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Resumen

La energia de solvatacion y el potencial electrostatico, son medidas que nos permite
entender las interacciones moleculares de una proteina y un medio. Dada la importancia
que toma en investigacion se requiere ser lo suficientemente minucioso con la forma y las

suposiciones que se tomen al momento de entregar resultados.

A lo largo de esta memoria de investigaciéon hemos realizado una serie de ensayos sobre
distintas moléculas con variadas caracteristicas, todo con el objetivo de responder cuél es el
efecto sobre el potencial tras linealizar la ecuacién de Poisson Boltzmann. En consideracion
de aquello se realizd6 un minucioso analisis de sensibilidad para cada una de las moléculas
presentadas en el estudio, donde se definié que una distancia media de 20 [A] permite

asegurar las condiciones de Dirichlet en el contorno.

Las moléculas analizadas las separamos en 3 baterias inicialmente, diferenciadas por su nivel
de carga. La primera de ellas, denominada altamente cargada, contiene moléculas como la
9ANT, 280D, 437D y 1KX5 de donde concluimos cosas como que el comportamiento del
error debido a la diferencia de potencial calculado de la linealizacion y la no linealizacion,
se acentia en el interfaz y en zonas relativamente concavas a comparacion de la proteina,
es decir, con cierto grado de cobertura por parte de la molécula. Otro factor de interés es
que el error se acentiia mucho mas en este tipo de bateria de moléculas, pues al compararla
con moléculas de menor carga o con ciertas propiedades hidréfobas, es decir que en su
composicion molecular existan cadenas de lipidos, estos presentan un orden de magnitud
mucho mayor en el error, tomando importancia para la investigacion el refinado de la

malla.

Keywords — Poisson-Boltzmann, Diferencias Finitas, Potencial Electroestatico



Abstract

The solvation energy and the electrostatic potential are measurements that allow us to
understand the molecular interactions of a protein and a medium. Given their importance
in research, it is necessary to be sufficiently thorough with the form and assumptions taken

at the time of delivering results.

Throughout this research report we have performed a series of tests on different molecules
with various characteristics, all with the aim of answering what is the effect on the potential
after linearizing the Poisson Boltzmann equation. In consideration of this, a thorough
sensitivity analysis was carried out for each of the molecules presented in the study, where
it was defined that an average distance of 20[A| ensures the Dirichlet conditions in the

boundary.

The analyzed molecules were initially separated into 3 batteries, differentiated by their
charge level. The first one, called highly charged, contains molecules such as 9ANT, 280D,
437D and 1KX5 from which we conclude several separate notes. The error behavior due
to the calculated potential difference of linearization and nonlinearization is accentuated
at the interface and in relatively concave areas compared to the protein, i.e., with a
certain degree of coverage by the molecule. Another factor of interest is that the error is
much more accentuated in this type of molecule battery, because when compared with
molecules of lower charge or with certain hydrophobic properties, i.e., with lipid chains in
their molecular composition, these present a much higher order of magnitude in the error,

making the refinement of the mesh much more important for the research.

Keywords — Poisson-Boltzmann, Finite Differences, Electrostatic Potential
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Capitulo 1. Introducciéon

Capitulo 1

Introduccion

La solvatacion y la electrostética son dos factores criticos que influyen en la estructura
y funcion de las biomoléculas. Estas interactian en un nivel molecular para determinar
la estabilidad de una estructura, asi como para regular las interacciones moleculares
en procesos biologicos, por ejemplo, el plegamiento de proteinas. Antiguamente, el
entendimiento de estos fendmenos se basaba en experimentos que ofrecian una visiéon
limitada debido a la complejidad y las escalas en las que se vefan involucrados los analisis.
Es por ello que la entrada a la era de la tecnologia y la simulacion computacional
emergieron para complementar los métodos experimentales y las teorias. En este contexto,
la modelacion electrostatica en biomoléculas se hace fundamental para entender varios

procesos bioldgicos y biofisicos hoy en dia.

Aunque existen diversas metodologias, como la dindmica molecular y los modelos
continuos, cada uno tiene sus propias ventajas y limitaciones. En particular, los modelos
continuos como la ecuacion de Poisson-Boltzmann (PB) ofrecen una alternativa eficiente
computacionalmente, a diferencia de modelos de dinamica molecular, que es costoso pero
nos ofrece un mejor nivel de precision. Y si bien, la ecuacién de PB es ttil, las soluciones
analiticas generalmente s6lo estan disponibles para geometrias simples, lo que conlleva
varias suposiciones que han simplificado el problema limitandole la precision y aplicabilidad

en formas complejas.

Es ideal buscar entender como estas simplificaciones y soluciones numéricas de la ecuacion

de PB afectan la precision de las estimaciones, buscar una metodologia que permita obviar
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de la mejor manera posible el efecto de usar métodos numéricos, como elementos finitos o
diferencias finitas, en el sentido de la geometria y las condiciones de contorno utilizadas.
Es por ello que la utilizacién de Software como APBS o MDAnalysis requieren pasar
por un analisis previo para entender qué tan sensibles son sus calculos en relaciéon a las
condiciones que se utilicen, pues solo bajo pardmetros adecuados, podemos obviar el efecto
geométrico y concentrarnos en el efecto de una suposicion, en particular la linealizacion de
la ecuacion de PB. Generar un conjunto de directrices o parametros bajo los cuales las

simplificaciones y el métodos numérico adoptado produce resultados confiables.

En términos de contenido, podemos dividir el siguiente documento en una seccion
introductoria, el marco teérico; que abarca en su medida la Ecuacion de Poisson-Boltzmann
y el calculo de la energia libre de solvatacion. Un capitulo de la metodologia, en donde se
presentan las baterias de moléculas, los softwares y bibliotecas de Python utilizadas, y
como utilizarlas, como se desarroll6 el anélisis de sensibilidad, los c6digos implementados,
la teoria de cobertura y la recolecciéon de informaciéon. Luego dando paso a una secciéon
de resultados y anélisis, donde por medio de la metodologia se explican los resultados
presentados, los analisis secundarios realizados y conclusiones individuales que fueron
tomadas. Para asi finalizar con las conclusiones, que vienen a resumir los hallazgos més

importantes encontrados en los analisis y resultados.

1.1. Objetivo General

El objetivo general de este trabajo es encontrar condiciones o comportamientos que nos
permitan estimar los calculos energéticos y potenciales de manera robusta, donde se hace

estudio de una bateria de moléculas de variadas caracteristicas.

1.2. Objetivos Especificos

Los objetivos especificos contemplados son

» Estudiar el estado del arte de la determinacién del potencial electrostatico y la

energia de solvatacion.

» Implementar célculo de potencial electrostéticas en software disponibles como APBS.
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= Implementar métodos para el analisis del potencial electrostatico usando librerias

como MDAnalysis.

s Estudiar el efecto de la linealizacién sobre la ecuacién de Poisson-Boltzmann en

moléculas de alta y baja carga.

= Implementar metodologias de analisis frente a la informacion recogida para cada
grupo de moléculas estudiadas, buscando relaciones empiricas en el comportamiento

de sus datos.
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Capitulo 2

Marco Teoérico

2.1. Electroestatica y Solvatacion

La solvatacion como tal, es un proceso quimico de interacciéon entre una sustancia y su
entorno, que implica la formaciéon de enlaces entre las moléculas del solvente y los iones
o moléculas que se estéan solvatando. Esto nos permite en general entender como las

moléculas interacttian y como se estabilizan en soluciones acuosas.

Desde un punto de vista béasico cuando introducimos una sustancia (soluto) en agua
(solvente), las moléculas de agua interacttiian con el soluto a través de enlaces de hidrogeno
y por medio de fuerzas electroestaticas. Por ejemplo, el caso de un soluto i6nico, como un
ion sodio (Na+) y un ion cloruro (Cl-) disueltos en agua, las moléculas de agua rodean los
iones, con los extremos positivos orientados hacia los iones de cloruro (CL-) y los extremos
negativos orientados hacia el sodio (NA+), lo que estabiliza la solucion. Para otro tipo de
molécula también se pueden generan enlaces de hidrogeno, fuerza dipolo-dipolo, lo que

altera las propiedades tanto fisicas como quimicas del soluto.

Y es que para explicar el proceso de solvatacién es necesario hacer el nexo con la
electroestética, pues lo que interactiia, como se mencionaba anteriormente, son las cargas
eléctricas de las moléculas o iones del solvente con las especies de la solucion. El general
la documentaciéon nos habla de que el fenémeno nos permite comprender como la fuerza
electroestatica y la solvatacion afectan a la estructura, las propiedades de transporte, la

estabilidad y la interaccion molecular [3].
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2.2. Modelo Solvente Implicito

Los métodos computacionales para estudiar interacciones electrostaticas los podemos
dividir en dos categorias: los métodos de solvente explicito y los de solvente implicito. El
método de solvente explicito considera a cada molécula del solvente actuando de manera
individual, es un método mucho mas preciso pero conlleva grandes costos computacionales.
Por otro lado, el método de solvente implicito trata al solvente como un medio continuo,
lo que simplifica las consideraciones de un c6digo, pues se supone que las moléculas del
solvente (agua normalmente) se encuentran en un equilibrio de cargas permitiendo que las
moléculas de interés no pueda distinguir las contribuciones individuales del solvente, sino

més bien, un efecto generalizado del medio continuo.

