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RESUMEN

TITULO: APRO;{IMACI()N TEORICA AL ENTENDIMIENTO DE LOS FENOMENOS
DE NUCLEACION DE LA 32-MICROGLOBULINA[|

AUTOR: JORGE RICARDO QUINTERO SAUMETH]]

PALABRAS CLAVES: (2-microglobulina, fibras amiloide, modelo de Ising, algoritmo
de Metropolis, nucleacién.

DESCRIPCION:

En pacientes con insuficiencia renal cronica sometidos a didlisis ocurre la formacion
de depdsitos amiloides y cuya proteina que los constituyen es la [2-microglobulina
(62m). En este sentido, numerosos estudios han sido dirigidos para explicar la for-
macién de estos materiales proteicos. Sin embargo, las causas por las cuales se produce
la amiloidogénesis 2m in vivo no son completamente claras. Por tal motivo la mayoria
de estos estudios han sido desarrollados in vitro y teniendo en cuenta las condiciones fi-
siolégicas de estos pacientes. Estudios in vitro han permitido identificar algunos factores
involucrados en la obtencién de estos materiales, siendo el cobre un agente facilitador
durante la asociacién de monémeros de 32m que conllevan a la formacién de fibras de
(2m. Adicionalmente, algunos trabajos de investigacion senalan que las etapas previas
a la formacion de las fibras amiloides 2m corresponden a la formacién de intermedios
oligoméricos de tamano par (dimeros, tetrameros y hexdmeros). A pesar del enorme
esfuerzo que la comunidad cientifica ha realizado para comprender estos procesos, ain
no existe un modelo completo que describa la amiloidogénesis G2m.

En este trabajo de investigaciéon se desarrollé una metodologia para brindar una
descripcion aproximada acerca de la manera como se forman las fibras amiloides de
(2m. En este sentido, dos etapas fueron desarrolladas satisfactoriamente. La primera
etapa correspondi6 a la construccion de los perfiles de energia correspondientes a las
interacciones entre dos mondémeros de [2m empleando un modelo de grano grueso,
teniendo en cuenta cincos puntos estructurales de la proteina 2m. En la segunda etapa,
se disend un modelo tedrico-computacional para analizar la dindmica de formacion de
depdsitos amiloides de 52m. Para este tltimo, correspondiente al esquema de muestreo,
se emplearon tanto el modelo de Ising como el algoritmo de Metropolisis.

*Trabajo de investigacién
tFacultad de Ciencias. Posgrado en Quimica. Director: Prof. Cristian Blanco Tirado.
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SUMMARY

TITLE: THEORETICAL APPROACH OF THE 32-MICROGLOBULIN NUCLEATION
PHENOMENON UNDERSTANDINGH

AUTHOR: JORGE RICARDO QUINTERO SAUMETHf

KEYWORDS: #2-microglobulin, amyloid fibers, Ising model, Metropolis method, nu-
cleation.

DESCRIPTION:

Patients with chronic renal failure undergoing long-term dialysis treatment arise amy-
loid fibrils consisting primarily of the $2-microglobulin (#2m) protein. This phenomena
happens when membrane dializator contacts with the bloodstream. In this sense, nu-
merous researches have been developed to explain the formation of these materials.
However, the exact factors that cause 2m fibril formation in vivo are unknown. For
this reason, most studies in vitro have been developed taking into account the physio-
logical conditions of these patients. In vitro studies suggest identification some factors,
such as the presence of copper as a 2m amyloid fibers trigger. Moreover, $2m amy-
loid deposit is preceded by discrete oligomeric intermediates (dimers, tetramers and
hexamers). Despite the great effort that the scientific community have been made to
understand these processes, there is not a complete molecular model to describe the
(2m fibers formation.

In this work a two-stage methodology was developed successfully to present an approach
on the formation of #2m amyloid fibrils. The first one involved the potential energy
surface construction for all possible interactions between two 42m monomers employing
a coarse-grained model and taking into account five points in each $2m protein. in the
second stage, an in-house fortran code was developed to analyze the (2m amyloid
deposits formation. In this case, both Ising model and Metropolis algorithm were
employed.

fResearch work
§Science Faculty. Chemical Postgraduate. Adviser: Prof. Cristian Blanco Tirado.
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1. INTRODUCCION

La (2-Microglobulina (32m) es un proteina de cadena ligera que hace parte del com-
plejo mayor de histocompatibilidad de clase I (CMH-I) [I, 2]. Debido a su similitud
estructural con las inmunoglobulinas, se cree que la (2m estd involucrada en muchos
procesos del sistema inmune. En pacientes con insuficiencia renal crénica (IRC) someti-
dos a didlisis los niveles de 32m son elevados [3, 4]. Aunque su etiologia no es comple-
tamente clara, Getyo et al. sugieren que el contacto repetido entre la membrana del
dializador y la sangre desencadena la liberacién excesiva de proteinas de $2m, como

respuesta del sistema inmunolégico 5], [6].

Aunque la 52m es liberada del CMH-I y catabolizada por los rinones de manera nat-
ural, cuya concentracién varia entre 1 - 4 mg/L, en pacientes con IRC se presenta
una acumulacién de esta proteina en el torrente sanguineo, alcanzando hasta 60 ve-
ces su concentracion normal [3]. Como consecuencia, la f2m logra asociarse y formar
depositos amiloides resistentes a la digestion proteolitica. Esta condicién es conocida

como amiloidosis asociada a dialisis (AAD).

La formacién de estos materiales proteicos no solo depende de su concentracién sino
también de otros factores como el pH, la temperatura y la presencia de metales [7-
19]. Los depdsitos amiloides no sélo se observan en la IRC; existen otras enfermedades
como la diabetes tipo II, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob y Alzheimer donde ocurre

el mismo fenémeno pero se diferencian por la proteina que los constituyen [20H23].

En la dltima década los depdsitos amiloides de 42m han ganado gran importancia prin-

cipalmente en la comprensién de sus caracteristicas estructurales y en la manera como
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se forman. Esto ha sido un reto cientifico que atin no ha sido completamente descrito.
Sin embargo, el desarrollo de técnicas analiticas como la difraccién de rayos X (DRX),
resonancia magnética nuclear (RNM), microscopia de fuerza atémica (MFA), entre
otras, han proporcionado nueva informacion acerca de las caracteristicas estructurales
de estos materiales indicando que presentan un alto grado de complejidad estructural
[24127]. Estos materiales se constituyen basicamente de asociaciones de 32m mediante

interacciones no-covalentes formando hebras-( [27].

Aunque los factores que causan la formacién in vivo de fibras amiloides S2m no son
conocidos, existen diferentes alternativas que permiten generar estos materiales in vitro:
a) formacién de fibras amiloides bajo condiciones dcidas (pH < 3.6) [8, 28], b) eli-
minacién de los primeros 6 aminodcidos N-terminales de la 32m a pH neutro [7] y ¢)
incorporacién de metales de transicién bajo condiciones fisiolégicas de pH y tempe-
ratura [9]. Este tltimo resulta ser el de mayor impacto en cuanto a la comprensién de
este fenémeno, siendo el cobre el principal agente facilitador de la formacion de fibras
amiloides de $2m. Miranker et al. sostienen que el cobre juega, definitivamente, un rol

importante en estos procesos [9, 29].

Infortunadamente la elucidacion estructural de intermediarios oligoméricos ha sido una
tarea dificil. Miranker et al. han logrado hasta el momento aislar y caracterizar dos
tipos de oligémeros de 32m. El primero lo obtuvieron como resultado de la mutacién
del aminoécido (aa) Hisl3 por Phe, logrando asi caracterizar estructuralmente la for-
macién de un dimero [30]. El segundo intermedio lo obtuvieron mediante la mutacién
del residuo de aa Pro32 por Ala, obteniendo un hexamero [31]. Adicionalmente, Vachet
et al. aislaron y caracterizaron un oligémero constituido por dos unidades de #2m en
estado nativo y a condiciones fisiol6gicas [32]. Sin embargo, los detalles acerca de la

dindmica de la formacion de fibras #2m no son completamente claros.

Con base en lo expuesto anteriormente, se construyé un modelo computacional que

permitiera brindar una descripcién aproximada acerca de la manera como se forman la
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fibras amiloides de la proteina G2m. Para lograr este modelo, dos etapas fueron de-
sarrolladas satisfactoriamente. En la primera etapa se obtuvieron los perfiles de energia
correspondientes a las interacciones entre dos monémeros de 2m. A partir de estos
perfiles de energia, se disené un modelo de grano grueso para relacionar la energia en
funcién de la orientacién de cada mondémero en el dimero. En la segunda etapa se de-
sarroll6 una algoritmo computacional para analizar la formacién de depdsitos amiloides.
En este caso se empled el método de Ising para considerar tnicamente interacciones
entre pares de monomeros vecinales para poder reducir el costo computacional. La
dinamica de asociaciéon de mondémeros de $2m fue llevada a cabo usando el algoritmo

de Metropolis.

Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron la capacidad que ofrece la im-
plementacién de modelos tedricos basados en campos de fuerza de grano grueso para
calcular la energia de interaccion entre pares de monémeros de 32m vecinales en un sis-
tema constituido por grandes cantidades de proteinas de $2m (50-800 mondémeros).
Bajo el contexto de la dindmica de la formacion de agregados de proteinas de 32m se
logré obtener informacién acerca de las primeras etapas de la formaciéon de depdsitos
amiloides de #2m que correspondieron a la formacién de oligémeros intermedios media-
dos por procesos de difusién, adsorcién y desorciéon hasta alcanzar agregados moleculares
presentando una distribucion amorfa. Adicionalmente se pudo demostrar la dependen-
cia tanto de la velocidad inicial de asociacion de mondémeros de 52m como el tiempo de
latencia en funcion de la temperatura y concentracion de la proteina G2m para todas

las simulaciones llevadas a cabo.

Cabe destacar que este trabajo de investigacion fue desarrollado gracias al apoyo fi-
nanciero brindado por Colciencias, a través del proyecto ”Bases moleculares de la

Amiloidosis Inducida por Didlisis” (Contrato N° 273-2008).
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2. ESTADO DEL ARTE

2.1 FORMACION DE DEPOSITOS AMILOIDES 32M
2.1.1 Generalidades

La #2m humana es un proteina necesaria para la expresién del CMH-I presente en la
superficie de todas las células nucleadas [I}, 2]. Este complejo es un tipo de gen presente
en el cromosoma 6 y es sintetizado a partir de un conjunto de proteinas citosélicas,
las cuales son formadas mediante protedlisis protosomal [33]. La funcién principal del
CMH-I es transportar péptidos antigenos a los linfocitos tipo T, los cuales son respon-
sables de la respuesta inmune especifica ante el patégeno involucrado en la produccion

del antigeno [33H35].

En su estado natural, la §2m es formada por 99 residuos de aa los cuales forman 7
hebras 3 que son estabilizadas mediante un puente disulfuro formado entre los residuos
de aa Cys25 y Cys80 (ver Figura . Adicionalmente presenta dos hojas 3; la primera
formada por las hebras A,B,D,E y la segunda hoja formada por las hebras C,F,G [36-
38].

In vivo la $2m es liberada del CMH-I hacia el torrente sanguineo, y es transportada
hasta los rinones donde es degradada hasta un 95% por filtracién glomerular, reab-
sorcién tubular y protedlisis intracelular [3] [39]. El restante 5% de la 52m es eliminada
a través de mecanismos no conocidos. La sintesis de f2m varia entre 2 a 4 mg/kg
por dia y esta proteina tiene un tiempo de vida media de 2.5 horas. La concentracion

normal de $2m en la sangre es de 2.4 - 3.7 mg/L [40].
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Figura 1. a) Estructura del CMH-I (PDB 1DUZ), formada por una cadena pesada « (color
gris) y la #2m (color rojo). b) Estructura de la f2m (PDB 1JNJ) donde se muestran las 7
hebras 3, A-G, que conforman su estructura secundaria. c¢) Secuencia de aa de la 2m, las
lineas superiores en color negro agrupan los residuos de aa que forman las diferentes hebras

3.

Cuando un paciente presenta pérdida de las funciones renales, normalmente es sometido
a tratamientos de dialisis. Algunos autores sugieren que durante este proceso el con-
tacto repetido entre la membrana artificial y la sangre inducen la liberacién de (32m,
como respuesta del sistema inmune [3], [6]. Por consiguiente la 32m alcanza hasta 60 ve-
ces su concentracion normal, facilitando la formacién de depdsitos amiloides 2m que se
acumulan en el tejido osteoarticular [3]. Esta enfermedad se conoce como amiloiddsis
asociada a didlisis (AAD) y su manifestacién clinica se desarrolla generalmente des-
pués de varios anos en pacientes sometidos a didlisis e incluyen el sindrome del tinel

carpiano, artropatia degenerativa y quistes a nivel éseo provocando fracturas [3}, [41], [42].

La remocién de $2m en la sangre de pacientes con insuficiencia renal créonica ha sido
mejorada por el uso de otras alternativas como la dialisis peritoneal ambulatoria con-
tinua, hemofiltracién y membranas dializadoras de elevado flujo (MDEF) [43-50]. Es-
tudios demuestran que una sesion de hemodialisis empleando MDEF reduce hasta en

un 50% los niveles de 2m en sangre [51H53]. Por tal motivo, el desarrollo de nuevas
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membranas dializadoras mejorando su biocompatibilidad, capacidad de exclusion de
impurezas y tamano del poro es una de las alternativas que en la actualidad sigue

vigente.

2.1.2 Caracteristicas estructurales

La elucidacion estructural a escala atémica de los depdsitos amiloides es un desafio
tecnolégico que hasta el momento no ha sido resuelto. Actualmente, existen diversas
técnicas analiticas que brindan, groso modo, informacion sobre la manera como estan
organizadas. Todos los depédsitos amiloides que han sido estudiados hasta el momento
presentan propiedades en comun. Bésicamente los depdsitos amiloides constan de dos
componentes: 5% del componente P que deriva de una glicoproteina plasmatica, de
sintesis hepética, y un 95% de material fibroso conformado por proteinas que difieren

de acuerdo con la enfermedad de origen [54H57].

Las fibras amiloides pueden ser identificadas mediante la tincién con rojo de Congo
y posteriormente al examinarlas bajo la luz polarizada. Mediante este tipo de re-
conocimiento histolégico, diversos autores han encontrado que la fibras amiloides pre-
sentan un alto grado de ordenamiento estructural [§, 28, [58,59]. Esta idea es confirmada
usando técnicas como la microscopia electrénica de transmisiéon (MET) y la microscopia
de fuerza atémica (MFA) los cuales brindan informacién acerca de la morfologia de las

fibras amiloides [59H63].

Direccién de crecimiento de la fibra

A
>

Protofibra B

7.5-10.0 nm

2.5-3.0 nm

Figura 2. Representacion esquemética de una fibra amiloide formada por dos protofibras.

Los resultados reportados por Radford et al. y Nilsson et al. utilizando MET y MFA

muestran que las fibras amiloides presentan un didmetro de 7.5 - 10 nm y hasta 600
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nm de longitud. A su vez, estan formadas por protofibras de 2.5 - 3.5 nm didmetro
[28, [58]. Cada protofibra consta de diferentes subunidades (subprotofibras) formadas
por unidades proteinas (entre 4 y 6 monémeros) que se organizan a través de inter-
acciones no-covalentes alrededor del eje de crecimiento de cada protofibra [28, [58].
Adicionalmente se ha observado que cada una de las protofibras se asocian formando

una estructura cross-/3, también conocida como estructura helicoidal (ver Figura .

Informacion més detallada acerca de la estructura de las protofibras puede obtenerse
mediante el uso de la DRX [8], 27, [64H66]. Mediante esta técnica se reporta nuevamente
un ordenamiento estructural comin en estos materiales. Los patrones de DRX de fibras
amiloides se caracterizan por la aparicién de dos senales bien definidas. La primera senal
es originada por las reflexiones sobre la linea meridional entre 4.7 - 4.8 A y corresponde
a la distancia entre cada hebra 3 que se propagan transversalmente al eje de crecimiento
de la protofibra. Es decir, cada hebra gira entre 0°—30° formando una estructura cross-
(. La segunda senal corresponde a las reflexiones en la linea ecuatorial entre 10 - 12
A y representa la distancia entre cada hoja  ordenadas perpendicularmente al eje de

la protofibra (ver Figura [3)).

Eje de la protofibra

Direccién
110-12A ) meridional

—_—
Direccién ecuatorial

Figura 3. Caracteristicas estructurales de la protofibras y patréon de DRX de las fibras
amiloides. Imagen izquierda: representacion de una subprotofibras formada por cuatro hojas
B que forman una estructural helicoidal. Imagen derecha: patrén de DRX de las fibras
amiloides.

En el caso particular de las fibras §2m, Radford et al. han logrado identificar, in vitro,
dos tipos de morfologias bajo diferentes condiciones de sintesis. La primera clase, de-

nominadas tipo A, son formadas a un pH de 3.6 y en una solucién 0.4 M de NaCl [g].
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Este tipo de fibras se caracterizan por ser de cadena corta (< 600nm), flexibles (forma
de lombriz) y exhiben una morfologia nodular que se repite cada 30 nm y ~3.5 nm de

didmetro (ver Figura [dh).

La segunda clase de fibras $2m son formadas a pH 2.5 y en una soluciéon <30 mM
de NaCl [28, 62, 63, [67]. Esta ultima, presentan tres tipos distintos de morfologia
denominadas I, II, y III y la principal caracteristica es que presentan una estructura
rigida, alargadas y altamente organizadas. Las fibras de tipo I se formada por dos
protofibras que se unen formando una estructura helicoidal, cuyo giro se repite cada
60 nm (ver Figura [dp). Las fibras de tipo II son formadas por dos fibras tipo I que
se enrollan entre si, formando una estructura helicoidal y presentan la misma distancia
de repeticién de 60 nm (ver Figura ) Las fibras de tipo III son formadas ya sean
por cuatro protofibras que se asocian lateralmente formando una estructura helicoidal
que se repite cada 70 nm [62] (ver Figura ) o por seis protofilamentos generando

igualmente una estructura de hélice y cuyo giro se repite entre 120-185 nm (ver Figura

5).
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Figura 4. Modelo representativo de las fibras tipo LII y III e imdgenes MFA
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Para el caso de las fibras de tipo III compuesta por seis protofilamentos, estudios medi-
ante criomicroscopia electronica han permitido obtener imagenes tridimensionales ac-
erca de la disposicién espacial (ver Figura bp) y la constitucién de dichas fibras (ver
Figura [pb). Los resultados sugieren que cada uno de los protofilamentos involucra-
dos en estas fibras se forman a través de asociaciones dimero-dimero de proteinas de
(2m, las cuales se orientan perpendicularmente a la direccién de crecimiento de cada
protofilamento (ver Figura|5p). Otro aspecto interesante de este tipo de fibras de 52m,
y en contraste con las observadas en las fibras de tipo I, I y III (formadas por cuatro
protofilamentos), es que se forman dos medias lunas cada una de ellas formadas por
tres protofilamentos las cuales se enrollan generando una estructura helicoidal como se
menciond anteriormente. Sin embargo, los detalles a nivel atémico de la disposicion
espacial de cada proteina 2m en los diferentes dimeros formados no es completamente

clara.

a) b)

Inter
dlmeﬂ)
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dl’mero;

Protofibra

_
¥
= | —
\

Conector

Figura 5. Modelo representativo de las fibras tipo LIT y III e imdgenes MFA

Por otro lado, Goto et al. realizaron un estudio empleando espectroscopia infrarroja,
Raman y dicroismo circular, para caracterizar las distintas morfologias de fibras §2m
[68]. Sus resultados sugieren que la obtencién de las diferentes clases de fibras (52m
obedecen principalmente al comportamiento de los grupos carboxilicos, ligados a las
cadenas laterales de cada proteina $2m, en funcién del pH y la fuerza iénica. Aunque
el contenido de hojas (3 es similar en ambas clases de fibras (47% en las de tipo A 'y 53%

en las de tipo I, IT y IIT), la forma desprotonada (COO™) predomina en fibras $2m de
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tipo A; mientras que la forma protonada (COOH) predomina en las fibras de tipo I, 1T
y 11T [6§].

A pesar que las fibras G2m presentan diversos tipos de morfologias, a condiciones es-
pecificas de sintesis, todas ellas comparten las mismas propiedades como la birrefrin-
gencia de la luz polarizada cuando son tenidas con rojo de Congo y patrones de DRX

que muestran una estructura cross-3 en todas las protofibras que las conforman [62], [63].

2.1.3 Mecanismos de formacién

En pacientes sometidos a didlisis se observa la formacién de fibras amiloides 52m [3-
6]. Sin embargo, el mecanismo por el cual se origina estos materiales, in vivo, atin se
desconoce. Por tal razén, numerosos autores han realizado extensos estudios in witro

para identificar los factores involucrados en la fibrilogénesis de la G2m.

Hasta el momento se conocen en detalle las caracteristicas estructurales de la §2m y
algunos aspectos morfoldgicos de las fibras formadas a partir de esta proteina. También
se conoce que el pH y la fuerza idénica cumplen un rol importante en la fibrilogénesis
(2m, ya que modulan tanto la velocidad de crecimiento como la obtencion de diferentes

morfologias de fibras 52m reportadas hasta el momento [, 28], 62}, 63 [67].

La velocidad de crecimiento de las fibras 2m ha sido analizada usando la espectroscopia
de fluorescencia de tioflavina T (ThT) [60-62, 67H71]. Con esta técnica, la formacion de
fibras §2m, y otras, es comunmente asociada con un proceso de nucleacién, mediante
el cual, se determinan dos parametros de interés: i) velocidad de crecimiento de la fibra
amiloide, que es funcién de la intensidad de la senal de fluorescencia obtenida a 480
nm, y corresponde a la emision de la ThT cuando esta es adsorbida por intermediarios
oligbmericos y fibras amiloides. ii) Tiempo de latencia (lag time), es decir, el tiempo
que transcurre hasta observar un aumento significativo de la senal de emision ThT,
indicando la aparicién de intermediarios oligémericos y finalmente las fibras amiloides.

Aunque el mecanismo por el cual la ThT se adsorbe a especies intermedias y a las fibras
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amiloide es desconocido, es una técnica que hasta el momento ha sido de gran utilidad
en la formulacién de diferentes modelos de fibrilogénesis ya que permite obtener infor-

macion acerca de la cinética de este proceso.

Debido a la dificultad que se presenta al caracterizar los posibles oligémeros interme-
dios, aun no existe una conexién directa entre la asociacién de cada proteina 32m, la
formacion de protofibras y fibras amiloides de manera consecutiva, que permita com-

prender las bases moleculares involucradas en la fibrilogénesis de la $2m.

2.1.3.1 Formacién de fibras §2m a pH acido

Como se mencioné anteriormente, dos tipos de fibras 42m pueden obtenerse a pH acido
y diferentes concentraciones de iones. A pH 3.6 y 0.4M de NaCl, se forman rapidamente
las fibras tipo A (ver Figura dh), que se caracterizan por presentar una estructura alta-
mente flexible [§]. Durante la formacién de este tipo de fibras $2m, Radford et al. han
encontrado, mediante microscopia de fuerza atéomica, la formacion de intermediarios
oligoméricos de cadena corta rigidos, formados por seis subprotofibras aproximada-

mente y cuya velocidad de asociacién es independiente de un proceso de nucleacion

(ver Figura6) [67].

Resultados obtenidos por Radford et al. utilizando RMN revelan que la $2m adopta
preferencialmente una configuracion parcialmente desdoblada, debido a las hebras A,
F y retencién de la estructura en las hebras B, D, E y F, los cuales forman un nticleo
hidrofébico de la proteina nativa; necesario para la formacién de las fibras $2m de tipo

A R 72

En contraste con las fibras de tipo A, cuando se disminuye el pH a 2.5 y en una solucién
<30 mM de NaCl se forman las fibras de tipo I, I y III. Radford et al. emplearon la
microscopia de fuerza atomica y fluorescencia con Tioflavina revelando que la formacion
de este tipo de fibras son dependientes de nucleacién [62]. Durante la fase inicial,

asociada al tiempo de latencia, los autores detectaron la aparicion de depdsitos amorfos,
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alcanzando una altura maximo de 15 nm y 320 nm de ancho. Al transcurrir el tiempo,
el tamano de estos depdsitos disminuye progresivamente y simultaneamente observaron
la aparicién de las primeras protofibras 2m, las cuales se asocian hasta alcanzar las

tres clases de fibras mencionadas anteriormente (ver Figura [G).

pH 3.6 subprotofibras Fibra tipo A
0.4M NaCl lger%ed;; e
; - i & H
Parcialmente Rapido 8 LT, s
— gy ——
desdoblada v? S o I
SR w
No dependiente & B
de nucleacién Tiompo (min)
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Fibra tipo II
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<30;l}1;421_\153(:1 Protofibra

Figura 6. Modelo propuesto por Radford et al. para explicar la formacién de fibras 2m a
pH acido. Formacion de fibras 42m a pH=3.6, que conlleva la formacién de fibras altamente
flexibles y su crecimiento no es dependiente de nucleacién. A pH=2.5 ocurre la formacion de
fibras #2m de tipo I, IT y III a traves de depdsitos amorfos intermedios que forman cada una
de las protofibras y finalmente las fibras 52m con un alto grado de ordenamiento estructural.

