo PDB: 1HZH). EI zoom corresponde a las regiones en las
que existen gaps estructurales en la cadena pesada K (color verde): siete
residuos en la regién bisagra, entre la SER127 yla THR137; tres residuos en un
loop uno de los dominios Fab, entre la CYS235y la CYS239; y tres residuos que
van desde la SER475 hasta el extremo C-terminal de la cadena. Los colores de
las cadenas siguen lo sefialado en la Figura 6, mientras que el azul muestra los

residuos anterior y posterior a cada gap.
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La reconstruccion se llevd a cabo mediante un modelamiento por homologia
con el software Modeller v.9.16 entre la secuencia aminoacidica de la 1gG1 b12,
conocida para este anticuerpo, y su propia estructura tridimensional incompleta,
como molde. La busqueda condujo a 5 posibles resultados (archivos de coordenadas
.pdb), desde donde se eligi6 el que poseia un menor namero de restricciones
espaciales (molpdf), equivalente a 8163,27. La eleccion se hizo siguiendo lo sugerido
en el tutorial del software disponible en su sitio oficial (Andrej 2010). El archivo
generado fue nombrado 1HZH_M.pdb (Figura 20). En este procedimiento, ademas,
se eliminaron las moléculas de agua vy las cadenas de carbohidratos cristalizadas
con la proteina. La decisiébn de eliminar los N-glicanos se fundamenté en que
diversos estudios experimentales de adsorcion de proteinas mediante AFM muestran
gue los volimenes moleculares de los anticuerpos corresponden a lo esperado para
sus pesos moleculares, basandose en sus secuencias aminoacidicas (Barrera et al.
2008; Barrera et al. 2005).
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Figura 20. Representaciones tridimensionales comparadas de la estructura de la

proteina 1HZH (transparente) y su modelo por homologia de menor molpdf, al
que se denominé 1HZH_M (opaco). Los colores de las cadenas siguen lo
sefialado en la Figura 6, mientras que el azul muestra los residuos anterior y
posterior a cada gap en el modelo 1HZH y los residuos reconstruidos en el
modelo 1HZH_M.

4.4. Analisis de la estabilidad estructural de la IgG1 en una
caja de agua

De la misma forma en que se hizo para la superficie de caolinita y con el
objetivo de establecer un patron de comparacion para el modelo de adsorcién
deseado, se realiz6 una DM de la IgG1 en una caja de agua. Nuevamente se utilizo
el campo de fuerza INTERFACE y se obtuvo una produccion dinamica del sistema de
25,4 ns. Las Figuras 21 y 22 muestran como el ensamble simulado reproduce los

datos termodinamicos de temperatura y presion deseados para el modelo.
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Figura 21. Temperatura del sistema conformado por la IgG1 en una caja de agua
durante 25,4 ns de DM. El valor promedio fue de 298,7+0,5 K.
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Figura 22. Presién promedio del sistema conformado por la IgG1 en una caja de
agua durante 25,4 ns de DM. El valor promedio fue de 1,0+2,9 atm.



Por otro lado, el analisis de RMSD de la proteina revelé que los dominios
individuales Fab y Fc tienden a permanecer en conformaciones muy estables, como
puede apreciarse en la Figura 23. En todos los casos se consideré las coordenadas
iniciales como referencia. En cambio, la region bisagra posee una alta flexibilidad, tal
como muestra el RMSD del sistema completo representado en la misma figura. Esta
region experimenta movimientos muy amplios durante toda la dinamica, de acuerdo a
lo esperado, ya que son regiones que no presentan estructura secundaria y se
encuentran mas expuestas al solvente. El alto valor de RMSD para la proteina
completa, alcanzado después de un largo tiempo de simulacién (zona de meseta),
muestra la flexibilidad conformacional de esta proteina de forma similar a lo
reportado en investigaciones anteriores (Brandt et al. 2010). Estudios experimentales
recientes han demostrado que para representar adecuadamente la dinamica
estructural de este anticuerpo se requiere considerar muchos vectores que
representen la localizacion de cada dominio respecto a los otros, debido a las

fluctuaciones que permite la regidon bisagra (Zhang et al. 2015).
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Figura 23. RMSD de los atomos de la proteina, calculada a partir de la
trayectoria de la DM. Se utilizé como referencia la estructura de partida de la

simulacion.

4.5. Determinacion de la orientacion inicial de la IgG1 sobre
la superficie de caolinita

Uno de los factores mas relevantes en el proceso de adsorcion, es la
orientacion rotacional que posee el adsorbato al aproximarse a la superficie sélida.
En el caso de la adsorcién de proteinas, la orientacion determina cuales seran los
primeros dominios y residuos que entraran en contacto con el adsorbente. Esto tiene
implicancia directa en la forma en que la proteina se despliega sobre la superficie, el

tiempo que demorara en hacerlo e incluso en la reversibilidad del proceso
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(Javkhlantugs & Bayar 2013). En investigaciones previas de adsorcion de proteinas
in silico, una de las estrategias mas utilizadas para describir el proceso de adsorcion
fue la creacion de un conjunto de modelos con distintas orientaciones rotacionales
iniciales, los cuales, en conjunto, permitieron dilucidar aquellas fuerzas que
contribuyeron o inhibieron la interaccion con la superficie (Raffaini & Ganazzoli 2003;
Raffaini & Ganazzoli 2004; Raffaini & Ganazzoli 2006b; Kubiak-Ossowska &
Mulheran 2010). A pesar que esta metodologia entrega una descripcion detallada de
los factores involucrados en la difusion de la proteina sobre la superficie, presenta
como contraparte su alto costo computacional, por lo que es dificil de implementar en
modelos con moléculas de gran tamafio y con tantos grados de libertad como el que
agui se presenta. Por lo anterior, para determinar la orientacion inicial que tuvo la
IgG1 sobre la superficie de caolinita, se construyd el script proteininitialPosition.tcl.
Este encontré la posicibn que promueve la mayor cantidad de interacciones

atractivas entre ambas, mediante una serie de pardmetros definidos por el usuario.

Los parametros que proteinlnitialPosition.tcl recibi6 como entrada fueron: el
nombre de los archivo de coordenadas .pdb que contenian la proteina y la superficie
luego de 10 ns de simulacién (1HZH_M_RU_MD.pdb y kaolinite_38x22_MD.pdb,
respectivamente), el angulo que indica la cantidad de grados en gue se harian las
rotaciones en la proteina (15°), una distancia cut-off para las interacciones
electrostaticas y de van der Waals (12 A, al igual que en el archivo de configuracion
de NAMD), la distancia a la cual quedaria la proteina de la superficie después de
determinar la orientacion inicial (2 A), una serie de residuos que fueron definidos
como favorables para la interaccion (SER, THR, GLN, ASN y TYR), y una serie de
ellos que se determinaron como desfavorables (ALA, CYS, VAL LEU, ILE, MET,
PRO, PHE, TRP y GLY). Estos residuos fueron elegidos teniendo en cuenta la baja
hidrofobicidad de la capa basal de aluminio de la caolinita, que fue la escogida como

adsorbente.

El script comenz6 contando la cantidad atomos de oxigeno y de nitrégeno de

las cadenas laterales de los residuos favorables y los carbonos a de los residuos
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desfavorables que existian desde el menor valor en z de la proteina, 10 A hacia su
centro. Esto corresponde a la diferencia entre el cut-off y la distancia a la que se
posicionaria la proteina de la superficie después de encontrar la orientacion mas afin.
Luego, se substrajo la cantidad de &tomos favorables (4 atomos), de los
desfavorables (1 atomo) y de esta forma se establecié la afinidad como 3. A
continuacion, se le aplico una rotacion de 15° en torno al eje x y luego la misma
cantidad en torno al eje y y al eje z. En esta nueva orientacion se volvié a calcular la
afinidad y se compar6 con la anterior. Como fue mayor (9 vs. 3), se desechod la
orientacion antigua y se conservo la ultima. De esta forma se siguieron aplicando
rotaciones sucesivas en torno al eje z de 15° en 15° hasta alcanzar los 360°. Luego,
se aplico una vez mas una rotacion de 15° en torno al eje y y se repitié el
procedimiento en z. Esto se hizo hasta alcanzar la vuelta completa en eje X,
contando la afinidad en cada orientacion. Cuando se encontraron dos valores de
afinidad iguales, se conservd aquella orientacion donde la dimensién en z de la
proteina fue menor, es decir, aquella que tendria los residuos mas cercanos a la
superficie. De esta forma el script determind que la rotacion mas favorable se
conseguia en los angulos de rotacion «x=255°, «y=360° y «;=15°. Finalmente, el
proteininitialPosition.tcl ley6 las dimensiones de la superficie, traslado la proteina 2 A
por encima su capa basal de aluminio, alined sus centros geométricos, y genero el
archivo 1HZH M _RU_MD IP.pdb, con las nuevas coordenadas atOmicas de la
proteina (Figura 24).

Rotacion Rotacién Rotacion N° atomos N°de atomos Afinidad Dimensién

en x (°) eny (°) en z (°) favorables desfavorables dela
proteina en
el eje z (A)
0 0 0 4 1 3 170,75
15 15 15 13 4 9 162,54
15 30 15 19 8 11 145,81
15 105 15 26 11 15 125,50
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15 120 15 21 5 16 138,27

30 30 15 24 7 17 143,62
30 105 15 27 9 18 121,86
60 195 15 34 15 19 131,52
75 180 15 37 15 22 116,77
255 360 15 37 15 22 116,76

Tabla 1. Resumen de las orientaciones rotacionales de maxima afinidad para la 1gG1
(archivo: 1HZH_M_RU_MD.pdb) al actuar como adsorbato sobre la capa basal de aluminio
de la caolinita. Estas fueron halladas con el script proteininitialPosition.tcl cuando el angulo

de exploracion fue de 15°, el cut-off fue de 12 A y la distancia proteina-superficie fue de 2 A.

En el archivo de registro .log generado por proteininitialPosition.tcl es posible
encontrar un resumen de todas las orientaciones que se determinaron como
favorables, con los angulos de rotacion en cada eje, la afinidad y el tamafio en z,
ademas de una lista con los 4&tomos considerados y la distancia a la que quedarian
de la superficie. La Tabla 2 muestra la lista de atomos para los angulos de rotacion
Ax=255°, 4y=360° y x-=15°.

Se debe sefalar que el &ngulo de exploracién fue escogido considerando la alta
demanda de RAM que exige el script proteininitialPosition.tcl, el cual comparé
13824 orientaciones distintas para la proteina antes de elegir la mas optima. Un
equipo con mayor cantidad de RAM que el presentado en la seccion Materiales y
Metodologia podria trabajar con un angulo de exploracion menor a 15°, lo cual
permitiria obtener un resultado mas refinado de las orientaciones mas favorables
para estudiar el fendmeno de adsorcion. Ademas, se destaca que
proteininitialPosition.tcl puede ser usado también con otras superficies y/u otras

proteinas, mediante la utilizacién del mismo o nuevos criterios de afinidad.
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atomos Distancia hasta atomos Distancia hasta

favorables la superficie (A) desfavorables la superficie (A)
GLN3:0OE1 7,97 VAL2:CA 6,45
GLN3:NE2 6,00 ALA24:.CA 7,80
GLN3:0OE1 9,81 GLY26:CA 2,24
GLN3:NE2 9,67 PHE29:CA 7,61
SER25:0G 4,94 ALA76:CA 5,58
TYR27:0H 8,56 PRO101:CA 9,81
SER30:0G 4,43 TRP104:CA 8,09
ASN31:0D1 4,88 ILE263:CA 8,17
ASN31:ND2 5,99 GLY395:CA 4,52
TYR54:0H 3,17 GLY430:CA 5,56
THR74:0G1 7,78 VAL432:CA 7,06
SER75:0G 3,83 LEU453:CA 9,30
ASN77:0D1 6,02 PRO455:CA 5,22
ASN77:ND2 4,58 GLY456:CA 5,99
SER103:0G 6,74 GLY972:CA 8,07
SER264:0G 7,14

SER393:0G 8,13

ASN394:0D1 3,52

ASN394:ND2 4,09

GLN396:0E1 5,25

GLN396:NE2 5,32

GLN428:0E1 9,26

GLN429:0E1 2,78

GLN429:NE2 4,10

ASN431:.0D1 5,06

ASN431:NE2 6,66

SER434.0G 9,31

ASN444.0D1 3,95

ASN444:ND2 3,60
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TYR446:0H
GLN448:0E1
GLN448:NE2
SER450:0G
SER452:0G
SER971:0G

4,90
6,76
8,57
6,72
6,58
8,09

Tabla 2. Lista de los &tomos que favorecen y que desfavorecen la interaccién con la capa

basal de aluminio de la caolinita, para los angulos «,=255°, %,=360° y <«,=15.
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4.6. Analisis de la estabilidad estructural y de los sitios de
interaccion de la lgG1 con la superficie de caolinita

Luego de 11,446 ns de produccion de la DM, se analiz6 la temperatura y la
presion del sistema (Figuras 25 y 26), para evaluar el comportamiento del campo de
fuerza INTERFACE en un sistema con la presencia de atomos de naturaleza
organica e inorganica. Como se puede observar, ambos parametros termodinamicos
permanecieron constantes, reproduciendo las condiciones configuradas para la
simulacién. Al igual que el modelo de la superficie en agua, se utilizaron los

parametros useFlexibleCell y useConstantRatio para mantener la presion estable.
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Figura 25. Temperatura del sistema conformado por la IgG1 y la superficie de
caolinita en una caja de agua durante 11,446 ns de DM. El valor promedio fue de
298,7+0,4 K.
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Figura 26. Presion promedio del sistema conformado por la proteina y la
superficie en una caja de agua durante 11,446 ns de DM. El valor promedio fue
de 1,0+3,1 atm.