2.3. Ecuacion de Poisson-Boltzmann

La ecuacion de Poisson describe el potencial eléctrico en un medio sin considerar la
presencia de cargas moéviles. Esta ecuacion establece una relacion directa entre el laplaciano

del potencial y la densidad de carga en el sistema.

V(1) = @ para z € 0 donde ¢(z) = g(z) para x € 02 (2.1)

Sin embargo, en sistemas con cargas moviles, o sea soluciones acuosas con iones disueltos,
es necesario considerar las interacciones térmicas y las distribuciones de carga asociadas. Es
en este contexto que surge el enfoque clasico para tratar estas interacciones electroestaticas,
que se basa en la ecuacion de Poisson-Boltzmann (PBE). Derivada bajo la suposicion de

que el solvente que rodea la molécula es un continuo:

V-e(x)Vo(z) = p(r) paraz e donde ¢(x)=g(x) paraz e 0N (2.2)

Donde ¢(z) corresponde al potencial electroestatico en unidades de k7T'/q (donde k es la
constante de Boltzmann, T es la temperatura absoluta y ¢ es la carga del proton), p(z) es
la distribucion de la carga y (x) es la constante dieléctrica. Donde en general se resuelve

usando condiciones de borde de Dirichlet , considerando un dominio finito €2 y fijando un
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potencial de g(z) en el borde 6.
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Figura 2.1: Modelo de Poisson-Boltzmann (PB): Dominios; 21(molécula) y Q2(solvente)
con diferente dieléctricos constantes €1 y €2 respectivamente. Weihua Geng - A boundary
integral Poisson-Boltzmann solvers package for solvated bimolecular simulations - Gruyter
Open, pag 55.

Sin embargo la funciéon de distribucion de carga se modela de forma distinta para cargas
fijas y moviles; las fijas ps(z) modelan las M cargas parciales de la biomolécula como
funciones de posicion 0(z — x;) ubicadas en el centro de cada dtomo z; con una magnitud
Q;. Con coeficientes adimensionales como e, la carga del electron, y kT, la energia térmica

del sistema.

47re

(2.3)

ZQ(5 T —x;)

Las cargas moviles p,,(x) por su parte, modelan la contribucion de carga de las m especies
de contra-iones de carga g;, con concentraciones c¢; y potencial estérico V; (potencial que
evita el solapamiento biomolécula-contraion), en el solvente mediante la distribucion de

Boltzmann.
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2 m
_ Ameg

pul2) = -7 > " cjqiexp [—qip(z) — Vi(x)] (2.4)

J

En el caso particular de soluciones salinas simétricas monovalentes como el NaCl, se reduce
ala Eq. 2.5

pm(7) = R?(z) sinh ¢(z) (2.5)

Donde %%(x) representa la funcién de accesibilidad de iones, la cual nos indica la existencia
de alguna carga fija en una zona. Al reemplazar el término de la densidad de carga p(x)
de la Eq. 2.2 con las expresiones de distribucion de carga fija Eq. 2.3 y cargas moviles Eq.

2.5 tenemos la siguiente expresion.

—V -e(2)Vo(x) + &*(x) sinh((¢(z)) = 42;0 Z q:6 (x — ;) (2.6)

Donde se observa que si £(x) = 0 la Eq. 2.6 se reduce a la ecuacion de Poisson que a la
vez se reduce a la ley de Coulomb cuando el dieléctrico es constante en todo el espacio.
Sin embargo el motivo por el cual el agua se polariza mucho mas facilmente por un campo
eléctrico que el resto de los solutos, es porque al menos se requieren dos €'s para capturar
la fisica de las moléculas polares. De hecho el efecto de tener dos constantes dieléctricas
expresadas en la Eq. 2.6 es porque la derivada de £(z) en el primer término no es cero en
el interfaz, es decir cuando e(z) varia. Y para efecto del trabajo que se lleva a cabo, esta
region corresponde a la superficie molecular, donde existe una discontinuidad dieléctrica

entre el soluto de bajo dieléctrico y el disolvente de alto dieléctrico.

Se puede obtener una comprension intuitiva del efecto de la forma de la interfase soluto-
solvente a partir del concepto de carga superficial inducida, donde se induce una carga de
polaridad opuesta a la de ¢(z) en la superficie molecular. Un ejemplo es el caso simple de
una carga positiva en el centro de una esfera de bajo dieléctrico, que induce una carga
negativa distribuida sobre la superficie de la esfera. El potencial positivo en el solvente
causado por la carga positiva fija serda apantallado por la carga superficial negativa; cuanto
mayor sea el valor del dieléctrico e(x) del disolvente, mayor sera la carga superficial y, por

lo tanto, mayor seré el apantallamiento.

De manera similar, la interacciéon favorable de la carga positiva fija con su carga superficial
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Figura 2.2: Definiciones de superficie utilizadas para evaluar los coeficientes de PBE.
(A) Representacion de la superficie molecular para el coeficiente dieléctrico e(x). (B)
Representacion de la superficie de Van Der Waals. [1]

negativa inducida (que produce un campo de reaccion) es la base de los modelos de solucion
continua. Es tentador pensar que la carga superficial inducida corresponde a una alineacion
de dipolos de agua en la superficie molecular que produce un exceso de carga local y, de
hecho, esto es parte del efecto. Sin embargo, debe darse cuenta de que la descripcion de la

carga superficial explica la polarizacion de todo el solvente.

Entre los modelos de coeficientes dieléctricos, los més populares han sido las definiciones
basadas en las superficies moleculares y de Lee-Richards. En estos modelos, se considera
que £(x) es discontinua a lo largo de la superficie biomolecular y asume valores dieléctricos
de soluto en el interior y valores de solvente fuera de la superficie. Mientras que la funciéon
de accesibilidad de iones k(x) ha sido dimensionada en términos de la superficie de Van
der Waals, Fig. 2.2B.

En condiciones en las que ¢(x) es pequeno en relacion con kT, el término sinh se
puede linealizar estableciendo que senh(¢) = ¢, lo que conocemos como PBE linealizado
(que se reduce a la teoria de Debye-Huckel cuando no hay discontinuidad dieléctrica).

Lamentablemente hay casos en los que se debe aplicar el PBE no lineal; por ejemplo, la
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atmosfera de iones alrededor de macromoléculas altamente cargadas como el ADN o la
Polilisina, pues se pierde parte de la simplicidad de la aproximacion lineal, esto debido a

que ignora las correlaciones y fluctuaciones de contraiones.

~V -e(2)Vo(x) + B (2)¢(x) = 4]:?;‘3 Z q;0 (x — x;) (2.7)

En resumen, la teoria de Poisson-Boltzmann brinda resultados cuantitativos razonables para
biomoléculas con baja densidad de carga lineal en soluciones salinas simétricas monovalentes;
sin embargo, la teoria puede ser cualitativamente incorrecta para biomoléculas altamente
cargadas o soluciones multivalentes més concentradas. Por lo tanto, la aplicacion de la
teoria y el software de Poisson-Boltzmann requiere cierta discrecion y es una de las baterias

de moléculas que se analizan en el trabajo a continuacion.

2.4. Energia libre de Solvataciéon

Una vez el campo potencial, es decir la ecuacion de PB, se resuelve por algiin método
numérico, se puede obtener distintos tipos de energia electroestatica. El primer término,
AGTized st relacionado con el aporte de las cargas fijas del soluto. El segundo término,
AG ™ surge debido a los iones y se le denomina el término del potencial osmotico de la
solucion y para el caso de la investigacion que se considera que la concentracién no varia

en el espacio, el término se hace 0. Y el tercero, AG*? esta relacionado con el solvente.

AGE, = AGTied 4 AGIms - NG (2.8)

En general, la energia electroestatica total se puede descomponer en la suma de tres
términos, donde uno de ellos, denominado energia de solvatacién toma nuestro interés
para efecto de esta investigacion, pues representa la energia necesaria para transferir el
soluto desde el vacio hacia el solvente, al final refleja la cantidad de energia absorbida o
liberada, si la energia es negativa la solvatacion es favorable y el soluto tiene afinidad por

el solvente.