Adicionalmente, Radford et al. han encontrado, mediante datos de RMN, que la $2m
adquiere una configuracion altamente desdoblada, en comparacién con la estructura de
la G2m estudiada a pH=3.6 [§]. La pérdida de la estructura nativa de la 52m se debe
principalmente a las regiones N- y C-terminal que corresponden a los residuos de aa
1-20 y 86-99 respectivamente. Aunque hasta el momento no se han obtenido la primeras
imagenes de alta resolucién de este tipo de fibras; estudios in vitro en los que se analiza
el intercambio de hidrégeno mediante RMN han revelado que los N-terminales de ~20
residuos de aa del monémero 2m se encuentran principalmente desprotegidos en la
fibra amiloide [§]. Los restantes aa (hebras B-F) estan involucrados en la formacién de

una estructura hidrofébica que es estabilizada mediante puentes de hidrégeno, necesaria
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para la asociacion de mondémeros (2m y finalmente la obtencion de fibras amiloides.
Estos resultados son similares a los encontrados en las fibras $2m formadas a pH 3.6
indicando que dichos ntcleos son de vital importancia en el entendimiento del proceso

de formacién de fibras amiloides de #2m.

Es claro que los residuos de aa que sufren cambios conformacionales determinan la
morfologia de las fibras ($2m reportadas a pH 2.5 y 3.6; mientras que las hebras B-F
en cada monémero 32m son de vital de importancia en la formacién de intermediarios
oligémericos. Como consecuencia de lo anterior, algunos trabajos de investigacion se
han centrado en la identificacién de las regiones involucradas en dicho proceso. Para
determinar si existen regiones especificas dentro de la proteina ($2m involucrada en la
fibrilogénesis, han sido disenados algunos péptidos correspondientes a diferentes estruc-
turas dentro de la 2m para evaluar su capacidad para formar fibras amiloides de 32m

[T, 12, [73, [74].

Goto et al. analizaron la capacidad de formar fibras amiloides sintetizando dos frag-
mentos peptidicos a pH 2.5. El primero, denominado K3 (residuos 20-41 de las hebras
By C) y un segundo fragmento (K7, residuos 76-91 de las hebras F y G). Sus resulta-
dos revelaron que unicamente el fragmento K3 logr6 formar fibras amiloides [I1]. Por
otra parte, Ivanova et al. demostraron que otras regiones de la estructura nativa de la
A2m son capaces de formar fibras amiloides. Un fragmento peptidico (residuos 72-99
de las hebras F y G) y el segundo fragmento (83-89). Este tltimo mostré que cada
heptapéptido se ordenaban de manera anti-paralela [12, [73]. Finalmente, Radford et
al. sugieren otra regién importante en la fibrilogénesis 52m. El fragmento 59-79 (he-
bras D y parte de la hebra E), mostré su capacidad para formar fibras amiloides, con

retencién de la configuracién nativa de la §2m [74].

Hasta el momento es notorio que el pH y la fuerza idénica influyen significativamente
sobre la formacion de fibras 32m y algunas regiones dentro de la proteina (32m estan

directamente involucradas en la fibrilogénesis. Sin embargo, surge una pregunta im-
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portante y es si existe una conexiéon directa entre estos resultados y los encontrados
en pacientes con AAD. Algunos autores han logrado aislar fibras $2m formadas en el
interior de las lisosimas, presentando una competencia entre formacién/degradacién de
fibras G2m [75]. Es decir, luego de la disociacién de la 32m en el CMH-I, esta proteina
es absorbida por estos organelos y gracias a su ambiente de pH acido se promueven cam-
bios conformacionales en cada monémero ($2m dando lugar a la formacién de dichos

depdsitos.

2.1.3.2 Formacioén de fibras 32m a pH neutro

La caracteristica mas interesante encontrada en las fibras 42m es que no se forman a pH
neutro y a altas concentraciones de dicha proteina [76]. Sin embargo, estos depdsitos
fibrosos pueden ser obtenidos ya sea mediante remociéon de los primeros seis residuos
de aa N-terminales a pH=7.0 [7], en presencia de coldgeno a pH=6.4 [77], sonificacién
de 32m en presencia de dodecil sulfato de sodio [7§] o mediante incubacién de la 32m
a condiciones cercanas a las fisioldgicas y cantidades estequiométricas de iones de cobre
(Cu™) [9, 29, [79]. Esta ultima alternativa es, en la actualidad, muy importante ya que
coincide significativamente con los depdsitos fibrosos de $2m encontrados mayoritaria-

mente en pacientes con AAD.

Miranker y Vachet han trabajado extensamente, y de manera independiente, en el en-
tendimiento de la formacién de fibras amiloides G2m [9] 0] 29| [79, R0]. Teniendo en
cuenta las condiciones fisiologicas de pacientes sometidos a didlisis, estos investigadores
han demostrado que la fibrilogénesis asociada a didlisis ocurre satisfactoriamente en
presencia de cantidades estequiométricas de Cu™2. Datos de RMN reportados por Mi-
ranker et al. y analisis mediante espectrometria de masas publicados por Vachet et al.

sugieren que el cobre cumple un rol determinante durante este proceso.

Varios aspectos durante la fibrilogénesis de la $2m han sido descritos. Inicialmente
se establece que la formacién de fibras amiloides 32m inducida por Cu™ no requiere

desestabilizacion completa de la estructura secundaria y terciaria de la proteina nativa
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como ocurre a pH dcido [9]. En esta etapa, el cobre coordina preferencialmente con el
aa His31 de la 32m para formar el complejo 32m-Cu™ [29]. Posteriormente promueve
ligeros cambios conformacionales en los residuos de aa vecinales. Bajo estas condi-
ciones, el complejo 42m-Cu™ forma fibras amiloides al cabo de la primera semana
de incubacién y durante este proceso han logrado identificar algunos intermediarios
oligéomericos de tipo dimero, tetramero y hexamero, estableciéndose que la asociacion

de mondémeros $2m ocurre de manera discreta [79, [80].

Adicionalmente, Vachet et al. proponen que la participacién de iones de Cut? tinicamente
se observa durante la formacién de dimeros y tetrameros; mientras que en la formacién
de los hexdmeros no se observa la presencia de Cu*? (ver Figura E[) [10]. Esto indica
que el Cu*? tinicamente participa en las primeras etapas de la formacién de depésitos

amiloides de (#2m.

Cu(Il)

(:u(m
(1) (2) [3)

cu(in cu(in cu(in)

(4) |-4Cu(In)
Fibrilos

\7]
(5)
n>6

Figura 7. Modelo propuesto por Vachet et al. para explicar la formacién de intermediarios
oligoméricos 32m a pH neutro y en presencia de iones Cu(II).

Otro aspecto relacionado con lo anteriormente expuesto es que la velocidad de for-
macién de intermediarios oligoméricos no depende de la concentracion de Cu™ [9].
Datos de fluorescencia de ThT demuestran que la fibrilogénesis de §2m es un pro-
ceso dependiente de nucleacién. En otras palabras, la formacién de los intermediarios

oligomeros anteriormente mencionados son necesarios para la formacion de las fibras
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amiloides 2m. Sin embargo, la caracterizacion estructural de estas especies interme-
dias es una tarea actualmente dificil. Por tal motivo, Miranker et al. llevaron a cabo
una serie de mutaciones en la proteina (2m nativa para lograr obtener informacion
estructural de estos intermediarios oligdmericos. El primer caso fue la sustitucion del
aa Pro32 por Ala (denominado P32A) [30]. Datos previamente reportados por Goto
et al. establecen que la Pro32, residuo que se encuentra ubicado entre las hebras B y
C, es el responsable de la acumulacion de los intermediarios oligoméricos que preceden
a la formacién de las fibras 52m debido a que este aminodcido sufre una transicion

cis-trans, la cual favorece la asociacién proteina-proteina [81].

Con base en estos antecedentes, Miranker y colaboradores sintetizaron la P32A logrando
aislar y caracterizar estructuralmente un intermediario oligémerico caracterizado por la
asociacién entre dos monémeros de P32A [30]. Lo interesante de sus resultados radica
en que la formacién de estos dimeros ocurre sin la participacién de iones de cobre. Esto
demuestra que el cobre logra actuar como un agente facilitador para alcanzar estados
conformacionales en la 2m nativa a través de la interaccién con la His31, el cual es

necesario para obtener dimeros, tetrameros y hexameros.

La estructura tridimensional de la P32A fue resuelta mediante DRX. El mondémero
P32A es formado por los residuos de aa 4-97 de la proteina (32m nativa, donde el
residuo Pro32 es reemplazado por alanina (Ala), creando una conformacion trans con
His31 [30]. La sustitucién de la Pro32 promueve desplazamientos en el espacio de los
residuos Phe30 y Phe62. Adicionalmente reportan un reordenamiento de la hebra D,
debido rotaciones en el backbone de los aa 52-56, mediado por la Asp53. Esto tiene

como consecuencia el aumento en la planaridad de la hebra D (ver Figura [gh).

De acuerdo con Miranker et al., los cambios conformacionales en la Pro32 genera per-
turbaciones en diferentes aa. Ejemplo de ello es el aumento en la planaridad de la hebra
D, la cual facilita interacciones entre proteinas de P32A hasta alcanzar los diferentes

oligémeros. Consistente con otros resultados, la formacién de dimeros de P32A se ori-
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gina gracias a la asociacion entre las hebras ABED-ABED y de manera antiparalela,

mediada por la participacién de la zona hidrofébica en cada proteina (ver Figura E[)

b)

Asp53 B

Figura 8. Reordenamiento estructural de la P32A. a) Comparacién estructural entre la
P32A (PDB 2F80) y la $2m nativa (PDB 2CLR). b) Aumento de la planaridad en la hebra
D generado por desplazamiento de la Asp53.

Figura 9. Estructura tridimensional del dimero formado por dos monémeros P32A,
mostrando un ordenamiento antiparalelo y la interacciones entre las hebras ABED-ABED.

El segundo caso se basa en la mutacién del aa Hisl3 por Phe (esta mutacién de la
#2m es denominada H13F) [3I]. En contraste con la mutacién P32A descrita ante-
riormente, Miranker et al. lograron obtener y caracterizar estructuralmente un inter-
mediario oligémerico formado por seis unidades H13F. Adicionalmente encuentran la

presencia de cobre coordinando con la His31 de cada mondmero.
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La estructura molecular del hexdmero, formada por monémeros H13F, fue resuelta
mediante DRX [3I]. Cada uno de los monémeros contienen 98 residuos de aa de la
(2m nativa (residuos 0-97), siendo el aa His13 reemplazado por Phe. En comparacién
con la A2m nativa, los monémeros H13F presentan una estructura similar con una
desviacién estandar de 1.5 A en los carbonos a. Cada cadena de los monémeros H13F
en el hexdmero entran en contacto a través de dos interfases. La primera interfase es
mediada por la interaccién de la hebra D de cada mondémero a través de puentes de
hidrégeno entre atomos del backbone de los aa Leub4 e interacciones laterales entre
Asp34 y His31. Otros contactos son de tipo hidrofébico, los cuales involucran los aa
Hisb1 y Asp34. La planaridad de la cadena D en todos los monémeros HI13F son
similares a los encontrados en la $2m nativa (ver Figura[L0p), indicando que esta hebra
actiia como un agente inhibidor durante la asociacion H13F-H13F y posteriormente en

la formacién de tetrameros y hexdameros [31].

Nativa

Figura 10. a) Estructura tridimensional del hexrhero formado por monémeros H13F. b)
comparacién estructural de los moémeros P32A con la proteina §2m nativa.

La segunda interfase es mediada por la interaccion antiparalela de las hebras ABED-
ABED entre monémeros H13F vecinales (ver Figura ), debido a los contactos de tipo
polar y aromético entre los aa 63:26:10:10:26:63 (ver Figura[l1p). Adicionalmente, siete

residuos de aa mostraron una desviacién estandar >2 A, comparada con la 32m nativa,
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que incluyen los aa Ilel, Arg3, Phe30, debido a la presencia del cobre (ver Figura )
Como consecuencia de lo anterior, la hebra D en cada monémero H13F se desplaza 4

A de la posicién original en la $2m nativa [31].

Figura 11. a) Representacién tridimensional del ordenamiento antiparalelo de dos
monémeros HI3F a través de los contactos ABED-ABED. b) Residuos de aa implicados
en la interfaz ABED-ABED. c¢) Perturbacién de las posiciones de los aa Ilel, Arg3 y Phe30
debido al cobre.

Con base en estos resultados, Miranker et al. sugieren que los desplazamientos en el
espacio de los aa anteriormente mencionados son prerrequisitos de vital importancia
en la formacion de intermediarios oligoméricos y tiene como consecuencia: Primero, el
anillo de benceno en la Phe30 sufre un movimiento de hasta 8 A, aumentando su drea
de contacto con el solvente. Segundo, la cadena lateral de la Pro32 adopta una confor-
macién trans [31]. El reordenamiento de los aa Phe30 y Pro32 pueden ser espacialmente
conectados con un conjunto de efectos distales (ya mencionados). Estos resultados son
similares a los encontrados en la P32A, anteriormente descritos por los mismos autores
[30], donde sugieren nuevamente la importancia de la presencia de iones de cobre en las

etapas previas a la formacién de fibras amiloides 42m [30, [31].

Vachet et al. analizaron la dindmica de formacién de dimeros de $2m (en estado na-
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tivo), mediante espectrometria de masas en combinacién con estudios computacionales
[32]. Al igual que Miranker et al., observan la formacién de una interfaz ABED-ABED
antiparalela entre monémeros (32m en su estado nativo. Sin embargo, Vachet y co-
laboradores sugieren que las interacciones entre las hebras D-D es improbable durante
formacién del dimero. Esta idea es confirmada mediante experimentos de marcaje
covalente, empleando ASNH (Acetato de sulfo-N-hidroxisuccinimida) y DEPC (Dietil
pirocarbonato) para determinar la reactividad de los residuos Hisb1, Lysb8 y Ser57.
Si la formacion del dimero ocurre a través de interacciones D-D, se esperaria una dis-
minucion en la reactividad de estos residuos. Vachet et al. encuentran lo contrario
a Miranker et al. sugiriendo que dichas interacciones no estan presentes en la (32m
nativa. En lugar de esto, plantean que la asociacion proteina-proteina ocurre debido a

la participacion de las hebras A, B E y D.

Es notable el enorme avance que se ha logrado en cuanto al entendimiento de la amiloi-
dosis asociada a didlisis, tales como la elucidaciéon estructural de la proteina (2m, la
presencia de metales (en este caso el cobre) como agente facilitador durante la formacién
de oligémeros intermedios (dimeros, tetrameros, hexdameros, etc) y la dentificacion de
las variadas morfologias reportadas a condiciones especificas de pH y fuerza iénica. Sin
embargo, aun no se ha descrito completamente las bases moleculares involucradas en

la formacion de estos depdsitos.

Por tal razén, algunos autores han empleado herramientas computacionales para obtener
mayor informacién de cada uno de las etapas anteriormente mencionadas. Debido a la
complejidad estructural de estos sistemas moleculares, la mayoria de los trabajos han
sido desarrollados empleando campos de fuerza, debido a su bajo costo computacional.
A continuacién se presentan brevemente algunos resultados tedricos de la fibrilogénesis
(2m, los cuales incluyen el efecto del pH, cambios conformacionales y formacion de

oligémeros intermedios.
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2.1.3.3 Estudios tedricos relacionados con la estructura y formacion de fibras

amiloides de (2m

Benyamini y colaboradores realizaron superposiciones sobre 51 diferentes estructuras
de la §2m, para obtener informacion acerca de las regiones dentro de la 2m que se
conservaban [82]. Un total de 16 residuos fueron secuencialmente conservados y estan
localizados en las hebras B, C, E y F. Adicionalmente, 10 residuos de aa no coinci-
dieron estructuralmente; de los cuales, 4 se encuentran ubicados en los extremos Ny
C-terminal y 6 en la hoja D con respecto a la estructura cristalina (PDB 1duz). Con
base en lo anterior, Benyamini sugiere que la inestabilidad estructural de la hebra D

esta involucrada en la formacién de fibras amiloides 52m.

Basados en esta hipétesis, realizaron simulaciones de docking para establecer los sitios
de contactos entre dos monémeros (2m [83]. Los resultados por docking establecen
que la asociacién 2m-(2m ocurre satisfactoriamente a través de interacciones entre la
hebra D de un mondémero; y la hebra B del segundo monémero, formando un cluster
aromatico entre residuos de aa como la Phe, His y Trp. Por ultimo, proponen un
modelo de formacién de fibras amiloides 2m basado en un apilamiento de proteinas;
cada una de ellas entra en contacto con la otra a través de la interaccion entre hebras

B y D; los cuales, segtn ellos, coincide con el modelo cross- obtenido por DRX.

Por otro lado, Deng et al. emplearon dinamica molecular a escala de nanosegundos para
determinar los cambios estructurales de la 32m nativa en funcién de la incorporacién
de iones de cobre [84]. Mediante calentamiento progresivo del sistema hasta 360 K,
obtuvieron detalles a nivel molecular del proceso de desestabilizacion estructural en la
(2m. El andlisis de las trayectorias obtenidas en todos los casos mostraron que durante
la incorporacion del cobre generaba mayores perturbaciones en la hebra D y parte de
las hebras B, C y E como resultado de una mayor exposiciéon hacia la superficie del
solvente. Estos cambios en el ambiente hidrofébico de la 2m obedecen a la manera

en como el cobre se coordina con los distintos residuos de aa. Finalmente, Deng et al.
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muestran que la coordinacién del cobre con el residuo His13 no genera cambios apre-
ciables en la estabilidad conformacional de la proteina; mientras que la coordinacion
con His31 es responsable directo de las perturbaciones en la estructura secundaria de

la proteina (2m [84].

Para analizar el efecto causado por el pH en la estabilidad estructural de la 52m, Armen
y Daggett realizaron simulaciones de dindmica molecular [85]. Sus resultados indican
la formacién de dos estados intermedios con estructuras secundarias a-hélice y luego
de la agrupacion de cada unidad de proteina se obtiene nuevamente conformaciones de

(B-hélices. Esto sugiere un proceso complejo de desnaturalizacién.

Dokholyan y colaboradores realizaron simulaciones de dindmica molecular y docking
para obtener intermediarios oligémericos asociados a la fibrilogénesis [85]. Sus obser-
vaciones indican que la agrupacion de unidades de 32m puede ocurrir principalmente
por la participacion del puente disulfuro entre los residuos Cys25 y Cys80 mediante
reacciones de oxido-reduccion generando dos rutas de asociacion. En el estado oxi-
dado, cambios conformacionales de la estructura secundaria y terciaria permiten obtener
amiloides filamentosos; mientras que en el estado reducido se obtienen fibrilos con re-

tencion de la estructura nativa de la 32m.

Recientemente, Vachet et al. realizaron simulaciones empleando docking para determi-
nar las bases moleculares implicadas durante la formaciéon de oligémeros intermedios
[32]. Aunque observan una interfaz formada por el acoplamiento paralelo entre las he-
bras ABED de cada mondnero; estos resultados estan en acuerdo con los reportados

previamente por Vachet et al., el cual establecen un ordenamiento antiparalelo ABED-

ABED.
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2.2 CONCLUSIONES DEL ESTADO DEL ARTE

Es evidente el enorme esfuerzo que numerosos investigadores han realizado para en-
tender de una mejor manera los procesos, a nivel molecular, de la formacion de fibras
amiloides #2m. El uso de un amplio grupo de técnicas analiticas han facilitado realizar
una exploracion de las bases moleculares de la formacion de dichos depdsitos de los
cuales se destaca: a) la apariciéon de un ntcleo hidrofébico; b) las distintas morfologias
encontradas a condiciones especificas de sintesis; y c¢) la presencia de cofactores tales
como el cobre que promueve perturbaciones en la estructura de la 52m, las cuales son
necesarias para la formacion de fibras amiloides #2m. Sin embargo, hasta el momento
no se ha resuelto completamente la estructura de una fibra amiloide y se requiere mayor
informacion sobre los cambios estructurales que se presentan durante la formacion de
oligomeros intermedios y por ende, no se cuenta con un modelo que describa el
mecanismo detallado acerca la formacion de fibras amiloides (2m. Por tal razon, en
este estudio se ha recurrido a herramientas computacionales con el fin de encontrar mas

informacion sobre este fenémeno.

Aunque en la actualidad se cuenta con numerosos modelos teéricos y computacionales,
su uso requiere un alto costo computacional para poder brindar una exploracion detal-
lada sobre la dindmica de formacién de fibras amiloides 52m. Esto se debe principal-
mente al enorme tamano que necesario para modelar la fibrilogénesis de la 32m. En
virtud de estas limitaciones, se propuso en este trabajo de investigacién desarrollar un
modelo tedrico que permitiera de brindar informacion relacionada con la formacién de
estos depositos. Los resultados obtenidos en este trabajo fueron comparados con los

reportados en la literatura, los cuales fueron descritos anteriormente.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un modelo simplificado de la asociacion de la 32-Microglobulina, empleando
herramientas computacionales basadas en el modelo de Ising, para describir la formacion

de fibras amiloides #2-Microglobulina en su estado nativo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Obtener los descriptores moleculares que describan las interacciones entre pares

de mondémenos de 32-Microglobulina.

b. Implementar un algoritmo computacional basado en el modelo de Ising e incor-

porar los descriptores moleculares previamente calculados.

c. Obtener las funciones de particién para analizar el estado termodinamico asociado

a la formacién de fibras amilodies 32m.

d. Calcular la velocidad de nucleacion de las proteinas (32m bajo condiciones fi-

sioldgicas.
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4. METODOLOGIA

La formacion de depdsitos amiloides 52m fue estudiada considerandola como un proceso
de nucleacion, en el cual, las unidades de proteinas fueron sometidas a una serie de in-
teracciones hasta observar la formacién de la fase amiloide [86]. En este sentido, varios
aspectos fueron tenidos en cuenta en este trabajo de investigacién: i) La evaluacion de
la energfa del sistema y ii) el esquema de muestreo para obtener informacién acerca de
la dindmica de asociacion mediante interacciones proteina-proteina y posteriormente la

obtencion de la fase amiloide.

4.1 OBTENCION DE LAS ENERGIAS DE CONTACTO
32M-32M

En la actualidad existen dos técnicas de simulacién ampliamente usadas. La primera
conocida como dindmica molecular mediante la cual se puede analizar el movimiento
de las particulas en funcion del tiempo. Esto se logra empleando las ecuaciones de
la mecéanica clasica desarrolladas por Newton. Es decir, la posiciéon de cada particula
puede conocerse en cualquier instante de tiempo. La segunda técnica se denomina
dindmica Monte Carlo y se caracteriza por permitir realizar una exploracién de ma-
nera aleatoria, no deterministica, de todas las posibles configuraciones que se pueden
alcanzar en un sistema molecular. Ambas técnicas son de gran utilidad ya que se puede

comprender los procesos dindmicos que ocurren a nivel molecular [87].

Para llevar a cabo simulaciones de la dinamica de formacién de depdsitos amiloides de

(2m, es necesario calcular la energia para cada configuracion, a escala atomica. Para
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sistemas atémicos muy grandes, i.e. proteinas, solventes, etc, es imposible emplear
modelos tedricos basados en la solucién de la ecuacién de Schrodinger. Para resolver
este problema, numerosos campos de fuerzas han sido desarrollados por diversos au-
tores; los cuales permiten analizar con gran precision fenémenos de difusién, cambios

conformacionales, adsorcién, absorcién, entre otros [87].

En el caso particular del estudio de las proteinas, los campos de fuerza mayoritaria-
mente empleados son el AMBER [88] Y CHARMM [89], los cuales han sido construidos
a partir de datos tedricos y experimentales. Infortunadamente, estos campos de fuerza
no son suficiente para simular la formacion de fibras amiloides. La limitacién persiste
igualmente al enorme costo computacional que implica analizar este fenémeno. Otra
alternativa propuesta por diversos autores es el uso de campos de fuerzas denominados
grano grueso; los cuales se caracterizan por reducir el nimero de grados de libertad del
sistema molecular mediante funciones de energia potencial promedios [90H93]. Aunque
estos tultimos reducen significativamente el costo computacional, la mayoria de ellos
no se encuentran disponibles o no son suficientes para explorar la dinamica de la fib-

rilogénesis de la G2m.

Por tal motivo, fue necesario la construccién de un modelo mucho mas simplificado
para evaluar la energia de interaccion del sistema proteina-proteina. Esto se logro re-
duciendo las zonas de contactos de cada 2m; partiendo del hecho que durante el proceso
de asociacion de proteinas (2m no se presentan cambios conformacionales drésticos y

se pueden considerar como particulas rigidas.

Como se mencioné en el estado del arte, la proteina S2m es compuesta por 99 residuos
de aa; los cuales forman siete hebras; cuatro de ellas (ABED) forman la hoja I y las
tres restantes (CFG) forman las segunda hoja y son estabilizadas mediante un puente
disulfuro entre Cys25 y Cys80. Con base en las caracteristicas estructurales de la 32m,
cinco puntos fueron seleccionados para representar las distintas regiones dentro de la

[2m y construir todos los posibles sitios de contacto. La asignacién de los puntos se
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realiz de la siguiente manera: (1) Representaciéon del centro de masa de la proteina;
(2) representacién de los loops que conectan las hebras A-B y E-F; (3) representacién

de la hoja II; (4) representacién del aa Ilel; (5) representacién de la hoja I (ver Figura

1).