El analisis RMSD (Figura 27) revela que, al igual que en el sistema que incluye
solamente la IgG1l en agua, los dominios Fab y Fc son menos mdviles que la
proteina como un todo, debido a la alta movilidad de la region bisagra. A pesar de
que el tiempo de simulacién de este modelo no fue lo suficientemente largo como
para alcanzar a evidenciar una meseta en el RMSD de la proteina completa, se
puede observar que sigue una tendencia similar a la vista en el sistema que no

incluye la superficie.

Para conocer el comportamiento de la IgG1 en la interface, se construyeron dos
histogramas de frecuencia de las distancias entre los atomos de hidrogeno de los
grupos hidroxilos superficiales de la caolinita y los atomos de oxigeno y nitrégeno
presentes en las cadenas laterales de los residuos favorables. Un enlace de

hidrogeno se define como X—H-Y, siendo X el &tomo donor (para este caso, los
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oxigenos de los grupos hidroxilos expuestos al medio de la capa basal de aluminio),
e Y el aceptor (los oxigenos y nitrégenos de los residuos Fab2 y Fc, en este modelo).
Las distancias tipicas donor-aceptor oscilan en el rango de los 2,2-3,5 A. Mientras
mas cercanos estén ambos atomos (valores mas préximos a 2,2 A), mas fuerte es la
interaccion; por el contrario, mientras mas lejos estén (valores mas préximos a 3,5
A) més débil es la naturaleza estabilizante de la misma (Desiraju & Steiner 1999;
Kwan 2009). Como en el caso aqui expuesto las distancias fueron medidas respecto
al hidrogeno del grupo hidroxilo y no al oxigeno (distancia H-Y), se debe restar lo
que mide el enlace covalente, aproximadamente 1,1 A. De esta forma, en cada
histograma se considera que los residuos que predominantemente estabilizan la
interaccion entre el dominio al cual pertenecen (Fab2 o Fc) y la superficie, son
aquellos cuya frecuencia es mas alta entre los 1,1y 2,4 A (rango representado por el
rectangulo de color gris). La frecuencia es medida como la cantidad de frames en los
cuales un &tomo particular se posicion6 a una distancia determinada de la lamina de
caolinita, de un total de 116 (debido a que se utilizé un stride=100 para analizar la
DM). Finalmente, la distancia fue discretizada en 20 intervalos comprendidos entre la
distancia minima y maxima que alcanz6 cada atomo respecto a los hidrogenos del

grupo hidroxilo.
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Figura 27. RMSD comparado de los atomos de la proteina en agua, en presencia

y ausencia de la superficie de caolinita.

En el caso de las interacciones entre el dominio Fc con la superficie de
caolinita (Figura 28), se observaron dos residuos que establecieron enlaces por
puente de hidrégeno con la superficie: la ASN444 cuyos atomos aceptores fueron el
oxigeno y el nitrdgeno de su cadena lateral; y la HIS443, mediante los dos nitrégenos
de su cadena lateral. Por otro lado, el dominio Fab2 fue capaz de formar una mayor
cantidad de enlaces. En la Figura 29 se puede observar que predominaron las
interacciones estabilizantes de 4 residuos durante el estado de equilibrio estudiado:
la TYR54; la SER75; la THR74; y la ARG28. Este ultimo establece enlaces con los 3
nitrdgenos de su cadena lateral. De los 6 residuos, 4 fueron mencionados en la lista
de residuos que favorecen la interaccién proteina-superficie entregada por el script

proteininitialPosition.tcl, descrito en la seccion previa, lo cual sustenta la hipotesis
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que sefiala que la informacion teorica sobre las propiedades del adsorbato y del

adsorbente puede ser utilizada como un criterio para determinar la orientacion inicial

de una molécula que se adsorbera sobre una superficie. Por altimo, en el caso de los

residuos que tienen mas de un atomo aceptor, la frecuencia de ambos en la zona de

interés revela detalles de la orientacion espacial mas favorable para la formacién de

los enlaces de hidrogeno. La Figura 30 muestra una representacion tridimensional

detallada de la trayectoria que siguieron estos 6 residuos a lo largo de la DM.
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Figura 28. Histograma de frecuencia de las distancias entre el hidrogeno de la
capa basal de aluminio de la superficie (donor del enlace de hidrogeno) y oxigeno
o nitrégeno (aceptor del enlace de hidrégeno) de los residuos més cercanos a la
superficie del dominio Fc. El cuadro gris representa las distancias entre las

cuales se pueden formar enlaces de hidrégeno.
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Figura 29. Histograma de frecuencia de las distancias entre el hidrégeno de la
capa basal de aluminio de la superficie (donor del enlace de hidrégeno) y oxigeno
0 nitrégeno (aceptor del enlace de hidrégeno) de los residuos méas cercanos a la
superficie del dominio Fab2. El cuadro gris representa las distancias entre las

cuales se pueden formar enlaces de hidrogeno.
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Figura 30. Representacion tridimensional del desplazamiento de los residuos de

la IgG1 que formaron enlaces de hidrogeno con la superficie de caolinita. Las
abreviaciones (Pl) y (PE) significan posicion de inicio y posicion de enlace,

respectivamente.
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Por ultimo, se hizo un analisis energético de las interacciones no enlazantes
entre la IgG1 y la superficie de caolinita, para evaluar las contribuciones individuales
de cada una de ellas durante la produccion de la DM. En la Figura 31 se observa
que, al comienzo de la dinamica molecular, la energia electrostatica fue positiva,
debido a que la orientacion y la posicion de la proteina fueron escogidas
arbitrariamente, en una conformacion artificial alejada del equilibrio. Luego, comenzo
a disminuir, lo cual puede ser atribuido a la formacion de los enlaces de hidrégenos
entre los residuos mas cercanos a la superficie y los oxigenos del grupo hidroxilo de
la superficie. Los enlaces de hidrégeno del tipo O—H-*N y O—H--O tienen una energia
que circunda alrededor de las 5-7 kcal/mol (Desiraju & Steiner 1999; Kwan 2009), por
lo que la disminucion de la energia observada es correspondiente con lo expuesto en
el analisis anterior. Las Interacciones proteina-superficie por diferencia de carga no
fueron estudiadas en este analisis, pues el pH al cual se realiz6 la simulacién
corresponde al PZC de la capa basal de aluminio (Liu 2015). Por otro lado, la energia
asociada a las interacciones de van der Waals se mantuvo constante, lo que indica
gue no hubo variacion en este tipo de interacciones. Aunque el tiempo de produccién
de la DM fue demasiado corto como para sacar conclusiones significativas respecto
al comportamiento de la IgG1 en la interface, la disminucion de la energia total de las
interacciones no enlazantes entre la proteina y la superficie (resultante de la suma de
las energias electrostaticas y de van der Waals), muestra indicios de que el sistema

avanza hacia un estado de equilibrio.

Una alternativa para validar el protocolo de simulacion desarrollado en esta
investigacion es la aplicacién del mismo procedimiento en otros sistemas de menor
complejidad, conformados por proteinas y superficies de los cuales ya se tenga
conocimiento del proceso completo de adsorcion. De esta forma, los resultados
previos servirian como patron de comparacion para probar el correcto desempefio de
esta metodologia, sin las limitaciones que aqui se observaron asociadas al tiempo

maximo de produccién de las dinamicas moleculares.
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31. Energias de las interacciones no enlazantes del sistema conformado por la

IgG1 y la superficie de caolinita en una caja de agua.
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5. Conclusiones

Luego de finalizada la investigacion y teniendo en cuenta los resultados

obtenidos, se concluye que:

L 4

Se construyd el script kaoliniteSurfGen.pl, el cual genera superficies de
caolinita de cualquier tamafio adaptadas para el software NAMD. Estas
superficies consideran propiedades como los defectos, la capacidad de
intercambio catiénico y el comportamiento de la ldmina en un rango

completo de valores de pH.

Se construyé un modelo que permite reproducir el comportamiento de
una superficie de caolinita en un medio acuoso, usando la técnica de
DM, teniendo en consideracion la rigidez y las vibraciones caracteristicas
de los sélidos cristalinos, asi como la hidrofobicidad de las capas basales

que la componen.

Se determiné la estructura tridimensional de la IgG1, usando la técnica
de modelamiento por homologia, a partir de su modelo cristalografico

incompleto disponible en la base de datos Protein Data Bank.

Se construyé un modelo que permite reproducir el comportamiento de la
IgG1 en una caja de agua. En él se observo la alta movilidad que le

otorga la region bisagra a los anticuerpos.

Se construy6 el script para VMD proteininitialPosition.tcl, el cual utilizé
informacion tedrica para determinar la orientacion mas favorable de
adsorcion de la IgG1 sobre la capa basal de aluminio de la caolinita.
Este método permite realizar una exploracion mas completa del espacio

de interaccion durante la dinamica molecular, como una alternativa al uso
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de muchas estructuras de partida, lo que conlleva un alto costo

computacional.

Las primeras fases del proceso de adsorcion de la IgG1 sobre la capa
basal de aluminio de la caolinita son mediadas por los puentes de
hidrégeno formados entre los residuos mas cercanos a la superficie y los

oxigenos del grupo hidroxilo que esta capa expone al medio.
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6. Proyecciones futuras

Diversos estudios de adsorcion de sobre superficies solidas muestran
metodologias alternativas para simular el comportamiento de las proteinas en
interface. La seccién Estudios Computaciones Sobre Adsorcion de Proteinas, en el
Marco Tedrico de esta tesis, sugiere dos técnicas que podrian complementar lo
expuesto en los resultados de esta investigacion, para conocer en mayor detalle los
factores involucrados en la adsorcién de la IgG1 sobre una superficie de caolinita.
Las dinAmicas moleculares coarse-grained han sido utilizadas ampliamente para
estimar el plegado y desplegado de proteinas sobre superficies solidas, mediante la
elaboracion de modelos menos complejos que los utilizados en DM. La elaboracién
de estos modelos permite tiempos mas prolongados de simulacion, del orden de los
milisegundos (Heinz et al. 2013), lo cual es ideal para sistemas de gran tamafio como
el que aqui se construy6. Por otro lado, el uso de dinamica molecular acelerada en
este modelo permitiria explorar una mayor cantidad de estados de fases del sistema,
permitiendo salir de la escala de los nanosegundos mediante la adicién de energia
de forma artificial para escapar de minimos de energia potencial (Micksch &
Urbassek 2013).

Finalmente, la realizacién de estudios experimentales utilizando AFM permitiria
obtener un punto de comparacion realista del proceso de adsorcion completo de la
IgG1 sobre la caolinita, lo cual serviria para la elaboraciébn de nuevas técnicas y
protocolos in silico orientados de forma mas especifica a la comprensién de este

fenébmeno.
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8. Anexos
8.1. Anexo 1: Script kaoliniteSurfGen.pl

B A R R A R R R R R A R R A R R A R R S

# kaoliniteSurfGen.pl #
# - #
# Este script en Perl replica la celda wunitaria de caolinita #
# (Bish, 1993), para generar una lamina de este material de cualquier #
# tamafio mayor a 2x2 (idénticas a las creadas por el software Material #
# Studio de Accelrys). Para lograrlo, hace copias sucesivas de los #
# Atomos de la celda unitaria en el espacio y luego los conecta entre #
# ellos. #
# #
# Entradas: #
# - Archivo .car (posicién atdmica) de la celda unitaria #
# - archivo .mdf (estructura molecular) de la celda unitaria #
# - Tamafio de la l&mina en el eje x #
# - Tamafio de la lémina en el eje y #
# - Decisién de obtener una superficie rectangular #
# #
# Salidas: #
# - Archivo .car de la lé&mina pedida #
# - Archivo .mdf de la lamina pedida #
# #
FHAF A

#! /usr/bin/perl -w

# Entradas:

if(1){

$unitCellFile = "UC"; # Nombre de la celda unitaria de caolinita
(.car y .mdf deben tener el mismo nombre)

StamX = 30; # Tamafio de la lamina en el eje x, expresado en
Angstroms.

StamY = 30; # Tamafio de la lamina en el eje y, expresado en
Angstroms.

Srectangular = "yes"; # "yes" para una superficie rectangular, "no" para
una superficie con atomos desplazados
}
# Fijacidén de constantes y variables iniciales.
SunitCel lX=int(Stamx/5.13217738) ; # Celdas unitarias en x.
SunitCelly=int(Stam¥Y/8.90593483333); # Celdas unitarias en y.