En Decherchi |2]|, cuando linealizamos la ecuacion de PB, se demuestra que todos los

términos se reducen a AG/@. Para ello debemos partir sobre la idea de expandir el

10
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término ya mencionado en otros tres; el primero de ellos, AG“°™  que corresponde a la
energia de coulomb de la interaccion directa de las cargas fijas en un medio dieléctrico
uniforme; el segundo término, AG"/, se le conoce como la energia del campo de reaccion,
que es la energia debida a la interaccién entre las cargas fijas y las cargas de polarizacion,
que se encuentran en el interfaz donde hay un cambio en la constante dieléctrica; el tercer
y tltimo término, AGE“*® | que corresponde a la interaccion de los iones moviles en la

solucion. Dadas estas definiciones, la energia electro-estatica total se puede escribir como:

AGE = AGE™ 4+ (AGL + AGZ™ + AGY™ + AG ) = AGE™™ + AG.s (2.9)

Agrupando los términos como se muestra en la ecuacion 2.9 se diferencian dos contribuciones;
la primera de ellas asociadas al término AGU™P que estd relacionado directamente
con la interaccion de las cargas fijas como se menciond con anterioridad y el segundo que

agrupa todas las interacciones con el solvente y los iones en el medio.

AGE, = AGEMomb L AGTY (2.10)

De la linealizacion, podemos reducir la ecuacion 2.9 de la energia total a la ecuacion 2.10 en
la que observamos que el Gnico medio para que el soluto sienta el solvente es por medio de
la energia del campo de reaccidon, que ocurre en la interfaz con el aporte de la interaccion

de los iones moviles.

En este punto para la resolucion de la ecuacion de PB es necesario tomar ciertas suposiciones,
pues toma algunas caracteristicas interesante al nivel del modelo geométrico. La primera
de ellas tiene que ver con dieléctrico, pues existe una discontinuidad en el medio. Por otro
lado se debe suponen la funcién de nube de iones, que normalmente se considera constante.

Estos dos aspectos mencionados generan discontinuidad en el sistema.

Para solucionar el problema de la discontinuidad, anteriormente se habia hecho mencion
de la superficie de Van der Waals, que es una de la formas de generar un volumen en
torno a un cuerpo de interés, esto nos permite en métodos numéricos de elementos finitos

o diferencias finitas, otorgar a cada punto medio de una rejilla un dieléctrico asociado, que

11



Capitulo 2. Marco Teorico

suaviza el factor de cambio del dieléctrico, tal como se muestra en la figura 2.3. El sistema

lineal resultante puede ser solucionado por algiin método iterativo.

Figura 2.3: Discretizacion de la funcion del dieléctrico para diferencias finitas en un
dominio 2D |[2]

Uno de los métodos mencionados en Decherchi |2]| corresponde a escribir la energfa libre
de solvatacion en funcion de dos términos, un término polar (relacionado a la energia
electroestatica) y un término no polar (relacionado con el principio de exclusion de Pauli
mas la dispersion de Van der Waals), sin ahondar en definiciones, el término no polar suele
aproximarse usando el método SASA que consiste en la utilizacion de radios de atomos
pesados para definir un area de accesibilidad del solvente, la expresién queda explicita en
la ecuacion 2.11, donde v es una constante con unidades de tension superficial, que puede

tomar valores de entre 20-30 [calmol ™ A]

AC;’np = ’YAsasa (211)

Por otro lado el término polar, dado por la energia electroestética total, se muestra en la

ecuacion 2.12 que se separa en tres términos como se hacia alusion en la ecuacion 2.9, la

12
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energia debido a cargas fijas, la interaccion entre cargas fijas y cargas de polarizacion, y el

aporte de los iones moviles.

Gualdl = [ [or0 = 580 = #¥(cosh(o) ~ )] do (2.12)

Donde se puede realizar la misma aproximacion del calculo de la PB para el cosh(¢(x))—1 ~
$?(x)/2, quedando la ecuacion 2.12

=2
Gulol = [ [oro - 5007 = 5t a = [ oo (213)

Finalmente la ecuacion de energia libre de solvatacion, que es la suma de ambos aportes,

queda como:

=2
Geslo] = /Q [pfqa — g(Agb)Q — %&] dr + v Agasa (2.14)

13
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Capitulo 3

Metodologia

3.1. Protein Data Bank

El RCSB PDB (Protein Data Bank) es un banco de datos que proporciona acceso a
informacién estructural detallada de proteinas, acidos nucleicos y otros macromoléculas
biologicas, con posibilidad de descarga en un formato con extension .pdb. El peso que tiene
este banco de informacion es tal, que actualmente contiene mas de 1 TB en estructuras
y crece segin estimaciones propias de ellos a un 10 % anual, con mas de 2 millones de
descargas en estructuras al dia y contribuyendo a cerca de un millén de papers publicados, se
posiciona como una herramienta casi de caracter obligatorio para investigadores, cientificos,

educadores, profesionales de la salud, sectores de la farmacéutica y biotecnologia.

Para el estudio realizado se hace referencia a 3 baterfas de moléculas; altamente cargada,
que corresponden a ADN y ARN; medianamente cargado, proteinas; y moléculas pequenas

o esenciales.

14
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3.1.1. Bateria de alto nivel energético.

3.1.1.1. 1KX5

La proteina 1KX35, se clasifica como estructural y se ha estudiado en organismos como los
Homo sapiens y Xenopus laevis (una especie de rana acuatica comtnmente utilizada en
investigacion debido a su facilidad de manejo y desarrollo embrionario transparente). Esta
compuesto por 8 moléculas clasificadas como proteinas; histonas de distintos tipos (H3, H4,

H2a.1, H2b.2) que permiten el empaquetamiento del ADN y 2 cadenas de nucleétidos. [4]

Figura 3.1: Representacion de la molécula 1KX5 realizada con MDAnalysis

Descripcion: Estructura de rayos X de la particula central del nucleosoma, NCP147
Clasificacion: PROTEINA ESTRUCTURAL/ADN
Organismo(s): Homo sapiens, Xenopus laevis
Sistema de expresion: Escherichia coli

3.1.1.2. 280D

280D corresponde a la estructura de un dodecamero de ARN, es decir, una molécula de
ARN que consta de 12 nucleotidos ( RNA(5r(*gp*gp *ep *gp *ep *up *up *gp *ep *gp *up *c)-
3’)) con uniones especificas de las bases nitrogenadas donde se empareja un uracilo con
un uracilo [4]. Como cadena de ARN esta involucrada en la transmision de informacion

genética y la sintesis de proteinas.
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Figura 3.2: Representacion de la molécula 280D realizada con MDAnalysis

Descripcion: La estructura de un dodecamero de ARN muestra
como los pares de bases u-u en tandem aumentan el rango de estructuras estables
de ARN y la diversidad de sitios de reconocimiento.

Clasificacion: ARN
Sistema de expresion: Escherichia coli BL21

3.1.1.3. 9ANT

La proteina 9ANT es un complejo entre el homeodominio de Antennapedia, que es un
factor de transcripcion implicado en la regulacion genética durante el desarrollo embrionario
de Drosophila melanogaster (Mosca de la fruta), y el ADN. Es crucial para controlar la

expresion de genes especificos.

Figura 3.3: Representacion de la molécula 9ANT realizada con MDAnalysis

Descripcion: Antennapedia complejo homeodominio-ADN
Clasificacion: Transcripcion/ADN
Organismo(s): Drosophila melanogaster
Sistema de expresion: Escherichia coli
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3.1.1.4. 437D

La proteina 437D es un pseudonudo de ARN del virus de la remolacha amarilla occidental,
que participa en el cambio de marco ribosomal, que es un proceso en el que la maquinaria
de traduccion del ribosoma se desplaza a una posicion diferente en el ARN mensajero,

alterando la secuencia de aminoécidos de las proteinas sintetizadas.

Figura 3.4: Representacion de la molécula 437D realizada con MDAnalysis

Descripcion: Estructura cristalina de un pseudoanillo de ARN del virus
amarillo occidental de la remolacha implicado en el cambio de marco ribosémico.
Clasificacion: ARN

17
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3.1.2. Bateria de proteinas medianamente cargadas

3.1.2.1. 1LYZ

La proteina 1LYZ corresponde a la estructura de la lisozima de la clara de huevo de
gallina, que es una enzima clasificada como hidrolasa, y que cataliza la hidrolisis de los
enlaces glucosidicos entre los residuos de N-acetilmuramico y N-acetilglucosamina en la

pared celular de bacterias. [5]

Figura 3.5: Representacion de la molécula 1LYZ realizada con MDAnalysis

Descripcion: Refinamiento en espacio real de la
estructura de la lisozima de la clara de huevo de gallina
Clasificacion: Hidrolasa
Organismo(s): Gallus gallus

3.1.2.2. 1UBQ

La ubiquitina, 1UBQ), es una pequena proteina que desempena un papel en la regulacion de
la degradacion de proteinas y otros procesos celulares. Esta clasificada como una proteina

cromos6mica y se encuentra en organismos como el Homo sapiens.

Descripcion: Estructura de la ubiquitina
Clasificacion: Proteina cromosémica
Organismo(s): Homo sapiens
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Figura 3.6: Representacion de la molécula 1UBQ realizada con MDAnalysis

3.1.2.3. 1PGB

Se clasifica como una proteina de uniéon a inmunoglobulinas o anticuerpos presentes en el
sistema inmunolégico. El analisis de estas estructuras proporciona informaciéon sobre las
interacciones entre la proteina G estreptococica y las inmunoglobulinas, lo que es relevante

para comprender la respuesta inmunologica.