Figura 12. Representacion tridimensional de los cinco puntos de contactos ubicados en las
distintas regiones dentro de la 52m.

Adicionalmente se consideraron dos tipos de proteinas, la primera correspondiente a la
estructura libre de la 52m (la cual se denominé 2my) y cuya estructura de partida fue
extraida del CMH-I (cédigo PDB 1duz); y la segunda proteina correspondié al complejo
£2m-Cu™? (la cual se nombré $2me) en donde el cobre fue coordinado con los residuos

His31, Tlel, Asp59 Gln2; segin lo reportado por Vachet et al. [80].

La optimizaciéon de las geometrias de ambas proteinas fue realizada usando el método
de paso descendiente. En este caso, cada estructura fue confinada en una caja tridi-
mensional, cuyas dimensiones fueron de 7 nm de longitud y se insertaron moléculas
de aguas para considerar efectos de solvatacion. La evaluacién de la energia de cada
proteina fue modelada empleando el campo de fuerza AMBERO3 [88]; mientras que las
moléculas de agua fueron modeladas usando el modelo de solvatacion explicito TIP3P

[94]. El software empleado para esta etapa fue Gromacs 4.0 [95], 96].

Partiendo de las geometrias optimizadas de cada proteina se llevd a cabo la evaluacion
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de la energia de interaccion entre pares de monomeros de #2m. Debido a que fueron em-
pleados dos tipos de proteinas, tres clases de interaccion fueron construidas: La primera
correspondiente a la interaccién de tipo f2my-(2my, la segunda de tipo 2me-32me

y la tercera de tipo #2m-32mc.

A partir de cada una de las interacciones mencionadas anteriormente, se disenaron to-
dos los posibles contactos entre pares de proteinas teniendo en cuenta los cincos puntos
ubicados en las diferentes regiones de cada tipo de proteina (ver Figura . En total
se obtuvieron 162 contactos, los cuales fueron construidos usando la aplicacién g_edit,

que hace parte de la familia de sub-programas de Gromacs 4.0 [95], 06].
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Figura 13. Modelos simplificados de los distintos contactos generados entre dos proteinas
[2m.

Para cada uno de los contactos anteriormente descritos se obtuvo el perfil de energia
de interaccién construyendo diferentes configuraciones en funcién de la distancia entre
los puntos de contacto seleccionados de cada proteina y realizando un proceso de opti-
mizacién de la geometria, manteniendo rigidos todos los dtomos del backbone de cada

proteina y usando igualmente el método de paso descendiente (ver Figura .

Cada una de las configuraciones fueron insertadas de igual manera en una caja tridi-
mensional cuyas dimensiones fueron de 15.0 x 5.5 x 5.5 nm y luego fueron solvatadas

con moléculas de agua. La energia de cada proteina fue evaluada empleando el campo
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de fuerza AMBERO3 [88] y las moléculas de agua fueron simuladas mediante el método
de solvatacién explicito TIP3P [04]. Adicionalmente se consideraron interacciones de
Lennard-Jones y de Coulomb entre los pares de proteinas con un radio de corte de 5

nim.

D@4 D@4

L1

Dca——aua——su

d

AB

Energia (KJ/mol)

VA

Yl »>x D@2 D@2 Distancia

Figura 14. Construccién de los perfiles de energia de la interaccién entre dos proteinas
B2m. Imagen izquierda: Contacto tipo 5:5. Imagen derecha: perfil de energia en funcién de
la distancia entre los puntos 5:5.

Los valores de minima energia de cada uno de los perfiles construidos para cada contacto
fueron usados en la siguiente etapa de este trabajo de investigacién, que se basé en el
desarrollo de un algoritmo computacional para analizar la dinamica de formacién de

depdsitos amiloides de 2m. Los detalles del algoritmo se muestran a continuacién.

4.2 DINAMICA DE LA ASOCIACION DE LA PROTEINA
32M

Para el estudio de la asociacién de proteinas 32m fueron considerados dos elementos
de simulacion importantes. La evaluacién de la energia total y el esquema de muestreo.
Para la evaluaciéon de la energia total de los sistemas se empleé el modelo de Ising, el
cual infiere una dependencia de la energia en las interacciones de cada proteina con sus
alrededores. El esquema de muestreo se realizé usando el método de Metropolis. A

continuacion algunos aspectos generales de cada modelo.
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4.2.1 Modelo de Ising

El modelo de Ising fue creado, en principio, para explicar el comportamiento ferro-
magnético de algunos materiales; es decir durante las transiciones de fases paramag-
netismo = diamagnetismo [87]. La base fundamental del modelo radica en el concepto
de una red (mono-, bi- o tridimensional) y en cada nodo de la red contiene particulas
orientadas en el espacio configuracional (ver Figura . La caracteristica més impor-
tante de este modelo es que cada particula interacciona tinicamente con sus vecinos y

la energia total del sistema se calcula mediante la expresién:

E:—ZSZ‘SJ'—}ZZSZ' (].)

]
Donde 75 representa todos los pares vecinales, h es un parametro que describe la inter-
accion con un campo externo y s;, s; representan los espines de cada particula tomando
valores 1. En este caso, el termino espin hace referencia a un estado particular de cada
particula que constituye el sistema. FEn la actualidad, el modelo de Ising es ampliamente
usado para estudiar fenémenos como la nucleacién [07], cambios conformacionales de
proteinas [98] e inclusive ha sido usado para describir la formacién de fibras amiloides

de proteinas [99]. Para el tltimo caso, la ecuacion [1] es escrita de la siguiente manera:

Niotat

Eiotar = Z (i, q5) (2)

N=1
Donde € es la energia de interaccion entre dos particulas vecinales 17, N;oq €8 €l niimero

total de vecinos y ¢;, ¢; son los estados/orientaciones de cada particula.

4.2.2 Método de Metropolis

El método de Metropolis permite obtener de manera aleatoria un conjunto de con-
figuraciones, las cuales estdn asociadas a una funcién de distribucién Z(r™) que es
proporcional al factor de Boltzmann e~U/*7 [87]. Este método considera dos estados a
y b cuyas probabilidades son P, y P, respectivamente. la probabilidad con que ocurra

una transiciéon a — b es W,,; mientras que la probabilidad con la que ocurre una tran-
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sicion b — a es W,,. Entonces el factor de probabilidad para una transiciéon desde un

estado hacia otro es:

Wba — ox _AEab (3)
Wo P\ kT

De acuerdo con la ecuacion [3, la probabilidad con que ocurre una transicién es contro-

lada por el factor de Boltzmann que es aceptada cuando se presentan dos casos:

e Cuando AFE, < 0, la probabilidad W,, que ocurre la transicién es 1, entonces la

nueva configuracion se acepta.

—AFu

e Si AE, > 0, entonces Wy, « exp( T

>. Luego comparamos a W, con un
nimero obtenido aleatoriamente ¢ entre [0,1]. Si W,, > (, se acepta la nueva

configuracion. Si Wy, < (, se rechaza la configuracién.
El algoritmo de Metropolis se emplea de la siguiente manera:
1. Calcular la energia total para la configuraciéon a.
2. Obtener la configuracion b de manera aleatoriamente.
3. Calcular la energia total para la configuracién b.

4. Calcular el cambio de energia entre a y b y evaluar si se acepta la nueva configu-

racion.

5. Realizar los procedimientos 1-4 hasta un nimero total de pasos de la simulacién.

4.2.3 Desarrollo del algoritmo computacional

En esta secciéon se describe el algoritmo computacional desarrollado para estudiar la
dinamica de asociacion de proteinas 2m. Cada una de las etapas de la simulacién
de este programa fueron distribuidas en diferentes subrutinas e implementadas en el
lenguaje de programacién Fortran 77. Aproximadamente se escribieron 2500 lineas de
cédigo y los detalles se presentan en el capitulo de Anexos, seccién 1. Este cédigo consta

de 7 etapas principales:
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e Iniciacién

e Obtencién de la configuracién inicial (estado a)
e (Cdlculo de la energia del estado a: F,

e Obtencion de la nueva configuracion (estado b)

e (Calculo de la energia del estado b: Ej

e Criterio de aceptacion de la nueva configuracion

e (Calculo de propiedades
El programa (que se ha llamado Gising.exe) se ejecuta de la siguiente manera:
[quintero@quintero-laptop |$ ./Gising.exe input.inp output.out

Donde input.inp es el archivo de entrada y output.out es el archivo de salida. La
ejecucion de este comando es verificada por la subrutina INITREAD(), donde se
confirma la existencia del archivo de entrada y se especifica el nombre del archivo de
salida. Posteriormente, se lee el archivo input.inp que es analizado usando la subrutina
READPARS(TFILE) para verificar el estado de todas las opciones requeridas para

llevar a cabo cada simulacién.

El archivo de entrada input.inp contiene todos los parametros de la simulacién. El
archivo consta de 10 opciones. El primero (TITLE) denota el titulo de la simulacién.
El segundo (FILE_PAR) define el archivo de pardametros correspondiente a todos los
va-lores de energia para cada contacto entre proteinas (2m vecinales. La tercera y
cuarta fila corresponden a los archivos de salida, donde el primero imprime la trayec-
toria de cada simulacién (FILE_-TRAJ) usando coordenadas cartesianas y el segundo
(FILE_LARRAY) imprime la matriz de la orientacién de los cinco diferentes puntos para
cada monémero. NSTEP es el niimero de pasos de la simulacion; PRINT_STEP repre-
senta la frecuencia de impresion de los datos de energia, el archivo de las trayectorias

y el archivo de la matriz de orientaciones. En la fila octava se especifica la opcién
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TEMP _REF y corresponde a la temperatura (en unidades Kelvin) de la simulacién
para calcular el factor de probabilidad de Boltzmann, empleando la ecuacién [3} La
opcion DIM indica las dimensiones de la celda de tamano DIM x DIM x DIM, donde
son insertados los monomeros. Finalmente NPAR es la cantidad de mondémeros los
cuales son usados en cada simulacion. En el capitulo ANEXOS se muestra un ejemplo

del archivo de entrada.

Una vez que ha sido leido el archivo input.inp, el programa procesa los parametros que
han sido almacenados en el archivo param.dat como se presentan en las Tablas

usando la subrutina READPARS(TFILE). La estructura de este archivo se organiza

de la siguiente manera:

e La primera columna corresponde a los tipos de contacto entre dos proteinas 52m:;
la letra F' hace referencia a la proteina libre $2my; mientras que la letra C hace
referencia al complejo 2m¢e. Los nimeros 1-5 corresponden a los cinco puntos

que representan cada uno de las zonas de contactos anteriormente descritas.

e La siguiente columna corresponde a todas las diferentes orientaciones que puede

tener cada uno de los distintos contactos encontrados.

e La columna de configuraciones hace referencia a la manera en como se diferencia
una orientacién de la otra para cada tipo de contacto. Para resolver esto, se
recurre al cdlculo de los dngulos formados entre dos vectores (ver ecuacion ), los
cuales se construyen a partir de cuatro puntos, dos de ellos pertenecen al primer
mondémero mientras que los restantes puntos pertenecen al segundo mondmero.
En la Figura L5 muestra un ejemplo de los dngulos formados entres cuatro puntos
de los dos mondémeros. En las tablas de parametrizacién (ver Anexos, Tablas
se muestran dos valores de angulos (ij y ji), se recurre al doble cdlculo de estos
angulos debido a que algunas configuraciones presentan los mismos valores de los

angulos en la direccion 7.




Donde 6 es el angulo formado entre dos §2m construyendo dos vectores de

— —
orientacion, A es el vector formado por dos puntos del primer monémero, B es

el vector formado por dos puntos del segundo monémero.
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Figura 15. Construccién de vectores para determinar el tipo de orientacién entre cada par
de proteinas [2m.

Mondémero i Mondémero j

@

Luego de procesar y verificar el estado del archivo param.dat, se inicia la simulacién
que es invocada a través de la subrutina MIAIN() y parte de la construccién de la
configuracién inicial (a) mediante la subrutina INITTAL(). Este proceso consta de
dos pasos. El primero es la construccién de la red tridimensional; el cual contiene las
posiciones cartesianas de todos los monémeros que seran incluidos en la simulacion. El
numero de monémeros empleados es leido a través de la opcién NPAR y son ubicados

de manera aleatoria a lo largo de la red tridimensional.

El segundo proceso consta de la construccion de la matriz que contiene la ubicacién de
los cinco puntos que representan cada zona dentro de cada monémero #2m. Para cada
mondmero, el cetro de masa corresponde al punto C1/F1 y es ubicado en el origen [0,0,0],
los siguientes puntos C2/F2-C5/F5 se ubican de manera aleatoria y garantizando que
no haya superposicion entre cada uno de ellos. En la Figura [16|se muestra un ejemplo.
Esta matriz es almacenada en el archivo traj.arr. La primera columna del esquema
anterior hace referencia al tipo de proteina 2m, CB2M significa f2m¢e y FB2M sig-

nifica 42my. La segunda columna contiene informacién de cada uno de los cinco puntos
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Archivo traj.arr
CB2M C1 1
CB2M C2
CB2M C3
CB2M C4
CB2M Cb
FB2M F1
FB2M F2
FB2M F3
FB2M F4
FB2M F5

QO O OO OO O O

H O, OO Fr OFr OO

O O O OO OO O
|

NN NNDNEFE P22

v v
Y -Y

Figura 16. Ejemplo del archivo de matriz de datos para los cinco puntos de contacto.
Imagen izquierda: Estructura del archivo traj.arr. Imagen derecha: representacién espacial
de los puntos de contacto en cada mondmero.

para cada monémero 2m. La tercera columna corresponde al i-ésimo mondémero que
hace parte de los NPAR en cada simulaciéon. Las tltimas tres columnas corresponden
a los vectores unitarios, los cuales indican la orientacion relativa de cada mondémero
en la red tridimensional. Primero se ubica el punto (1) en el centro. El punto (2) se
ubica de manera aleatoria en cualquiera de los tres ejes de coordenadas z,y,2z y al punto
(3) se le realiza el mismo proceso garantizando que no se superponga con el punto (2).

Los puntos (4) y (5) corresponden a las posiciones opuestas de (2) y (3) respectivamente.

Luego que se ha generado los posiciones de partida de cada mondémero y la matriz
de vectores de orientacion, se determina cuales monémeros son vecinales del estado a,
empleado la subrutina NEIGHBORS(). Aquellos monémeros cuya distancia es igual

a 1 se consideran vecinos y es calculada empleando la ecuacion

dig = (0 =2 + (= 4)? + (21— 5)? (5)

Todos los pares de monémeros vecinales son almacenados temporalmente en una matriz
y posteriormente es empleada para calcular la energia total del sistema, que dependera
tanto del tipo de contacto como de la orientacion relativa que conforma cada monémero
en el par. Para el tipo de contacto se emplea igualmente la ecuacién 5], pero en este paso
se consideran los valores de los vectores de contactos almacenados en traj.arr. Luego se

determina la orientacién relativa de ambos mondémeros vecinales empleando la ecuacion
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[ Cada uno de estos datos recolectados, se comparan con los pardmetros almacenados
en param.dat y finalmente se calcula la energia total del sistema, empleando la sub-

rutina ENERGY (). Esta etapa corresponde a la energia total del estado a (E,).

El siguiente paso del programa es obtener la configuracién b. Para ello se selecciona de
manera aleatoria un monémero en la red y se determina que tipo de cambio se va a
realizar. Tres tipos de cambios se tienen en cuenta: 1) movimiento del monémero hacia
una posicién diferente (ver Figura , los cuales pueden ser dos tipos: uUnicamente
el monémero que ha sido seleccionado o el monémero seleccionado junto con todos
los vecinos; 2) cambios de la orientacién de los cinco puntos en la misma posicién a
la cual se encuentra el monémero ¢ 3) cambiar el tipo de proteina CB2M—FB2M o

FB2M—CB2M.
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Figura 17. Ejemplo de los tipos de movimientos que se pueden generar en cada simulacion.

Luego que se genera la cofiguracién b, se calculan todos los contactos y posteriormente

el valor total de la energia (E,). La nueva configuracién es aceptada si cumple con

las condiciones expuestas en la seccion [Método de Metropolis Este proceso se realiza

de manera iterativa hasta que el valor del ciclo sea igual a NSTEP. En la Figura

se presenta un esquema del diagrama de flujo de todos los pasos anteriormente descritos.

En total son cuatro los archivos generados durante cada simulacion con Gising.exe y
la informacion se imprime cada PRINT_STEP. El archivo de trayectorias traj.zyz; el
archivo de la matriz de vectores para cada monoémero traj.arr; el archivo principal

output.out y por ultimo un archivo denominado output.out.nsl el cual contiene infor-
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| Iniciacion |

- Lectura archivo de entrada: input.inp
- Verificar estado de los comandos
- Procesamiento de parametros: param.dat

Configuracion inicial I @

—

- Ubicacion de monémeros en la red
tridimensional.

- Construccion de matriz de puntos.

- Determinacién de contactos y orientacion.

- Célculo de la energia E(a)

Nueva configuracion

- Selecciéon de un mondmero al azar.

- Seleccionar el tipo de cambio:
traslacidn-orientacion-tipo de proteina.

- Determinar contactos y orientacion.

- Célculo de la energia E(b)

Aceptar configuracion | @

—AE,
Wab = exp (va)

Imprimir datos I @

H - Energia - propiedades: output.out
- Trayectoria: traj.xyz

- Matriz de vectores:traj.arr

- Lista de contactos:output.out.nls

Finalizacion

Figura 18. Diagrama de flujo del programa de simulacién Gising.eze.

macion de cada par de mondémeros vecinales los cuales son usados para determinar las
caracteristicas morfologicas de todos los puntos en la red tridimensional donde se han
formado depdsitos amiloides. A continuacion se muestra un ejemplo del archivo de

salida output.out.

** VERSION 1.0 *ok
*k AMYLOID SOFTWARE FOR B2-MICROGLOBULINE *k
stk s ok ok ok sk sk sk sk ok ok ok sk sk sk o ok sk sk sk sk sk ok ok sk s s ok ok sk sk sk sk sk sk sk ok sk sk ke ok sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk ok ok ok sk sk sk sk ok sk ok sk sk sk ok ok sk sk sk sk ok ok ok ok sk ok ok

*x *k
Hokokokokokok STARTED AT: Fri Jul 2 14:48:21 2010 Hokokokokokok
*k *k
*% Input File ===> input.inp *k
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*% Output File ===> output.out *k

*% Hostname ===> node05.cluster.quimi *k
*k Username ===> *k
*k Process ID ===> 30131 *k
*k FOLDER PATH: *k
x* /home/giftex/jorge/test/ultima *ok

== >>>>>> READING SIMULATION INFORMATION <<<<<< ==

*% PARAMETER FILE: param.dat *%
*x TRAJECTORY FILE: traj.xyz *k
*k ARRAY FILE: traj.arr *%
*k STEPS: 5000000 *k
*ok RANDOM NUMBER: 1 *ok
*% TEMPERATURE (K) : 310.0 *x
*x BOX DIMENSIONS: 50 50 50 *k
*x AMOUNT OF PARTICLES: 400 *k

== >>>>>> STATUS FOR READING: OK! <<<<<< ==

Kok Kok
*k >>>>>> START SIMULATION <<<<<< *k
k% k%
*% ITER ENERGY NEIGH Nmin Nmax <N > TCPU **
*k 0 -63.5000 6 2 3 2.20 0.00 *x
*% 1000 -127.9481 9 2 4 2.29 8.00 xx
*% 2000 -211.2181 11 2 4 2.22 8.00 xx
*% 3000 -243.1857 14 2 4 2.17 11.00 *x
*% 4000 -264.4862 15 2 4 2.15 10.00 *x
**x 5000000 -17046.2841 513 2 26 8.19 67.00 *x
stk K 3K oK oK oK oK oK oK ok ok oK o o o o K K K K KoK oK oK oK oK oK ok ok ok oK o o o K K K K 3K oK oK oK oK ok ok ok ok ok ok o o K K K K oK oK oK ok oK ok ok ok ok ok ok o o kK kK K
*ok

*% Normal Termination for Simulation *%
Hokokokokok ok ENDED ON: Tue Jul 6 04:16:22 2010 *okokokokok ok
*% Hours: 85 *%
*% Minutes: 28 *%
*% Seconds: 11.9 *%
e et et e e e e et e

El archivo output.out consta de una parte informativa del programa tales como version,
informacion de autores, etc. Posteriormente, se imprime el estado de los ciclos de

la simulacién. La primera columna indica el ciclo de simulacién (ITER); la segunda
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columna pertenece a la energia total del sistema (kJ/mol); NEIGH es el nimero de
vecinos calculados; Nmin es la formacion de asociaciones con la menor cantidad de
mondémeros; Nmax es la asociacion con la mayor cantidad de mondémeros de [2m y
< N > corresponde al tamano promedio de las asociaciones encontrada en el ciclo de
simulacién que se calcula empleando la ecuacién [6 Finalmente TCPU corresponde
al tiempo computacional (dado en segundos) que es invertido en el i-ésimo paso de

simulacién.

(6)

Donde n; es el i-ésimo punto donde se ha formado una asociacion, n; es el nimero total
de puntos de asociacion y m; es la cantidad de monémeros que conforman el i-ésimo

punto en la red donde se ha formado una asociacion.

4.2.4 Simulaciones de la dinamica de asociacion de monémeros de (32m

Las simulaciones de la dindmica de asociacién de proteinas 32m fueron llevadas a cabo
empleando el programa Gising.exe descrito en la seccién anterior. Todas las simula-
ciones se realizaron manteniendo constante el volimen de la caja y cuyas dimensiones
fueron 50 x 50 x 50 (pardmetro adimensional). Esto es equivalente a tener 125.000
puntos reticulares. Multiples simulaciones se realizaron variando los parametros de
temperatura y cuyos valores fueron (7={100, 310, 500 y 700 K} y la cantidad de
mondmeros (N={50, 100, 200, 400, 600 y 800}). Para cada caso de simulacién (T y

N) se realizaron 10 réplicas partiendo de configuraciones iniciales distintas.
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5. RESULTADOS

5.1 ENERGIAS DE CONTACTO 32M-32M

Los perfiles de energia de interaccion entre monémeros de $2m fueron obtenidos satis-
factoriamente empleando el metédo de optimizacién de paso descendiente y evaluando
la energia usando el campo de fuerza AMBERO03. Cabe recordar que fueron con-
sideradas tres tipos de interacciones: i) f2my-(2my, ii) f2me-G2me y iii) f2me-F2my.
Para cada una de las interacciones mencionadas se disenaron diferentes modos de con-
tactos (1:1, 2:2, 3:3, etc) de acuerdo con los cinco puntos descritos en la seccién de la

Metodologia.

® P ® 4o 06

Figura 19. Representaciones simplificadas para los contactos de tipo 1:1.

A cada uno de los posibles contactos se construyeron diferentes configuraciones en
funcién de la orientacién relativa de cada monémero en el dimero (ordenamiento
paralelo, antiparalelo y perpendicular). Estas orientaciones fueron diferenciadas calcu-
lando el angulo formado entre las dos proteinas de #2m seleccionando dos puntos en

cada una de ellas.
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Los monémeros ($2my y ($2me no sufrieron cambios estructurales significativos luego
de la optimizacion de la geometria en comparaciéon con la estructura nativa de la §2m
presente en el CMH-I. La desviacién cuadratica media para la 2mj, fue de 0.007 nm
mientras que con la G2me se obtuvo un valor de 0.111 nm. Esta ultima proteina
present6 un valor mayor debido a la incorporacion del ié6n cobre en los residuos de aa

His31, Tlel, Asp59 GIn2 de la $2m (ver Figura .

Libre
Complejo

Figura 20. Comparacién estructural de la §2m de tipo libre y complejo con la encontrada
en el CMH-I.

5.1.1 Descripcion de las interacciones: perfiles de energia de interaccion

entre dos monomeros de 2m

Para la construccion de los perfiles de energia de interaccion entre dos proteinas de
(2m, la distancia inicial entre los centros de masa para todas las orientaciones constru-
idas fueron de 2.0 nm ya que por debajo de esta valor se presentaron superposiciones
entre atomos de ambas proteinas F2m y generando valores de energia extremadamente
elevados (por encima de 1x10° kJ/mol). A partir de 2 nm de distancia entre los centros
de masa de los dos mondmeros se observaron valores de energfa del orden de 400 kJ/mol
los cuales fueron tomados como valores iniciales para la construccion de los perfiles de
energia. En general, la distancia intermolecular de menor energia varié entre 2.4 - 5.2
nm. Las distancias intermoleculares de equilibrio para las interacciones (G2mg-32mp,

f2me-F2me y F2me-F2my, se reportan en las Tablas [4] [] y [0] respectivamente. Los
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resultados de los perfiles de energia de la interaccion entre dos mondémeros para todas

las orientaciones, de cada contacto, se presentan en las Figuras 45H47|

5.1.1.1 Contactos 1:1

Los contactos entre los centros de masa de cada proteina correspondieron a las inter-
acciones 1:1, siendo F1:F1 para #2m;-62my, C1:C1 para 2mc-F2me y C1:F1 para
[2me-F2my,. Cada uno de ellos presentaron ocho posibles orientaciones segin se mues-

tran en la Figura |19| (denominadas 1-8).