Sdate=localtime () ;
Scolumn=0;

# La replicacién de los atomos se realizard con x=5.13217738 A e
y=8.90593483333 A de separacién. Esto es debido a que a pesar de que la
celda es mas grande en ambos ejes, se superponen al momento de ensamblar la
superficie, haciendo que el espacio ocupado por la lamina sea menor que si
se posicionaran la misma cantidad de celdas unitarias de forma contigua.
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# Apertura, lectura y cierre de los archivos de entrada.
unless ( (open (FILEREADCAR, SunitCellFile.".car"))and (open (FILEREADMDF, SunitCe
1lrile.".mdf"))){
if (Srectangular eq "vyes")({
open (LOG, "> kaolinite ".SunitCellX."x".SunitCellY." R.log");
}
else{
open (LOG, "> kaolinite ".SunitCellX."x".SunitCellY." NR.log");
}
printf LOG "Problemas para abrir el archivo. Compruebe que el archivo
existe y que el nombre ingresado sea correcto\n\n";
close (LOG);
exit;
}
@unitCellCar=<FILEREADCAR>;
@unitCel 1lMdf=<FILEREADMDE>;
close FILEREADCAR;
close FILEREADMDF;

FHEF A A A A A A A A A A R A R A R A R A
# DISENANDO EL ARCHIVO .CAR #
A A A R A R A R R R R R S R A

# Para manejar los datos del archivo .car de la celda unitaria, cada

columna de este se almacena en su propio arreglo.

for (SnumAtom=0; $SnumAtom<34; SnumAtom++) {
@line=split /\s+/, SunitCellCar[SnumAtom+5];
push (CatomName,Sline[Scolumn]) ;
push(@xCor,Sline[Scolumn+l]) ;
push(@yCor,Sline[Scolumn+2]) ;
push(@zCor,Sline[Scolumn+3]) ;
push(GresType,Sline[Scolumn+4]) ;
push(Caux,Sline[Scolumn+5]) ;
push (GpotType,Sline[Scolumn+6]) ;
push(CelementSym,Sline[Scolumn+7]) ;
push(ClpartialCharge,Sline[Scolumn+8]) ;

}

# Para entender los comentarios posteriores, imaginar que la superficie
crece en direccidén +x y +y. De esta forma, "inferior" significa en
direccidén -y, "superior" significa en direccidén +y, "izquierda" significa
en direccidén -x y "derecha" significa en direccidén +x.

# Se distinguen tres tipos de celdas unitarias en las superficies laminares
que son generada por el software Material Studio de Accelrys: 1) Las celdas
"comunes", que son replicas idénticas de la celda unitaria pero desplazadas
en el espacio; 2) Las celdas "de borde derecho", que son similares a la
celda unitaria, excepto porque carecen de los atomos 012 y H2, los que se
encuentran ubicados en el extremo izquierdo de la lémina; y 3) Las celdas
"de borde superior" que carece del &dtomo H1l, que se posiciona en el extremo
inferior de la superficie. (La celda de la esquina superior derecha esté
falta de 3 &tomos). Este desplazamiento de algunos atomos al extremo puesto
de su posicidén original tiene relacidén con los angulos de cristalizaciédn de
la caolinita, que no son ortogonales a los ejes.
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# Antes de escribir las filas de texto que representan cada adtomo en el
archivo de salida .car, este script calcula la informacidén de cada uno de
ellos y la almacena en distintos arreglos, de acuerdo al tipo de atomo que
se esté tratando.

#Se crean tres arreglos: uno para almacenar la informacidén de los &tomos
comunes, que son los que mantendran su posicidn correspondiente en el
espacio, tal como si se hiciera una copia idéntica de la celda unitaria;
otro para la informacién de los atomos desplazados hasta el extremo
izquierdo de la superficie; y otro para la informacién de los atomos
desplazados al extremo inferior.

Scell=l;
SdespXAd=0;

# Mientras no se hayan construido todas las celdas unitarias en el eje y...
for (Sdespy=0;SdespyY<SunitCellY;SdespY++) {
if(s5despy>0){
# (Este es un desplazamiento relacionado con los angulos de
cristalizacidén que Material Studio agrega a cada nueva
# fila de celdas que construye a lo largo del eje y)
SdespXAd=SdespXAd+0.031213405;
}
# ...y mientras no se hayan construido todas las celdas en el eje x...
for (SdespX=0;SdespX<sunitCellX;SdespX++) {
# para cadda nuevo atomo, evaluar:
for (SnumAtom=0; SnumAtom<34; SnumAtom++) {
# Si la celda en construcidén es del tipo comun...
if (SdespX<SunitCellX=1 and SdespY<SunitCelly-=1){
# ...guarda la informacidén de sus &tomos en el arreglo @comAtom.
push (CcomAtom, SatomName [SnumAtom]) ;
push(@comAtom, $xCor[$numAtom]+5.154*SdespX+SdespXAd) ;
push (CcomAtom, SyCor[SnumAtom]+8.941945522*SdespY) ;
push (CcomAtom, SzCor [SnumAtom]) ;
push(CcomAtom, SresType [SnumAtom]) ;
push(CcomAtom,Scell);
push (CcomAtom, SpotType[SnumAtom]) ;
push(@comAtom, SelementSym[$SnumAtom]) ;
push(@comAtom, SpartialCharge[S$SnumAtom]) ;
}
# Si la celda en construccidén es del tipo "borde derecho"...
if(SdespX==SunitCellX-1 and SdespY!=SunitCelly=1){
# ..guarda la informacién de los atomos comunes en el
# arreglo @comAtom...
if(SnumAtom!=19 and SnumAtom!=27) {
push (CcomAtom, SatomName [SnumAtom]) ;
push (CGcomAtom, $SxCor[$SnumAtom]+5.154*SdespX+SdespXAd) ;
push(CcomAtom, SyCor[SnumAtom]+8.941945522*SdespY) ;
push (CcomAtom, SzCor [SnumAtom]) ;
push(CcomAtom, SresType[SnumAtom]) ;
push(CcomAtom,Scell);
push (CcomAtom, SpotType[SnumAtom]) ;
push(@comAtom, SelementSym[$SnumAtom]) ;
push(@comAtom, SpartialCharge[$SnumAtom]) ;
}
# ..o guarda la informacién de los atomos 012 y H2 (desplazados al
extremo izquierdo), en el arreglo @leftAtom.
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if(SnumAtom==19 or SnumAtom==27) {
push(ClefAtom,SatomName [SnumAtom]) ;
# ... Esto solo se cumplird si la variable S$rectangular fue

conFigurada como “yes”. De lo contario, los &tomos no serédn desplazados.

if (Srectangular eq "ves")({
push(@lefAtom,SxCor[SnumAtom]+5.154*SdespX+SdespXAd) ;
}
else{
push(ClefAtom, (sxCor[SnumAtom]+5.154*SdespX+5despXAd) -
(5.154* (SdespX+1))) ;
}
push(C@lefAtom,SyCor[SnumAtom]+8.941945522*SdespY) ;
push(ClefAtom,SzCor[SnumAtom]) ;
push(C@lefAtom,SresType[SnumAtom]) ;
push(@lefAtom,Scell);
push(C@lefAtom,SpotType[SnumAtom]) ;
push(@lefAtom,SelementSym[$SnumAtom]) ;
push(@lefAtom,SpartialCharge[SnumAtom]) ;
}
}

# Si la celda en construccién es del tipo "borde superior"...
if(SdespXl=SunitCellX=1 and SdespY==SunitCellY=1) {
# ...guarda la informacidén de los &tomos comunes en el arreglo
@comAtom

if(SnumAtom!=26) {
push (CcomAtom, SatomName [SnumAtom]) ;
push(CcomAtom, SxCor[SnumAtom]+5.154*SdespX+SdespXAd) ;
push (CGcomAtom, SyCor[SnumAtom]+8.941945522*SdespY) ;
push(@GcomAtom, SzCor [SnumAtom]) ;
push(CcomAtom, SresType [SnumAtom]) ;
push(CcomAtom,Scell);
push (CcomAtom, SpotType[SnumAtom]) ;
push(@comAtom, SelementSym[$SnumAtom]) ;
push(@comAtom, SpartialCharge[$SnumAtom]) ;

}

# ...0 guarda la informacién de los &tomos H1 (desplazados al

extremo inferior) en el arreglo @botAtom

if (SnumAtom==26) {
push (CGbotAtom, SatomName [SnumAtom]) ;
# ... Esto solo se cumplird si la variable $rectangular fue

conFigurada como “yes”. De lo contario, los atomos no seran desplazados.

if (Srectangular eq "yes"){
push (@botAtom, SxCor[SnumAtom]+5.154*SdespX+SdespXAd) ;
push (CbotAtom, SyCor[SnumAtom]+8.941945522*SdespY) ;
}
else{
push (@botAtom, $xCor[$numAtom]+5.154*SdespX+SdespXAd=
0.093640215) ;
push (CbotAtom, (SyCor[SnumAtom]+8.941945522*5despY) -
((Sdespy+1)*8.941945522)) ;
}
push (CbotAtom,SzCor[SnumAtom]) ;
push (@botAtom,SresType[SnumAtom]) ;
push (@botAtom,Scell);
push (@botAtom, SpotType[SnumAtom]) ;
push (@botAtom,SelementSym[$SnumAtom]) ;
push (@botAtom, SpartialCharge[$SnumAtom]) ;
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}
}

# Si la celda en construccidén es del tipo "esquina superior
derecha". ..
if(SdespX==SunitCellX-1 and SdespY==SunitCellY=-1) {
# ...guarda la informacién de los atomos comunes en el arreglo
@comAtom
if(SnumAtom!=19 and SnumAtom!=26 and SnumAtom!=27) {
push (CGcomAtom, SatomName [SnumAtom]) ;
push (CcomAtom, $SxCor[S$SnumAtom]+5.154*SdespX+5despXAd) ;
push (CcomAtom, SyCor[SnumAtom]+8.941945522*SdespY) ;
push (CcomAtom, SzCor[SnumAtom]) ;
push (CcomAtom, SresType[SnumAtom]) ;
push(CcomAtom,Scell);
push (CcomAtom, SpotType[SnumAtom]) ;
push(@comAtom, SelementSym[$numAtom]) ;
push(@comAtom, SpartialCharge[$SnumAtom]) ;
}
# ..o guarda la informacidén de los &tomos 08 y H2 (desplazados al
extremo izquierdo), en el arreglo @leftAtom...
if(SnumAtom==19 or SnumAtom==27) {
push(ClefAtom,SatomName [SnumAtom]) ;
# ... Esto solo se cumplira si la variable S$rectangular fue
conFigurada como “yes”. De lo contario, los atomos no seran desplazados.
if (Srectangular eq "yes") {
push(@lefAtom,SxCor[SnumAtom]+5.154*SdespX+SdespXAd) ;
}
else{
push(ClefAtom, (SxCor[SnumAtom]+5.154*SdespX+SdespXAd) -
(5.154*% (SdespX+1))) ;
}
push(C@lefAtom,SyCor[SnumAtom]+8.941945522*SdespY) ;
push(@lefAtom,SzCor[SnumAtom]) ;
push(@lefAtom, SresType[$numAtom]) ;
push(@lefAtom,Scell);
push(C@lefAtom,SpotType[SnumAtom]) ;
push(@lefAtom,SelementSym[$SnumAtom]) ;
push(@lefAtom,SpartialCharge[S$SnumAtom]) ;
}
# ...0 guarda la informacidén de los &tomos H1l (desplazados al
extremo inferior) en el arreglo @botAtom.
if (SnumAtom==26) {
push (CGbotAtom, SatomName [SnumAtom]) ;
# ... Esto solo se cumplird si la variable $rectangular fue
conFigurada como “yes”. De lo contario, los atomos no seran desplazados.
if (Srectangular eq "vyes")({
push (@botAtom, $SxCor[$numAtom]+5.154*SdespX+SdespXAd) ;
push (CbotAtom, SyCor[SnumAtom]+8.941945522*SdespY) ;
}
else(
push (@botAtom, $xCor[$numAtom]+5.154*SdespX+SdespXAd=
0.093640215) ;
push (CbotAtom, (SyCor[SnumAtom]+8.941945522*SdespY) -
((Sdespy+1)*8.941945522)) ;
}
push (CbotAtom,SzCor[SnumAtom]) ;
push (@botAtom,SresType[SnumAtom]) ;
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push (@botAtom,Scell);

push (@botAtom, SpotType[SnumAtom]) ;

push (@botAtom, SelementSym[$SnumAtom]) ;
push (@botAtom, SpartialCharge[$SnumAtom]) ;

}

}
Scell++;

# Finalmente, se escribe el archivo .car de forma ordenada, con la
informacién recabada.
if (Srectangular eq "vyes")({

open (OUTFILE, "> kaolinite ".SunitCellX."x".SunitCellY." R.car");
}
else{

open (OUTFILE, "> kaolinite ".SunitCellX."x".SunitCellY." NR.car");
}
printf OUTFILE
"IBIOSYM archive 3
PBC=0ON
Gabriel J. Olguin-Orellana's Support Software Generated CAR File
IDATE $date
PBC %6.4f %6.4f %6.4f 90.0000 90.0000 90.0000
(P1)\n",5unitCellX*5,1540,5unitCellY*8.9420,5unitCell1Y*8.9420;

for(51i=0;51<(SunitCel IX*SunitCel 1Y*34%9) —
(O9*% (SunitCel lY*24SunitCellX*1)) ;514+=9) {
printf OUTFILE "%$-5s %14.9f %$14.9f $14.9f %4s %-7s%-7s %-2s %6s\n",