Figura 3.7: Representacion de la molécula 1PGB realizada con MDAnalysis

Descripcion: Dos estructuras cristalinas del dominio de unién a inmunoglobulina
b1l de la proteina g estreptococal y comparacién con la rnm
Clasificacion: Proteina de unién a inmunoglobulinas
Organismo(s): Streptococcus sp. GX7805

3.1.3. Bateria de compuestos organicos, baja carga

3.1.3.1. Anilina

La anilina es un compuesto quimico orgénico que pertenece a la clase de las aminas

aromaticas. Su formula quimica es C6H5NH2, y es liquida a temperatura ambiente con un
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olor caracteristico a amoniaco. Es soluble en la mayoria de los disolventes organicos pero

es poco soluble en agua.

Figura 3.8: Estructura de la Anilina

3.1.3.2. Tolueno

El tolueno, también conocido como metilbenceno, es un compuesto quimico organico que
pertenece a la clase de los hidrocarburos aromaticos. Su féormula quimica es C7TH8. Es un
liquido incoloro con un olor caracteristico y es altamente volétil. Se encuentra naturalmente

en el petroleo crudo y se utiliza ampliamente como disolvente en la industria quimica.

Figura 3.9: Estructura del Tolueno

3.1.3.3. Etanol

El etanol, también conocido como alcohol etilico, es un compuesto quimico orgéanico y
una forma comin de alcohol. Su férmula quimica es C2H50H. Es un liquido transparente

e incoloro con un olor caracteristico y se puede mezclar en agua.
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J

Figura 3.10: Estructura del Ethanol

3.1.3.4. Methyl Octanoate

El metil octanoato es un compuesto quimico organico perteneciente a la clase de los
ésteres. Su formula quimica es C9H1802. Es un liquido incoloro con un aroma agradable

a frutas y se utiliza en diversas aplicaciones.

O

PN

CH3(CH2)sCHz~  OCH3

Figura 3.11: Estructura del Methyl Octanoate

3.2. Herramientas y softwares utilizados

3.2.1. PDB2PQR

Este software preparar las estructuras para calculos de solvataciéon continua, asi como
otros tipos de modelado, analisis y simulaciéon de estructuras biomoleculares. Estas tareas

incluyen:

1. Agregar un namero limitado de atomos pesados (no hidrégeno) faltantes en las

estructuras biomoleculares.

2. Generar la protonacion de moléculas biolégicas, de manera que se generen enlaces

de hidrogeno.

3. Asignar parametros de carga y radio para una variedad de campos de fuerza.
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4. Generar un archivo de tipo "PQR"que es compatible con varios paquetes de modelado

y anélisis computacional.

El software tiene como objetivo facilitar la configuracion y ejecuciéon de calculos
electrostéaticos para cualquier usuario, ampliando asi el acceso al analisis de solvatacion y

electrostatica biomolecular en la comunidad [6].

La distribucion de los datos de un archivo PQR tiene la siguiente forma: FieldName
AtomNumber AtomName ResidueName ChainlD ResidueNumber X Y Z Charge Radius.

» FieldName: Es la cadena de entrada y puede ser ATOM, que corresponden a los
atomos pertenecientes a la biomolécula o HETATM que fueron aquellas ligadas por

medio del software.

= AtomNumber: Es un indice que se le proporcioné a cada atomo, y corresponden a

los naturales positivo.
= AtomName: Nombre del dtomo.

= ResidueName: Tiene relacion con el tipo de cadena de atomos al que esta conectado

el atomo, por ejemplo: GLU, LYZ, etc.
= X Y Z: Posiciéon del atomo.
= Charge: Carga asociada al atomo en unidades de electrones.

o

» Radius: Radio atémico asociado al atomo en [A].

3.2.2. APBS (Adaptive Poisson-Boltzmann Solver)

Por otro lado el software APBS resuelve las ecuaciones de electrostatica continua. Fue
disenado asegurando su capacidad para interactuar con otros paquetes computacionales y

evolucionar a medida que los métodos y aplicaciones cambien con el tiempo. |7]

Una vez transformado el archivo PDB en un archivo PQR se resuelve la ecuacion de
PB, para ello requiere como entrada un archivo en formato .in que contiene tres partes

independientes para definir las condiciones del sistema:

1. READ: Como el nombre menciona hace referencia a la lectura de un archivo input,

en el caso del estudio realizado, un archivos PQR.
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2. ELEC: Después de este comando se especifican un listado de variables, condiciones y
estados que se requieren. Donde adicionalmente pueden haber miltiples selecciones
de ELEC en el mismo archivo. El desglose de los comandos se puede clasificar en
tres partes; el «d que es un nombre opcional al codigo para efectuar calculos en la
siguiente seccion; El tipo de comando type que depende de la forma en que se quiere
resolver o llevar a cabo los resultados, por ejemplo, tenemos fe-manual que es para
hacer céalculos de elementos finitos con FFEtk y mg-manual que es para el calculo
utilizando multigrid con configuraciones manuales. Otras instancias son: mg-auto,
mg-para, mg-dummy; Y dependiendo del tipo de comando se extiende una lista de

variables o Keywords que seran presentadas en breve con las suposiciones de uso.

3. PRINT: Como se indica, en esta seccion se pueden manipular la informacién obtenida

para realizar calculos lineales en la salida del codigo.

3.2.2.1. Keywords - APBS

= dime : Numero de puntos que se utilizan para discretizar la malla, donde para efecto
de la investigacion de usan valores de n = 32z + 1 con x € N — {1}. Tiene entrada

en tres dimensiones {nx, ny, nz}.
» grid : Espaciado de la malla, tiene una entrada en tres dimensiones {hx, hy, hz}.

= geent : Define el centro de la malla, puede ser de forma manual por un formato {gx,
gy, gz} o utilizando el comando mol seguido del codigo verificador de molécula en
caso de haber més de una en el modelo. Para efectos de la investigacion utilizamos

mol 1.
= mol : Especifica la molécula a la cual se le aplicaré la ecuaciéon de PB.

» Ipbe/npbe: Define si la ecuacion se resuelve por una aproximacion lineal(lpbe) o de

forma no lineal(npbe).

» befl: Especifica el tipo de condicion de borde. Se escogio utilizar mdh (Multiple
Debye Hiickel), que considera multiples esferas con puntos de carga donde el radio
es igual al radio atomico de la molécula y la carga corresponde a la carga total de la

proteina.

= jon: Permite definir la concentracion de las cargas moéviles, requiere el tipo de carga,
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la concentracion y el radio. Tiene como entrada el siguiente formato {charge {charge}

conc {conc} radius {radius}}.

pdie: Corresponde a la constante dieléctrica del soluto, que normalmente se encuentra
en un rango de 2-20. Se considera un valor de 2 que supone tener en cuenta la
polarizacion pura, pero existe data que para valores méas altos, por ejemplo € = 4

tiene una mayor concordancia con los datos experimentales.

sdie: Corresponde a la constante dieléctrica del solvente, que normalmente se

encuentra en un rango de 78-80. Se considera un valor de 78.54 de medicién empirica.

srfm: Hace referencia al modelo utilizado para definir el coeficiente dieléctrico y el
de accesibilidad i6nica. Tras llamar al comando se tienen variadas opciones, entre
ellas; mol, smol, spl2, spl4. En particular la que se usa es smol, que es una version
mejorada de mol en la que los coeficientes se suaviza mediante un promedio para

suavizar los efectos de la malla.

chgm: Corresponde al método con el cual se mapean las cargas puntuales para el
posterior calculo de la ecuaciéon de PB, la cual depende del espaciado de la malla.
Para aminorar los efectos generados por el tamano de malla se hace uso del comando
spl2 que describe una discretizacion cibica B-spline en la que se utilizan funciones

de base ciibica para representar la distribucion de carga de la malla.

sdens: es la densidad de puntos por A2, tipicamente el valor recomendado por APBS
es 10,0

srad: Corresponde al radio de las moléculas del solvente, en el caso de estudio como

se trabaja con agua se recomienda un radio de 1.4 [A].

swin: Especifica la tasa de cambio para las definiciones de superficies basadas en

splines, tipicamente se recomienda un valor de 0.3.
temp: Temperatura, en este caso se toma un valor de 298.15 [K]

calcenergy: Controla la salida por pantalla de energia electroestatica calculada. El

comando total retorna la energia electroestatica total de la molécula.

calcforce: Controla la salida por pantalla de fuerza electroestatica calculada. El

comando no implica que no entrega el valor.
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= write: un comando para generar archivos de texto con la informacioén, para esta

investigacion se obtienen los datos en un formato de texto con terminacién .dx .