En la orientacion 1:1_1, ambos mondémeros ($2m se alinean paralelamente. A partir de
esta orientacion se construyeron las orientaciones 1:1.2, 1:1.3 y 1:1.4 mediante giros
de 90° sobre el segundo monémero. Los contactos 1:1.6, 1:1_.7 y 1:1_8 se obtuvieron a
partir de 1:1.5. Este iltimo se diferencia con 1:1_1 debido al ordenamiento antiparalelo

entre ambos mondémeros, debido a los puntos 2 y 4.

De todos los contactos de tipo 1:1 la orientaciéon que presenté una menor energia de
interaccién fue la de tipo 1:1_5, cuyos valores fueron -18.560 kJ/mol para $2mg-32my,,
-23.430 kJ/mol para (2me-52me y -19.460 kJ/mol para f2me-G2my. Las distan-
cias entre los centros de masa fueron 3.0 nm, 2.8 nm 3.0 nm. Estas orienta-

ciones se caracterizaron por presentar un ordenamiento antiparalelo debido a los

puntos 2 y 4 (ver Figura [21]).

Figura 21. Representacion tridimensional de las orientaciones 1:1.5 de menor energia. a)
B2mp-B2mp; b) f2me-F2me; ) f2me-B2my.
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5.1.1.2 Contactos 1:2

Los contactos 1:2 (ver Figura se caracterizaron por el contacto entre el centro de
masa del monémero 1 y el punto 2 del segundo monémero. En este caso se obtuvieron
cuatro diferentes orientaciones. Las orientaciones 1:2_2, 1:2_3 y 1:2_4 fueron construidas
a partir de 1:2_1 realizando giros de 90° sobre el segundo mondémero y manteniendo fijo
el primer ponémero. Todas estas configuraciones se caracterizaron por presentar una
orientacién perpendicular y cuyas distancias entre los centros de masa fueron entre 3.8
y 4.0 nm. También se observé que las energias de interaccion para todos los casos
fueron cercanas, con excepcién de las orientaciones 1:2 2 y 1:2.3 del tipo G2me-G2mg,

cuyos valores fueron -15.090 kJ/mol y -13.310 kJ/mol consecutivamente.

Figura 22. Representacion tridimensional de la orientacién 1:2_1.

El ordenamiento perpendicular también se observé en los contactos 1:4 (de tipo 52my-
B2myp, 2me-F2me, [f2me-F2my,. Siendo 1:4.3 (de tipo f2me-F2me) y 1:1_1 (de tipo

(2me-(32my) los de menor energia de interaccion.

5.1.1.3 Contactos 1:3 y 1:5

Para los contactos 1:3 y 1:5 se construyeron igualmente cuatro diferentes orientaciones
empleando el mismo procedimiento descrito anteriormente. Las orientaciones 1:3_1
y 1:5_1 presentaron un ordenamiento paralelo; mientras que 1:3.3 y 1:5_5 fueron an-

tiparalelas debido a los puntos 2 y 4. En los casos 1:3.2, 1:3.4, 1:5.2 y 1:5: 4 fueron
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perpendiculares. Para todas la configuraciones anteriores, 1:3_3 del tipo #2m¢e-(G2me
correspondié a la orientacién de menor valor de energia y cuyo valor fue de -18.530

kJ/mol.

5.1.1.4 Otros contactos

Para todos los contactos que no involucraron la participacién de los centros de masa
de cada proteina (32m se construyeron tres diferentes orientaciones. Para los casos 2:2,
2:4 y 4:4, cada proteina en el dimero se aline6 en la misma direcciéon del eje en el cual
se llevd a cabo la construccién de los perfiles de energia de interaccién (ver Figura.
Los contactos 2:2 y 4:4 presentaron un ordenamiento antiparalelo, mientras que 2:4 fue
paralelo. Para estas configuraciones la distancias de equilibrio variaron entre 4.4 - 5.2

nm. Los valores de energia de interaccién para estos casos también fueron cercanos.

Figura 23. Representacion tridimensional de las orientaciones 2:2_1, 2:4_1 y 4:4_1

Las interacciones a través de las hojas de cada una de las proteinas 2m correspondieron
a los contactos 3:3, 3:5 y 5:5 de las cuales se obtuvieron orientaciones paralelas (3:3_1,
3:5_1 y 5:5_1), antiparalelas (3:3.3, 3:5.3 y 5:5.3) y perpendiculares (3:3.2, 3:52 y

5:5_2). Para cada uno de estos contactos las orientaciones antiparalelas presentaron
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valores menores de energia.

Figura 24. Representacién tridimensional de las orientaciones 5:5_3 para los contactos. a)
Estructura tridimensional de uno de los dimeros de $2m-H13F reportado por Miranker et
al., b) orientacién 5:5.3 f2mp-(2my, c) orientacién 2:2_3 S2me-F2me, d) orientacién 5:5.3
f2mr-f2me

En la Figura se muestran configuraciones de tipo 5:5 correspondientes al orde-
namiento antiparalelo y la interaccién entre las hojas Il de cada proteina G2m. Las
orientaciones 5:5_3 de tipo 02my-(2my, f2me-G2me v 2me-(32my, representaron los
contactos a través de la hoja Il de cada tipo de proteina (32m. Cada una de ellas
presenté un ordenamiento antiparalelo debido a la direccién de los puntos 2 y 4. Las
distancias de menor energia fueron 2.8 nm, 2.4 nm y 2.8 nm respectivamente. Las
energfas de interaccién obtenidas fueron -61.040 kJ/mol para 32my-32my,, -26.590 kJ /-
mol para G2me-F2me y -43.840 kJ/mol para G2me-F2my. Es decir, la configuracién
de menor energia fue la formada por dos proteinas f2m sin presencia del cobre. Este
tipo de orientacion también fue observada en los distintos dimeros que conformaron el
intermediario oligomérico usando la mutacion H13F caracterizado por Miranker et al.

en el que se observa la presencia de iones cobre en cada mondémero. La distancia entre
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los centros de masa de los dimeros presentes en este intermediario oligomérico fue de 2
nm, muy cercana a la encontrada en la orientacién 5:5_3 52m¢c-G2my, de 2.4 nm. En la
Figura [25| se presentan superpuestas la estructura encontrada por Miranker y la 5:5_3

en donde se evidencia una gran cercania entre estas.

De acuerdo con las configuraciones 5:5_3 analizadas en este trabajo sugieren que la
estabilidad de la formacion de dimeros mediante interacciones entre las hojas II de
cada proteina (2m sigue un orden F2m-32m; > [(2me-G2mp > 2me-F2me. En
contraste con estos resultados, Vachet et al. establecen que durante la formacién de
intermediarios oligoméricos de (32m el cobre se encuentra presente tanto en dimeros
como tetrameros, indicando que los dimeros de tipo complejo-complejo son mucho mas
estables energéticamente. Esta notoria diferencia obedece a la manera en como se

construyeron los diferentes contactos entre los diferentes tipos de monémeros.

Figura 25. Comparacién estructural entre los dimeros HI13F (color gris) y 5:5_3 (52mc-
(2m¢, color verde).

Los perfiles de energia encontrados para la formacién de dimero empleando dos tipos de
(2m (f2my y f2m¢) sugieren que existen configuraciones cuya energia de interaccion
son favorables durante el proceso de formacion de intermediarios oligémericos. Las
orientaciones mas estables fueron aquellas que involucraron la participacion de las hojas
I y II de cada proteina #2m. En el caso particular de las interacciones entre las hojas
IT, el ordenamiento antiparalelo de cada proteina favorecié la formacién de dimeros.

Adicionalmente, los orientaciones 5:5_3 de tipo F2me-G2my y 2my-32m;, presentaron
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energia de interaccion menores que en el dimero 32mg-32me sugiriendo que pueden

ser especies estables que no han sido detectadas experimentalmente.

5.2 FORMACION DE DEPOSITOS AMILOIDES 32M

La siguiente fase del presente trabajo se baso en el estudio de la dinamica de formacion
de depositos amiloides de §2m. Para ello se desarrollé un algoritmo computacional en
el cual se consideraron dos esquemas de simulacion. El primero referente al cdlculo de
la energia total del sistema, en el cual se implementé el método de Ising para considerar
unicamente interacciones de cada tipo de proteina 2m con sus vecinos. Adicionalmente
cada uno de estos mondémeros fueron confinados en puntos discretos dentro de una red

cubica tridimensional; es decir, llevando a cabo simulaciones en un espacio discreto.

Como consecuencia de emplear un espacio discreto fue necesario utilizar el algoritmo de
Metropolis para analizar la dindmica de asociacién de unidades de proteinas de (52m.
En este sentido, se consideraron tres posibles caminos para obtener cada una de la
nuevas configuraciones a lo largo de cada simulacién: 1) movimiento de monémeros, 2)
intercambio del tipo de proteina (52m; — (F2me o f2me — (2my) y 3) rotaciones de

los vectores de orientacion sobre un mondémero seleccionado aleatoriamente.

Todas las simulaciones fueron llevadas a cabo empleando una red tridimensional ciibica
y cuyas dimensiones fueron de 50 x 50 x 50 que es equivalente a tener 125 000 puntos
reticulares en los cuales pueden ubicarse un monémero. Los pardmetros que se variaron
en estas simulaciones fueron la cantidad de monémeros (que es asociada con la concen-
tracién) y la temperatura ya que son asociados con la velocidad con la que se forman
tanto los intermediarios oligoméricos como la fase amiloide. Para cada caso N,T se
realizaron 10 réplicas independientes garantizando que la configuracién inicial en cada

caso fueran diferentes.

Como se ha discutido anteriormente, el uso de campos de fuerza que involucran todos
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los &tomos en un sistema molecular implica un elevado costo computacional. Caso con-
trario ocurre cuando se emplean modelos de grano grueso el cual simplifica el calculo
de la energia total en funcion de los grados de libertad seleccionados. En el caso par-
ticular de este trabajo, las interacciones a nivel atémico fueron omitidas y tnicamente
se hizo énfasis en las interacciones a través de cinco diferentes puntos rigidos los cuales
fueron escogidos de acuerdo con las caracteristicas morfolégicas de la proteina (32m.
Esto implica que los posibles cambios conformacionales que se puedan presentar den-
tro de la estructura de cada proteina no han sido tenidos en cuenta. Con base en las
consideraciones anteriormente mencionadas se logré estudiar el proceso de formacién
de depdsitos amiloides de 2m empleando grandes cantidades de monémeros revelando

las bondades de estos modelos a un bajo costo computacional.

Cada una de las simulaciones iniciaron con la distribucion aleatoria de mondmeros
de 62m a lo largo de las direcciones z,y, z de la caja tridimensional. A medida que
avanzaron las simulaciones, cada mondémero seleccionado pudo llevarse a través de tres
caminos diferentes de muestreo: traslaciéon, rotacion de los puntos que contiene infor-
macion estructural de cada proteina (#2m e intercambio entre las distintas clases de

proteinas 52m (complejo y libre).

Durante la traslacién de unidades de proteinas, se observaron dos procesos importantes.
El proceso de difusién, como consecuencia de la movilidad que adquiere cada unidad
de proteina a lo largo de las dimensiones de la caja tridimensional y el proceso de
adsorcion debido a la interaccién con otro monémero de $2m formando un nuevo par
de mondémeros vecinales. El proceso de adsorcion fue dependiente de la energia de

interaccion de cada uno de los dimeros formados en cada simulacion.

5.2.1 Distribucién de energia y nimero de contactos

En la Figura 26| se presenta los resultados relacionados con el niimero de contactos y la
energia total del sistema para las simulaciones donde se varié la cantidad de monémeros

desde N = 50 hasta N = 800 y la temperatura se mantuvo constante a 310 K.
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Figura 26. Energia total y nimero de contactos para las simulaciones de dindmica.

Como podemos observar en la imagen izquierda de esta figura, a medida que avanzoé cada
simulacion el niimero de contactos entre proteinas de §2m aumentd progresivamente
hasta alcanzar un maximo. Esto es debido a la capacidad que tuvo cada monoémero para
desplazarse dentro de la red cubica hasta entrar en contacto con un monémero vecinal.
Transcurridos 4x10° ciclos de simulacién el nimero méaximo de contactos amenté para
cada grupo de simulaciones. Para N = 50 el nimero de contactos maximo varié entre
61 y 90; N = 100 vario6 entre 124 y 136; N = 200 vari6 entre 243 y 262; N = 400 vari6
entre 491 y 596; N = 600 varié entre 727 y 778 y finalmente para N = 800 varid entre
980 y 1041.

En la Figura (imagen derecha) se muestra la energia total del sistema para cada
simulacion variando la cantidad de mondmeros y manteniendo fija la temperatura
(T" = 310 K). Como se puede observar, la energia total disminuy6 a medida que
aumento el nimero de contactos, siendo las simulaciones con N = 800 monodmeros las
que presentaron una menor energia total al finalizar estas simulaciones. Igualmente se
observo la dependencia con la concentracion ya que a medida en que aumenté el niimero
de monémeros en el sistema, mayor fue el nimero de contactos los cuales favorecieron
la disminucién de la energia total del sistema. Esta ultima fue obtenida como la suma-
toria de los aportes energéticos de cada uno de los contactos encontrados durante cada
simulacion, los cuales fueron dependientes del grado de orientaciéon de cada mondémero

en el i-ésimo dimero.
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En la Figura se muestra la primera derivada de la energia total con respecto a
los ciclos de iteracion calculada a partir de los resultados presentados en la Figura
(imagen derecha) y poder determinar la convergencia de la energia a lo largo de cada
simulacion. A medida que aumenté el nimero de mondémeros también se observo un
aumento en el numero de ciclos necesarios para que la energia total del sistema de

muestreo no cambiara significativamente entre una configuracion y la anterior.
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Figura 27. Resultados de la primera derivada de la energia para los distintos casos de N a
una temperatura de 310 K.

Para N = 50 la energfa total del sistema se estabilizé rdpidamente al cabo de 1x10°
ciclos de muestreo, mientras que para N = 800 la energia se estabilizé después de 1x10°
iteraciones. Para las simulaciones con N = 100 hasta N = 600 la energia total del

sistema se estabilizé entre 2.5-5.0x10° ciclos de muestreo. Como se puede observar las
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fluctuaciones de la energia fueron altas al comienzo de cada simulacién debido a que
los distintos mondmeros distribuidos en la red cubica entraran en contacto con uno o

varios vecinos disminuyendo progresivamente la energia total.

Cuando el nimero total de contactos para cada simulaciéon alcanzé un méaximo, la
movilidad de los diferentes monémeros fue practicamente nula. Esto se debié a que
las energias de interaccion para todas las orientaciones desarrolladas fueron menores
de cero. En otras palabras, la salida de un mondémero desde la fase amiloide hacia un
punto en el espacio donde no hayan contactos implica que AE > 0. De acuerdo con
el esquema de muestreo, se determina si el peso estadistico de la probabilidad de tran-
sicion cumple con los requisitos de aceptar la nueva configuracién para que en principio
el monomero involucrado pueda pasar a la fase acuosa. Sin embargo, para las simu-
laciones con T" = 310K no se observaron fluctuaciones entre la fase amiloide y la fase
acuosa al final de cada muestreo. Esto se debié a que el costo energético fue elevado

para aceptar la nueva configuracion.

Bajo las mismas condiciones /N,T" el nimero de contactos fueron ligeramente diferentes
debido a que cada una de las configuraciones de partida fueron independientes. De
esta manera se obtuvieron diferentes espacios de muestreos. Sin embargo, en todas las
simulaciones se observaron dos aspectos caracteristicos: (1) El nimero de contactos
aumenté en funcion de la cantidad de mondémeros. Esto se debid a la disminucién de
los puntos reticulares disponibles para que cada monémero pudiera moverse de un lugar
a otro presentando una mayor posibilidad de entrar en contacto con otro monémero y
generando un nuevo par de mondémeros vecinales. (2) La distribucién del nimero de
contactos en todos los casos fue de tipo logaritmico, alcanzando un valor maximo que

fue dependiente de la concentracién de monémeros de (32m.

Aunque la temperatura no es usualmente empleada para analizar la formacién de fi-
bras amiloides de 32m, este parametro ha sido considerado en estas simulaciones para

analizar el efecto causado sobre el niimero total de contactos. En la Figura [28| se mues-
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tra la energita total empleando cuatro distintos valores de temperatura (7' = 100 K,

310 K, 500 K y 700 K).
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Figura 28. Valores de energia total de las simulaciones de dinamica a diferentes condiciones
de temperatura y niimero de monémeros por celda.

De acuerdo con los resultados presentados en la Figura la energia total del sistema
sigue siendo funcién de la concentracion hasta alcanzar un minimo. Cuando se
desarrollaron simulaciones a baja temperatura (7" = 100K), las fluctuaciones en la
energia fueron menores indicando que cada monémero al entrar en contacto con la fase

amiloide dificilmente se desorben.

Cuando se aumenté la temperatura (hasta 700 K) ocurrid el caso contrario, se ob-
servaron mayores fluctuaciones en la energia total. Esto tuvo como consecuencia el
aumento en la probabilidad de desorcion que puede sufrir un monémero desde la fase
amiloide, impidiendo el proceso de crecimiento de los distintos centros de nucleacion.

Para N =50, N = 100 y N = 200 se observé una separacion de la energia de los dis-
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tintos grupos de simulacién; mientras que para N = 400 y N = 600 para los distintos

valores de temperatura se alcanzaron valores de energia total cercanas.

El ntimero de contactos en funcion de la cantidad de mondémeros y la temperatura se
presentan en la Figura 29, As{ como la energfa total del sistema fue afectada por la
temperatura, la misma situacion ocurrié para el caso del nimero total de contactos.
Para N = 50 y N = 100 las fluctuaciones fueron mayores a 700 K. El nimero de
contactos vario entre 15 y 45 para N = 50, mientras que para N = 100 vari6é entre 50
y 100. En comparacién con las otras temperaturas empleadas (100 K, 310 K y 500 K)
se observé que los valores fueron relativamente cercanos. En otras palabras, el efecto
causado por la temperatura sobre el nimero de contactos fue mayor tinicamente a 700
K. A medida que aumento la cantidad de mondémeros, la energia total para las distintas

temperaturas fueron cercanas.
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Figura 29. Valores obtenidos del nimero de contactos empleando diferentes temperaturas y
cantidad de monémeros.
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La temperatura de desnaturalizacién de proteina $2m libre es de 336 K, mientras que
la f2m con cobre es de 334 K [100]. Es decir por encima de los 500 K, ambas proteinas
se encuentran en estado desnaturalizado. Debido a que todos los monémeros fueron
considerados como particulas rigidas, los aspectos conformacionales a altas tempera-
turas fueron omitidas en nuestro modelo tedrico y por lo tanto el proceso de asociacion

bajo estas condiciones es mucho méas complejo.

5.2.2 Velocidad de formacion de intermediarios oligoméricos

Como se menciond anteriormente, todas las simulaciones variando tanto la cantidad de
monoémeros de 2m como la temperatura avanzaron progresivamente en la direccién
de menor energia como consecuencia del aumento del nimero de contactos. Todas
las simulaciones partieron de una distribucién aleatoria de mondémeros que, posterior-
mente, formaron asociaciones las cuales permitieron obtener los distintos intermediarios
oligbmericos hasta alcanzar un tamano méaximo. Adicionalmente se observo que a me-
dida que aumento la concentrancién de mondémeros (2m también aumento6 el nimero de
contactos; mientras que a medida que aumenté la temperatura, el nimero de contactos

disminuyé con excepcion para las simulaciones empleando N = 50 y N = 100.
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Figura 30. Gréfica de la cantidad de monémeros de $2m involucrados en la formacion de
los intermediarios oligoméricos para los distintos casos de N a 310 K y 700 K.
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A partir del nimero de contactos calculados se analiz6 la distribucién de monémeros
en los distintos oligémeros obtenidos a lo largo de cada simulacién. Los resultados se
muestran en la Figura [30] los cuales revelaron dos aspectos importantes para todas
las simulaciones: (1) En la fase inicial de cada simulacién la cantidad de monémeros
entre cada ciclo mostré un comportamiento quasi-lineal en donde la pendiente repre-
sento la velocidad de asociacion y aumenté a medida que la concentracion de proteinas
aumentaba. (2) En la etapa final de cada simulacién, el nimero de monémeros involu-
crados en la formacion de los distintos centros de nucleacién permanecié constante y
alcanzando valores maximos del nimero de monomeros totales para los distintos ca-
sos. Este ultimo aspecto indicé el consumo total o parcial de mondémeros libres que

permitieron obtener la correspondiente fase amiloide.
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Figura 31. Resultados de la velocidad inicial de asociaciéon de monémeros de 52m en funcién
de la concentracién y al temperatura.

La facilidad con la que se llevaron a cabo las asociaciones de proteinas de (G2m fue
analizada en términos de la velocidad inicial calculada como el cambio del ntimero de
mondmeros por ciclos de simulacién aplicados sobre los primeros 1x10° ciclos MC de-
bido a que en esta region se obtuvo una mejor linealidad de los datos. Los resultados se
presentan en la Figura 31| en donde se muestra el efecto tanto de la concentracién (im-
agen derecha) como la temperatura (imagen derecha) sobre las velocidades iniciales de
asociacion. Las bandas verticales en ambas graficas representan la desviacién estandar

obtenidas a partir de diez simulaciones independientes para cada caso. Unicamente se
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muestran los resultados para N = 100, 200, 400, 600 ya que en el caso de N = 800 no

se desarrollaron simulaciones a distintas temperaturas.

Para los distintos casos en que la temperatura permanecié constante se observo que a
medida que aumento la concentracion, la velocidad inicial de asociacién aumento lin-
ealmente segin se muestra en la imagen superior izquierda (ver Figura [31]). Es decir,
a medida que el nimero de monomeros por unidad de volimen era mayor, el espacio
disponible para que una proteina §2m se desplazara en cualquier direccion disminuyd
y por tal razdén el nimero de eventos asociados a la formacion de los primeros dimeros

aumentd en cada ciclo de simulacion.

En términos energéticos implico que cada una de las nuevas configuraciones que se
obtenian al inicio de cada simulacion fueron controladas principalmente por procesos
de adsorcién en donde la incorporacion de un monoémero libre hacia la obtencion de
intermediarios oligémericos siempre involucraba un descenso en la energia total del sis-
tema, la cual fue independiente de la orientacion relativa de cada par de proteinas. Esta
disminucién de la energia implicé que la probabilidad con la que ocurria una transicion

(Waep e*AE/kBT) fue mayor a uno.

Las velocidades iniciales de asociacién en funcién de la temperatura se presentan en
la imagen derecha de la Figura 31 En contraste con el efecto de la concentracién, a
medida que aumenté la temperatura la velocidad de asociaciéon disminuyod. Sin embargo
en el caso de N = 100 se observé un aumento de la velocidad de asociacién a 100 K
y a 300 K y posteriormente este pardmetro descendié al cabo de 500 K. El efecto de
la temperatura sobre la velocidad de asociacién se vio reflejado en el hecho de que a
medida que aumentd, la probabilidad de los eventos de desorcion fueron mayores impi-
diendo que cada uno de los monémeros permaneciera en la fase amiloide e impidiendo

el crecimiento de dicha fase.

Aunque la mayoria de trabajos relacionados con la fibrilogénesis de 42m no han sido en-
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focados en términos del efecto de la concentracién y la temperatura sobre la velocidad de
crecimiento de dichas fibras, Miranker et al. analizaron unicamente la dependencia de
la velocidad de formacion de intermediarios oligémericos en funcién de la concentracion
tanto del cobre como de la proteina a condiciones fisioldgicas de pH y temperatura [79)].
Con base en sus resultados, Miranker y colaboradores plantean que la velocidad de
formacion de intermediarios oligoméricos no depende ni de la concentracion de cobre ni
de la concentracién de la proteina. En este sentido, estos autores suponen que la inde-
pendencia de la velocidad de formacién de intermediarios oligoméricos en funcién de la
concentracion de ambas especies obedece a un proceso unimolecular como consecuencia
de cambios conformacionales sobre el aa Pro32 (M*) (transicién cis-trans) promovidos
por la incorporacion de iones de cobre en la His32. Sin embargo, el paso determinante
de este proceso no corresponde a la incorporacién del cobre en la $2m (M — Cu™),
sino a la transicién entre M — Cu™ — M*. En la Figura [32] se muestra el esquema

propuesto por Miranker.

M + Cu’— M-Cu’—— M*
M* + M*—. I n= tamarno critico
I' +T —I' 7411
4 2 6
I + I - I Fibras amiloiddes

Figura 32. Esquema propuesto por Miranker et al. para la formacién de fibras amiloides de
(2m en presencia de cobre y bajo condiciones fisiolégicas de pH y temperatura.

Caso contrario ocurre cuando la fibrilogénesis de la 2m se realiza a pH acido, en donde
Radford et al. observaron que la velocidad de formacion de estos depdsitos presentd
una dependencia lineal con la concentracién de proteinas 32m [I01] y estableciendo que

la cinética de formacion de fibras amiloides de 2m es de primer orden.