ScomAtom[$1i],ScomAtom[$i+41],ScomAtom[$i+2],ScomAtom[$i+3],ScomAtom[Si+4], Sc

omAtom[$i+5],
ScomAtom[$i+6],ScomAtom[$i+7],ScomAtom[Si+8];
}
Scount=0;
for(51=0;51<SunitCel 1Y*2*9,;514=9){
printf OUTFILE "%$-5s %$14.9f $14.9f $14.9f %4s %$-7s%-7s %-2s %6s\n",

SlefAtom[$1],S1lefAtom[$i+1],S1lefAtom[$i+2],51lefAtom[$i+3],51lefAtom[Si+4], Sc

ell,
SlefAtom[Si+46],5lefAtom[Si47],5lefAtom[S148];
Scount++;
if(Scount==2){
Scell++;
Scount=0;
}
}
for (5i=0;5i<SunitCell¥*x1%9;5i4=9){
printf OUTFILE "%-5s %14.9f %$14.9f $14.9f %4s $-7s%-7s %$-2s %6s\n",

SbotAtom[$i],SbotAtom[$i+1],$botAtom[$i+2],SbotAtom[Si+3],SbotAtom[$i+4],Sc

ell,
SbotAtom[$i+6],SbotAtom[$Si+7],SbotAtom[$i+8];
Scell++;
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printf OUTFILE "end\nend\n";

close (OUTFILE) ;
undef (dcomAtom;
undef (@botAtom;
undef (lefAtom;
undef (Caux;

B A A R R A R R A R R A R R R R R R R R
# DISENANDO EL ARCHIVO .MDF #
FHAAA A A R A A R R

# Para manejar los datos del archivo .mdf de la celda unitaria, cada

columna de este se almacena en su propio arreglo. Notar que aquellos

valores gque son constantes se desechan.

for (SnumAtom=0; $SnumAtom<34; SnumAtom++) {
@line=split /\s+/, SunitCellMdf[S$SnumAtom+21];
Scolumn=0;
push(Caux,Sline[Scolumn]) ;
push(Celement,Sline[Scolumn+l]) ;
push(CatomType,Sline[Scolumn+2]) ;
push(Caux,Sline[Scolumn+3]) ;
push(Caux,Sline[Scolumn+4]) ;
push(CformalCharge,Sline[Scolumn+5]) ;
push(@charge,Sline[Scolumn+6]) ;
push(Caux,Sline[Scolumn+7]) ;
push(Caux,Sline[Scolumn+8]) ;
push(Caux,Sline[Scolumn+9]) ;
push(Caux,Sline[Scolumn+10]) ;
push(Caux,Sline[Scolumn+11]) ;
while (defined(S1ine[Scolumn+12])) {

push(Caux,Sline[Scolumn+12]) ;
Scolumn++;

}

}

undef (aux;

# Nuevamente la informacidén de cada atomo en construccidn es almacenada en
distintos arreglos de acuerdo al tipo de &tomo que es.

Scell=l;
SelementVar=l;
# Mientras no se hayan construido todas las celdas unitarias en y...
for (Sdespy=0;SdespY<SunitCellY;SdespY++) {
# ...y mientras no se hayan construido todas las celdas unitarias en x.
for (SdespX=0;SdespX<sunitCellX;SdespX++) {
# Para cada nuevo atomo, evaluar:
for (SnumAtom=0; SnumAtom<34; SnumAtom++) {
# Si es un atomo comun. Si lo es, guarda su informacidén en el arreglo
@comAtom (excepto la conectividad)
if((Scell®sunitCellX!1=0 or (Selement[SnumAtom])ne("O") or
SelementVar!=12) and
(Scell%sSunitCel 1X!=0 or (Selement[SnumAtom])ne("H") or
SelementVar!=2) and
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(Scell<=SunitCellX*(SunitCellyY=1) or (Selement[SnumAtom])ne("H") or

SelementVarl=1)){
push (GcomAtom, "XXXX $cell:Selement [$numAtom] SelementVar ");
push(CcomAtom, "$Selement [ $SnumAtom] ") ;
push(@comAtom, "$SatomType [ SnumAtom] ") ;
push (@comAtom,"?2") ;
push(@GcomAtom,"0") ;
push (QGcomAtom,SformalCharge[SnumAtom]) ;
push (CGcomAtom, Scharge [SnumAtom]) ;
push (CGcomAtom,"0") ;
push(@GcomAtom,"0") ;
push(@GcomAtom,"8") ;
push (CGcomAtom,"1") ;
push (CGcomAtom,"0") ;

}

# Si es un atomo del extremo izgquierdo de la lémina. Si lo es, guarda
su informacién en el arreglo @leftAtom (excepto la conectividad)

elsif((Scell%$sunitCellX==0 and (Selement[SnumAtom])eq("0") and
SelementVar==12) or

(Scell%SunitCellX==0 and (Selement[SnumAtom])eq("H") and
SelementVar==2)) {

SnewCell=SunitCellX*SunitCellY+Scell/SunitCellX;
push(CleftAtom, "XXXX SnewCell:$element[SnumAtom]SelementVar ") ;
push(CleftAtom,"Selement [$SnumAtom] ") ;
push(@leftAtom,"SatomType [$numAtom] ") ;
push(@GleftAtom,"?");

push(@leftAtom,"0") ;
push(@leftAtom,SformalCharge[SnumAtom]) ;

push (@leftAtom,Scharge[SnumAtom]) ;
push(@leftAtom,"0") ;

push(CleftAtom,"0") ;

push(CleftAtom,"8");

push(CleftAtom,"1");

push(CleftAtom,"0") ;

}

# Si es un adtomo del extremo inferior de la léamina. Si lo es, guarda
su informacién en el arreglo @botAtom (excepto la conectividad)

else{

SnewCell=Scell+SunitCellX+SunitCellY;
push (€botAtom, "XXXX $newCell:Selement [$numAtom]SelementVar ");
push (@botAtom,"$element [SnumAtom] ") ;
push (CbotAtom,"$SatomType [ SnumAtom] ") ;
push (@botAtom,"?2") ;

push (@botAtom,"0") ;

push (@botAtom,SformalCharge [$numAtom]) ;
push (@botAtom,Scharge[SnumAton]) ;

push (@botAtom,"0") ;

push (@botAtom,"0") ;

push (@botAtom,"8") ;

push (@botAtom,"1") ;

push (@botAtom,"0") ;

}

# La informacién més relevante del archivo .mdf es la conectividad
atémica, dada en la columna 12 de dicho archivo. La conectividad de cada
dtomo varia de acuerdo al tipo de atomo, el tipo de celda al que pertenece
y la posicidén que ocupa en el espacio. Con estos antecedentes es posible
saber si un &tomo se conecta con otros de una celda contigua "real" o con
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celdas generadas por las PBC. A continuacidén, mediante una serie de
condiciones, se determina a que grupo de atomos pertenece cada uno en
particular, y se almacena la conectividad en el arreglo correspondiente,
para completar su informacidén. Agquellos &dtomos que conectan solo con otros
de su misma celda poseen conectividad constante, por lo gue no necesitan
mayor tratamiento.

# SnumAtom=0 es All.
if (SnumAtom==0) {
push (@GcomAtom, "0l 02 013 015 0l6 018 ");
}
# SnumAtom=1 es Al2.
if(SnumAtom==1) {
push (@GcomAtom,"02 06 O1l1 014 0Ol6 017 ");
}
# SnumAtom=2 es Al3.
if (SnumAtom==2){
# Se guarda la informacién de los atomos que no son de celdas de
borde derecho ni borde superior.
if(Scell%sunitCellX!'=0 and Scell<=SunitCellxX*(sunitCelly=1)){
SrightCell=Scell+l;
SbotCell=Scell+SunitCellX;
push (CcomAtom,"06 017 XXXX $botCell:07 XXXX $SrightCell:011
XXXX $botCell:012 XXXX SrightCell:014 ");
}
# Se guarda la informacién de los atomos que son de celdas de
borde derecho, excepto la celda de la esguina superior derecha.
elsif(Scell%sunitCellX==0 and Scell<=SunitCellX*(SunitCelly=1)){
SOAtom=SunitCellX*SunitCellY+(Scell/SunitCellX)+1;
SrightCell=S$cell-(SunitCellX-1);
SbotCell=Scell+SunitCellX;
push (CcomAtom,"06 017 XXXX S$botCell:07
XXXX $rightCell:011%100#1 XXXX $OAtom:012%100#1 XXXX $rightCell:014%1004#1
")
}
# Se guarda la informacién de los atomos que son de celdas de
borde superior, excepto la celda de la esquina superior derecha.
elsif(Scell>SunitCel IX*¥(SunitCellyY=1) and
Scell!'=SunitCellX*SunitCellY){
SrightCell=Scell+l;
SbotCell=Scell-SunitCellX*(SunitCellY-1);
push (CcomAtom,"06 017 XXXX $botCell:073010#1
XXXX SrightCell:011 XXXX $botCell:012%010#1 XXXX $SrightCell:014 ");
}
# Se guarda la informacidén de los el atomo de la celda de la
esquina superior derecha.
else{
SOAtom=SunitCellX*SunitCellY+1;
SrightCell=$cell-(SunitCellX-1);
SbotCell=S$cell-SunitCellX*(SunitCellY-1);
push (CcomAtom,"06 017 XXXX $botCell:07%0104#1
XXXX $rightCell:011%100#1 XXXX $SOAtom:012%110#1 XXXX $rightCell:014%100#1
")
}

}
# SnumAtom=3 es Al4.
if (SnumAtom==3) {

101



# Se guarda la informacién de los atomos que no son de celdas del
borde derecho.
if(Scell%SunitCellx!=0) {
SrightCell=Scell+l;
push (GcomAtom,"07 012 015 018 XXXX $rightCell:Ol
XXXX SrightCell:013 ");
}
# Se guarda la informacién de los adtomos que son de celdas del
borde derecho.
else{
SOAtom=SunitCellX*SunitCellY+Scell/SunitCellX;
SrightCell=$cell-(SunitCellX-1);
push (GcomAtom,"07 XXXX $OAtom:0123100#1 015 018
XXXX $rightCell:01%100#1 XXXX SrightCell:013%100#1 ");
}
}
# SnumAtom=4 es Sil.
if (SnumAtom==4) {
# Se guarda la informacién de los atomos que son de celdas de
borde izquierdo.
if(Scell$sSunitCel 1X==1){
SleftCell=S$cell+(SunitCellX-1);
push(GcomAtom, "0l 03 04 XXXX $leftCell:010%-100#1 ");
}
# Se guarda la informacién de los atomos que no son de celdas de
borde izquierdo.
else{
SleftCell=$cell-1;
push(CcomAtom,"0l O3 04 XXXX $leftCell:010 ");
}
}
# SnumAtom=5 es Si2.
if (SnumAtom==5) {
# Se guarda la informacidén de los atomos que son de celdas de
borde izquierdo.
if(Scell$sSunitCellX==1){
SleftCell=$cell+(SunitCellX=-1);
push(GcomAtom,"02 03 05 XXXX $leftCell:09%-100#1 ");
}
# Se guarda la informacidén de los &tomos que no son de celdas de
borde izquierdo.
else{
SleftCell=S$cell-1;
push (GcomAtom,"02 03 05 XXXX $leftCell:09 ");
}
}
# SnumAtom=6 corresponde a Si3.
if (SnumAtom==6) {
# Se guarda la informacién de los atomos que no son de celdas de
borde superior.
if(Scell<=SunitCel IX*(SunitCelly=1)){
SbotCell=Scell+SunitCellX;
push(GcomAtom,"05 06 09 XXXX SbotCell:08 ");
}
# Se guarda la informacién de los atomos que son de celdas de
borde superior.
else{
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SbotCell=$cell-SunitCellX*(SunitCellY-1);
push (€comAtom,"05 06 09 XXXX SbotCell:08%010#1 ");

}
}
# SnumAtom=7 corresponde a Si4.
if (SnumAtom==T7) {
push(@GcomAtom,"04 O7 08 010 ");
}
# SnumAtom=8 corresponde a Ol.
if (SnumAtom==8) {
# Se guarda la informacién de los atomos que son de celdas de
borde izquierdo.
if(Scell%SunitCellx==1){
SleftCell=$cell+(SunitCellX=-1);
push(@comAtom,"All Sil XXXX $leftCell:A14%-100#1 ");
}
# Se guarda la informacidén de los atomos que no son de celdas de
borde izquierdo.
else{
SleftCell=S$Scell-1;
push (@comAtom,"Al1l Sil XXXX $leftCell:Al4 ");