En general los archivos de texto lucen como la figura 3.12

mol pqr

- P S I

C name soly
mg-manual

o Ln

far

1 pbe
cfl

mdh

=2

“
21
]
a3
23
=2
“

'

Figura 3.12: Linea de comandos en un archivo .in requerido por APBS para la molécula
de ADN 9ANT con una malla de 285x285x285 y una distancia entre puntos de 0.45 en

toda direccioén.
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3.2.3. H+-+

Lamentablemente, PDB2PQR tiene ciertas complicaciones para transformar archivos que
contengan nucleétidos, es por ello que el Instituto Politécnico de Virginia desarrollé un
software de libre acceso denominado H-++ perteneciente al grupo newbiophysics, que
extiende el uso a este tipo de moléculas, incluso también desarrolla el labor de APBS, pero
para motivos de la investigacion solo se hace uso de su funcionalidad para obtener archivos

PQR, que normalmente PDB2PQR genera de manera incompleta. [8]

Virginia

mTech
H++

Figura 3.13: Logo del software H+4-+

3.2.4. MDAnalysis

MDAnalisys es una biblioteca orientada al calculo de trayectoria en dindmica molecular,
con un amplio espectro de alternativas y posibilidades, siendo muy flexible y relativamente
rapido para algunas tareas que requieran analisis complejos. La documentacion da una
serie de casos y ejemplos en la que es posible aprovechar las virtudes de la biblioteca, por
ejemplo: enlaces de hidrégenos en puentes de agua, membranas, acidos nucleicos, polimeros,
macromoléculas, liquidos, analisis volumétrico como; densidad, dieléctrico y dindmica del
agua. Se mencion6 lo flexible que es, pues tiene posibilidad de trabajar con archivos de
tipo PDB, PQR, MOL2, GRO o GSD, por mencionar algunos.

En general, para uso de la investigacion se hace uso de la flexibilidad que entrega para
trabajar con data y archivos de formato .dz, lo que nos permite de una manera muy
accesible realizar operaciones sobre mallas, adicionalmente las visualizaciones de las baterias

de alta y mediana carga fueron obtenidas por medio de visualizadores de MDAnalysis.
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3.2.5. Otras bibliotecas de Python Utilizadas

= numpy: Una biblioteca altamente usada en computacion cientifica, dado su integracion

con el resto de bibliotecas, operaciones de algebra lineal y funciones matemaéticas.
= matplotlib: utilizada para visualizacion de datos.
= pandas: Para operaciones estadisticas y anélisis de datos.

= csv: Para creaciéon y manipulacion de archivos .CSV

3.3. Analisis de sensibilidad

Para atenernos lo mejor posible a la diferencia de calculo entre un método lineal y uno
no lineal, se requiere un analisis de sensibilidad que nos permita establecer condiciones
de caja que no alteren los resultados por imprecision de los datos y construccién de un
mallado poco refinado. Para ello se hace uso de la variable de energia de solvatacion, que
es un escalar obtenido del calculo de la ecuaciéon de PB. Vale mencionar que se toma como
supuesto que si el comportamiento de la energia no cambia por efectos de la caja que se

quiere utilizar, tampoco lo haran los potenciales.

3.3.1. Tamano de caja

El primer analisis tiene relacion con qué tan lejos deben estar las paredes del mallado que
contiene a la molécula, para ello se establece la mayor distancia cardinal que contiene el

plano cartesiano y tangente mas lejano, a esta se le establece como la caja cero.

Se define una funcién delta_ensayo que busca un punto inicial que se encuentre a una
distancia de 1[A] o menos, esto como método comparativo para entender qué ocurre con
cajas muy pegadas a las biomoléculas, aunque su objetivo principal tiene relacion con
encontrar una distancia en la que el cambio energético no sea considerable. Encontrado
el dz se usa la funcién espaciamiento que nos permite determinar un vector de prueba
en funcion de los dimes definidos por multiples de 32i+1, para i>=2, los cuales para el
dz definido y distintos valores del dime aplicados software APBS se calcula la energia de

solvatacion.
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Figura 3.14: Ejemplo de analisis de sensibilidad para el tamano de caja

En la figura 3.14 se observa un primer punto a una distancia pequefia inferior a 1[A] y
luego célculos consecutivos al extender la caja. En algiin punto es posible definir que el

cambio porcentual es menor a 1% y suponerlo como una distancia segura.

3.3.2. Nivel de refinamiento

Dada las dimensiones de las cajas, en el segundo analisis se busca determinar qué tan
refinado tiene que ser el mallado, es decir, cual es el nimero de nodos por eje 6ptimos que
subdividan la malla de forma que los resultados del calculo de la energia de solvatacion
no cambie significativamente. Por tanto a medida que aumentamos el nimero de puntos,
disminuimos proporcionalmente el valor del dx para que se ajusten a la caja determinada

en el primer ensayo.

La figura 3.15 muestra un ejemplo del célculo realizado por APBS que muestra un cambio

significativo de usar un mallado de 97 nodos versus uno de 353 nodos, en casi 100 [Kj/kmol|.
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Figura 3.15: Ejemplo de analisis de sensibilidad para determinar el nimero de nodos por
eje.

3.4. Potencial electroestatico

Por medio de APBS se realizan 3 calculo de la ecuacion de PB; el primero de ellos para
determinar el potencial total usando como parametros los mostrados en la figura 3.12,
con las consideraciones de caja establecidas en el anéalisis de sensibilidad, la nomenclatura
Ipbe para indicar linealidad, y estableciendo el dieléctrico del agua en 78.54; un segundo
calculo, que se ilustra en la figura 3.16, para determinar el potencial lineal en el vacio con
la diferencia de que las lineas que indican las concentraciones ya no estan y el dieléctrico
del vacio se considera igual al de la molécula; y un tercero para determinar el potencial

total no lineal que a diferencia del primero usa la nomenclatura npbe, ver figura 3.17

APBS permite realizar los 3 célculos superponiendo los cuadro de cddigos, e incluso realizar
algunas operaciones matemaéticas dentro del archivo .in, como se muestra al final de la
figura 3.17, en particular se us6 como parametro para encontrar la diferencia entre el
potencial total y el potencial en el vacio, lo que denominamos como energia libre de

solvatacion.
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elec name vacc

mg-manual
dime 321
grid 0.2
gcent mol 1
mol 1

lpbe

becfl mdh
pdie 2.86880
sdie 2.0000
srfm smol
chgm spl2
sdens 16.80
srad 1.48
swin ©.38
temp 298.15
calcenergy total
calcforce no

write pot dx 9ant-PotVacc-1

Figura 3.16: Cuadro de comandos en un archivo .in requerido por APBS, para el calculo

de potencial en el vacio.

elec name reac

end

print elecEnergy solv - vacc end

quit

mg-manual
dime 321
grid 0.2 €
gcent mol 1
mol 1

npbe

becfl mdh
ion charge 1 conc ©.125 radius 1.4
ion charge -1 conc ©.125 radius 1.4
pdie 2.8660

sdie 78.5uU00
srfm smol

chgm spl2

sdens 10.00

srad 1.4

swin .30

temp 298.15
calcenergy total
calcforce no
write pot dx 9ant-PotTol-nl

Figura 3.17: Cuadro de comandos en un archivo .in requerido por APBS, para el céilculo
de potencial total no linealizado.
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3.5. Generacion de Cortes

Dado que se quiere visualizar puntos de interés en la caja de estudio, se desarroll6 un codigo
de tres partes; la primera de ellas consiste en encontrar puntos de interés seccionando el
cubo de trabajo en cubos mas pequenos, y seleccionando los maximos y minimos locales

por zona, como muestra la figura 3.18

<l >
J

Figura 3.18: Seleccion de méximos y minimos locales por medio de particiones.

El pseudocodigo 9] para esta iteracion de muestra a continuacion
1: Definir las listas vacias para cada una de las variables; x,y,z, maxvalues
2: Usar el dime asociado al mallado que se desea subdividir

Determinar ntimero de particiones que se quieres, notar que si el valor es 2, se forman

@

8 cubos de analisis, crece por las dimensiones.

4: Generar el factor de cambio para realizar los saltos

5. for i en el rango de 0 al dime, haciendo saltos del valor factor do

6: for j en el rango de 0 al dime, haciendo saltos del valor factor do

7: for k en el rango de 0 al dime, haciendo saltos del valor factor do
8: Encontrar maximo y minimo local

9: if Cumple condicién then

10: Agregar a la lista

11: end if

12: end for

13: end for
14: end for

La segunda parte del codigo consiste en una funciéon denominada verticesenplano que toma

el archivo de vértices .vert, obtenido de usar MSMS, y determinar por medio de un plano
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todos los vértices que vivan a una distancia segura, nosotros tomamos un valor de 0.5[A] y

agregarlo en una data para su posterior utilizacion. La funcién tiene como entrada el valor

del plano que se requiere, y una serie de Flags para cada eje. La idea es que una de esas

banderas tome el valor de True para el eje de interés.