Aunque en el presente trabajo se analiz la formacion de depdsitos amiloides teniendo
en cuenta la presencia de cobre y bajo las condiciones fisiolégicas de pH y temper-
atura, los resultados obtenidos fueron cualitativamente similares a los encontrados por

Radford y colaboradores. Esta discrepancia entre lo reportado experimentalmente por
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Miranker et al. y los obtenidos a través del modelo tedrico desarrollado en este caso,
posiblemente obedece a que no fueron considerados aquellas posibles perturbaciones

estructurales al interior de la $2m como consecuencia de la incorporacion del cobre.

En el caso del efecto de la temperatura, no se encuentran en la literatura reportes para
el caso especifico de la #2m nativa. Sin embargo, la dependencia de la velocidad de
asociacién en funcién de la temperatura ha sido estudiado por diversos autores emple-
ando diferentes proteinas tales como la amiloide-(, insulina, prion Ure2p e inclusive la
variante P5G de la 52m [102HI05]. Los resultados reportados en estos casos sugieren
que la velocidad de asociacion en funcion de la temperatura se divide en dos regiones
claramente diferenciadas. La primera region corresponde a bajas temperaturas (276-
320 K) en donde la velocidad de asociacién aumenta progresivamente hasta alcanzar
un maximo; mientras que la segunda regién que corresponde a elevadas temperaturas

(>320 K) la velocidad de asociacién decae exponencialmente (ver Figura [33).

Baja Alta

Velocidad

Temperatura

Figura 33. Resultados de la dependencia de la velocidad inicial de formacién de oligdmeros
intermedios con la temperatura.

En comparacion con los resultados obtenidos en este trabajo, este comportamiento
gausiano Unicamente se observo en el caso para N = 100 el cual presenté un ligero
aumento de la velocidad de asociacién en el rango de 100-310 K (ver Figura . Para
los restantes caso de IV en el mismo rango de temperatura se observé un ligero descenso
de la velocidad de asociaciéon. Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo
son cualitativamente similares a los encontrados por Muthukumar et al. [99] y Hall et

al. [106] quienes emplearon modelos tedricos para analizar la fibrilogénesis de distintos
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péptidos.

Como se comenté anteriormente, otro aspecto relevante que se observé fue la par-
ticipacion de los distintos mondémeros durante la formacién de la fase amiloide y su
dependencia con la temperatura y la concentraciéon (ver Figura . El efecto de la
temperatura para las simulaciones empleando diferentes cantidad de mondémeros se
describe a continuacién. Para N = 50, el porcentaje de mondémeros libres que se con-
sumieron en funcién de la temperatura fueron 100% — 100 K; 99.80% — 310 K; 96.40%
— 500 K y 57.80% — 700 K (datos no son mostrados).

De acuerdo con lo anterior, aunque a temperaturas de 100 K, 310 K y 500 K la canti-
dad de mondémeros involucrados en la formacion de la fase amiloide fue muy cercana,
se logré observar un pequeno descenso a medida que la temperatura aumenté; mientras
que a 700 K, este valor disminuyé drasticamente. Este comportamiento fue similar para
los casos de N = 100, 200, 400 y 600 monorheros en donde el nimero de monémeros
consumidos durante la formacién de la fase amiloide aumenté en funcion de la concen-

tracion.

Analizando las simulaciones a 700 K, los porcentajes de mondémeros en funcion de la
cantidad de monémeros fueron 57.80% — N = 50; 70.80% — N = 100; 82.95% —
N = 200; 87.70% — N = 400 y 92.32% — N = 600 indicando que a medida que
aumentoé la concentracién de 42m también aumenté el porcentaje de mondmeros en la

nueva fase amiloide.

5.2.3 Tiempo de latencia en funcion de la temperatura y la concentracién

El tiempo de latencia (lag time) se define como el periodo de tiempo transcurrido hasta
observar la aparicién de los primeros intermedios oligémericos y usualmente es calcu-
lado mediante datos obtenidos por fluorescencia de tioflavina T. Bajo el contexto de los
procesos dependientes de nucleacién es aceptado que durante este tiempo la formacion

de fibras amiloides es precedida por la obtencion de intermediarios oligoméricos hasta
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alcanzar un tamano critico.

En particular, el tiempo de latencia en funcién de la concentracién ha sido ampliamente
usado para determinar el mecanismo por el cual ocurre la formacion de fibras amiloides.
En la actualidad, cuatro modelos de formacion de fibras amiloides han sido propuestos
por diversos autores. El primero es denominado modelo de acoplamiento a un molde (en
inglés es conocido como templated assembly - TA), en el cual un monémero se adiciona
a un nucleo previamente ensamblado [107, [108]. El segundo es el modelo de conversién
directa (monomer-directed convertion - MDC), que se caracteriza por varias fases: i)
cambios conformacionales de un mondémero el cual migra desde un estado nativo S hacia
un estado de tipo amiloidogénico A; ii) colisién entre un monémero S con un monémero
A en donde el monémero S adquiere la misma conformacion del monémero Aj; iii) aso-
ciacién de dos mondmeros A hasta obtener la respectiva fibra amiloide [109]. El tercero
es el modelo de polimerizacién nucleada (nucleated polymerization - NP) en donde la
etapa determinante se caracteriza por la formacion de un nicleo critico, seguido de una
rapida adicion de mondémeros hasta obtener la fibra amiloide [I10]. El dltimo modelo
es conocido como conversién conformacional nucleada (nucleated-conformational con-
vertion - NCC), el cual incorpora aspectos de los modelos TA y NP con caracteristicas
adicionales [IT1]. El modelo NCC sugiere que la etapa determinante de la fibrilogénesis
corresponde a la formaciéon de pequenos agregados amorfos de tamano critico y poste-

riormente conducen a la formacién de las fibras amiloides [111].

De todos los mecanismos de nucleacién anteriormente descritos, los modelos NP y NCC
son, en la actualidad, los més aceptados ya que describen adecuadamente muchos proce-
sos de formacién de fibras amiloides para diferentes proteinas [ITTOHII8]. Aunque estos
modelos son similares, ellos pueden ser diferenciados a partir del tiempo de latencia en
funcién de la concentracion de proteinas. Para el caso del modelo NP, el tiempo de
latencia presenta un decaimiento exponencial en funcién de la concentraciéon o también
un decaimiento lineal del logaritmo del tiempo de latencia en funcion del logaritmo de

la concentracién [I10]; mientras que el modelo NCC establece que el tiempo de latencia
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es independiente de la concentracién [I11].

En el caso particular de la fibrilogénesis de la $2m existen evidencias experimentales
en donde demuestran que la formacion de intermedios oligémericos para esta proteina
ocurre de manera discreta; es decir, a través de la formacion de dimeros, tetrameros y
hexdmeros [79, [80]. Este iltimo oligémero, formado por seis proteinas 32m corresponde
al nucleo critico que es responsable de la formacién de fibras amiloides de 32m [79, 80)].
Bajo esta consideracién, el calculo del tiempo de latencia se llevd a cabo determinando
el nimero de ciclos MC necesarios hasta observar la aparicion de centros de asociacion
y cuyo tamano fue de n; = 6. Para el caso del efecto de la temperatura, inicamente
se calculé para T'= 310 K y T'= 700 K para las distintas concentraciones empleadas;
mientras que para el caso del efecto de la concentracion se realizaron calculos para

N = 400,600 y temperaturas de 310 K y 700 K. Los resultados se muestran en la

Figura [34] (a y ¢).
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Figura 34. Resultados del tiempo de latencia en funcién de la concentracion y la temperatura
obtenidas para las simulaciones de dinamica.

De acuerdo con los resultados presentados en la Figura [34] el tiempo de latencia igual-
mente presenté una dependencia con la concentracion y la temperatura. En el caso de la
concentracion y empleando temperaturas de 310 K y 700 K, se observé un decaimiento
exponencial a medida que aumentaba la concentracién (Figura ) En concordancia

con los valores de velocidad inicial, a medida que aumento la cantidad de mondémeros
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por unidad de volimen, la formacion de oligdmeros ocurre en una menor cantidad de ci-
clos MC mediados por procesos de adsorcién que permitieron la formacion del hexamero

que es el nicleo critico para la fomacién de la fase amiloide.

Caso contrario ocurrié cuando se analizé el efecto de la temperatura sobre el tiempo
de latencia en la cual se observé un aumento exponencial para los distintos casos de
la cantidad de monoémeros la cual fue asociada al hecho de que en términos de estas
condiciones, los procesos de desorcion priman sobre los procesos de adsorcién impidi-
endo la formacién de la fase amiloide provocando un aumento del tiempo de latencia y

la disminucion en la velocidad inicial de asociacién.

Partiendo de este razonamiento se puede establecer las siguientes relaciones: a) A me-
dida que aumenté la concentracion, aumentd la velocidad inicial de asociacion y
disminuyé el tiempo de latencia (C,T,v7,t.]). b) A medida que aumenté la tem-
peratura, la velocidad inicial de asociacién disminuyé y aumento el tiempo de latencia
(TT,0],t7). Este ultimo es valido para el caso cuando se trabaja a altas temperaturas

como lo demuestran las diferentes evidencias experimentales [104].

De acuerdo con las observaciones descritas anteriormente, los resultados obtenidos en
este trabajo son consistentes con el modelo de polimerizacién nucleada (NP), el cual
predice un decaimiento exponencial del tiempo de latencia en funcion de la concen-
tracién (t, « exp(-C)) para ambas temperaturas empleadas (T' = 310K y T' = 700).
Ello implica que los resultados obtenidos en este trabajo presentaron cualitativamente
una similitud con los reportados por Radford y colaboradores [I01] quienes observaron
que el tiempo de latencia decae exponencialmente en funciéon de la concentracién a
condiciones de pH acido y temperatura ambiente; es decir, mediada a través de un

mecanismo NP.
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5.2.4 Formacion y distribucién de oligémeros intermedios

En esta seccion se describe los resultados relacionados con la formacion y distribucién
de oligémeros intermedios que preceden a la formacién de depdsitos amiloides de (F2m.
A continuacion se presentan los resultados obtenidos empleando los diferentes valores
de la cantidad de mondémeros a una temperatura de 300 K. Al finalizar esta seccion se
describe brevemente los resultados relacionados con el efecto de la temperatura en la

distribucién de los monémeros en los distintos oligémeros.

Como se menciond en varias oportunidades, todas las simulaciones iniciaron con una
distribucién aleatoria de mondémeros en las diferentes direcciones de la caja ciibica donde
fueron confinados. Es decir que todos los sistemas evaluados fueron poblados mayori-
tariamente por monomeros. A medida que avanzé cada simulacién, los mondémeros
se desplazaron aleatoriamente hasta entrar en contacto con otro monémero formando
el dimero que correspondié al oligdmero intermedio mas sencillo. En la Figura 35| se
muestra la distribuciéon promedio de monémeros en los diferentes oligbmeros para los

distintos casos de N y una temperatura de 310 K para diez simulaciones independientes.

Como se puede apreciar en estad imagen, a medida que aument6 la cantidad de
monoémeros, el nimero de monémeros involucrados en la formacién de los distintos
oligobmeros fue mayor. En la Figura se presenta la distribucion promedio de
monémeros al transcurrir 5x10* ciclos de simulaciones. Durante esta etapa, se observé
la aparicién de diferentes oligdmeros cuyo tamano variaron entre 2 a 6 monémeros. Para
N = 50, la poblaciones de monémeros se encontraron distribuidos inicamente entre su
estado libre y dimeros. para N = 200, se observé la formacion de dimeros y trimeros;
para N = 200 y N = 400 se detectaron adicionalmente tetrameros; mientras que para
N =600y N = 800 se observaro la formacion de las especies anteriores mas la aparicién
de pentdmeros y hexdmeros. Al cabo de 2.5x10° ciclos MC las poblaciones de oligémeros
cambiaron drasticamente en comparacion con las configuraciones, segin se muestra en
la Figura B5b. Mas del 50% de los monémeros que inicialmente estaban libres se

encontraron formando asociaciones representadas en los diferentes dimeros, trimeros,
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tetrameros, etc; los cuales aumentaron con la concentracion. Mientras que para N = 50
se han formado hasta tetrameros, en el resto de los casos se observé oligémeros inter-
medios cuyo tamano fue superior a seis monémeros. Para N = 100 se evidencio la
formacion de hexdmeros y octameros; mientras que para N = 200, 400, 600, 800 se
observaron oligdmeros cuyos tamanos fueron superiores a 10 monémeros. En el caso de

N = 800 present6 oligomeros de tamanos que superaron las 20 unidades.

SO0—T—T—T7T T T T T T 1 100
- —a 50 m
=—= 100
«» 400 — =—a 200 | —| » 80
g =—=a 400 g
r 600 |
£ £
o =—a 800 %
2 300 — 4 260
o []
£ L | £
[} (V]
T T
T 200 — — T 40
3 3
€ r h <
[ [+
© 100 - -4 © 2
) 0
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 0 5 10 15 20 25
Tamaio del oligomero Tamaiio del oligémero
() (d)
45 T T T T 50 T T T T T T T T T T
- —a 50 .
40 || =—= 100 — - == 400 b
K. ] 40 |=—= 300 _
@ s | 4
£330 — £
g r . 230 -
Q25— - 9]
£ | g | |
[} (]
T 20 — T
3 1 B®f y
15 — 3
€ . s T b
3] [+
O 10 __ o 10 — —
0 ] Obaninddall Jd Ll low
30 5 10 15 20 25 30 35
Tamaiio del oligémero Tamaiio del oligémero

Figura 35. Resultados obtenidos de la distribucién de oligémeros intermediarios en diferentes
ciclos de simulacién para los distintos valores de N y a 310 K de temperatura. (a) 5x10* ciclos
MC, (b) 2.5x10° ciclos MC, (c) 5x10° ciclos MC, (d) 4x10° ciclos MC.

En la medida que avanzaron las simulaciones, la poblacién de dimeros, trimeros, tetra-
meros disminuyo en la medida en que estos se asociaron para formar especies de mayor
tamano. Al finalizar cada simulacién el tamano de cada una de las asociaciones de mayor
tamano no disminuy?6, indicando la formacion de estas asociaciones ocurren de manera

irreversible. Adicionalmente se observé que la totalidad de la poblacién de mondémeros
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libres desaparecié como consecuencia de la obtencion de los diferentes oligdmeros segiin

se observa en la Figura |35(d.

Debido a que se realizaron diez simulaciones independientes para cada caso de N, la
distribucién de los oligémeros no fue igual presentando desviaciones estandar elevadas
y cuyo valor promedio estuvo por debajo del tamano de algunos oligémeros. Por tal
motivo, no se presentaron los resultados para N = 50, 100 y 200. Es decir, se observé
una variacién en el tamano final de estas especies intermedias hasta alcanzar los
correspondientes tamanos maximos. Para los casos de N = 400, 600, 800, el promedio
de las poblaciones vari6 entre n = 10 y n = 28 y el tamano méaximo de las asociaciones
al final de estas simulaciones fueron dependientes de la concentracién de la proteina

(2m (datos no mostrados).

Vachet et al. y Miranker et al. establecen que la formacién de fibras amiloides de
(2m a condiciones de pH neutro, temperatura cercana a la fisiolégica y cantidades este-
quiométricas de cobre es precedida por la apariciéon de dimeros, tetrdmeros y hexameros;
mientras que la formacién de trimeros, pentameros, etc no es detectada experimental-
mente [79, B0]. Por tal razén, estos autores plantean que la formacién de los oligémeros
intermedios ocurre de manera discreta. Caso contrario se observéd en los resultados
obtenidos en este trabajo en donde la formacién de trimeros y heptameros ocurrié para

los distintos casos de /N segiin se muestra en la Figura [36]

Sin embargo los resultados obtenidos en este trabajo sugieren la formacion de trimeros,
heptameros, nonameros a partir de la adiciones de mondémeros a dimeros, asociaciones
trimeros-dimeros para obtener los correspondientes oligémeros impares. Estos resul-
tados fueron similares a los encontrados por Radford et al. quienes detectaron estas
mismas especies empleando espectrometria de masas para analizar la fibrilogénesis de

la proteina 32m a pH acido, una temperatura de 310 K y sin la presencia de cobre [60].
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Figura 36. Resultados obtenidos de los porcentajes de abundancia de los diferentes
oligémeros intermedios para los distintos casos de N y 310 K de temperatura. (a) N = 50,
(b) N =100, (¢) N =200, (d) N =400, (e) N =600, (f) N = 800.

En términos de la distribucién de las distintas clases de proteinas 32m (52my, y 32m¢)
se observo que a medida que avanzaron todas las simulaciones, los porcentajes de dis-
tribucion fueron significativamente cercanos indicando que la concentracién no influyé
en la presencia o ausencia de iones cobre a lo largo de la formacion de los distintos

oligdmeros y posteriormente los depdsitos amiloides de F2m (ver Figura. Este com-
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portamiento obedece a que las interacciones 32my-G2my, evaluadas en la primera etapa
de este proyecto presentaron los menores valores de energia de interaccion, como es el

caso de F1:F1.5, F3:F3_3, F5:F5_3.
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Figura 37. Resultados de los porcentajes de distribucion de las dos clases de proteinas 32m
(62my y f2me,, para N = 600 y distintos valores de temperatura (7' = 100 K, 310 K, 500 K
y 700 K).

Al igual que la velocidad inicial de asociacién y el tiempo de latencia, la distribucién
de oligomeros intermedios también fueron dependientes de la concentracion y la tempe-
ratura. En la Figura|38|se presentan los resultados correspondientes a las simulaciones
empleando N = 600 en las distintas temperaturas (100 K, 310 K, 500 K y 700 K).
Para cuatro distintos ciclos de simulaciones se llevé a cabo el andlisis. 5x10* ciclos MC

(Figura [38h), 5x10° ciclos MC (Figura[38b) y 4x10° ciclos MC (Figura [38f).

Segun los resultados presentados en la Figura [38] claramente se observa que hubo
una dependencia de la formacién de los distintos oligdmeros a medida que aumenté
la temperatura. En los primeros 5x10* ciclos MC, la distribucién de oligémeros fue
relativamente la misma. Sin embargo, al cabo de 5x10° ciclos MC (Figura ) fueron
evidentes las distintas distribuciones de estas especies para cada valor de temperatura.
Mientras que para T = 100 se observé que ain prevalecieron alrededor de 20 monémeros
en estado libre, en el caso de T' = TO0K persistieron aproximadamente 89 mondémeros
indicando que a altas temperaturas los procesos de desorcion impidieron el crecimiento

de los distintos oligomeros. A 310 K se observé una mayor distribucion de oligémeros
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que variaron entre n = 4 y n = 25 mientras que temperatura superiores a 310 K el
tamano de los oligbmeros vario en n = 2y N = 20 para el caso de 700 K; mientras que

para 1" = 500K se logré observar oligémeros de n = 27.
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Figura 38. Perfiles de distribucion de oligémeros intermedios para N = 600 en funcién de
la temperatura.

Finalizadas estas simulaciones (4x10° ciclos MC) se observé que para los casos de T' =
100 y T = 310K la distribucién de oligémeros fueron relativamente similares; a 310 K se
observo la aparicion de oligémeros con n = 28; mientras que para T = 100K se observé
oligbmeros con n = 27 indicando el efecto de la temperatura sobre el tamano maximo
de los respectivos oligémeros. Para T'= 500 y T' = 700K se presentan los resultados en
las imégenes (d) y (e) los cuales presentaron una mayor desviacién estandar ya que las
10 simulaciones independientes para este caso presentaron distribuciones de oligémeros

significativamente diferentes.
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5.2.5 Morfologia de los depédsitos amiloides de 32m

En este seccion se describen los resultados relacionados con la morfologia de los depédsitos
amiloides de 32m para todos los casos en que se varié la cantidad de mondémeros a una
temperatura de 310 K. En la Figura 39| se muestran las imagenes tridimensionales para

diferentes instantes de una simulacién para el caso de N = 50 y 310 K de temperatura.
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Figura 39. Imégenes tridimensionales de la evolucion de las simulaciones de dindmica para
distintos ciclos de simulacién (ciclos MCx103) para N = 50 y 310 K de temperatura.

Como se puede apreciar, la configuracion inicial presenté una distribucién aleatoria en
donde este sistema fue poblado mayoritariamente por las dos clases de proteina (2m.
Cada mondémero se difundié en las distintas direcciones de la caja hasta asociarse con
otros monémeros para formar oligémeros de cadena corta (dimeros). A medida que
avanzé la simulacién se puede apreciar los distintos oligémeros (dimeros y trimeros)
que han sido formado al cabo de 50x10? ciclos MC. En esta etapa, procesos competi-
tivos de adsorcién /desorcién condujeron a la formacién de oligdmeros de mayor tamano.
Al cabo de 1x10° ciclos MC se puede apreciar como se fueron agregando los distintos
monoémeros y oligdmeros hasta la obtencion de 1 depdsito amiloide de tipo amorfo como

se puede observar en la Figura 39| al cabo de 4x10° ciclos MC.

Sin embargo, las distintas simulaciones para N = 50 no mostraron la misma cantidad
de depodsitos amiloides de G2m. En la Figura se muestran las representaciones
tridimensionales para las diez simulaciones independientes para N = 50 transcurridos
4x10° ciclos MC. Como se puede observar, para los casos 1,3 y 9 se obtuvo un depésito
amiloides en donde la totalidad de los distintos mondémeros de 2m hicieron parte de la

nueva fase; para 2,4,5,6,8 se obtuvieron dos depositos amiloides en donde el de menor
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tamano vari6 entre 14-21 y el de mayor tamano varié entre 29-35. En las simulaciones
7 y 10 se obtuvieron tres depositos amiloides y cuyos tamanos variaron entre 9-25
mondémeros. Lo anterior tuvo como efecto un aumento en la desviacién estandar y el
promedio tanto de las abundancias de los distintos oligémeros como la distribucién de

mondmeros presentados en las Figuras 35 y [36]
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Figura 40. Imégenes tridimensionales de la evoluciéon de diez simulaciones independientes
para N =50 y 310 K de temperatura.

Una de las caracteristica encontradas en estos resultados fue que a medida que aumenté
la concentracién, el nimero de depdsitos de F2m también aumentd. En la Figura [41] se
muestran las imagenes de una simulacién para los diferentes valores de N a 4x10° ciclos
MC. Para N = 100 se observaron entre 3 y 5 depdsitos y cuyos tamanos variaron entre
8 y 53 mondémeros de (32m; donde este tltimo tnicamente se observo en una simulacién
(por tal razén no se reporté en las Figuras y . El nimero de formacién de
depositos para N = 200 fue entre 8 y 11 con variaciones entre 7-54 en el tamano de
los oligomeros. Para N = 400, el nimero de depdsitos de 2m variaron entre 15 y 21
con tamanos de oligémeros entre 7 y 63. Para N = 600 la cantidad de depdsitos fue
entre 23 y 30 con variaciones de tamano entre 7 y 65. Finalmente para N = 800, la
cantidad de asociaciones de #2m vari6 entre 31 y 34 y cuyos tamanos variaron entre 7

y 58 mondmeros.
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Figura 41. Iméagenes tridimensionales de la formacién de depdsitos amiloides de 2m para
los distintos casos de NV y 310 K de temperatura.

La formacion tanto de los intermediarios oligdmericos como de los depdsitos amiloides
de [2m puede ser visto como un fenémeno estocastico en donde se presentan procesos
competitivos de difusion, adsorcién y desorcién. Como ejemplo representativo, en la
Figura se muestra algunos instantes de la etapa inicial que condujeron a la ob-
tencion del hexamero de una simulaciéon donde se emplearon 600 monémeros y
una temperatura de 310 K. Para fines practicos, las esferas en color azul representan

los mondémeros involucrados en la obtencién del hexdmero.

Al cabo de los primeros 1000 ciclos MC, cuatro monémeros se encuentran en estado
libre y dos monémeros forman un dimero. Seguidamente, dos monémeros forman un
nuevo dimero; mientras que los restantes monémeros se difunden aleatoriamente. En
la segunda imagen se muestran la agregacion simultanea de dos mondémeros a uno de
los dimeros los cuales forman el tetramero. Previo a este proceso, se observaron even-
tos de desorcién-adsorcion formando dos trimeros como consecuencia del intercambio
de mondémeros en los distintos oligémeros. Luego que el dimero y el tetrdmero fueron
formados, estos se asociaron formando el hexdmero. Sin embargo, este patréon de aso-
ciacion no fue el mismo para todas las simulaciones llevadas a cabo en este trabajo.

La formacién de trimeros ocurrié a través de dos vias: asociacién mondémero-dimero
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o adicion consecutiva de tres mondémeros; para el caso del tetramero ocurrié mediante
asociaciones dimero-dimero, dimero-trimero, tetramero-monémero y adiciéon consecu-

tiva de mondémeros.
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Figura 42. Imd&genes tridimensionales de la evolucién de la dindmica de formacién de
oligémeros intermedios en la etapa de iniciaciéon para N = 600 y 310 K de temperatura.

Lo anterior sugiere que la formaciéon de los oligémeros intermedios no necesariamente
ocurre a través de un proceso discreto (dimeros, tetrameros, hexdmeros). Por el con-
trario, es un proceso mucho méas complejo en donde puede ocurrir distintas vias de
asociacion: adicién mondémero-monémero, mondémero-oligbmero, oligbmero-oligémero

obteniendo una mezcla mucho méas compleja de oligémeros.