}
}

# SnumAtom=9 corresponde a 02.
if (SnumAtom==9) {
push(@GcomAtom,"All Al2 Si2 ");
}
# $numAtom=10 corresponde a 03.
if (SnumAtom==10) {
push(CcomAtom,"sSil Si2 ");
}
# SnumAtom=11 corresponde a 04.
if(SnumAtom==11) {
push(CcomAtom,"Sil Sid4 ");
}
# SnumAtom=12 corresponde a 05.
if(SnumAtom==12){
push(CGcomAtom,"Si2 Si3 ");
}
# SnumAtom=13 corresponde a 06.
if (SnumAtom==13){
push(CcomAtom,"Al2 A13 Si3 ");
}
# SnumAtom=14 corresponde a O7.
if (SnumAtom==14) {
# Se guarda la informacidén de los atomos que son de celdas de
borde inferior.
if(Scell<=SunitCel1X){
StopCell=S$cell+SunitCellX*(SunitCellY-1);
push(C@comAtom,"Al4 Si4 XXXX S$topCell:A13%0-10#1 ");
}
# Se guarda la informacidén de los atomos que no son de celdas de
borde inferior.
else(
StopCell=S$cell-SunitCellX;
push(CcomAtom,"Al4 Si4 XXXX StopCell:A13 ");

}
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}
# SnumAtom=15 corresponde a 08.
if (SnumAtom==15) {
# Se guarda la informacién de los atomos que son de celdas de
borde superior.
if(Scell<=SunitCellX){
StopCell=Scell+SunitCellX*(SunitCellY-1);
push (CcomAtom,"Si4 XXXX $topCell:Si3%0-10#1 ");
}
# Se guarda la informacidén de los atomos que no son de celdas de
borde superior.
else{
StopCell=Scell-SunitCellX;
push (CcomAtom,"Si4 XXXX S$topCell:Si3 ");
}
}

# SnumAtom=16 corresponde a 09.
if (SnumAtom==16) {
# Se guarda la informacidén de los atomos que son de celdas de
borde derecho.
if(Scell%SunitCel lX==0) {
SrightCell=$cell-(SunitCellX-1);
push (GcomAtom,"Si3 XXXX $rightCell:Si23%100#1 ");
}
# Se guarda la informacidén de los &tomos que no son de celdas de
borde derecho.
else{
SrightCell=Scell+l;
push(CcomAtom,"S1i3 XXXX S$rightCell:Si2 ");
}
}

# SnumAtom=17 corresponde a 010.
if(SnumAtom==17) {
# Se guarda la informacidén de los atomos que son de celdas de
borde derecho.
if(Scell%$SunitCellX==0) {
SrightCell=$cell-(SunitCellX-1);
push(GcomAtom,"Si4 XXXX $rightCell:Sil1%100#1 ");
}
# Se guarda la informacidén de los &tomos que no son de celdas de
borde derecho.
else{
SrightCell=Scell+l;
push(GcomAtom,"Si4 XXXX $rightCell:Sil ");
}
}

# SnumAtom=18 corresponde a 0O11.
if (SnumAtom==18){
# Se guarda la informacién de los atomos que son de celdas de
borde izquierdo, excepto la esquina superior izquierda.
if(Scell%$sunitCellX==1 and Scell<=SunitCellxX*(sunitCelly=1)){
SleftCell=$cell+(SunitCellX=1);
push(CGcomAtom,"ALl2 H1 XXXX $leftCell:A13%-100#1 ");
}
# Se guarda la informacién de los atomos que no son de celdas de
borde izgquierdo ni de borde superior.
elsif(Scell%$sunitCellxX!=1 and Scell<=SunitCellX*(SunitCelly=1)){
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SleftCell=S$cell-1;
push(C@comAtom,"ALl2 H1 XXXX $leftCell:A13 ");
}
# Se guarda la informacién de los atomos que son de celdas de
borde superior, excepto la esquina superior izquierda.
elsif(Scell>SunitCel IX*(SunitCelly=1)+1){
StopAtom=Scell+SunitCellX+$unitCellY;
SleftAtom=$cell-1;
push(CcomAtom,"ALl2 XXXX StopAtom:HI1%010#1 XXXX $SleftAtom:Al3
")

}
# Se guarda la informacién de los la celda de la esquina superior
izquierda.
else{
StopAtom=Scell+SunitCellX+SunitCellY;
SleftAtom=S$cell+(SunitCellX-1);
push (CcomAtom,"ALl2 XXXX StopAtom:HI1%010#1 XXXX SleftAtom:Al3%-
100#1 ")
}
}

# SnumAtom=19 corresponde a 012.
if(SnumAtom==19){
# Se guarda la informacién de los atomos que son de celdas de
borde inferior, excepto la celda de la esquina inferior derecha.
if(Scell<sunitCellx){
StopCell=Scell+SunitCellX*(SunitCellY-1);
push(CGcomAtom,"Al4 H2 XXXX S$topCell:Al3%0-10#1 ");
}
# Se guarda la informacién de los atomos que no son de celdas de
borde inferior ni de celdas de borde derecho.
elsif(Scell>SunitCellX and Scell%$SunitCellxX1=0) {
StopCell=Scell-SunitCellX;
push(GcomAtom,"Al4 H2 XXXX $topCell:Al3 ");
}
# Se guarda la informacidén de los el atomo que estd posicionado
al extremo izquierdo inferior de la superficie
elsif(Scell==5unitCellX){
SleftCell=Scell;
StopCell=S$cell+SunitCellX*(SunitCellY-1);
push(@leftAtom, "XXXX SleftCell:A14%-100#1 H2
XXXX StopCell:Al3%-1-1041 ");
}
# Se guarda la informacidén de los demas atomos que estan al
extremo izgquierdo de la superficie
else{
SleftCell=Scell;
StopCell=Scell-SunitCellX;
push(@leftAtom, "XXXX SleftCell:A14%-100#1 H2
XXXX StopCell:A13%-100#1 ");

}
}
# SnumAtom=20 corresponde a 013.
if (SnumAtom==20) {
# Se guarda la informacién de los atomos que son de celdas de
borde izquierdo.
if(Scell%$SunitCellx==1){
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SleftCell=$cell+(SunitCellX-1);
push(CcomAtom,"ALll H3 XXXX $leftCell:A14%-100#1 ");
}
# Se guarda la informacién de los adtomos que no son de celdas de
borde izquierdo.
else{
SleftCell=S$cell-1;
push(GcomAtom,"ALll H3 XXXX $leftCell:Al4 ");

}
}
# SnumAtom=21 corresponde a 014.
if (SnumAtom==21) {
# Se guarda la informacién de los atomos que son de celdas de
borde izquierdo.
if(Scell%$SunitCellx==1){
SleftCell=S$cell+(SunitCellX-1);
push (@comAtom,"Al2 H4 XXXX SleftCell:Al13%-100#1 ");
}
# Se guarda la informacidén de los &tomos que no son de celdas de
borde izquierdo.
else{
SleftCell=$cell-1;
push(GcomAtom,"ALl2 H4 XXXX $leftCell:A13 ");

}
}
# SnumAtom=22 corresponde a 15.
if(SnumAtom==22){
push(CcomAtom,"Al1l Al4 H5 ");
}
# SnumAtom=23 corresponde a 16.
if (SnumAtom==23){
push(CcomAtom,"Al1l Al2 H6 ");
}
# SnumAtom=24 corresponde a 17.
if (SnumAtom==24) {
push(CcomAtom,"A12 A13 H7 ");
}
# SnumAtom=25 corresponde a 018.
if (SnumAtom==25) {
push(CcomAtom,"Al1l Al4 H8 "),
}
# SnumAtom=26 corresponde a HI.
if (SnumAtom==26) {
# Se guarda la informacidén de los atomos gque no son de celdas del
borde superior.
if(Scell<=SunitCel IX*(SunitCelly=1)){
push (@GcomAtom,"O11 ") ;
}
# Se guarda la informacidén de los &tomos que se posicionan en el
extremo superior la superficie.
else{
push (CbotAtom, "XXXX $cell:011%0-10#1 ");
}
}

# SnumAtom=27 corresponde a H2.
if(SnumAtom==27) {
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# Se guarda la informacién de los atomos que no son de celdas de

borde derecho.
if(Scell%sunitCel lXt=0){
push (GcomAtom,"012 ") ;
}
# Se guarda la informacién de los atomos que se posicionan al
extremo izquierdo de la superficie.
else{
push(@leftAtom,"012 ");
}
}

# SnumAtom=28 corresponde a H3.
if (SnumAtom==28) {
push (GcomAtom,"013 ") ;
}
# SnumAtom=29 corresponde a H4.
if(SnumAtom==29){
push(CcomAtom,"014 ") ;
}
# $numAtom=30 corresponde a H5.
if (SnumAtom==30) {
push(@GcomAtom,"O1l5 ") ;
}
# $numAtom=31 corresponde a H6.
if(SnumAtom==31) {
push(@GcomAtom,"0l6 ") ;
}
# S$numAtom=32 corresponde a H7.
if (SnumAtom==32) {
push(@comAtom,"O1l7 ") ;
}
# SnumAtom=33 corresponde a HS.
if (SnumAtom==33) {
push(CGcomAtom,"018 ") ;
}
if (defined(Sclement [SnumAtom+1]) and
(Selement [SnumAtom])eqg(Selement [SnumAtom+1])) {
SelementVar++;
}
else{
SelementVar=l;
}
}
Scell++;
}

# Finalmente, se escribe el archivo .mdf de forma ordenada, con la
informacidén recabada.

if (Srectangular eq "vyes")({

open (OUTFILE, "> kaolinite ".SunitCellX."x".SunitCellY." R.mdf");
}
else{

open (OUTFILE, "> kaolinite ".SunitCellX."x".SunitCellY." NR.mdf");
}
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print OUTFILE
"!BIOSYM molecular data 4

IDate: S$Sdate Gabriel J. Olguin-Orellana's Support Software Generated MDF
file

#topology

element

atom_ type
charge group
isotope

formal charge
charge
switching atom
\@column oop flag
\@column chirality flag
\@column 10 occupancy
\@column 11 xray temp factor
\@column 12 connections

\@column
\@column
\@column
\@column
\@column
\@column
\@column

O J o U b w DN

NeJ

\@molecule kaolinite SunitCellXx$unitCellY\ cells\n\n";

for(5i=0;51i<(SunitCellX*SunitCel 1Y*34%13) -
(13*(SunitCellY*2+4s5unitCellx)) ;;Si4+4=13){

printf OUTFILE "%-19s %-2s %-7s %$-5s %-2s %—-4s %7.4f %-1s %-1s %-1ls %.4f
%.4f %s\n",

ScomAtom[$i],ScomAtom[$i+1],ScomAtom[$i+2],ScomAtom[$Si+3],ScomAtom[Si+4], Sc
omAtom[$i+5],

ScomAtom[$1i+6],ScomAtom[$i+7],ScomAtom[$Si+8],ScomAtom[$Si+9],ScomAtom[$Si+10]
,ScomAtom[$i411],ScomAtom[$i+12];
}
for(51=0;51<13*(SunitCelly*2);514+=13) {

printf OUTFILE "%-19s %-2s %-7s %-5s %-2s %—-4s %7.4f %-1s %-1s %-1ls %.4f
%.4f %$s\n",

SleftAtom[$i],SleftAtom[$i+1],S1leftAtom[S$Si+2],S1leftAtom[Si+3],SleftAtom[Si+
41,5leftAtom[S1i+5],

SleftAtom[$i+6],S1leftAtom[Si+7],SleftAtom[$Si+8],S1leftAtom[$1i+9],S1leftAtom[S
1+10],SleftAtom[Si+11],SleftAtom[S1+12];
}
for(51=0;51<13*SunitCel1X;514+=13) {

printf OUTFILE "%-19s %-2s %-7s %$-5s %$-2s %$-4s $7.4f %-1s %-1s %-1s %.4f
%.4f %$s\n",

SbotAtom[$i],SbotAtom[$i+1],$botAtom[$i+2],SbotAtom[Si+3],SbotAtom[$i+4],$b
otAtom[$i+5],

ShotAtom[$1i+6], SbotAtom[$i+7],SbotAtom[$14+8],SbotAtom[Si+4+9], SbotAtom[S$S1i4+10]
,SbotAtom[$1+11], SbotAtom[$i+12];

}
print OUTFILE "
|

#symmetry
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\@periodicity 3 xyz
\@group (P1)

#end\n";
close (OUTFILE)

if (Srectangular eq "vyes")({
open (LOG, "> kaolinite ".SunitCellX."x".SunitCellY." R.log");

}

else{
open (LOG, "> kaolinite ".SunitCellX."x".SunitCellY." NR.log");

}
printf LOG "Se construyd una superficie de ".SunitCellX."x" ., SunitCellY."x1

celdas unitarias, equivalentes a
"L.SunitCellX*5,13217738."x" ., SunitCellY*8.90593483333."%x5.3999591916799545
Armstrong.";

close (LOG) ;

exit;
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8.2. Anexo 2: Script solvate.tcl

FHAA A A A R A A R A R

# solvate.tcl #
- #
# Este script en TCL crea una caja de agua de tamafio determinado por #
# el usuario para una molécula. #
# #
# Entradas: #
# - Nombre del archivo .pdb de la molécula #
# - Nombre del archivo .psf de la molécula #
# - Tamafio de la caja de agua. #
# #
# Salidas: #
# - Archvo .pdb y .psf de la molécula solvatada #
# #
iiidgdgsdgssssdssststasasasdgdgdsdsdsdsdststdtatatanARARARAEEEEEEEESEEEEE

package require solvate

# Entradas:
set pdbName "1HZH M RU"; # Nombre de los archivos de la molécula a
solvatar.

set psfName ""

set WB {{4 382568C
{142.38699 20313 191.66299438476563 123

Dimensiones de la caja de agua

5836 34.17300033569336 7.150000095367432}

.93399810791016}}; #

# Solvatacidn
solvate SpsfName.psf SpdbName.pdb -minmax SWB -o $pdbName\ WB
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8.3. Anexo 3: Script replaceCoordinates.pl

FHAAA A A A R A A R

freplaceCoordinates.pl #
fom #
# E1 siguiente script soluciona el error cometido por psfgen al #
# escribir las coordenadas de los atomos de la superficie, cuando #
# es solvatada con el script solvate.tcl y cuando se une a la proteina #
# solvada con el médulo Merge Structures de VMD (error mencionado en #
# documentacién de interfaceFF v1.5). El script remplaza en el .pdb #
# errdneo las coordenadas atdmicas incorrectas por las correctas, las #
# cuales obtiene del .pdb de la superficie sola. Los archivos .psf se #
# dejan intactos. #
# #
# Entradas: #
# - Archivo .pdb con las coordenadas atdémicas de 1la superficie #
# incorrectas #
# - archivo .pdb de la superficie sola #
# - numero de celdas que tiene la superficie en el eje x #
# - numero de celdas que tiene la superficie en el eje y #
# #
# Salidas: #
# - Archivo .pdb con las coordenadas atdémicas corregidas #
# #
# Condicidn: #
# - En el archivo .pdb errdneo, las coordenadas atdédmicas de la #
# superficie deben estar listadas antes que las de cualquier otra #
# molécula #
# #
FHAF A

#! /usr/bin/perl -w

# Entradas:

if (1){

SoriginalFi="kaolinite 38x22 R MD"; # Nombre del archivo que tiene
las coordenadas correctas.