[

Se abre como lectura el archivo .vert
Se genera una lista vacia
Se obtienen los datos de la linea
if Flagl == True then
if el valor asociado a la coordenada es mayor o menor en 0.5[A] then
Se agrega a la data
end if
Se repite para las restantes dos Flags
end if

El tercer codigo genera los graficas que se visualizan luego en resultados como Cortes para

visualizar los potenciales en la malla.

1:

Se definen los mallados por medio de la funcién meshgrid para cada uno de los planos
for i en el total de los maximos o minimos encontrados do

Se generan listas vacias para cada plano

for i en el valor del dime utilizado do

Agregar en cada plano los valores de recorrer el mallado de potenical en en el

array del maximo o minimo respectivo

end for

Se plotea cada plano considerando incluir por medio de la funcién verticesenplano
el ploteo de la superficie de la molécula sobre los planos de potenciales obtenidos

end for

Este proceso se puede iterar para determinar el potencial total lineal, el potencial de

reaccion y el error de potencial lineal menos no lineal.

Es importante aclarar por si no queda explicito anteriormente de que el valor del potencial

de reaccion es la diferencia del potencial total menos el potencial en el vacio. Y la diferencia

lineal no lineal se realiza de la diferencia entre potencial total lineal y potencial total no

lineal, que son data definida en el calculo por medio de APBS.
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3.6. Nivel de cobertura

Uno de los anélisis que se requiri6 realizar, se toma como idea preliminar al momento de
observar los distintos cortes de error o focos de potencial que se generaban en moléculas
de alta y mediana carga. Para poner en términos cuantificables esta observacion se definio
como nivel de cobertura, a un porcentaje de 0 a 1 tedrico. Para un punto ubicado en
el espacio fuera de la proteina, al cual se le generaba una esfera alrededor y se iteraban
con haces de luz por cada diferencial de area que tuviera la esfera, asi se generaba una

proporcion si es que esta rebotaba con una de las triangulaciones de la proteina.

Figura 3.19: Representacion del modelo de cobertura por medio de haces de luz.

La funcion de cobertura se puede ejemplificar por medio del siguiente pseudocodigo [9].

—_

: Generacion de data relacionada a la esfera que rodea al punto de interés
: Definir niimero de haces de luz igual a 0

: for Para cada punto en la esfera do

for Para cada triangulacion de la proteina do

2

3

4: Se realiza un vector posicion con respecto al origen o punto de interés

)

6 Se mide si intersecta un haz y se calcula la distancia del origen a la triangulacion
7

if La distancia es distinta de nula, es decir, intercepta. Y la distancia es menor

que el radio de la esfera then
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8:
9:
10:
11:

Se aumenta en 1 el nimero de haces de luz que interceptan.
end if
end for

end for

A continuacién se muestran algunos pseudocodigos [9] de las funciones utilizadas, primero

aquellas para los puntos pertenecientes a la esfera. Y como relacionar las datas de vértices

y de caras obtenidas por medio de MSMS.

[u—

Definir funciéon Generar puntos en una esfera de radio R
Se define una lista vacia para contener los puntos
Se determinar el incremento en funcién de ntmero de puntos
for Para cada i hasta el nimero de puntos requeridos do
Se calcula la coordenada y y la coordenada r
Se determina el angulo Phi segiin el nivel de avance que se lleva de los puntos
Se calcula la coordenada z y z por coordenadas polares
Se agrega a la lista vacia

end for

También se muestra el pseudocodigo 9] de la funcién que realizar la interseccion de un

haz de luz con la triangulacién de las caras de la proteina.

1:
2:

10:

Calcular los bordes de un triangulo
Se define un valor A como el producto cruz entre la direcciéon del haz y uno de los
lados de la triangulacion
Se define un valor a como el producto escalar entre el otro lado de la triangulacion y h
if El rayo esté cerca de cero el rayo then
Retorna None porque son paralelos
end if
Calcula las coordenadas baricéntricas
Comprueba si la distancia entre el haz y la triangulacion esté dentro de la esfera, sino
retorna None
Calcula la distancia a la interseccion

Devuelve t si hay una interaccién, sino devuelve None
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3.7. Recoleccion de data

Para proceder con la recoleccion de data es necesario generar funciones que nos permitan
obtener datos de interés. Se escogieron varias opciones, entre ellas el potencial de Coulomb,
la derivada del potencial de coulomb, distancia minima al contorno de la proteina, nivel
de cobertura, distancia minima considerando radio atémico, entre otras. Aquellas con
resultados coherentes fueron; Potencial de Coulomb, Potencial total lineal, Potencial de
reaccion y Distancias minimas al contorno. Como el segundo y tercer analisis salen directos
de los archivos .dz obtenidos con anterioridad, queda ejemplificar como calcular el potencial
de Coulomb para cada punto, que se puede visualizar en el pseudocodigo [9] a continuacion,
en donde dado un punto de interés y la totalidad de las cargas de la proteina se procede a
calcular el potencia de Coulomb y la menor distancia de una carga al punto de interés,

tomando valores de dieléctrico igual a 1.
1: Se carga el archivo PQR
2: Se crean las variables de potencial y distancia minima
3: for cada atomo en el archivo PQR do
4: Se calcula la distancia del punto de interés a la carga
if Si la distancia es menor que la distancia minima definida then
distancia minima = distancia

)

6

7 end if
8 Potencial += carga/distancia
9

. end for

También mencionar que se establecieron funciones para otras variables como la derivada

del potencial de Coulomb, que no resultaron fructiferas en los analisis.

Continuando con el desarrollo de la data se tomé un muestreo aleatorio de 100.000 datos
tomando en consideracion el potencial de Coulomb, Potencial de reaccion lineal y potencial
total lineal versus el error dado por la diferencia lineal-no lineal. En el GitHub [9] se

muestra el codigo de obtencion de la data y su posterior visualizacion.
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Capitulo 4

Resultados y Discusion

4.1. Bateria de alto nivel energético

Como se daba a entender implicitamente al momento de presentar el grupo o bateria
de moléculas que definen lo que denominamos alto nivel energético , estas consisten
principalmente de una cadena de ADN o ARN, con ciertos casos como la 1KX5 que
también contiene un empaquetamiento estructural. Las moléculas 280D y 9ANT fueron
analizadas como cuerpos compuesto iinicamente por aminoacidos, siendo esta ultima, la
9ANT, modificada para ese objetivo, y posteriormente analizada con la proteina que habia
sido retirada. En el caso de la 437D, que corresponde a una cadena de ARN mantiene la

particularidad de que se enrolla sobre si misma.
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4.1.1. 1KX5

Algunos comentarios de la ejecucion del anélisis de la molécula 1KX5 estan relacionados a
lo grande que era, siendo la molécula de estudio que present6 la mayor magnitud de error
lineal no lineal, alcanzando 91.413 [kT/e| como se muestra en la figura 4.2, donde el error
estd siempre muy cercano a la interfaz. En la figura 4.3 se muestra un comportamiento

creciente para los potenciales con un difusion de los datos a medida la magnitud del valor

analizado crece.

Energia local en [k)/mol]

Energia local en [k)/mol]

1kx5 - Energia Local para distintos tamafios de caja, dx=0.7033

—220675 -

—220680 A

—220685 A

—220690

—220695 A

—220700 A

—220705 1

—220710 A

0 5 10 15 20
Distancia en A desde el borde la molécula hasta el borde de la caja

1kx5 - Energia Local para distintos tamafios de malla
—185000
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Figura 4.1: Anélisis de sensibilidad para la molécula 1KX5
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Potencial total lineal [kT/e]
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Figura 4.2: Potencial total lineal, potencial de reaccion lineal y diferencia lineal-no lineal
para la molécula 1KX5
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4.1.2. 280D

Como se indicaba con anterioridad, la molécula 280D son dos cadenas de 12 nucledtidos
que se conectan entre si elemento a elemento. Una caracteristica que se encuentra son
los altos niveles del potencial de reaccion en el interior de ésta, fig 4.5, siendo foco de los

mayores errores y mostrando alta correlacion de los datos al evaluar el efecto de esta sobre

la magnitud del error, fig 4.6.
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Figura 4.4: Analisis de sensibilidad para la molécula 280D
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Potencial total lineal [kT/el
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Figura 4.5: Potencial total lineal, potencial de reaccion lineal y diferencia lineal-no lineal
para la molécula 280D
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Figura 4.6: Error lineal no lineal, Comportamiento de 100.000 datos

42



Capitulo 4. Resultados y Discusion

4.1.3. 9ANT

El analisis de la molécula 9ANT nace como inspiracion tras la lectura del paper de Yu
Iwahara [10], que por medio de resonancia magnética nuclear logra evaluar el potencial
electroestatico entorno a una molécula de ADN en presencia de cargas moviles. Sin ahondar
en ese tema, los resultados obtenidos de la molécula presentan un caso similar a la 280D,
en la que los focos de error se concentran en las aberturas de las helicoides de la cadena y

en la zona tubular interna.