En términos de la concentracion y la temperatura, todas las simulaciones llevadas a
cabo indicaron que todos los depdsitos amiloides de 32m presentaron agregados de tipo
amorfos revelando su independencia en funcién de los dos pardmetros de simulacién.
En comparacion con las evidencias experimentales, Miranker et al. han establecido que
la etapa inicial de la fibrilogénesis de la 32m corresponde a la formaciéon de dimeros,
tetrameros y hexdmeros; donde este tltimo representa el nicleo critico [79]. Aunque
en principio se crefa que diferentes hexdameros se asociaban hasta alcanzar las respec-
tivas fibras amiloide, imdgenes por microscopia electrénica de transmision revelan que
la formacion de los distintos oligémeros conducen a la obtencion de agregados amorfos
a partir de los cuales se obtienen las correspondientes fibras amiloides altamente orga-

nizadas al cabo de 7-14 dias [79]. Sin embargo, este tiltimo proceso es completamente
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desconocido.

De acuerdo con la evidencia experimental reportada por estos autores y los resultados
obtenidos en este trabajo se observd una clara similitud en cuanto a la formacién de
oligdmeros més sencillos (dimeros, tetrameros, etc) y a la obtencién de una serie de

agregados amorfos.

Sin embargo, la formacién de fibras amiloides de §2m altamente organizadas fueron
obtenidas mediante modificaciéon de los parametros de energia de interaccion para to-
das las configuraciones construidas en este trabajo. En este sentido, las energias de
interaccion para las configuraciones 3:3, 3:5 y 5:5 se mantuvieron; mientras que para las
restantes configuraciones, la energfas de interaccién fueron de 50 kJ /mol para garantizar
que no se formaran dichas asociaciones a lo largo de cada una de las distintas simula-
ciones llevadas a cabo. La temperatura empleada para estas simulaciones fue de 310 K;
mientras que la cantidad de monémeros fueron de 200, 400 y 600 y realizando igualmente
10 réplicas para cada caso N — T'. En la Figura |43| se muestra las imégenes tridimen-
sionales correspondientes a las simulaciones para los casos de N = 200, 400, 600 al

final de cada simulacién (4x10° ciclos MC).
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Figura 43. Imdgenes tridimensionales de la formacién de fibras amiloides de 2m para los
distintos casos de N y 310 K de temperatura.

Como se puede apreciar en la Figura [43| todas las simulaciones desarrolladas mediante

modificacién de los valores de energia de interaccién permitieron obtener depdsitos
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amiloides organizadas de manera lineal en las distintas direcciones de la caja. Al
igual que los resultados obtenidos con los parametros de energia calculados inicial-
mente, la formacion de estos depdsitos ocurrié a partir de la formacion de inter-
mediarios oligoméricos de cadena corta (dimeros, trimeros, tetrameros, pentdmeros,
hexdmeros), los cuales fueron generados mediante distintas asociaciones (mondémero-
mondmero, dimero-monémero, oligdmero-monémero) a través de procesos competitivos

de difusién, adsorcion, desorcion.

Adicionalmente se observo que a medida que aumento la concentracién, tanto la can-
tidad de asociaciones (ver Figura como el tamano maximo de las fibras obtenidas
aumentaron en funcién de la concentracién. Para el caso de N = 200 el tamano maximo
de las fibras amiloides de §2m varié entre 15 y 19 monémeros; para N = 400 fue entre

19 y 26; y para N = 600 fue entre 24 y 31.
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Figura 44. Imégenes tridimensionales de la evolucién de las simulaciones de dindmica para
distintos ciclos de simulacién (ciclos MCx10%) para N = 400 y 310 K de temperatura para la
obtencién de fibras amiloides de 52m.

En la Figura[44] se muestran las imdgenes tridimensionales de algunos instantes de una
simulacion para el caso de N = 400 y 310 K de temperatura. Como se puede observar,
esta simulacion parte de la distribucién aleatoria de mondémeros de 52m en las distintas
direcciones de la caja. A medida que avanzoé esta simulacion, se da inicio a la formacién
de intermediarios oligoméricos lineales de cadena corta (dimeros y tetrameros) y estos
a su vez se asociaron formando finalmente las fibras amiloides de 32m al cabo de 4x10°
ciclos MC y cuyas interacciones monémero-monémero son Unicamente a través de las
hojas Iy II (3:3; 3:5 y 5:5) de cada proteina 52m; comportamiento que fue similar para

las simulaciones en donde se emplearon 200 y 600 monémeros de (32m.
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6. CONCLUSIONES

En el presente trabajo de investigacion se desarrollé satisfactoriamente un modelo
tedrico y computacional para brindar una primera descripcién aproximada de la for-
macion de desodsitos amiloides de (32m teniendo en cuenta las condiciones fisiolégicas
de pacientes con insuficiencia renal cronica y quienes presentan la formacion de estos

materiales proteicos.

El uso de un modelo de grano grueso permitié reducir significativamente el calculo
de la energia de interaccién entre dos proteinas de #2m en funcién del modo de con-
tacto. Esto se logré empleando cinco puntos vectoriales que representaron las distintas
regiones de la proteina (32m, a partir de los cuales se disenaron 162 diferentes orienta-
ciones. De todas las configuraciones obtenidas en este trabajo, se pudo observar que
las de menor energia presentaron un ordenamiento antiparalelo y un contacto entre las
hebras ABED-ABED de dos mondémeros de $2m que fueron similares a las reportadas

por Vachet et al. y Miranker et dl.

En virtud de la reduccién de los grados de libertad para calcular la energia de in-
teraccion entre dos mondémeros vecinales, se logré obtener igualmente una reduccion
significativa del costo computacional para el calculo de la energia total del sistema em-
pleando grandes cantidad de proteinas de #2m y facilitando realizar una exploracion
simplificada de la asociacién de proteinas de $2m usando el método de Metropolis en
combinacion con el modelo de Ising. Como resultado, se pudo obtener diferentes sitios
de agregacion a lo largo del espacio de muestreo correspondiente a la formacién de la

fase amiloide de (32m.
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Durante la exploracion del espacio configuracional asociado a la agregacion de proteinas
[2m se observéd que dicho proceso es mediado por la formacién inicial de oligémeros
intermedios de tipo dimeros, trimeros, tetrameros, etc a través de etapas de difusion,
adsorcién, desorcion; los cuales generaron intercambios de mondémeros de 32m entre la
fase acuosa y la fase amiloide hasta alcanzar un intermediario cuyo tamano permitio
obtener agregados mas estables en términos de la energia total del sistema y la cantidad
de mondémeros involucrados en la formacién de la nueva fase. Aunque experimental-
mente no es observada la formacién de oligémeros de tamano impar, los resultados
obtenidos en este trabajo sugieren que son necesarios para lograr obtener el correspon-

diente oligbmero critico, es decir, el hexamero.

La asociacion de proteinas (32m se analizé como un proceso dependiente de nucleacion.
En este sentido se consideraron varios aspectos relacionados con el proceso tales como
el tiempo de latencia y la velocidad inicial de asociacién en funcién de la concentracion
y la temperatura. Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron una directa de-
pendencia de la velocidad inicial de asociacién y el tiempo de latencia con las variables
termodindmicas de control (concentracién y temperatura); indicando que ha medida
que aumento la concentracion, la velocidad inicial aumento y el tiempo de latencia dis-
minuyd. En términos de la temperatura, la velocidad inicial de asociacion disminuyo;
mientras que el tiempo de latencia aumentd. Estos resultados estuvieron en concordan-

cia con algunos reportes de la literatura.
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Anexo 1. Cdédigo fuente del software de formacion de

depodsitos amiloides 52m

Archivo ising.f

1
2 xx VERSION 1.0 AMYLOID SOFTWARE FOR B2-MICROGLOBULINE *kk
3
4 *x This CODE was performed to illustrate how the b2-microglogulin can be *okok
5 ** able to form fibrils. Each routines include in this programm are designedx*x*
6 *x only form this type of proteins. But, it could be employed to other *okok
7 *x similar situationms. *kk
8
9 ** This software was developed by: JORGE RICARDO QUINTERO S. to obtain a Fkk
10 ** master degree in Chemistry at Universidad Industrial de Santander, COL *kk
11 #* Adviser: CRISTIAN BLANCO TIRADO, Ph.D. *kK
12
13 ** DESCRIPTION: *kk
14 ** INITREAD: Read the input files *okk
15 ** REAPARS: Read the parameter file *okk
16 ** MAIN: Start de simulation *kok
17 ** PTIME: Print some information related to time simulation Fokok
18 ** ok
19 *x* ok
20
21 *x HERE WE GO!
22 PROGRAM FIBRILS
23 INCLUDE ’common_dyn.f’
24 CALL INITREAD(TFILE)
25 CALL READPARS()
26 CALL MAINQ)
27 STOP
28 END
Archivo main.f
1c C 45 1 F6.2,1X,77%%7°) )
2 C ** ACA SE INICIA EL MUESTRE DE LA RED QUE CON- *x C 46 : COMM, EOLD, TOTALN, NMIN, NMAX, AVRG, SEC
3 C **x TIENE LOS N-MONOMOEROS. ** C 47 DO 999 K = 1, NSTEP
4 C *x LA CANTIDAD DE MONOMEROS SE CALCULA EMPLEAN- ** C 48 RES = K / TIMEP
5 C ** DO LA EXPRESION DE MUTHUJUMAR: ** C 49 RES2 = RES * TIMEP
6 C *x MONOMEROS = CONC * BOX"3 ** C 50 RES2 = RES2 + 1
7 C ** SE MUESTREA HACIENDO N-PASOS. ** C 51 IF (RES2.EQ.K) THEN
8C C 52 START = TIMEQ)
9 SUBROUTINE MAIN() 53 END IF
10 INCLUDE °’common_dyn.f’ 54 CALL NEIGHBORS()
11 REAL*8 START, TSTOP, TTIME, SEC, COINC, COINE 55 CALL AVERAGEQ)
12 REAL*8 TOTALEN, ENEW, EOLD, DELTAE, WTRAN, COIN, COINB 56 CSEL = 0
13 INTEGER COMM, NEIGH, OLDN, CHOIC 57 MON = 1 + AINT(NPAR * RANFAQ))
14 INTEGER RES, RES2, NOLD, XOLD, YOLD, ZOLD 58 XOLD = NET(MON,1)
15 INTEGER TMARRA(LINES,4), J, POS, M, POSI, POSF 59 YOLD = NET(MON,2)
16 CHARACTER*5 TLABEL(LINES,2), LOLD 60 ZOLD = NET(MON,3)
17 INTEGER OFFX, OFFY, OFFZ, DISTX, DISTY, DISTZ, SELM 61 LOLD = LABEL(MON)
18 REAL*8 DIST, DMIN 62 NOLD = TOTALN
19 INTEGER SEL, CSEL, TCONT, NMLIST(LINES), TCOORD(LINES,4), CCONT 63 COINE = RANFEQ)
20 INTEGER NCOMM, NCOMN, NPOSIC, MVEG 64 IF (COINE.LE.0.5DO ) MVEG = O
21 COMM = 0 65 IF (COINE.GT.0.5DO ) MVEG = 1
22 SEC =0 66 IF (MVEG.EQ.1) THEN
23 MVEG = 0 67 SEL = 0
24 OPEN (UNIT = 2, FILE = VECT(2), STATUS = ’OLD’, ACCESS = ’APPEND’) 68 NCOMM = O
25 OPEN (UNIT = 3, FILE = FTRAJ, STATUS = ’REPLACE’) 69 DO I =1, CONT1
26 OPEN (UNIT = 8, FILE = ARRFILE, STATUS = ’REPLACE’) 70 IF (MON.EQ.NLIST(I,1).0R.MON.EQ.NLIST(I,2)) THEN
27 OPEN (UNIT = 4, FILE = FILER, STATUS = ’REPLACE’) 71 NCOMM = 1
28 WRITE(2,’ (1X,A2,76X,A2)’) ’k*’, %%’ 72 SEL = NLIST(I,3)
29 WRITE(2,1000) ’#x’,°>>>>>> START SIMULATION <<<<<<7,7%%? 73 GOTO 333
30 WRITE(2,’ (1X,A2,76X,A2)°) k%’ %%’ 74 END IF
31 WRITE(2,*) (°-’, I =1, 80) 75 END DO
32 1000 FORMAT(1X,A2,21X,A33,22X,A2) 76 333 TCONT = 0
33 WRITE(2,’ (1X,A2,6X,A4,7X,A6,5X,A5,5X,A4, 7 IF (NCOMM.EQ.1) THEN
34 : 6X,A4,6X,A5,8X,A4,1X,A2)’) 78 DO I =1, CONT1
35 7%’ ’ITER’,’ENERGY’, ’NEIGH’,’Nmin’, 79 IF (SEL.EQ.NLIST(I,3)) THEN
36 ’Nmax’, < N >?,’TCPU’, %%’ 80 TCONT = TCONT + 1
37 CALL INITIALQ) 81 NMLIST(TCONT) = NLIST(I,1)
38 CALL NEIGHBORS() 82 TCONT = TCONT + 1
39 CALL AVERAGEQ) 83 NMLIST(TCONT) = NLIST(I,2)
40 START = TIMEQ) 84 END IF
41 CALL ENERGY (EOLD) 85 END DO
42 TSTOP = TIME(Q) 86 END IF
43 SEC = INT(TSTOP - START) 87 CCONT = 0
44 WRITE(2,’ (1X,’’**’*,1X,18,3X,F12.4,3X,14,6X,13,6X,14,4X,F8.2,7X, 88 DO 135 I = 1, TCONT
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89

91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111

113
114
115 13
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132 40
133
134
135
136
137
138 ¢C
139 ¢
140 ¢
141 ¢
142
143 ¢C
144 ¢
145 ¢C
146 C
147
148
149
150
151
152 ¢
153 ¢
154 ¢
155
156
157
158
159 ¢
160 cC
161 ¢C
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176 C
177 ¢C
178 C
179
180

NPOSIC = NMLIST(I)

IF (CCONT.EQ.0.AND.NPOSIC.NE.MON) THEN
CCONT = CCONT + 1

TCOORD (CCONT, 1) = NPOSIC

TCOORD (CCONT,2) = NET(NPOSIC,1)
TCOORD (CCONT,3) = NET(NPOSIC,2)
TCOORD (CCONT,4) = NET(NPOSIC,3)

END IF

IF (CCONT.GT.0.AND.NPOSIC.NE.MON) THEN
NCOMN = 0

DO J = 1, CCONT

IF (NPOSIC.EQ.TCOORD(J,1)) THEN

GO TO 135

END IF

IF (NPOSIC.NE.TCOORD(J,1)) THEN
NCOMN = 1

END IF

END DO

IF (NCOMN.EQ.1) THEN
CCONT = CCONT + 1
TCOORD(CCONT, 1) = NPOSIC
TCOORD(CCONT,2) = NET(NMLIST(I),1)
TCOORD(CCONT,3) = NET(NMLIST(I),2)
TCOORD (CCONT,4) = NET(NMLIST(I),3)
END IF
END IF
CONTINUE
END IF
DO J = 1, NARRAY
IF (MON.EQ.ARRAY(J,1)) THEN
POS = J
POSI = POS
POSF = POSI + 4
DO N = POSI, POSF
TLABEL(N,1) = ARRALABEL(N,1)
TLABEL(N,2) = ARRALABEL(N,2)
TMARRA(N,2) = ARRAY(N,2)
TMARRA(N,3) = ARRAY(N,3)
TMARRA(N,4) = ARRAY(N,4)
END DO
GOTO 40
END IF
END DO
COINC = RANFC()

IF (COINC.LE.0.330D0) THEN

OFFX = 0
OFFY = 0
OFFZ = 0
C
%% CAMBIA LA ORIENTACION DEL MONOMERO SELECCIO- *x C
**% NADO (PUNTOS VECTORIALES). **x C
C
D0J=1,5
C
*k OPERACIONES SOBRE LA PARTICULA 1 *x C
** SIEMPRE ESTA UBICADO EN EL ORIGEN [0,0,0] ** C
C

IF (J.EQ.1) THEN
ARRAY(P0S,2) = 0
ARRAY(P0S,3) = 0
ARRAY(P0S,4) = 0

END IF
c
*k OPERACIONES SOBRE LA PARTICULA 2 ** C
C
IF (J.EQ.2) THEN
POS = POS + 1
COIN = RANFAQ)
IF (COIN.LE.0.3333) THEN
C
*k EJE X ** C
C
COINB = RANFB()
OFFX = 1
IF (COINB.LE.0.5) THEN
ARRAY(POS,2) = -1
ARRAY(P0S,3) = 0
ARRAY(P0S,4) = 0
END IF
IF (COINB.GT.0.5) THEN
ARRAY(P0S,2) = 1
ARRAY(POS,3) = 0
ARRAY(POS,4) = 0
END IF
END IF
IF (COIN.GT.0.3333.AND.COIN.LE.0.6666) THEN
C
*k EJE Y ** C
C

COINB = RANFB()
OFFY = 1

181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193¢
194 ¢
195 ¢
196
197

199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210¢C
211¢
212¢C
213
214
215¢C
216 C
217¢C
218¢C
219
220
221
222
223¢C
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238¢C
239¢C
240¢cC
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257¢C
258 C
259C
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272

Q

Q
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IF (COINB.LE.0.5) THEN
ARRAY(P0S,2) = 0
ARRAY(P0S,3) = -1
ARRAY(P0S,4) = 0

END IF

IF (COINB.GT.0.5) THEN
ARRAY(P0S,2) = 0
ARRAY(P0S,3) = 1
ARRAY(P0S,4) = 0

END IF

END IF
IF (COIN.GT.0.6666) THEN

EJE Z ** C

COINB = RANFB()
OFFZ = 1
IF (COINB.LE.0.5) THEN
ARRAY (P0S,2) = 0
ARRAY (P0S,3) = 0
ARRAY (P0S,4) = -1
END IF
IF (COINB.GT.0.5) THEN
ARRAY(P0S,2) = 0
ARRAY(P0S,3) = 0
ARRAY(P0S,4) = 1
END IF
END IF
END IF

*k

OPERACIONES SOBRE LA PARTICULA 3 ** C

IF (J.EQ.3) THEN
POS = POS + 1

*k
*k

DETERMINAR CUALES EJES PUEDE TOMAR LA PARTI- ** C
CULA 3. USAMOS LAS VARIABLES OFFX, OFFY, OFFX*x C

c
IF (OFFX.EQ.O0.AND.OFFY.EQ.0.AND.OFFZ.EQ.1) THEN
COIN = RANFAQ)

IF (COIN.LT.0.5) THEN

c
ok EJE X *x C
c
COINB = RANFB()
IF (COINB.LE.0.5) THEN
ARRAY(P0S,2) = -1
ARRAY(P0S,3) = 0
ARRAY (P0S,4) = 0
END IF
IF (COINB.GT.0.5) THEN
ARRAY(P0S,2) = 1
ARRAY (P0S,3) = 0
ARRAY(P0S,4) = 0
END IF
END IF
IF (COIN.GE.0.5) THEN
c
*x EJE Y *x C
c

COINB = RANFB()

IF (COINB.LE.0.5) THEN
ARRAY(P0S,2) = 0
ARRAY(P0S,3) = -1
ARRAY(P0S,4) = 0

END IF

IF (COINB.GT.0.5) THEN
ARRAY (P0S,2) = 0
ARRAY(P0S,3) = 1
ARRAY (P0S,4) = 0

END IF

END IF
END IF

IF (OFFX.EQ.O0.AND.OFFY.EQ.1.AND.OFFZ.EQ.0) THEN
COIN = RANFAQ)

IF (COIN.LT.0.5) THEN

sk

EJE X ** C

COINB = RANFB()

IF (COINB.LE.0.5) THEN
ARRAY(POS,2) = -1
ARRAY (POS,3) = 0
ARRAY(P0S,4) = 0

END IF

IF (COINB.GT.0.5) THEN
ARRAY(POS,2) = 1

ARRAY(P0S,3) = 0
ARRAY(P0S,4) = 0
END IF
END IF

IF (COIN.GE.0.5) THEN



273 C C

274 C *x* EJE Z *x C
275 C c
276 COINB = RANFB()

277 IF (COINB.LE.0.5) THEN

278 ARRAY(PCS,2) = 0

279 ARRAY(PCS,3) = 0

280 ARRAY (P0S,4) = -1

281 END IF

282 IF (COINB.GT.0.5) THEN

283 ARRAY(P0S,2) = 0

284 ARRAY (P0S,3) = 0

285 ARRAY(P0S,4) = 1

286 END IF

287 END IF

288 END IF

289 IF (OFFX.EQ.1.AND.OFFY.EQ.O0.AND.OFFZ.EQ.0) THEN
290 COIN = RANFA(Q)

291 IF (COIN.LT.0.5) THEN

292 C c
293 C ** EJE Y ** C
294 C c
295 COINB = RANFB()

296 IF (COINB.LE.0.5) THEN

297 ARRAY(P0S,2) = 0

298 ARRAY (P0S,3) =

299 ARRAY (P0S,4) =

300 END IF

301 IF (COINB.GT.0.5) THEN

302 ARRAY (P0S,2) = 0

303 ARRAY(P0S,3) = 1

304 ARRAY(P0S,4) = 0

305 END IF

306 END IF

307 IF (COIN.GE.0.5) THEN

308 C c
309 C ** EJE Z ** C
310¢C c
311 COINB = RANFB()

312 IF (COINB.LE.0.5) THEN

313 ARRAY(PCS,2) = 0

314 ARRAY(PCS,3) = 0

315 ARRAY (P0S,4) = -1

316 END IF

317 IF (COINB.GT.0.5) THEN

318 ARRAY(P0S,2) = 0

319 ARRAY (P0S,3) = 0

320 ARRAY(P0S,4) = 1

321 END IF

322 END IF

323 END IF

324 END IF

325 C c
326 C ** OPERACIONES SOBRE LA PARTICULA 4 ** C
327¢C c
328 IF (J.EQ.4) THEN

329 POS = POS + 1

330 ARRAY(P0S,2) = -1 * ARRAY(POS - 2 ,2)

331 ARRAY(P0S,3) = -1 * ARRAY(POS - 2 ,3)

332 ARRAY(P0S,4) = -1 * ARRAY(POS - 2 ,4)

333 END IF

334 ¢C [
335 C *x OPERACIONES SOBRE LA PARTICULA 5 ** C
336 C c
337 IF (J.EQ.5) THEN

338 POS = POS + 1

339 ARRAY(P0S,2) = -1 * ARRAY(POS - 2 ,2)

340 ARRAY(P0S,3) = -1 * ARRAY(POS - 2 ,3)

341 ARRAY(P0S,4) = -1 * ARRAY(POS - 2 ,4)

342 END IF

343 END DO

344 END IF

345 IF (COINC.GT.0.330D0.AND.COINC.LE.0.66D0) THEN
346 C C
347 C ** DESPLAZA UN MONOMERO EN CUALQUIER DE LOS EJES#* C
348 C C
349 COIN = RANFB()

350 IF (COIN.LT.0.333D0) THEN

351 COINB = RANFD()

352

353 IF (COINB.LE.0.5D0) THEN

354 NET(MON,1) = NET(MON,1) - 1

355 IF (MVEG.EQ.1.AND.NCOMM.EQ.1) THEN

356 DO I = 1, CCONT

357 NET(TCOORD(I,1),1) = NET(TCOORD(I,1),1) - 1
358 END DO

359 END IF

360 END IF

361

362 IF (COINB.GT.0.5D0) THEN

363 NET(MON,1) = NET(MON,1) + 1

364 IF (MVEG.EQ.1.AND.NCOMM.EQ.1) THEN

365 DO I =1, CCONT

366 NET(TCOORD(I,1),1) = NET(TCOORD(I,1),1) + 1
367 END DO

368 END IF

369 END IF

370 END IF

371

372 IF (COIN.GT.0.333D0.AND.COIN.LE.0.666D0) THEN
373 COINB = RANFD()

374

375 IF (COINB.LE.0.5D0) THEN

376 NET(MON,2) = NET(MON,2) - 1

377 IF (MVEG.EQ.1.AND.NCOMM.EQ.1) THEN

378 DO I =1, CCONT

379 NET(TCOORD(I,1),2) = NET(TCOORD(I,1),2) - 1
380 END DO

381 END IF

382 END IF

383

384 IF (COINB.GT.0.5D0) THEN

385 NET(MON,2) = NET(MON,2) + 1

386 IF (MVEG.EQ.1.AND.NCOMM.EQ.1) THEN

387 DO I = 1, CCONT

388 NET(TCOORD(I,1),2) = NET(TCOORD(I,1),2) + 1
389 END DO

390 END IF

391 END IF

392 END IF

393 ¢C C

394 C *x APLICAR TRASLACION SOBRE EL EJE Z ** C

395¢C C

396 IF (COIN.GE.0.666D0) THEN

397 COINB = RANFD()

398

399 IF (COINB.LE.0.5D0) THEN

400 NET(MON,3) = NET(MON,3) - 1

401 IF (MVEG.EQ.1.AND.NCOMM.EQ.1) THEN

402 DO I =1, CCONT

403 NET(TCOORD(I,1),3) = NET(TCOORD(I,1),3) - 1
404 END DO

405 END IF

406 END IF

407

408 IF (COINB.GT.0.5D0) THEN

409 NET(MON,3) = NET(MON,3) + 1

410 IF (MVEG.EQ.1.AND.NCOMM.EQ.1) THEN

411 DO I =1, CCONT

412 NET(TCOORD(I,1),3) = NET(TCOORD(I,1),3) + 1
413 END DO

414 END IF

415 END IF

416 END IF

417 END IF

418

419

420 C CAMBIAR EL TIPO DE MONOMERO
421 C CASO 1. COMPLEX --> FREE
422 C CASO 2. FREE --> COMPLEX

423

424 IF (COINC.GT.0.66D0) THEN
425 C APLICANDO CASO 1.

426 IF (LABEL(MON).EQ.’CB2M’) THEN
427 LABEL(MON) = ’FB2M’

428 D0J=1,5

429 IF (J.EQ.1) THEN

430 ARRALABEL (P0S,1) = ’FB2M’
431 ARRALABEL (P0S,2) = °F1°
432 END IF

433 IF (J.EQ.2) THEN

434 POS = POS + 1

435 ARRALABEL (P0S,1) = ’FB2M’
436 ARRALABEL (P0S,2) = ’F2’
437 END IF

438 IF (J.EQ.3) THEN

439 POS = POS + 1

440 ARRALABEL(P0S,1) = ’FB2M’
441 ARRALABEL(P0S,2) = ’F3’
442 END IF

443 IF (J.EQ.4) THEN

444 POS = POS + 1

445 ARRALABEL(P0S,1) = ’FB2M’
446 ARRALABEL(P0S,2) = ’F4’
447 END IF

448 IF (J.EQ.5) THEN

449 POS = POS + 1

450 ARRALABEL (P0S,1) = ’FB2M’
451 ARRALABEL (P0S,2) = ’F5’
452 END IF

453 END DO

454 GOTO 80

455 END IF

456
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457 IF (LABEL(MON).EQ.’FB2M’) THEN 549 END DO