SpsfgenFi="1HZH kaolinite WB"; # Nombre del archivo con las
coordenadas incorrectas.

SxCell="38"; # Cantidad de celdas que posee la superficie en el eje
X.

SyCell="22"; # Cantidad de celdas que posee la superficie en el eje
V.
}

open (LOG, ">".Spsfgenki." correction.log");

# Abre los archivos. Si no lo consigue, detiene la ejecucién. A
continuacidén, los almacena en arreglos independientes.

unless ( (open (ORIGINAL, Soriginalli.".pdb"))and (open (PSFGEN, Spsfgenti." . .pdb™)
N
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printf LOG "Problemas al intentar abrir los archivos. Revise que existan
y que los nombres sean correctos\n\n";

close (LOG) ;

exit;

}

@original Fi=<ORIGINAL>;
@psfgenFi=<PSFGEN>;

# Cuenta las lineas que tiene el archivo y le resta 2 para tener el numero
de &atomos.

SsurfaceAtoms=scalar (foriginalFi)=2;

StotalAtoms=scalar (ClpsfgenFi)=2;

close ORIGINAL;
close PSFGEN;

Scolumn=0;

# Del archivo de la superficie sola rescata Unicamente las coordenadas

atémicas,

for(SatomLine=l;SatomLine<=$surfaceAtoms;S$SatomLine++) {
@line=split /\s+/, SoriginalFi[SatomLine];
push(Caux,Sline[Scolumn+l]) ;
push(Caux,Sline[Scolumn+2]) ;
push(Caux,Sline[Scolumn+3]) ;
push(Caux,Sline[Scolumn+4]) ;
push(@xCor,Sline[Scolumn+5]) ;
push(@yCor,Sline[Scolumn+6]) ;
push(@zCor,Sline[Scolumn+7]) ;
push(Caux,Sline[Scolumn+8]) ;
push(Caux,Sline[Scolumn+9]) ;
push(Caux,Sline[Scolumn+10]) ;
push(Caux,Sline[Scolumn+l1]) ;
push(Caux,Sline[Scolumn+12]) ;

}

Scolumn=0;

# mientras que del archivo errdtico rescata la demas informacidén que no es

constante, de cada atomo.

for(SatomLine=l;SatomlLine<=Stotal Atoms;SatomlLine++) {

if(SatomLine<=SsurfaceAtoms) {

@line=split /\s+/, S$psfgenFi[$atomLine];
push(Caux,Sline[Scolumn]) ;
push (@Gnumber,Sline[Scolumn+l]) ;
push(Celement,Sline[Scolumn+2]) ;
push(Caux,Sline[Scolumn+3]) ;
push(Caux,sline[Scolumn+4]) ;
push(Caux,sline[Scolumn+5]) ;
push(Caux,sline[Scolumn+6]) ;
push(Caux,Sline[Scolumn+7]) ;
push(Caux,Sline[Scolumn+8]) ;
push(Caux,sline[Scolumn+9]) ;
push(Caux,sline[Scolumn+10]) ;
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# Luego, define variables con aquellos valores que son constantes en el
archivo,

Satom="ATOM" ;
Sresidue="XXXX";
Schain="38";
Socuppancy="-1.00";
StempF="0.00";
SSURF="SURF";

Sflag=0;

Scell=l;
SunitCellx=5.13217738;
SunitCelly=8.90593483333;

# reescribe el encabezado y...

open (OUTFILE, ">".Spsfgenki.".pdb");

printf OUTFILE

"CRYST1 %6.3f %6.3f 25.250 90.00 90.00 90.00 P 1
I\n",SunitCellX*S$xCell, SunitCellY*SyCell;

# ...el resto del archivo. Primero escribe las celdas que son parte de la
superficie y luego las de los atomos desplazados hacia el extremo izquierdo
e inferior, pues se agrupan en celdas independientes. La variable $flag
representa la cantidad de &tomos que le falta a cada celda, si todas
tuvieran 34 atomos, al igual que la celda unitaria (i.e. Observar la
columna 6 (correspondiente al numero de residuo/celda) del archivo de la
superficie y como estas se visualizan en VMD)
for(51=0;51<Ssurfacelrtoms;Si+=1) {
Stlag++;
if(S5flag==35){
Scell++;
# Las celdas comunes tienen 34 &tomos,
if(Scell%SxCelll=0 and Scell<=5xCell*(SyCell=1)){
Sflag=l;
}
# las celdas de borde superior tienen 33 &tomos,
if(Scell>SxCell*(SyCell=1) and Scell<SxCell*SyCell){
Sflag=2;
}
# las celdas de borde derecho tienen 32 &tomos,
if(Scell%$sxCell==0 and Scell<=5xCell*(SyCell=1)){
Sflag=3;
}
# la celda de la esquina superior derecha tiene 31 &tomos,
if(Scell==5xCell*SyCell){
Sflag=4;
}
# las celdas del extremo izquierdo tienen 2 atomos
if(Scell>SxCell*SyCell and Scell<=5SxCell*SyCell+SyCell) {
Sflag=33;
}
# v las celdas del extremo inferior tienen 1 atomo.
if(Scell>SxCell*SyCell+syCell) {
Sflag=34;
}
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# En cada iteracidén reescribe una linea del archivo.
printf OUTFILE "%-6s5%5s %-4s%-3s%ls%4s $8s%8s%8s %5s %5s $4s\n"
Satom, $Snumber[$1],Selement[$1], $Sresidue,$Schain, $cell, $xCor[S$1i],
SyCor[$i],$zCor[$i], Socuppancy, StempF, SSURF;

}

# Finalmente, afiade al final del archivo el resto de los atomos,
correspondientes al agua...
for(Si=SsurfacelAtoms+l;Si<=StotalAtoms; Si++) {

print OUTFILE Spsfgenbi[Si];
}

# ...y genera el archivo de registro.

printf 1LOG "E1l remplazo de las coordenadas atdmicas finalizd con éxito";
close (LOG) ;

exit;

4
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8.4. Anexo 4: Script PSFProtein.tcl

FHAA A A A R A A R A R

PSFProtein.tcl

HH= H=

El siguiente script crea los archivos .pdb y .psf para la IgGl bl2z,
afladiendo el extremo C-terminal en su forma
N-terminal en su forma protonada y 1las histidinas en su estado no

ionizado, tal como se encuentra la proteina

pH neutro. Ademés, crea los enlaces disulfuros intra- e
intercatenarios y restituye los nombres de las cadenas puestos por
Modeller por los que posee el lhzh.pdb, para mayor comprensiodn.

- Archivo .pdb de la IgGl bl2 reconstruida estructuralmente

Salidas:

- Archivo .pdb de la IgGl bl2 con los nombres de los atomos,

residuos y cadenas sustituidos, y los &atomos

- Archivo .psf de la IgGl bl2 con los enlaces distlfuros entre

las cisteinas

¥
#
#
¥
¥
¥
#
#
# Entradas:
#
#
#
#
#
#
#
#
#

FHAFF A A A R R

# Entradas:
set name "1HZH M"; # Nombre de archivo .pdb de

resetpst
package require psfgen
topology top all27 prot na.rtf

#
____________________ #
#

desprotonada, el #

#

en una solucidén a #
#

#

#

#

#

#

#

#

#

de hidrdgeno #
#

#

#

#

la IgG bl2

# Aplica alias a los nombres de residuos y adtomos para no tener choques
entre la nomenclatura del .pdb y el campo de fuerza.

pdbalias residue HIS HSD
pdbalias atom SER HG HG1
pdbalias atom ILE CD1 CD
pdbalias atom CYS HG HGI1
pdbalias atom ILE 1HD1 HDI1
pdbalias atom ILE 2HD1 HD2
pdbalias atom ILE 3HD1 HD3

mol load pdb S$name.pdb

# Se crean los distintos segmentos de la proteina,
terminales y remplazando el nombre de las cadenas.
SchainH writepdb H.pdb

segment H {first NTER; last CTER; pdb H.pdb}
coordpdb H.pdb H

set chainK [atomselect top "all and chain B"]
SchainK writepdb K.pdb
segment K {first NTER; last CTER; pdb K.pdb}

afiadiendo los extremos
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coordpdb K.pdb K

set chainl [atomselect top "all and chain C"]
Schainl, writepdb L.pdb

segment L {first NTER; last CTER; pdb L.pdb}
coordpdb L.pdb L

set chainM [atomselect top "all and chain D"]
SchainM writepdb M.pdb

segment M {first NTER; last CTER; pdb M.pdb}
coordpdb M.pdb M

# Se crean los enlaces disulfuros entre las cisteinas...

# ...en las cadenas pesadas
patch DISU K:728 K:788

patch DISU K:892 K:834

patch DISU K:667 K:611

patch DISU K:553 K:479

patch DISU H:210 H:154

patch DISU H:331 H:271

patch DISU H:96 H:22

patch DISU H:435 H:377

# ... en las cadenas ligeras

patch DISU M:1152 M:1218
patch DISU M:1324 M:1264

patch DISU L:937 L:1003
patch DISU L:1109 L:1049

# e intracatenarios
patch DISU H:230 L:1129
patch DISU K:687 M:1344

patch DISU K:693 H:236
patch DISU K:696 H:239

guesscoord
regenerate angles dihedrals

# Se generan los archivos finales
writepdb 1HZH M RU.pdb

writepsf 1HZH M RU.psf

mol delete all

mol load psf 1HZH M RU.psf pdb 1HZH M RU.pdb
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8.5. Anexo 5: Script proteininitialPosition.tcl

FHAA A A A R A A R A R

proteinInitialPosition.tcl

HH= H=

Este script en TCL fija la posicidén inicial de una proteina para
que interactle con una superficie.

Opera pera realizando una exploracidén exhaustiva de las posibles
orientaciones iniciales de 1la proteina (con una profundidad de
blsqueda determinada) vy en cada una de ellas cuenta y nombra 1los
residuos que favorecen y desfavorecen la interaccién con la
superficie desde el aminodcido més cercano a ella, hasta una
distancia dada por el usuario. Luego, fija como posicidén inicial méas
optima aquella en la que operacidn
"residuosQueFavorecen-residuosQueDesfavorecen" obtiene el valor més
alto.

Finalmente, genera los archivos de salida.