4.1.3.1. Sin proteina anexada
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Figura 4.7: Anélisis de sensibilidad para la molécula 9ANT sin proteina anexada
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Potencial total lineal [kT/e]
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Figura 4.8: Potencial total lineal, potencial de reaccion lineal y diferencia lineal-no lineal
para la molécula 9ANT sin proteina anexada
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Se realizan dos estudios con el objetivo de visualizar el efecto sobre los resultados de una
molécula compuesta tnicamente del ADN y otro con la proteina anexada que contiene
normalmente. Para ello se eliminan manualmente la proteina del archivo PDB, obteniendo
un comportamiento bastante acotado en torno a la curva exponencial modelo, versus el
caso con cuerpo estructural que el potencial de Coulomb y el potencial de reacciéon tienen

una dispersiéon mayor de los datos.

~
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Figura 4.9: Error lineal no lineal, Comportamiento de 100.000 datos, 9ANT sin proteina
anexada
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4.1.3.2. Con proteina anexada
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Figura 4.10: Error lineal no lineal, Comportamiento de 100.000 datos, 9ANT con proteina

anexada
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4.1.4. 437D

Tal como se mostraba en la figura 3.4, la cadena de ADN parece envolverse a si misma,
generando como se muestra en los cortes mostrados en la figura 4.12, un foco de error en
el area contenida. Si bien se presencian los efectos sobre el interfaz externo de la molécula,
los focos de error se dan en la zona interna, en donde existe un pico de la estructura.
Los datos medidos muestran una buena correlacion, figura 4.13 para las tres variables

estudiadas.
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Figura 4.11: Analisis de sensibilidad para la molécula 437D
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Potencial total lineal [kT/e]
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Figura 4.12: Potencial total lineal, potencial de reaccion lineal y diferencia lineal-no
lineal para la molécula 437D
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Figura 4.13: Error lineal no lineal, Comportamiento de 100.000 datos, 437D
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4.1.5. Analisis de curvas caracteristicas del comportamiento de
100.000 datos

La figura 4.14 nos muestra las curvas caracteristicas obtenidas de los analisis previos de
todas las moléculas de alta carga energética. En ellas podemos aislar un subgrupo de
moléculas, que corresponden a aquellas que solo estdn compuestas por nucleotidos (280D,
9ANT-SoloADN, 437D) y otro grupo que tiene una proteina indexada (1KX5 y 9ANT).
El primero de estos grupos nos hace suponer una dependencia concava de los datos, del
cual es posible definir un modelo que nos permitiria estimar el error de la no linealidad

para estructuras compuestas inicamente por nucleotidos.

s —— E_280d(PTL)
E_9ANT _ONLYADN(PTL)
—— E_1KX5(PTL)
—— E 437D(PTL)
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Potencial Total Lineal

Figura 4.14: Valor absoluto del Error lineal - no lineal versus el potencial total lineal.
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Del segundo anélisis relacionado al potencial de reacciéon lineal, figura 4.15, no existe un
modelo que se corresponda en esta bateria de moléculas, mas bien existe una tendencia
clara de las curvas que nos permitirian normalizar en funcién de alguna variable que no se
definido con éxito. Se dieron casos de normalizacion en funcién de error maximo registrado

por molécula, e incluso por nivel energético, dejando abierto el anélisis.

16
—— E_280d(PRL)
14 | — E_9ANT(PRL)
—— E_1KX5(PRL)
1 | — E_437D(PRL)
—— E_9ANT FULL(PRL)
10

Error [kT/e]
o

0 100 200 300 400 500 600
Potencial de Reaccion Lineal

Figura 4.15: Valor absoluto del Error lineal - no lineal versus el potencial de reacciéon

lineal.
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Mismo caso es dado para el analisis del error lineal no lineal con el potencial de Coulomb,

figura 4.16, en el que los intentos de normalizacién no fueron fructiferos.

—— E_280d(Cou)
20 - E_9ANT_ONLYADN(Cou)
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T I
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-2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0
Potencial de Coulomb

Figura 4.16: Valor absoluto del Error lineal - no lineal versus el potencial de Coulomb

De todos modos las curvas obtenidas si eran representativas de los datos para cada molécula
en particular, quizas el enfoque que se debe tomar tiene que ser la seleccion adecuada
de una familia de moléculas, por ejemplo; Todas aquellas moléculas compuestas por una
cadena de ADN/ARN y una proteina indexada en uno de sus lados, o también, todas

aquellas moléculas en las que la proteina recubre el ADN/ARN, etc.
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4.1.6. Modelo del Error lineal no lineal en funcién del potencial

total lineal

Como se mencion6 con anterioridad, el subgrupo conformado por moléculas que en su
estructura corresponden unicamente a nucledtidos, presentan un comportamiento similar,
es por ello que se efectiia un modelo promediando las 3 curvas obtenidas. La hipotesis
del modelo que estamos planteando dice que como las tres moléculas estdn tnicamente

compuestas por nucledtidos, el comportamiento deberia replicarse para el resto.
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Figura 4.17: Figura superior, Corte del caso lineal no lineal calculado de la diferencia del
Potencial total lineal menos el potencial total no lineal por APBS. Figura inferior, Modelo
del error lineal no lineal dependiente del Potencial total lineal calculado por APBS. 1AJF
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Para probar la hipotesis se tomaron dos moléculas aleatorias del RCSB PDB que tuvieran
en su composicion la regla estipulada. Las elegidas fueron la 1AJF, que tenia un nivel
energético cercano a los 8.000 [kJ/mol|, y la otra elegida fue la 1A4B con un nivel energético

de 33.000 [kJ/mol]. Ellas nos entregan un buen contraste.

Los resultados se ven en las figuras 4.17 y 4.18, en donde se observa que el modelo descrito
responde de buena manera al error lineal no lineal, aunque exagera estos errores. Desde
el punto de vista de la investigacion, esto no es malo, pues entrega una herramienta que
permite identificar zonas de posible conflicto, en las que se hace necesario, o un mallado

fino, o un calculo lineal no lineal por zonas.
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Figura 4.18: Figura superior, Corte del caso lineal no lineal calculado de la diferencia del
Potencial total lineal menos el potencial total no lineal por APBS. Figura inferior, Modelo
del error lineal no lineal dependiente del Potencial total lineal calculado por APBS. 1A4D
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4.2. Bateria medianamente cargadas

4.2.1. 1LYZ

Uno de los primeros elementos que se aprecia al poner en perspectiva la bateria
medianamente cargada con la altamente cargada, es el requerimiento del anélisis de
sensibilidad, que resultaba mucho menor, en términos del dime requerido y el dx solicitado.
Al comparar los ordenes de magnitud de la figura 4.19 y las figuras en general de esta
bateria de moléculas versus aquellas de la bateria altamente cargada, estamos hablando

de calculos de energia por local de un orden de magnitud menor.
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Figura 4.19: Analisis de sensibilidad para la molécula 1LYZ
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Cuando observamos el error lineal no lineal en moléculas de esta bateria, figura 4.20, se
hace énfasis en un elemento que podria pasar desapercibido en moléculas més grandes
debido a su complejidad, pero que son evidentes, y que son definidos como focos de error,
en particular la molécula 1LYZ presenta sus dos focos de error en zonas que parecen estar

parcialmente rodeadas o contenidas por la misma estructura.
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Figura 4.20: Potencial total lineal, potencial de reaccion lineal y diferencia lineal-no
lineal para la molécula 1LYZ
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Por otro lado, existe una dispersion de los datos en el comportamiento de la toma de

muestras, figura 4.21, que si bien muestra una tendencia en una direccion, en la otra se

difumina.
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Figura 4.21: Error lineal no lineal, Comportamiento de 100.000 datos, 1LYZ
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4.2.2. 1UBQ

En el corte realizado para el maximo error en la molécula 1UBQ), figura 4.23, se referencia
por medio de un tridngulo el lugar de interés, con el objetivo de remarcar la idea anterior
sobre la cobertura de un punto. Si notamos el corte en el plano y, y el plano z, notamos
que el triangulo esta dentro de una zona concava, este analisis nos serviré luego en el

estudio de grado de concavidad.
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4.2.3. 1PGB

Finalmente para terminar la bateria de moléculas medianamente cargadas, la 1IPGB que
corresponde a la inmunoglobulina. En donde observamos de la figura 4.26, el error se
presenta en un trozo de interfaz en el que las cargas puntuales denotan cargas negativas
rodeadas de un manto potencial en el interior de la molécula debido a las cargas puntuales

positivas que contiene la proteina en el resto de la estructura.