458 LABEL (MON) = ’>CB2M’ 550 NET(MON,1) = XOLD

459 D0J=1,5 551 NET(MON,2) = YOLD

460 IF (J.EQ.1) THEN 552 NET(MON,3) = ZOLD

461 ARRALABEL(POS,1) = ’CB2M’ 553 GO TO 120

462 ARRALABEL(P0S,2) = ’C1’ 554 END IF

463 END IF 555 END IF

464 IF (J.EQ.2) THEN 556 END DO

465 POS = POS + 1 557 END DO

466 ARRALABEL(P0S,1) = ’CB2M’ 558 END IF

467 ARRALABEL(P0S,2) = ’C2’ 559 120 CALL NEIGHBORS()

468 END IF 560 CALL ENERGY (ENEW)

469 IF (J.EQ.3) THEN 561 DELTAE = ENEW - EOLD

470 POS = POS + 1 562

471 ARRALABEL(POS,1) = ’CB2M’ 563 IF (DELTAE.LE.0.0DO) THEN

472 ARRALABEL(P0S,2) = ’C3’ 564 TOTALEN = ENEW

473 END IF 565 EOLD = ENEW

474 IF (J.EQ.4) THEN 566 NOLD = TOTALN

475 POS = POS + 1 567 END IF

476 ARRALABEL (P0S,1) = ’CB2M’ 568

477 ARRALABEL (P0S,2) = ’C4’ 569 IF (DELTAE.GT.0.0D0O) THEN

478 END IF 570 WTRAN = EXP(-DELTAE/(0.008314472 % TEMPREF))
479 IF (J.EQ.5) THEN 571 COIN = RANFD()

480 POS = POS + 1 572 IF (WTRAN.GT.COIN) THEN

481 ARRALABEL(POS,1) = ’CB2M’ 573 TOTALEN = ENEW

482 ARRALABEL(P0S,2) = ’C5’ 574 EOLD = ENEW

483 END IF 575 NOLD = TOTALN

484 END DO 576 ELSE

485 END IF 577 NET(MON,1) = XOLD

486 578 NET(MON,2) = YOLD

487 END IF 579 NET(MON,3) = ZOLD

488 C c 580 LABEL(MON) = LOLD

489 C »* LUEGO SE APLICAN CONDICIONES PERIODICAS DE  *x C 581 TOTALEN = EOLD

490 C ** CONTORNO PARA GARANTIZAR LA CONSERVACION DEL *x C 582 TOTALN = NOLD

491 C »* NUMERO DE PARTICULAS EN LA RED TRIDIMENSIONAL#* C 583 DO N = POSI, POSF

492 ¢C c 584 ARRAY(N,2) = TMARRA(N,2)

493 585 ARRAY(N,3) = TMARRA(N,3)

494 80 DO I =1, NPAR 586 ARRAY(N,4) = TMARRA(N,4)

495 IF (NET(I,1).GT.BOX) THEN 587 ARRALABEL(N,1) = TLABEL(N,1)

496 NET(I,1) = NET(I,1) - BOX 588 ARRALABEL(N,2) = TLABEL(N,2)

497 END IF 589 END DO

498 IF (NET(I,1).LT.0) THEN 590

499 NET(I,1) = BOX + NET(I,1) 591 IF (MVEG.EQ.1.AND.NCOMM.EQ.1) THEN

500 END IF 592 DO I = 1, CCONT

501 IF (NET(I,2).GT.BOX) THEN 593 NET(TCOORD(I,1),1) = TCOORD(I,2)

502 NET(I,2) = NET(I,2) - BOX 594 NET(TCOORD(I,1),2) = TCOORD(I,3)

503 END IF 595 NET(TCOORD(I,1),3) = TCOORD(I,4)

504 IF (NET(I,2).LT.0) THEN 596 END DO

505 NET(I,2) = BOX + NET(I,2) 597 END IF

506 END IF 598 END IF

507 IF (NET(I,3).GT.BOX) THEN 599 END IF

508 NET(I,3) = NET(I,3) - BOX 600 RES = K / TIMEP

509 END IF 601 RES2 = RES * TIMEP

510 IF (NET(I,3).LT.0) THEN 602 IF (RES2.EQ.K) THEN

511 NET(I,3) = BOX + NET(I,3) 603 CALL NEIGHBORS ()

512 END IF 604 CALL AVERAGE()

513 END DO 605 TSTOP = TIMEQ)

514 606 SEC = INT(TSTOP - START)

515 C c 607 OPEN (UNIT = 2,FILE = VECT(2),STATUS = ’OLD’, ACCESS = ’APPEND’)
516 C ** GARANTIZAR QUE DOS MONOMEROS NO SE ESTEN EN ** C 608 OPEN (UNIT = 3,FILE = FTRAJ, STATUS = ’OLD’, ACCESS = ’APPEND’)
517 C ** EL MISMO PUNTO RETICULAR. ** C 609 OPEN (UNIT = 8,FILE = ARRFILE, STATUS = >OLD’,ACCESS = ’APPEND’)
518 C c 610 OPEN (UNIT = 4,FILE = FILER, STATUS=’0LD’,ACCESS = ’APPEND’)
519 DO J = 1, NPAR 611

520 IF (J.NE.MON) THEN 612 WRITE(2,’ (1X,’ %%’ ,1X,18,3X,F12.4,3X,14,6X,13,6X,14,4X,F8.2,7X,
521 IF (NET(MON,1).EQ.NET(J,1) 613 : F6.2,1X,77%x22)7)

522 : .AND.NET (MON, 2) .EQ.NET(J,2) 614 : K, EOLD, TOTALN, NMIN, NMAX, AVRG, SEC
523 : .AND.NET(MON,3) .EQ.NET(J,3)) THEN 615

524 NET(MON,1) = XOLD 616 WRITE(3,*) NPAR

525 NET(MON,2) = YOLD 617 WRITE(3,*) K

526 NET(MON,3) = ZOLD 618 DO I =1, NPAR

527 IF (MVEG.EQ.1.AND.NCOMM.EQ.1) THEN 619 WRITE(3,*) LABEL(I), NET(I,1), NET(I,2), NET(I,3)
528 DO L = 1, CCONT 620 END DO

529 NET(TCOORD(L,1),1) = TCOORD(L,2) 621

530 NET(TCOORD(L,1),2) = TCOORD(L,3) 622 WRITE(8,*) ’STEP: ’, K

531 NET (TCOORD(L,1),3) = TCOORD(L,4) 623 DO I = 1, NARRAY

532 END DO 624 WRITE(8,*) ARRALABEL(I,1), ARRALABEL(I,2),
533 GO TO 120 625 : ARRAY(I,1), ARRAY(I,2), ARRAY(I,3), ARRAY(I,4)
534 END IF 626 END DO

535 END IF 627 WRITE(8,*)

536 END IF 628

537 END DO 629 WRITE(4,*) ’STEP: ’, K

538 IF (MVEG.EQ.1.AND.NCOMM.EQ.1) THEN 630 WRITE(4,*) ’NEIGHBORS: ’, CONT1

539 DO I = 1, CCONT 631 DO I = 1, CONT1

540 DO J = I, NPAR 632 WRITE(4,*) NLIST(I,1), NLIST(I,2), NLIST(I,3)
541 IF (TCOORD(I,1).NE.J) THEN 633 END DO

542 IF (NET(TCOORD(I,1),1).EQ.NET(J,1).AND. 634 CLOSE(2)

543 : NET (TCOORD(I,1),2).EQ.NET(J,2).AND. 635 CLOSE(3)

544 : NET (TCOORD(I,1),3).EQ.NET(J,3)) THEN 636 CLOSE(8)

545 DO L = 1, CCONT 637 CLOSE (4)

546 NET(TCOORD(L,1),1) = TCOORD(L,2) 638 END IF

547 NET(TCOORD(L,1),2) = TCOORD(L,3) 639 999 CONTINUE

548 NET (TCOORD(L,1),3) = TCOORD(L,4) 640
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641

OPEN (UNIT = 2, FILE = VECT(2), STATUS = ’OLD’, ACCESS = ’APPEND’)652

SECONDS

WRITE(2,%) (°-’, I =1, 80)

WRITE(2,’ (1X,A2,22X,A10,2X,15,37X,A2)°)
?x%?, Hours: ’,HOURS, ?x*x*’

WRITE(2,’ (1X,A2,22X,A10,2X,15,37X,A2)")
’x%’, ’Minutes: ’,MINUTES, ’>#*x’

WRITE(2,’ (1X,A2,22X,A10,3X,F4.1,37X,A2)°)
’#%’, ’Seconds: ’,SECONDS, ’*x*’

WRITE(2,%)’%*’,(°-*, I =1, 76),
CLOSE(2)

END SUBROUTINE

> xek?

END IF
END DO

RE-ESCALAR SEGUIDO PARA EL MONOMERO B ** C

POSIC2 = NEIGHB(I,2)
ACUM = 0
DO J = 1, TARRAY
IF (POSIC2.EQ.ARRAY(J,1)) THEN
ACUM = ACUM + 1
IF (ACUM.EQ.1.) THEN
MONOB(ACUM, 1) = ARRAY(J,2) +
MONOB(ACUM,2) = ARRAY(J,3) +
MONOB(ACUM,3) = ARRAY(J,4) +
LAB(ACUM,2) = ARRALABEL(J,2)
MCX2 = MONOB(ACUM,1)
MCY2 = MONOB(ACUM,2)
MCZ2 = MONOB(ACUM, 3)
END IF
IF (ACUM.GT.1) THEN
MONOB(ACUM, 1) = ARRAY(J,2) +
MONOB(ACUM,2) = ARRAY(J,3) +
MONOB(ACUM,3) = ARRAY(J,4) +
LAB(ACUM,2) = ARRALABEL(J,2)
END IF
END IF
END DO

NET(POSIC2,1)
NET(POSIC2,2)
NET(POSIC2,3)

MONOB(1,1)
MONOB(1,2)
MONOB(1,3)

#% TOCA HACER OTRA VERIFICACION DE LA POSICION *x*
MONOMERO B, YA QUE SIEMPRE DEBE ESTAR PORx*
MONOMERO A. TOCO ASI *k

** DEL

** DEL

aacaaaa

DX = MCX2 -
DY = MCY2 -
DZ = MCZ2 -
WRITE(2,%)

WRITE (*,*)

MCX1
MCY1
MCZ1
’PAR DE VECINOS NUMERO: ’, I
’DIFERENCIAS: ’, DX, DY, DZ

*% SI EL MONOMERO B ESTA POR DEBAJO SE INTERCAM-*x*
*% LOS MONOMEROS PARA PODER FACILITAR LA ENERGIA*x*
*% DE ISING. *k

aacaaaa

IF (DX.EQ.0.AND.DY.EQ.O.AND.DZ.LT.0) THEN
WRITE(*,*) °DISTANCIADOS SOBRE EL EL EJE Z’
DOK=1,5
TEMP = POSIC1
POSIC1 = POSIC2
POSIC2 = TEMP

TEMPA(K,1) = MONOA(K,1)
TEMPA(K,2) = MONOA(K,2)
TEMPA(K,3) = MONOA(K,3)
MONOA(K,1) = MONOB(K,1)
MONOA(K,2) = MONOB(X,2)
MONOA(K,3) = MONOB(X,3)
MONOB(K,1) = TEMPA(X,1)
MONOB(K,2) = TEMPA(X,2)
MONOB(K,3) = TEMPA(K,3) + 1
TEMPC = LAB(ACUM, 1)
LAB(ACUM, 1) = LAB(ACUM,2)
LAB(ACUM,2) = TEMPC

END DO

END IF

IF (DX.EQ.0.AND.DY.LT.O0.AND.DZ.EQ.0) THEN
WRITE(*,*) ’DISTANCIADOS SOBRE EL EL EJE Y’
DOK=1,5

TEMP = POSIC1

642 WRITE(2,*) (°%’, I =1, 80) 653
643 WRITE(2,’ (1X,A,21X,A,20x,A) ) 654
644 >kx2 .2  Normal Termination for Simulation’,’*x*’ 655
645 WRITE (2,°(1x,A7,12X,A15,1X,A24,14x,A7)°) 656
646 J#kxckkkk’ 2 ENDED ON: ’,FDATE(),’ skskxkskk’ 657
647 TIMESTOP = CPUTIME() 658
648 TOTALTIME = TIMESTOP - TSTART 659
649 INTTIME = INT ( TOTALTIME ) 660
650 HOURS = INTTIME / 3600 661
651 MINUTES = ( INTTIME - HOURS * 3600 ) / 60 662
Archivo energy.f
1c c 73
2 C *x SUB-RUTINA PARA EL CALCULO DE LA ENERGIA **k C 74
3 C ** DE ISING. LA ECUACION EMPLEADA ES LA SI- ** C 75
4 C »* GUIENTE: ** C 76 C
5 C ** E(total) = SUM[E(q1,q92)] *x C 77 C
6 C *x ** C 78 C
7 C *x LA ENERGIA DEPENDE DE LA MANERA EN COMO LOS #** C 79
8 C ** MONOMEROS VECINALES ESTAN ORIENTADOS. ** C 80
9 C ** LOS VECINOS SE LOCALIZAN EMPLEANDO LA SUB-  ** C 81
10 C ** RUTINA NEIGHBORS() Y LUEGO SE DETERMINA **k C 82
11 C *x QUIENES ESTAN EN CONTACTO. **k C 83
12¢C c 84
13 C #x EL TIPO DE CONTACTO SE DETERMINA A PARTIR DE ** C 85
14 C *x LA MATRIZ DE VECTORES ARRAY(LINES,4) Y LUEGO ** C 86
15 C *x SE COMPARA CON LOS PARAMETROS DE ENERGIA **k C 87
16 C *x QUE HA SIDO PREVIAMENTE CALCULADO. ** C 88
17¢c c 89
18 C *x 1. DETERMINAR EL TIPO DE CONTACTO ** C 90
19 C *x 2. DETERMINAR EL TIPO DE ORIENTACION *k C 91
20 C ** 3. ACUMULAR EL VALOR DE LA ENERGIA *k C 92
21 C c 93
22 94
23 SUBROUTINE ENERGY (ENERIS) 95
24 INCLUDE ’common_dyn.f’ 96
25 INTEGER MONOA(LINES,3), MONOB(LINES,3), POSIC1, POSIC2 97
26 INTEGER POSP, POSF, A1, A2, Bi, B2 98
27 REAL*8 DXA, DYA, DZA, DXB, DYB, DZB, DOT, DOT1, DOT2 99
28 INTEGER ACUM, MCX1, MCY1, MCZ1, MCX2, MCY2, MCZ2 100
29 INTEGER DISTX, DISTY, DISTZ, DXi, DY1, DZi, DX2, DY2, Dz2 101
30 REAL*8 DIST, DIHC1, DIHC2, DIHP1, DIHP2, ENERIS, EPAR 102 ¢
31 INTEGER TYPEA, TYPEB, TYPEC, THETA 103 ¢C
32 CHARACTER*5 PARES(LINES,2), PARC(LINES,2), PARB(LINES,2) 104 ¢
33 CHARACTER*5 PARA(LINES,2) 105 ¢
34 INTEGER TEMPA(LINES,3), TEMPB(LINES,3), DX, DY, DZ 106 C
35 INTEGER NROTA, IPAR 107
36 CHARACTER*5 LAB(LINES,2), TEMPC, TEMPD 108
37 ACUM = 0 109
38 IPAR = 0 110 ¢
39 ENERIS = 0.0DO 111 ¢
40¢C OPEN (UNIT = 2, FILE = VECT(2), STATUS = ’OLD’, ACCESS = ’APPEND’)12
41 C WRITE(2,%*) 113 ¢C
42 C WRITE(2,%) °’ ’ 114 ¢
43 ¢ WRITE(2,*) ’>#* SUB-RUTINA ENERGY *x’ 115¢C
44 c WRITE(2,%) ’ 4 116 C
45 DO 999 I = 1, TOTALN 117 ¢
46 ACUM = 0 118
47 C WRITE(*,*) ’CONTACTOS: ’, NEIGHB(I,1), NEIGHB(I,2) 119 ¢
48 C c 120
49 C ** PRIMERO REALIZAMOS OPERACIONES DE TRASLACION ** C 121
50 C ** PARA CADA MONOMERQ. **k C 122
51C c 123
52 C *x* RE-ESCALAR PRIMERO PARA EL MONOMERO A **k C 124
53 C c 125
54 POSIC1 = NEIGHB(I,1) 126
55 DO J = 1, TARRAY 127
56 IF (POSIC1.EQ.ARRAY(J,1)) THEN 128
57 ACUM = ACUM + 1 129
58 IF (ACUM.EQ.1.) THEN 130
59 MONOA(ACUM,1) = ARRAY(J,2) + NET(POSIC1,1) 131
60 MONOA(ACUM,2) = ARRAY(J,3) + NET(POSIC1,2) 132
61 MONOA(ACUM,3) = ARRAY(J,4) + NET(POSIC1,3) 133
62 LAB(ACUM,1) = ARRALABEL(J,2) 134
63 MCX1 = MONOA(ACUM,1) 135
64 MCY1 = MONOA(ACUM,2) 136
65 MCZ1 = MONOA(ACUM,3) 137
66 END IF 138
67 IF (ACUM.GT.1) THEN 139
68 MONOA (ACUM,1) = ARRAY(J,2) + MONOA(1,1) 140
69 MONOA (ACUM,2) = ARRAY(J,3) + MONOA(1,2) 141 ¢
70 MONOA (ACUM,3) = ARRAY(J,4) + MONOA(1,3) 142
71 LAB(ACUM,1) = ARRALABEL(J,2) 143
72 END IF 144
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145 POSIC2 = TEMP 237 PARC(1,1) = LAB(J,1)

146 TEMPA(K,1) = MONOA(K,1) 238 PARC(1,2) = LAB(K,1)

147 TEMPA(K,2) = MONOA(K,2) 239 END IF

148 TEMPA(K,3) = MONOA(K,3) 240

149 MONOA(K,1) = MONOB(K,1) 241 IF (DIST.EQ.1.0D0) THEN

150 MONOA(K,2) = MONOB(K,2) 242 TYPEB = TYPEB + 1

151 MONOA(K,3) = MONOB(K,3) 243 PARB(1,1) = LAB(J,1)

152 MONOB(K,1) = TEMPA(K,1) 244 PARB(1,2) = LAB(K,1)

153 MONOB(K,2) = TEMPA(K,2) + 1 245 END IF

154 MONOB(K,3) = TEMPA(K,3) 246

155 TEMPC = LAB(ACUM, 1) 247 IF (DIST.EQ.2.0d0) THEN

156 LAB(ACUM,1) = LAB(ACUM,2) 248 TYPEA = TYPEA + 1

157 LAB(ACUM,2) = TEMPC 249 TEMPD = ARRALABEL(POSIC1,1)

158 END DO 250 IF (TEMPD.EQ.’CB2M’) THEN

159 END IF 251 PARA(1,1) = ’C1’

160 252 END IF

161 IF (DX.LT.0.AND.DY.EQ.O.AND.DZ.EQ.0) THEN 253 IF (TEMPD.EQ.’FB2M’) THEN

162 C WRITE(*,*) *DISTANCIADOS SOBRE EL EL EJE X’ 254 PARA(1,1) = °F1°

163 DOK=1, 5 255 END IF

164 TEMP = POSIC1 256 TEMPD = ARRALABEL(POSIC2,1)

165 POSIC1 = POSIC2 257 IF (TEMPD.EQ.’CB2M’) THEN

166 POSIC2 = TEMP 258 PARA(1,2) = ’C1’

167 TEMPA(K,1) = MONOA(K,1) 259 END IF

168 TEMPA(K,2) = MONOA(K,2) 260 IF (TEMPD.EQ.’FB2M’) THEN

169 TEMPA(K,3) = MONOA(K,3) 261 PARA(1,2) = °F1’

170 MONOA(K,1) = MONOB(K,1) 262 END IF

171 MONOA(K,2) = MONOB(K,2) 263 END IF

172 MONOA(K,3) = MONOB(K,3) 264 END DO

173 MONOB(K,1) = TEMPA(K,1) + 1 265 END DO

174 MONOB(K,2) = TEMPA(K,2) 266

175 MONOB(K,3) = TEMPA(K,3) 267 IF (TYPEA.EQ.5.AND.TYPEB.EQ.0.AND.TYPEC.EQ.0) THEN
176 TEMPC = LAB(ACUM, 1) 268 c WRITE(2,*) ’CONTACTO 1-1 ENCONTRADO: ’, PARA(1,1), PARA(1,2)
177 LAB(ACUM,1) = LAB(ACUM,2) 269 c WRITE(2,*) ’VECINOS: ’, POSIC1, POSIC2

178 LAB(ACUM,2) = TEMPC 270 ¢ WRITE(2,*) ’BUSCANDO CON LISTADO DE PARAMETROS’
179 END DO 271 DO K = 1, CONTE

180 END IF 272 IF (LEER(K,1).EQ.’PARAM’) THEN

181 273 READ(LEER(K,6) ,’ (I5) > ,IOSTAT = ERRSTAT) NROTA
182 IF (DX.EQ.0.AND.DY.EQ.0.AND.DZ.EQ.1) THEN 274 READ(LEER(K,5), ’(F12.4)’,I0STAT = ERRSTAT) EPAR
183 C WRITE(*,*) *DISTANCIADOS SOBRE EL EL EJE Z° 275 IF (PARA(1,1).EQ.LEER(K,2).AND.PARA(1,2).EQ.LEER(K,3)) THEN
184 DOK=1,5 276 C WRITE(2,*) ’ENCONTRADO CON LISTADO DE PARAMETROS: °, K
185 MONOB(K,3) = MONOB(K,3) + 1 277 C c
186 END DO 278 C ** AHORA COMPARAR CON LA LISTA DE PARAMETROS Y ** C
187 END IF 279 C ** DETERMINAR A QUE ORIENTACION Y ENERGIA ** C
188 280 C ** CORRESPONDE. **k C
189 IF (DX.EQ.0.AND.DY.EQ.1.AND.DZ.EQ.0) THEN 281 C c
190 C WRITE(*,*) >DISTANCIADOS SOBRE EL EL EJE Y’ 282 POSP = K + 1

191 DOK=1, 5 283 POSF = K + NROTA

192 MONOB(K,2) = MONOB(K,2) + 1 284 FIND = 0

193 END DO 285 DO L = POSP, POSF

194 END IF 286 READ(LEER(L,1), ’(I5)’,I0STAT = ERRSTAT) A1l
195 287 READ(LEER(L,2), ’(I5)’,I0STAT = ERRSTAT) A2
196 IF (DX.EQ.1.AND.DY.EQ.O.AND.DZ.EQ.0) THEN 288 READ(LEER(L,3), ’(I5)’,I0STAT = ERRSTAT) B1
197 ¢C WRITE(*,*) ’DISTANCIADOS SOBRE EL EL EJE X’ 289 READ(LEER(L,4), ’(I5)’,I0STAT = ERRSTAT) B2
198 DOK=1, 5 290 READ(LEER(L,5), ’(F12.4)’,I0STAT = ERRSTAT) DIHP1
199 MONOB(K,1) = MONOB(K,1) + 1 291 READ(LEER(L,6), ’(F12.4)’,I0STAT = ERRSTAT) DIHP2
200 END DO 292 DXA = MONOA(A2,1) - MONDA(A1,1)

201 END IF 293 DYA = MONOA(A2,2) - MONOA(A1,2)

202 294 DZA = MONOA(A2,3) - MONOA(A1,3)