- nombre del archivo .pdb de la proteina

- nombre del archivo .pdb de la superficie

- distancia a la cual estard la proteina de la superficie
- angulo de variacién de la rotacidn

S oo e S S SR o S e e S S o o 3 e S o o o e 3 o o o

¥
#
#
¥
¥
¥
#
#
#
#
#
#
#
#
#
# Entradas:
#
#
#
#
#
#
#
1
#
#
#
#
#
#
#

- distancia hasta la cual se contardn residuos (desde 1la
superficie)
- aminodcidos que desfavorecen la interaccidn entre la proteina vy #
a superficie #
- aminodcidos que favorecen la interaccidén entre la proteina y la #
superficie #
#
Salidas: #
- archivo .pdb de la proteina en su nueva orientacidn #
#
idgdssdssdssdstddsddsdddddddddsaddaddddddgddaddRaA AR RRA R AR AR AR EEEE
# Entradas:
set proteinName "1HZH M RU MD" ;# Nombre del .pdb de la proteina
set surfaceName "kaolinite 38x22 R MD"; # el nombre del .pdb de la
superficie
set angle ;# Angulo de variacién de la rotacién de la proteina
set cutoff ;# Distancia hasta la cual se contaréan residuos
set surfProtDist ;# Distancia a la cual se gquiere la proteina de la
superficie

set disfavor "resname ALA or resname CYS or resname VAL or resname LEU or
resname ILE or resname MET or resname PRO or resname PHE or resname TRP or

resname GLY" ;# Aminodcidos gque mantienen la estructura de la proteina
set favor "resname SER or resname THR or resname GLN or resname ASN or
resname TYR" ;# Aminoacidos que favorecen la interaccidn

proteina/superficie
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mol delete all
mol load pdb SproteinName.pdb

set fo [open "IP_$proteinName\_angle$angle.log" w]

# Carga la proteina sobre una variable y calcula su centro
set protein [atomselect top all]
set centerProt [measure center Sprotein]

# Determina cual es la afinidad que tiene la proteina con la superficie en
su conformacién original...

set mMProt [measure minmax Sprotein]

set interactDist [expr [lindex SmMProt ]+Scutoff-SsurfProtDist]

set numDisfavor [[atomselect top "protein and z<$interactDist and
($disfavor) and name CA"] num]

set listDisfavor [[atomselect top "protein and z<$interactDist and
($disfavor) and name CA"] list]

set numFavor [[atomselect top "protein and z<$interactDist and ($favor)

and (name ND1 or name ND2 or name NE or name NE1l or name NE2 or name NH1l or
name NH2 or name NZ or name OD1l or name OD2 or name OEl or name OE2 or name
OG or name OGl or name OH)"] num]

set listFavor [[atomselect top "protein and z<$interactDist and ($favor)
and (name ND1 or name ND2 or name NE or name NE1l or name NE2 or name NH1l or
name NH2 or name NZ or name OD1l or name OD2 or name OEl or name OE2 or name
OG or name OGl or name OH)"] list]

set maxAfinity [expr SnumFavor-SnumDisfavor]

set minZvValue [expr [lindex SmMProt ]-[lindex SmMProt 11

# ...y la fija como la maxima.
puts $fo "Los residuos que favorecen la interaccién proteina-superficie son
$numFavor:"
for {set index 0} {Sindex<[llength SlistFavor]} {incr index} {

set zCoord [[atomselect top "index [lindex $listFavor $index]"] get z]

set zDist [expr $zCoord-[lindex SmMProt 11

set residueName [[atomselect top "index [lindex $listFavor $index]"]
get resname]

set residuelID [[atomselect top "index [lindex $listFavor $index]"] get
resid]

set atomName [[atomselect top "index [lindex $Favor $index]"] get name]

puts Sfo "\t\t$residueName$residuelD:$atomName que estard a $zDist de
la superficie"
}
puts $fo "\nLos residuos que desfavorecen la interaccién proteina-
superficie son $numDisfavor:"
for {set index 0} {Sindex<[llength SlistDisfavor]} {iner index} ({

set zCoord [[atomselect top "index [lindex $listDisfavor $index]"] get
z]

set zDist [expr $zCoord-[lindex SmMProt 11

set residueName [[atomselect top "index [lindex $listDisfavor $index]"]
get resname]

set residuelID [[atomselect top "index [lindex $listDisfavor $index]"]
get resid]

set atomName [[atomselect top "index [lindex $listDisfavor $index]"]
get name]

puts S$fo "\t\t$residueName$residueID:$atomName que estard a $zDist de
la superficie"

}
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puts $fo "\nAfinidad maxima actual: $maxAfinity en la rotacién x:0, y:O0,
z:0 y dimensién en z=$minZValue\n\n"
set maxLoops [expr /Sanglel

# Luego, comienza el ciclo de exploracidédn. Para cada $angle grados que se
gira la proteina en x...
for {set i 1} {Si<=SmaxLoops} {incr i} {
Sprotein move [trans center ScenterProt axis x Sanglel]
# ...y en y...
for {set j 1} {$i<=Smaxloops} {incr j} {
Sprotein move [trans center ScenterProt axis y Sangle]
# ...se gira también en z, de $angle en S$angle grados hasta alcanzar
los 360°.
for {set k 1} {S$k<=Smaxloops} {incr k} {

Sprotein move [trans center ScenterProt axis z Sanglel]

set mMProt [measure minmax Sprotein]

set zValue [expr [lindex SmMProt ]-[lindex SmMProt 11

# Se determina nuevamente la afinidad en la nueva rotacidn...

set interactDist [expr [lindex SmMProt ]+Scutoff-SsurfProtDist]

set numDisfavorNext [[atomselect top "protein and z<$interactDist and
($disfavor) and name CA"] num]

lreplace SlistDisfavor [llength SlistDisfavor]

set listDisfavor [[atomselect top "protein and z<$interactDist and
($disfavor) and name CA"] list]

set numFavorNext [[atomselect top "protein and z<$interactDist and
($favor) and (name ND1 or name ND2 or name NE or name NE1l or name NE2 or
name NH1 or name NH2 or name NZ or name ODl1l or name OD2 or name OEl or name
OE2 or name OG or name OGl or name OH)"] num]

lreplace SlistDisfavor [llength SlistFavor]

set listFavor [[atomselect top "protein and z<$interactDist and
($favor) and (name ND1 or name ND2 or name NE or name NE1l or name NE2 or
name NH1 or name NH2 or name NZ or name ODl1l or name OD2 or name OEl or name
OE2 or name OG or name OGl or name OH)"] list]

set afinityNext [expr SnumFavorNext-SnumDisfavorNext]

# ...y se evalla si es mayor que la afinidad anterior. Si es més
afin, entonces se guardan los angulos de esta rotacidédn. El procedimiento se
repite hasta que se alcanza la rotacidn completa en todos los ejes.

if {safinityNext>SmaxAfinity} {

set maxAfinity SafinityNext
set minZValue S$zValue
puts $fo "Los residuos que favorecen la interaccién proteina-
superficie son $numFavorNext:"
for {set index 0} {Sindex<[llength SlistFavor]} {incr index} {
set zCoord [[atomselect top "index [lindex $listFavor $index]"]
get z]
set zDist [expr $zCoord-[lindex SmMProt 11
set residueName [[atomselect top "index [lindex $listFavor
$index]"] get resname]
set residueID [[atomselect top "index [lindex $listFavor
$index]"] get resid]
set atomName [[atomselect top "index [lindex $listFavor
$index]"] get name]
puts S$fo "\t\t$residueName$residueID:$atomName que estara a
$zDist de la superficie"
}
puts S$fo "\nlLos residuos que desfavorecen la interaccidén proteina-
superficie son $numDisfavorNext:"
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for {set index 0} {Sindex<[llength SlistDisfavor]} {incr index} {
set zCoord [[atomselect top "index [lindex $listDisfavor
$index]"] get z]
set zDist [expr S$zCoord-[lindex SmMProt 11
set residueName [[atomselect top "index [lindex $listDisfavor
$index]"] get resname]
set residueID [[atomselect top "index [lindex $listDisfavor
$index]"] get resid]
set atomName [[atomselect top "index [lindex $listDisfavor
$index]"] get name]
puts S$fo "\t\t$residueName$residueID:S$atomName que estard a
$zDist de la superficie" }
puts S$fo "\nAfinidad madxima actual: $maxAfinity en rotacién x:
[expr $angle*$i], rotacidén y: [expr $angle*$j], rotacidn z: [expr
$angle*$k] y dimensién en z=$minZValue\n\n"
set xTurn [expr Sangle*S5i]
set yTurn [expr Sangle*Si]
set zTurn [expr Sangle*Sk]
}
if {safinityNext==SmaxAfinity} {
if {SzValue<SminzValue} {
set minzZValue S$zValue
puts $fo "Los residuos que favorecen la interaccién proteina-
superficie son $numFavorNext:"
for {set index 0} {Sindex<[llength SlistFavor]} {incr index} {
set zCoord [[atomselect top "index [lindex $listFavor $index]"]
get z]
set zDist [expr S$zCoord-[lindex SmMProt 11
set residueName [[atomselect top "index [lindex $listFavor
$index]"] get resname]
set residueID [[atomselect top "index [lindex $listFavor
$index]"] get resid]
set atomName [[atomselect top "index [lindex $listFavor
$index]"] get name]
puts S$fo "\t\t$residueName$residuelID:$atomName que estard a
$zDist de la superficie"
}
puts S$fo "\nLos residuos que desfavorecen la interaccién
proteina-superficie son $numDisfavorNext:"
for {set index 0} {Sindex<[llength S$listDisfavor]} {incr index} {
set zCoord [[atomselect top "index [lindex $listDisfavor
$index]"] get z]
set zDist [expr S$zCoord-[lindex SmMProt 11
set residueName [[atomselect top "index [lindex $listDisfavor
$index]"] get resname]
set residuelID [[atomselect top "index [lindex $listDisfavor
$index]"] get resid]
set atomName [[atomselect top "index [lindex $listDisfavor
$index]"] get name]
puts S$fo "\t\t$residueName$residueID:$atomName que estara a
$zDist de la superficie"
}
puts $fo "\nAfinidad maxima actual: $maxAfinity en rotacién x:
[expr $angle*$i], rotacién y: [expr $angle*$j], rotacidn z: [expr
$angle*$k] y dimensién en z=$minZValue\n\n"
set xTurn [expr Sangle*Si]
set yTurn [expr Sangle*Si]
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set zTurn [expr Sangle*Sk]

# A continuacidén se aplica la rotaciédn,

mol delete all

mol load pdb SproteinName.pdb

set protein [atomselect top all]

Sprotein move [trans center ScenterProt axis x SxTurn]
Sprotein move [trans center ScenterProt axis y SyTurn]
Sprotein move [trans center ScenterProt axis z $zTurn]

set mMProt [measure minmax Sprotein]
set centerProt [measure center Sprotein]

mol load pdb SsurfaceName.pdb

set surface [atomselect top all]

set mMSurf [measure minmax Ssurface]

set centerSurf [measure center S$Ssurface]
mol delete top

# Se calcula el vector que dard a la proteina su nueva posicidn
set xDifference [expr [lindex ScenterProt 0]-[lindex ScenterSurf
set yDifference [expr [lindex ScenterProt 1]-[lindex ScenterSurf

set zDifference [expr [lindex SmMProt ]-[lindex SmMSurf
set xDifference [expr SxDifference*-1]

set yDifference [expr SyDifference*-1]

set zDifferenceFinal [expr S$zDifference* SsurfProtDist]
# v se aplica la translacidn

Sprotein moveby "$xDifference $yDifference $zDifferenceFinal"

set mMProt [measure minmax Sprotein]

11

—_—
—_—

puts Sfo "\n####HH#EEHE SSRGS SRR A RS RS R R R S
puts Sfo "Se aplicé la rotacién y translacién en la proteina. Los angulos
de rotacidén fueron x=$xTurn, y=$yTurn y z=$zTurn, el vector de traslacién
usado fue {$xDifference $yDifference $zDifferenceFinal} y la dimensién

final en z=$minZValue"

puts STo "HHEHEHHEHHHAHEAHHAHRAHRAHRAHRAHRA R AR AR

Sprotein writepdb SproteinName\ IP.pdb
mol delete all
close Sfo
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8.6. Anexo 6: Script restrainSurface.tcl

FHAA A A A R A A R A R

# restrainSurface.tcl #
- #
# Aplica wuna restriccidén de movimiento de k(harmonic)=1 kcal/mol a #
# todos los atomos que componen la superficie. #
# Entradas: #
# - Archivo .pdb del sistema con la superficie de caolinita #
# #
# Salidas: #
# - Archivo .pdb con la restriccidén en sobre la superficie #
# #
FHHH AR R

# Entradas:

set systemName 1HZH kaolinite WB ; #nombre del archivo .pdb del sistema

# Se aplica la restriccidén de movimiento a los adtomos de la superficie
mol load pdb SsystemName.pdb

set all [atomselect top all]

Sall set beta

set surface [atomselect top "resname XXXX"]

Ssurface set beta

Sall writepdb restrain.pdb
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8.7. Anexo 7: Configuracidon para la DM de la superficie de

caolinita en una caja de agua.