1PGB - Energia Local para distintos tamafios de caja, dx=0.546

—2019 4

_ —2020

fmol

—2021

—2022 1

Energia local en [k]

—2023

—2024

0 5 10 15 20 25
Distancia en A desde el borde la molécula hasta el borde de la caja

1PGB - Energia Local para distintos tamarios de malla
—1960 A //‘/.,,.——*—"_“'—_.
—1980 1

—2000 A

—2020 7

—2040 1

Energia local en [k)/mol]

—2060 1

—2080 1

T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400
Numero de Nodos por eje

Figura 4.25: Anélisis de sensibilidad para la molécula 1PGB
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4.2.4. Analisis del grado de cobertura

Otro de los analisis realizados se presenta durante el estudio de la molécula 1UBQ. Como
se menciond con anterioridad, se genera la necesidad de visualizar el punto critico en
relacion a la cercania con la molécula, dando como resultado el analisis progresivo de
ambas baterias de moléculas mostradas hasta el momento, encontrando que lo errores se
daban siempre en zonas donde existia curvatura de la molécula, es decir, zonas encerradas

parcialmente.

Es por ello que se define una nueva variable de anélisis denominada grado de cobertura,
explicada previamente en metodologia, la cual a grandes rasgos evalia qué tantos
diferenciales de area estan cubiertos por alguna cara de la molécula a una distancia
definida, tomando el valor de 1 para un punto rodeado completamente de caras de la
molécula y 0 para un punto aislado, por ejemplo puntos en el contorno que en general

estan al menos a 15|A] de distancia.

El codigo es costoso computacionalmente, por lo que se tomoé una muestra inicial de 500
datos. Los resultados se muestran en la figura 4.28 en donde parece tentativo relacionar

que para grados de cobertura superiores a 0.3 una tendencia lineal.
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Figura 4.28: Anélisis de cobertura para la molécula 1UBQ
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También se hizo un ensayo para un grupo acotado de datos de la molécula 9ANT y los
resultados fueron dispersos, como se observa en la figura 4.29, en donde los datos parecen
estar distribuidos sobre dos lineas bases. Posteriormente el estudio se extendié a otras
moléculas como la 280D y la 1LYZ, pero los resultados no fueron muy alentadores. Por
lo que podemos decir en relacién al grado de cobertura, que si bien, existe un tipo de
dependencia, segtin se observan en los cortes estudiados , la forma propuesta para medirlo

no es concluyente para establecer una norma o aproximacion.

coverage_level

Figura 4.29: Analisis de cobertura para la molécula 9ANT
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4.3. Bateria de baja carga

En general las baterias de baja carga solo demostraron que con proteinas pequenas el
modelo lineal es imperceptible en comparaciéon al no lineal, y es que el error méximo se lo
llevo el etanol, figura 4.33, con —0,001[kT"/e| en un punto de una malla de més de 300.000

datos. A continuacién se muestran los analisis de sensibilidad y cortes respectivos.
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4.3.2. FEtanol

Ethanol - Energia Local para distintos tamafios de caja, dx=0.0822
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Figura 4.32: Analisis de sensibilidad para la molécula de Etanol
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4.3.3. Tolueno

Toluene - Energia Local para distintos tamafios de caja, dx=0.112
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Figura 4.34: Analisis de sensibilidad para la molécula de Tolueno
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Potencial total lineal [kT/e]

Corte en X = 0.951

CorteenY =-2.376

Corteen Z = 1.332

8 - 300 300 300
51 [200 1 ~ [200 1 [200
sl 5 ] LA ]

{ - 100 = 1 - 100 - 100
21 1% ; 1 ;o z 1
Es 2 % -0 e 0O !Jﬂ\ -0
04 7 i 4 i i 1 \\\
f iyl - i
—2 1 -—100 =100 N i - —100
e

_4 - - -

—200 —200 —200

_6 - - -

. . T —-300 . . T —-300 . . T —-300
-5 0 5 -5 0 5 -5 0 5

Potencial de reaccién lineal [kT/e]

Corte en X = 0.951

CorteenY =-2.376

Corte en Z = 1.332

B_ o _
6 lclo | -~ l40 | lcm
s
4 ¥ ;x 1 #, T
1 - 20 \ - 20 - 20
} 1
2 - E ! - bt i
] = S
0 % : Lo E 1 Lo | :’m\\ Lo
2 ’{ "f‘} é'o. Eo
; - 20 - —20 L W - —20
_4_ - 4
-6 I—40 - I—40 : '—40
T T T T T T T T T
-5 0 5 -5 0 5 -5 0 5

Corte en X = 0.951

Planos de corte para un maximo encontrado de -0.0 [kT/e]

CorteenY = -2.376

Corteen Z =1.332

8 - 0.100 | 0.100 0.100
6 4 ~ l 0.075 | ~ l 0.075 | l 0.075
2 5 &
4 f L 0.050 BN L 0.050 L 0.050
5 - - 0.025 . ! - 0.025 - 0.025
4 4 e :
04 f 3 L 0.000 | L 0.000 | ;\ L 0.000
4 o F b
5 f - —0.025 | o - —0.025 | L - —0.025
\QJ;
4] - —0.050 | - —0.050 | - —0.050
61 I—o.m5 i I—0.0?5 ] I—o.m5
— —0.100 . ; —0.100 — ; —0.100
-5 0 -5 0 5 -5 0 5

Figura 4.35: Potencial total lineal, potencial de reaccion lineal y diferencia lineal-no

lineal para la molécula de Tolueno
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4.3.4. Metil Octanoato
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Figura 4.36: Analisis de sensibilidad para la molécula de Metil Octanoato
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Potencial total lineal [kT/e]
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Capitulo 5
Conclusion

En este trabajo hemos abordado la influencia de la linealizaciéon de la ecuaciéon de Poisson-
Boltzmann en diversas moléculas por medio del método de diferencias finitas, a sabiendas
de las consideraciones y los limites que puede tener este tipo de método numérico, sobre
todo en parametros geométricos como el tamano de la caja y el nivel de refinamiento de la
malla que fueron estudiados para cada molécula con el fin de que los resultados obtenidos

tuvieran un impacto minimo debido a la geometria utilizada.

En relacion a los objetivos especificos, revisamos el estado del arte e implementamos
calculos usando softwares como APBS y librerias como MDAnalysis. En rasgos generales
se entiende la importancia de identificar caracteristicas moleculares y efectos asociados a

la linealizacién de la ecuacion de PB.
Dentro de los resultados mas significativos se concluye:

= En general, para los analisis de sensibilidad se encontré que una distancia media de

20[A] es suficiente para asegurar las condiciones de contorno de Dirichlet.

= Kl error generado de la diferencia entre el calculo del potencial total linealizado y no
linealizado tiende a concentrarse cerca de la interfaz de la molécula y en aberturas

de helicoides, como se observa en la 9ANT.

= Se identific6 un alto potencial en areas concavas, y es una caracteristica que se
repite en todas las moléculas de las baterias medianamente y altamente cargadas. Si

bien los resultados del grado de cobertura no fueron acertados, permiten poner en
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discusion la idea de buscar un método que relacione el grado de cobertura de una
zona, con el error producto de la diferencia de calcular el potencial linealizado y no

linealizado.

= El orden de magnitud del error mencionado es mayor en la bateria altamente cargada,

tomando valores no despreciables en la molécula 1KX5.

= Se estableci6 un modelo para estimar el error en moléculas compuestas solo por
nucledtidos en funcién de tres moléculas analizadas y luego probada en otras dos.
Se deja como trabajo a futuro extender el uso, primero sobre moléculas que solo
contengan ADN/ARN para que el modelo sea mas representativo. Y luego, como
un trabajo aparte, para familias de moléculas que puedan ser reconocidas como tal,
por ejemplo cadena de nucledtidos que presenten una histoma anexada, etc. Por lo
tanto se sugiere que una seleccion mas precisa de una bateria o familias de moléculas

podria llevar a modelos més robustos.

= Las baterfas de baja carga no mostraron diferencias significativas en los resultados

entre modelos lineales y no lineales.

Si bien se lograron avances, también quedan varias incertidumbres; queda inconclusa
una propuesta por mediciéon de concavidad o grado de cobertura de las moléculas para
determinar el error del método linealizado versus el no linealizado; también la falta de
modelos para otro tipo de sub baterias generadas segtun su estructura o conformacion.
Estas brechas nos ofrecen oportunidades para investigaciones futuras en la estimacion de

zonas de error en el célculo de potencial electroestatico en biomoléculas.
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A2.3. Error lineal no lineal - 9ANT
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A3.2. Potencial de reaccion lineal - 280D
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A3.3. Error lineal no lineal - 280D
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A4. Registro de cortes - 437D
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A5.3. Error lineal no lineal - 1LYZ
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Figura A6.1: Potencial total lineal - 1TUBQ
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AG6.2.

Corte en X = 24.094

Potencial de reaccion lineal - 1UBQ
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Figura A6.2: Potencial de reaccion lineal - 1UBQ
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A6.3.

Error lineal no lineal - 1UBQ

Planos de corte para un maximo encontrado de 0.177 [kT/el]
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Planos de corte para un maximo encontrado de -0.064 [kT/e]
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Figura A6.3: Error lineal no lineal - 1UBQ
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