FHAAF A A A A A R A

# surfaceMD.conf

# ____________________________________________________________________
# E1 siguiente script contiene la rutina de miniminacién

# equilibracién de la lamina de caolinita de 38x22x1 celdas unitarias
# en una caja de agua. Todos los atomos de la superficie fueron
# restringidos con K(harmonic)=1 kcal/mol, para una simulacidédn con un
# ensamble NPT, en PBC y PME

#

# Entadas:

# - Archivo .pdb y .psf de la superficie en agua

# - Archivo del campo de fuerza INTERFACE

# - Archivo de restriccién de movimiento de los &tomos de

# superficie

#

# Salidas:

# - archivo .dcd con la trayectoria de la dinédmica molecular

# - archivo .log con la informacién de las energias en la simulacién
#

FHH A AR

FHAHEH AR R R
# Parametros ajustables #
FHAF A A AR

structure kaolinite 3822 WB.psf
coordinates kaolinite 3822 WB.pdb
set output kaolinite 3822 WB-01
outputName Soutput

dcdfile ${output}.decd

xstFile ${output}.xst

set temperature

# Continuing a job from the restart files

if {0} {
set inputname kaolinite 3822 WB
binCoordinates Sinputname.restart.coor
binVelocities Sinputname.restart.vel
extendedSystem $inputname.restart.xsc

}

firsttimestep ; # step to restart

iiigdsdgasasasssasasatasssasdsdsdssaddsssssasatatasaaaaanaRARRR
# Parametros para la simulacién #
i

+H =+

#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
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# Inputs
paraTypeCharmm on ;
parameters charmm27 interface vl 5.prm

# NOTE: Do not set the initial velocity temperature if you
# have also specified a .vel restart file!
temperature Stemperature

# PBC
# NOTE: Do not set the periodic cell basis if you have also
# specified an .xsc restart file!

if {1} {
cellBasisVectorl 198. 0. 0.
cellBasisVector?2 0. 198. 0.
cellBasisVector3 0. 0. 26.
cellOrigin 97.36955261230469 98.6713638305664

11.565696716308594

}

wrapWater on ; #wrap water to central cell

wrapAll on ; #wrap all to central cell

wrapNearest off ; #use for non-rectangular cells

#PME (long-range electrostatics interaction)

if {1} |
PME yes
PMEGridSpacing 1.0
}
# Force-Field Parameters
exclude scaledl-4
l-4scaling 1.0 ; # neglect interaction 1-2 and 1-3
cutoff 12. ; #cut-off electrostatic and vdW interactions at
this distance
switching on ; # make smooth cut-off
switchdist 10.
pairlistdist 13.5 ; # reduced from 14 to 13.5 (try to save time!)

# Integrator Parameters

timestep 2.0 ; # 2fs/step !! Propongo bajar a 1 fs/step al
dejar libre la proteina.

rigidBonds all ; # (needed for 2fs steps) all/water, all bonds
involving H are to be fixed

nonbondedFreq 1 ; # nonbonded forces every step
fullElectFrequency 2 ; # PME only every other step

stepspercycle 20 ; #Each cycle represents the number of timesteps

between atom reassignments.

# Constant Temperature Control

if {1} {
langevin on ;# do langevin dynamics
langevinDamping 5 ;# damping coefficient (gamma) of 5/ps
langevinTemp Stemperature
langevinHydrogen off ;# don't couple langevin bath to hydrogens
}

# Constant Pressure Control (variable volume)
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if {1} {

useGroupPressure yes ; #Pressure can be calculated using hydrogen-
group based pseudo-molecular virial and kinetic energy
useFlexibleCell yes ; ; #no for water box, yes for membrane
useConstantArea no ; #keeps the dimension of the unit cell in the
x-y plane constant while allowing fluctuations along the z axis
useConstantRatio yes ; f#keeps the ratio of the unit cell in the x-y

plane constant while allowing fluctuations along all axes

langevinPiston on
langevinPistonTarget 1.01325 ;# 1in bar -> 1 atm
langevinPistonPeriod 200
langevinPistonDecay 50

langevinPistonTemp Stemperature

}

restartfreq 10000 ;
dcdfreq 500 ;
xstFreq 500 ;
outputEnergies 500 ;
outputPressure 500 ;
outputTiming 500 ;

[E3 s sttt E
# Parametros adicionales #

FHAAF A A A R A A A

# restraint the surf atoms by means of harmonic constraint
if {1} {

constraints on ; # fix atoms

consKCol B ; #PDB column with the force constants, default
value is Beta-coupling (B)

consref restrain.pdb ; #PDB file to use for reference
positions for harmonic constraints.

consKFile restrain.pdb ; #reference.pdb; PDB file to use for
force constants for harmonic constraints.

}
FHE AR AR AR AR AR AR AR A AR A
## Script de ejecuciébn #

FHAFF AR R R R A R A R R A R R A

# Minimization

minimize 10000 ; # steps for eg0, 12500 * 2 fs/steps = 25000
fs = 25 ps ;need to be optimized!

reinitvels Stemperature

run 5542000 ; # steps for egl, 50000 * 2 fs/steps =

100000 fs = 100ps ; need to be optimized!
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8.8. Anexo 8: Configuracion para la DM de la IgG1 en una
caja de agua.

FHAAF A A A A A R A

# proteinMD.conf #
#-———————— #
# E1 siguiente script contiene la rutina de miniminacién, v #
# equilibracidén de la proteina IgGl bl2, en una caja de agua, para una #
# simulacidén con un ensamble NPT, en PBC y PME. #
# #
# Entadas: #
# - Archivo .pdb y .psf de la proteina en agua #
# - Archivo del campo de fuerza INTERFACE #
# #
# Salidas: #
# - archivo .dcd con la trayectoria de la dinédmica molecular #
# - archivo .log con la informacidén de las energias en la simulacién #
# #
iiigdgdgdgssssdssststasasasdsdndsdsdsdsdststdtatataRARARSRAEEEEEEEESEEEEE
idgdsdsdsssdsdssssatasssasdsdsdtdsdadssdsatdtaRa R RARAEAEEEEE
# Parametros ajustables #
FHHHH AR A
structure 1HZH M RU WB.psf
coordinates 1HZH M RU WB.pdb
set output 1HZHM RU WB-01
outputName Soutput
dcdfile ${output}.decd
xstFile ${output}.xst
set temperature
# Continuing a job from the restart files
if {0} {
set inputname 1HZH RU WB-01
binCoordinates Sinputname.restart.coor.old
binVelocities $inputname.restart.vel ;# remove the "temperature"
entry if you use this!
extendedSystem Sinputname.restart.xsc
}
firsttimestep

iiigdsdgasasasssasasatasssasdsdsdssaddsssssasatatasaaaaanaRARRR
# Parametros para la simulacién #

SRR R R i i
# Input
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paraTypeCharmm on
parameters charmm27 interface vl 5.prm

# NOTE: Do not set the initial velocity temperature if you
# have also specified a .vel restart file!
temperature Stemperature

# Periodic Boundary Conditions
# NOTE: Do not set the periodic cell basis if you have also
# specified an .xsc restart file!

if {1} {
cellBasisVectorl 147. 0. 0.
cellBasisVector?2 0. 139. 0.
cellBasisVector3 0. 0. 195.
cellOrigin 65.84661865234375 108.0138931274414

148.2589569091797

}
wrapWater on ; #wrap water to central cell
wrapAll on ; #wrap all to central cell

# Force-Field Parameters

exclude scaledl-4

l-4scaling 1.0 ; # neglect interaction 1-2 and 1-3

cutoff 12. ; #cut-off electrostatic and vdW interactions at
this distance

switching on; # make smooth cut-off

switchdist 10.

pairlistdist 13.5 ; # reduced from 14 to 13.5 (try to save time!)

# Integrator Parameters

timestep 2.0 ; # 2fs/step !! Propongo bajar a 1 fs/step al
dejar libre la proteina.

rigidBonds all ; # (needed for 2fs steps) all/water, all bonds
involving H are to be fixed

nonbondedFreq 1 ; # nonbonded forces every step
fullElectFrequency 2 ; # PME only every other step

stepspercycle 20 ; #Each cycle represents the number of timesteps

between atom reassignments.

# PME (for full-system periodic electrostatics)

if {1} {
PME yes
PMEGridSpacing 1.0
}

# Constant Temperature Control

langevin on ;# do langevin dynamics
langevinDamping 5 ;# damping coefficient (gamma) of 5/ps
langevinTemp Stemperature

# Constant Pressure Control (variable volume)
if {1} {
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useGroupPressure yes ;# needed for 2fs steps

useFlexibleCell no ;# no for water box, yes for membrane
useConstantArea no ;# no for water box, yes for membrane
langevinPiston on

langevinPistonTarget 1.01325 ;# 1in bar -> 1 atm
langevinPistonPeriod 200.

langevinPistonDecay 50.
langevinPistonTemp Stemperature

}

restartfreq 500

dcdfreq 500

xstFreq 500

outputEnergies 500

outputPressure 500

FH A AR
# Parametros adicionales #

FHAH AR AR A R R R R A R R R R R R R A

# Put here any custom parameters that are specific to
# this job (e.g., SMD, TclForces, etc...)

margin 3 ; # extra length in patch dimension (A)
FHHHE A

## Script de ejecucidn #
FH AR AR AR AR A AR AR AR AR AR A AR Ao

# Minimization

if {1} {
minimize 10000
reinitvels Stemperature ; # reinitializes velocities to a

random distribution based on the given temperature

}

run 5000000 ;#
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8.9. Anexo 9: Configuracién para la DM de la IgG1 vy la
superficie de caolinita en una caja de agua.

B A R R A R A R A R R A R R R R R R

# proteinSurfaceMD.conf #
#-———————— #
# E1 siguiente script contiene la rutina de minimizacién vy #
# equilibracién de la superficie de caolinita de 38x22x1 celdas #
# unitarias y la IgGl bl2 en wuna caja de agua. Todos los atomos de #
# la superficie fueron restringidos con K(harmonic)=1 kcal/mol, para #
# una simulacién con un ensamble NPT, en PBC y PME #
# #
# Entadas: #
# - Archivo .pdb y .psf de la caolinita y la IgGl en agua #
# - Archivo del campo de fuerza INTERFACE #
# - Archivo de restriccién de movimiento de los &tomos de la #
# superficie #
# #
# Salidas: #
# - archivo .dcd con la trayectoria de la dindmica molecular #
# - archivo .log con la informacién de las energias en la simulacién #
# #
FHAH AR A

B AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A AR
# Pardmetros ajustables #
FHE R

structure 1HZH kaolinite WB.psf
coordinates 1HZH kaolinite WB corrected.pdb
set output 1HZH kaolinite WB-01

outputName Soutput

dcdfile ${output}.dcd

xstFile ${output}.xst

set temperature

# Continuing a job from the restart files

if {0} {
set inputname 1HZH kaolinite WB-01
binCoordinates Sinputname.restart.coor.old
binVelocities Sinputname.restart.vel ;# remove the "temperature"
entry if you use this!
extendedSystem $inputname.restart.xsc
}
firsttimestep

iigdgdasasasssssssatasssasdsdsdsdsddsssssasatatasanananaRRRRd
# Pardmetros para la simulacidn #
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FHAF A A R A A A A

# Input
paraTypeCharmm on
parameters charmm27 interface vl 5.prm

# NOTE: Do not set the initial velocity temperature if you
# have also specified a .vel restart file!
temperature Stemperature

# Periodic Boundary Conditions
# NOTE: Do not set the periodic cell basis if you have also
# specified an .xsc restart file!

if {1} |
cellBasisVectorl 198. 0. 0.
cellBasisVector?2 0. 198. 0.
cellBasisVector3 0. 0. 155.
cellOrigin 97.52257537841797 98.71808624267578

76.20189666748047

}
wrapWater on ; #wrap water to central cell
wrapAll on ; #wrap all to central cell

# Force-Field Parameters

exclude scaledl-4

l-4scaling 1.0 ; # neglect interaction 1-2 and 1-3

cutoff 12. ; #cut-off electrostatic and vdW interactions at
this distance

switching on; # make smooth cut-off

switchdist 10.

pairlistdist 13.5 ; # reduced from 14 to 13.5 (try to save time!)

# Integrator Parameters

timestep 2.0 ; # 2fs/step !! Propongo bajar a 1 fs/step al
dejar libre la proteina.

rigidBonds all ; # (needed for 2fs steps) all/water, all bonds
involving H are to be fixed

nonbondedFreq 1 ; # nonbonded forces every step
fullElectFrequency 2 ; # PME only every other step

stepspercycle 20 ; #Each cycle represents the number of timesteps

between atom reassignments.

#PME (for full-system periodic electrostatics)

if {1} {
PME yes ; # Use particle mesh Ewald for
electrostatics?
PMEGridSpacing 1.0 ; # maximum space between grid points
}

# Constant Temperature Control
langevin on ; # do langevin dynamics
langevinDamping 5 ; # damping coefficient (gamma) of 5/ps
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langevinTemp St

# Constant Pressure Cont

if {1} |
useGroupPressure
useFlexibleCell
useConstantArea
useConstantRatio

langevinPiston
langevinPistonTarget
langevinPistonPeriod
langevinPistonDecay

langevinPistonTemp
}
restartfreq 50
dcdfreq 50
xstFreq 50
outputEnergies 50
outputPressure 50

FHAH A
# Parametros adicionale

igaasddsssaasddsaaadadidi

# Put here any custom pa
# this job (e.g., SMD, T

margin 3

emperature
rol (variable volume)

yes ; # needed for 2fs steps

yes ; # no for water box, yes for membrane
no ; # no for water box, yes for membrane
yes;

on

1.01325 ;4 in bar -> 1 atm
200.

50.

Stemperature

0
0
0
0
0

FHAEF RS
S #
FHEFF RS RS R AR R AR

rameters that are specific to
clForces, etc...)

if {1} {
constraints on
consRef restrain.pdb
consKFile restrain.pdb
consKCol B

}

FHEFF AR AR AR AR AR AR S
## Script de ejecuciébn

igassddassasddsaaaaaddssi

# Minimization

if {1} |
minimize
reinitvels

}

run 5000000

FHEFHAHE R H AR AR R A R A
#
FHAFAE A A A

10000
Stemperature
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