203 C c 295 DXB = MONOB(B1,1) - MONOB(B2,1)

204 C ** DETERMINAR EL TIPO DE CONTACTO QUE SE PRE-  ** C 296 DYB = MONOB(B1,2) - MONOB(B2,2)

205 C ** SENTA EN EL PAR DE MONOMERO VECINALES. ** C 297 DZB = MONOB(B1,3) - MONOB(B2,3)

206 C ** PARA ESTE CASO, PRIMERO SE NECESITA DETER-  *x C 298 DOT1 = DXA * DXB + DYA * DYB + DZA * DZB

207 C ** MINAR LOS CONTACTOS 1-1. EL RESTO SE PUEDE xx C 299 DOT2 = SQRT((DBLE(DXA**2 + DYA*x2 + DZA*%*2)) *
208 C ** DEDUCIR CON LA MINIMA DISTANCIA ENTRE LOS ** C 300 : (DBLE(DXB#**2 + DYB#%2 +DZB**2)))

209 C ** PUNTOS DE CADA MONOMERO. ** C 301 DOT = (ACOS( DOT1 /DOT2 )) * (180.0 / PI)
210 C c 302 DIHC1 = DNINT(DOT)

211 C ** ACA TENEMOS OTROS PROBLEMA. HAY QUE DETER- x* C 303 DXA = MONOB(A1,1) - MONOB(A2,1)

212 C ** MINAR SI EL CONTACTO ES DE TIPO 1-1 SIN ES  *x C 304 DYA = MONOB(A1,2) - MONOB(A2,2)

213 C ** ASI, USAR EL CRITERIO DE MINIMA DISTANCIA ** C 305 DZA = MONOB(A1,3) - MONOB(A2,3)

214 C ** DONDE APARECEN DOS OPCIONES: A) CUANDO DIST ** C 306 DXB = MONOA(B2,1) - MONOA(B1,1)

215 C ** ES IGUAL A UNO (PARA CONTACTOS 1-A 0 A-1) **k C 307 DYB = MONOA(B2,2) - MONOA(B1,2)

216 C ** B) CUANDO DIST ES IGUAL A CERO A:B.NE.1) ** C 308 DZB = MONOA(B2,3) - MONOA(B1,3)

217C c 309 DOT1 = DXA * DXB + DYA * DYB + DZA * DZB

218 TYPEA = 0 310 DOT2 = SQRT((DBLE(DXA**2 + DYA**2 + DZA**2)) *
219 TYPEB = 0 311 : (DBLE(DXB**2 + DYB**2 +DZB*%2)))

220 TYPEC = 0 312 DOT = (ACOS( DOT1 /DOT2 )) * (180.0 / PI)
221 DO J = 1, ACUM 313 DIHC2 = DNINT(DOT)

222 DOK=1,5 314 ¢ WRITE(2,401) °VALORES: ’>, A1, A2, B1, B2,
223 DX1 = MONOA(J,1) 315 ¢ : DIHC1, DIHC2, DIHP1, DIHP2

224 DY1 = MONOA(J,2) 316 c401 FORMAT (A9, 3X, I2, 1X, I2, 1X, I2, 2X, I2, 3X,
225 DZ1 = MONOA(J,3) 317 ¢ : F12.4, 2X, F12.4, 2X, F12.4, 2X, F12.4)

226 DX2 = MONOB(K,1) 318 IF (DIHC1.NE.DIHP1.OR.DIHC2.NE.DIHP2) THEN
227 DY2 = MONOB(K,2) 319 ¢ WRITE(2,*) ’NO SIRVE’

228 DZ2 = MONOB(K,3) 320 FIND = 1

229 DISTX = ABS((DX1 - DX2)**2) 321 END IF

230 DISTY = ABS((DY1 - DY2)**2) 322 END DO

231 DISTZ = ABS((DZ1 - DZ2)**2) 323

232 DIST = (DISTX + DISTY + DISTZ)*x(0.5) 324 IF (FIND.EQ.O) THEN

233 C WRITE(*,*) J, K, DIST 325 ¢ WRITE(2,*) ’ENCONTRADO ALGO’

234 326 ¢ WRITE(2,*) ’ENERGIA DEL VECINO: >, EPAR

235 IF (DIST.EQ.0.0DO) THEN 327 ENERIS = ENERIS + EPAR

236 TYPEC = TYPEC + 1 328 GOTO 999
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329 END IF 421 DYA = MONOA(A2,2) - MONOA(A1,2)

330 END IF 422 DZA = MONOA(A2,3) - MONOA(A1,3)

331 END IF 423 DXB = MONOB(B1,1) - MONOB(B2,1)

332 END DO 424 DYB = MONOB(B1,2) - MONOB(B2,2)

333 ¢C HASTA ACA 425 DZB = MONOB(B1,3) - MONOB(B2,3)

334 END IF 426 DOT1 = DXA * DXB + DYA * DYB + DZA * DZB

335 427 DOT2 = SQRT((DBLE(DXA**2 + DYA**2 + DZA**2)) *
336 IF (TYPEB.EQ.1) THEN 428 : (DBLE (DXB#*2 + DYB**2 +DZB*%2)))

337 ¢C DESDE AQUI 429 DOT = (ACOS( DOT1 /DOT2 )) * (180.0 / PI)
338 ¢ WRITE(2,*) ’CONTACTO TIPOB (1-A/A-1) ENCONTRADO: ’, PARB(1,1), 430 DIHC1 = DNINT(DOT)

339 ¢ : PARB(1,2) 431 DXA = MONOB(A1,1) - MONOB(A2,1)

340 ¢ WRITE(2,*) ’VECINOS: ’, POSIC1, POSIC2 432 DYA = MONOB(A1,2) - MONOB(A2,2)

341 DO K = 1, CONTE 433 DZA = MONOB(A1,3) - MONOB(A2,3)

342 IF (LEER(K,1).EQ.’PARAM’) THEN 434 DXB = MONDA(B2,1) - MONOA(B1,1)

343 READ (LEER(K,6),’ (I5)’,I0OSTAT = ERRSTAT) NROTA 435 DYB = MONOA(B2,2) - MONOA(B1,2)

344 READ (LEER(K,5), ’(F12.4)’,I0STAT = ERRSTAT) EPAR 436 DZB = MONOA(B2,3) - MONOA(B1,3)

345 IF (PARB(1,1).EQ.LEER(K,2).AND.PARB(1,2) .EQ.LEER(K,3)) THEN 437 DOT1 = DXA * DXB + DYA * DYB + DZA * DZB

346 c WRITE(2,*) ’ENCONTRADO CON LISTADO DE PARAMETROS: ’, K 438 DOT2 = SQRT((DBLE(DXA**2 + DYA**2 + DZA**2)) *
347 ¢C C 439 : (DBLE (DXB#*2 + DYB#*2 +DZB*%2)))

348 C ** AHORA COMPARAR CON LA LISTA DE PARAMETROS Y ** C 440 DOT = (ACOS( DOT1 /DOT2 )) * (180.0 / PI)
349 C **x DETERMINAR A QUE ORIENTACION Y ENERGIA ** C 441 DIHC2 = DNINT(DOT)

350 C ** CORRESPONDE. **x C 442 c WRITE(2,403) ’VALORES: ’, A1, A2, B1, B2,
351¢C C 443 c H DIHC1, DIHC2, DIHP1, DIHP2

352 POSP = K + 1 444 c403 FORMAT (A9, 3X, I2, 1X, I2, 1X, I2, 2X, I2, 3X,
353 POSF = K + NROTA 445 c : F12.4, 2X, F12.4, 2X, F12.4, 2X, F12.4)

354 FIND = O 446 IF (DIHC1.NE.DIHP2.0R.DIHC2.NE.DIHP1) THEN
355 DO L = POSP, POSF 447 c WRITE(2,*) ’NO SIRVE’

356 READ(LEER(L,1), ’(I5)’,IOSTAT = ERRSTAT) A1 448 FIND = 1

357 READ(LEER(L,2), ’(I5)’,IOSTAT = ERRSTAT) A2 449 END IF

358 READ(LEER(L,3), ’(I5)’,IOSTAT = ERRSTAT) Bi 450 END DO

359 READ(LEER(L,4), ’(I5)’,I0STAT = ERRSTAT) B2 451

360 READ(LEER(L,5), ’(F12.4)’,I0STAT = ERRSTAT) DIHP1 452 IF (FIND.EQ.O) THEN

361 READ(LEER(L,6), ’(F12.4)’,I0STAT = ERRSTAT) DIHP2 453 ¢ WRITE(2,*) ’ENCONTRADO TAMBIEN ALGO’

362 DXA = MONOA(A2,1) - MONOA(A1,1) 454 ¢ WRITE(2,*) ’ENERGIA DEL VECINO: ’, EPAR

363 DYA = MONOA(A2,2) - MONOA(A1,2) 455 ENERIS = ENERIS + EPAR

364 DZA = MONOA(A2,3) - MONOA(A1,3) 456 GOTO 999

365 DXB = MONOB(B1,1) - MONOB(B2,1) 457 END IF

366 DYB = MONOB(B1,2) - MONOB(B2,2) 458 END IF

367 DZB = MONOB(B1,3) - MONOB(B2,3) 459 C TERMINA LO INVERO

368 DOT1 = DXA * DXB + DYA * DYB + DZA * DZB 460 END IF

369 DOT2 = SQRT ((DBLE(DXA**2 + DYA#*2 + DZA**2)) * 461 END DO

370 H (DBLE (DXB#*2 + DYB**2 +DZB#*%2))) 462 C HASTA ACA

371 DOT = (ACOS( DOT1 /DOT2 )) * (180.0 / PI) 463 END IF

372 DIHC1 = DNINT(DOT) 464

373 DXA = MONOB(A1,1) - MONOB(A2,1) 465 IF (TYPEC.EQ.1) THEN

374 DYA = MONOB(A1,2) - MONOB(A2,2) 466 c WRITE(2,*) ’CONTACTO TIPOC (A:B.NE.1) ENCONTRADO: ’, PARC(1,1),
375 DZA = MONOB(A1,3) - MONOB(A2,3) 467 c : PARC(1,2)

376 DXB = MONDA(B2,1) - MONOA(B1,1) 468 c WRITE(2,*) ’VECINOS: ’, POSIC1, POSIC2

377 DYB = MONOA(B2,2) - MONOA(B1,2) 469 DO K = 1, CONTE

378 DZB = MONOA(B2,3) - MONOA(B1,3) 470 IF (LEER(K,1).EQ.’PARAM’) THEN

379 DOT1 = DXA * DXB + DYA * DYB + DZA * DZB 471 READ(LEER(K,6),’ (I5)’,I0STAT = ERRSTAT) NROTA
380 DOT2 = SQRT((DBLE(DXA**2 + DYA**2 + DZA**2)) * 472 READ(LEER(K,5), ’(F12.4)’,I0STAT = ERRSTAT) EPAR
381 H (DBLE (DXB#*2 + DYB**2 +DZB#*%2))) 473 IF (PARC(1,1).EQ.LEER(K,2).AND.PARC(1,2).EQ.LEER(K,3)) THEN
382 DOT = (ACOS( DOT1 /DOT2 )) * (180.0 / PI) 474 ¢ WRITE(2,#*) ’ENCONTRADO CON LISTADO DE PARAMETROS: ’, K
383 DIHC2 = DNINT(DOT) 475 C C
384 c WRITE(2,400) °VALORES: ’, A1, A2, B1, B2, 476 C ** AHORA COMPARAR CON LA LISTA DE PARAMETROS Y #* C
385 ¢ H DIHC1, DIHC2, DIHP1, DIHP2 477 C ** DETERMINAR A QUE ORIENTACION Y ENERGIA ** C
386 c400 FORMAT(A9, 3X, I2, 1X, I2, 1X, I2, 2X, I2, 3X, 478 C ** CORRESPONDE. **k C
387 ¢ : F12.4, 2X, F12.4, 2X, F12.4, 2X, Fi12.4) 479 ¢C c
388 IF (DIHC1.NE.DIHP1.0R.DIHC2.NE.DIHP2) THEN 480 POSP = K + 1

389 ¢ WRITE(2,*) ’NO SIRVE’ 481 POSF = K + NROTA

390 FIND = 1 482 FIND = O

391 END IF 483 DO L = POSP, POSF

392 END DO 484 READ(LEER(L,1), ’(I5)’,IOSTAT = ERRSTAT) A1
393 485 READ(LEER(L,2), ’(I5)’,IOSTAT = ERRSTAT) A2
394 IF (FIND.EQ.O) THEN 486 READ(LEER(L,3), ’(I5)’,I0STAT = ERRSTAT) Bl
395 ¢ WRITE(2,#*) ’ENCONTRADO TAMBIEN ALGO’ 487 READ(LEER(L,4), ’(I5)’,I0STAT = ERRSTAT) B2
396 ¢ WRITE(2,#*) ’ENERGIA DEL VECINO: ’, EPAR 488 READ (LEER(L,5), ’(F12.4)’,I0STAT = ERRSTAT) DIHP1
397 ENERIS = ENERIS + EPAR 489 READ (LEER(L,6), ’(F12.4)’,I0STAT = ERRSTAT) DIHP2
398 GOTO 999 490 DXA = MONOA(A2,1) - MONOA(A1,1)

399 END IF 491 DYA = MONOA(A2,2) - MONOA(A1,2)

400 END IF 492 DZA = MONOA(A2,3) - MONOA(A1,3)

401 493 DXB = MONOB(B1,1) - MONOB(B2,1)

402 C ACA VA CUANDO ES INVERSO 494 DYB = MONOB(B1,2) - MONOB(B2,2)

403 IF (PARB(1,1).EQ.LEER(K,3).AND.PARB(1,2).EQ.LEER(K,2)) THEN 495 DZB = MONOB(B1,3) - MONOB(B2,3)

404 ¢ WRITE(2,*) ’ENCONTRADO CON LISTADO DE PARAMETROS: ’, K 496 DOT1 = DXA * DXB + DYA * DYB + DZA * DZB

405 C C 497 DOT2 = SQRT((DBLE(DXA**2 + DYA**2 + DZA**2)) *
406 C ** AHORA COMPARAR CON LA LISTA DE PARAMETROS Y ** C 498 : (DBLE (DXB#*2 + DYB**2 +DZB*%2)))

407 C **x DETERMINAR A QUE ORIENTACION Y ENERGIA **x C 499 DOT = (ACOS( DOT1 /DOT2 )) * (180.0 / PI)
408 C ** CORRESPONDE. ** C 500 DIHC1 = DNINT(DOT)

409 C C 501 DXA = MONOB(A1,1) - MONOB(A2,1)

410 POSP = K + 1 502 DYA = MONOB(A1,2) - MONOB(A2,2)

411 POSF = K + NROTA 503 DZA = MONOB(A1,3) - MONOB(A2,3)

412 FIND = O 504 DXB = MONOA(B2,1) - MONOA(B1,1)

413 DO L = POSP, POSF 505 DYB = MONOA(B2,2) - MONOA(B1,2)

414 READ(LEER(L,1), ’(I5)’,I0STAT = ERRSTAT) Al 506 DZB = MONOA(B2,3) - MONOA(B1,3)

415 READ(LEER(L,2), ’(I5)’,I0STAT = ERRSTAT) A2 507 DOT1 = DXA * DXB + DYA * DYB + DZA * DZB

416 READ (LEER(L,3), ’(I5)’,I0STAT = ERRSTAT) B1 508 DOT2 = SQRT((DBLE(DXA**2 + DYA**2 + DZA**2)) *
417 READ(LEER(L,4), ’(I5)’,I0STAT = ERRSTAT) B2 509 : (DBLE (DXB**2 + DYB**2 +DZB*%2)))

418 READ(LEER(L,5), ’(F12.4)’,I0STAT = ERRSTAT) DIHP1 510 DOT = (ACOS( DOT1 /DOT2 )) * (180.0 / PI)
419 READ(LEER(L,6), ’(F12.4)’,I0STAT = ERRSTAT) DIHP2 511 DIHC2 = DNINT(DOT)

420 DXA = MONOA(A2,1) - MONOA(A1,1) 512 ¢ WRITE(2,404) °VALORES: ’, Al, A2, B1, B2,
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513 ¢ : DIHC1, DIHC2, DIHP1, DIHP2 560 DXA = MONOB(A1,1) - MONOB(A2,1)

514 c404 FORMAT (A9, 3X, I2, 1X, I2, 1X, I2, 2X, I2, 3X, 561 DYA = MONOB(A1,2) - MONOB(A2,2)

515 ¢ : F12.4, 2X, F12.4, 2X, F12.4, 2X, F12.4) 562 DZA = MONOB(A1,3) - MONOB(A2,3)

516 IF (DIHC1.NE.DIHP1.OR.DIHC2.NE.DIHP2) THEN 563 DXB = MONODA(B2,1) - MONOA(B1,1)

517 ¢ WRITE(2,%) ’NO SIRVE’ 564 DYB = MONODA(B2,2) - MONOA(B1,2)

518 FIND = 1 565 DZB = MONOA(B2,3) - MONOA(B1,3)

519 END IF 566 DOT1 = DXA * DXB + DYA * DYB + DZA * DZB
520 END DO 567 DOT2 = SQRT((DBLE(DXA**2 + DYA**2 + DZA%%2)) *
521 568 : (DBLE(DXB**2 + DYB#*2 +DZB**2)))

522 IF (FIND.EQ.0) THEN 569 DOT = (ACOS( DOT1 /DOT2 )) * (180.0 / PI)
523 ¢ WRITE(2,*) ’ENCONTRADO TAMBIEN ALGO’ 570 DIHC2 = DNINT(DOT)

524 ¢ WRITE(2,*) ’ENERGIA DEL VECINO: ’, EPAR 571c WRITE(2,405) ’VALORES: ’, A1, A2, Bi, B2,
525 ENERIS = ENERIS + EPAR 572 ¢ : DIHC1, DIHC2, DIHP1, DIHP2

526 GOTO 999 573 c405 FORMAT (A9, 3X, I2, 1X, I2, 1X, I2, 2X, I2, 3X,
527 END IF 574 c : F12.4, 2X, F12.4, 2X, F12.4, 2X, F12.4)
528 END IF 575 IF (DIHC1.NE.DIHP2.OR.DIHC2.NE.DIHP1) THEN
529 576 c WRITE(2,%) ’NO SIRVE’

530 C ACA VA CUANDO ES INVERSO 577 FIND = 1

531 IF (PARC(1,1).NE.PARC(1,2).AND.PARC(1,1).EQ.LEER(X,3) 578 END IF

532 : .AND.PARC(1,2) .EQ.LEER(K,2)) THEN 579 END DO

533 ¢ WRITE(2,*) ’ENCONTRADO CON LISTADO DE PARAMETROS: ’, K 580

534 ¢ c 581 IF (FIND.EQ.0) THEN

535 C *+ AHORA COMPARAR CON LA LISTA DE PARAMETROS Y #** C 582 ¢ WRITE(2,*) ’ENCONTRADO TAMBIEN ALGO’

536 C *+ DETERMINAR A QUE ORIENTACION Y ENERGIA *x C 583 ¢ WRITE(2,*) ’ENERGIA DEL VECINO: ’, EPAR
537 C ** CORRESPONDE. *x C 584 ENERIS = ENERIS + EPAR

538 C c 585 GOTO 999

539 POSP = K + 1 586 END IF

540 POSF = K + NROTA 587 END IF

541 FIND = 0 588 C  TERMINA LO INVERO

542 DO L = POSP, POSF 589 END IF

543 READ(LEER(L,1), ’(I5)’,IOSTAT = ERRSTAT) Al 590 END DO

544 READ(LEER(L,2), ’(I5)’,IOSTAT = ERRSTAT) A2 591 ¢ HASTA ACA

545 READ(LEER(L,3), ’(I5)’,IOSTAT = ERRSTAT) Bl 592 END IF

546 READ(LEER(L,4), ’(I5)’,I0STAT = ERRSTAT) B2 593

547 READ(LEER(L,5), ’(F12.4)’,I0STAT = ERRSTAT) DIHP1 594 ¢ WRITE(2,*) ’LISTADO DE VECTORES:’

548 READ(LEER(L,6), ’(F12.4)’,I0STAT = ERRSTAT) DIHP2 595 ¢ DO J = 1, ACUM

549 DXA = MONOA(A2,1) - MONOA(A1,1) 596 ¢ WRITE(2,*) LAB(J,1), MONOA(J,1), MONOA(J,2), MONOA(J,3),
550 DYA = MONOA(A2,2) - MONOA(A1,2) 597 ¢ : LAB(J,2), MONOB(J,1), MONOB(J,2), MONOB(J,3)
551 DZA = MONDA(A2,3) - MONOA(A1,3) 598 ¢ END DO

552 DXB = MONOB(B1,1) - MONOB(B2,1) 599

553 DYB = MONOB(B1,2) - MONOB(B2,2) 600 ¢ WRITE(2,%)

554 DZB = MONOB(B1,3) - MONOB(B2,3) 601 C ESTE END DO ES DEL PRIMERO CICLO (NEIGHBOR)

555 DOT1 = DXA * DXB + DYA * DYB + DZA * DZB 602 999  CONTINUE

556 DOT2 = SQRT((DBLE(DXA**2 + DYA#x2 + DZA%%2)) * 603 C WRITE(2,*) ’ENERGIA TOTAL: ’, ENERIS

557 : (DBLE(DXB**2 + DYB**2 +DZB**2))) 604 c RETURN

558 DOT = (ACOS( DOT1 /DOT2 )) * (180.0 / PI) 605 END SUBROUTINE

559 DIHC1 = DNINT(DOT)

Archivo neighbors.f

1cC C 34 ¢ OPEN (UNIT=2,FILE=VECT(2))
2 C *x ESTA SUB-RUTINA PERMITE ENCONTRAR TODOS LOS ** C 35 REPET = 0
3 C ** PARES DE MONOMEROS VECINALES ** C 36 CONT = 0
4 C ** SE CONSIDERAN SOLO LOS VECINOS QUE ESTAN EN ** C 37 TOTALN = 0
5 C ** EL MISMO EJE Y ESTAN SEPARADOS SOLAMENTE POR ** C 38 DO I =1, NPAR
6 C ** UNA UNIDAD DE DISTANCIA EN LA MALLA 3D ** C 39 CONT = 0
7 C *x EJEMPLO: | | | | ** C 40 DO J =1+ 1, NPAR
8 C *x | | cB2M | | cB2M | **k C 41 CONT = 0
9C ** y | | | | | *k C 42 DISTX = ABS(NET(I,1) - NET(J,1))
10 C *x | | CB2M | CB2M | CB2M | | ** C 43 DISTY = ABS(NET(I,2) - NET(J,2))
11 C *x | | | | | | ** C 44 DISTZ = ABS(NET(I,3) - NET(J,3))
12 C *x [ | cB2M | | cB2M | ** C 45 IF (DISTX.EQ.1.AND.DISTY.EQ.0.AND.DISTZ.EQ.0) THEN
13C *x  / x | | | | | ** C 46 CONT = CONT + 1
14 C **x / **% C a7 END IF
15C ** z ** C 48 IF (DISTX.EQ.O.AND.DISTY.EQ.1.AND.DISTZ.EQ.0) THEN
16¢C c 49 CONT = CONT + 1
17 C *x USAMOS LA VARIABLE CONT PARA VERIFICAR QUE ** C 50 END IF
18 C *x EL PAR DE MONOMERO SE ENCUENTRAN ALINEADDOS s C 51 IF (DISTX.EQ.0.AND.DISTY.EQ.0.AND.DISTZ.EQ.1) THEN
19 C *x SOBRE UN EJE CARTESIANA. 52 CONT = CONT + 1
20 C ** ESTO SE VERIFICA CALCULANDO LA DISTANCIA EN ** C 53 END IF
21 C ** CADA EJE (X,Y,Z), USAMOS LAS VARIABLES DIST- ** C 54 IF (CONT.EQ.1) THEN
22¢C c 55 TOTALN = TOTALN + 1
23 C ** CUANDO UN PAR DE MONOMEROS SON VECINALES, ** C 56 NEIGHB(TOTALN,1) = I
24 C ** CADA UNO DE ELLOS SE ALMACENA EN LA MATRIX ** C 57 NEIGHB(TOTALN,2) = J
25 C ** NOMBRADA NEIGHB(LINES,2) Y LUEGO ES USADA ** C 58 END IF
26 C ** PARA DETERMINAR EL CONTACTO (1-2,1-3,ETC) **k C 59 END DO
27 C ** PARA OBTENER LA ENERGIA DE ISING **k C 60 END DO
28 C c 61C DO I = 1, TOTALN
29 62 C WRITE (*,*) NEIGHB(I,1), NEIGHB(I,2)
30 SUBROUTINE NEIGHBORS () 63 C END DO
31 INCLUDE ’common_dyn.f’ 64 C WRITE (*,*)
32 INTEGER J, CONT, DISTX, DISTY, DISTZ, REPET 65 END SUBROUTINE
33
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Archivo common_dyn.f

1cC C 34 INTEGER*4 NSTEP, TIMEP, HITS, TIMET
2 C ** ESTE ARCHIVO CONTIENE VARIABLES QUE SON USA- ** C 35 REAL*8 KBOLTZ
3 C **x DAS EN LAS DIFERENTES SUBRUTINAS DEL PROGRAMA **x C 36 PARAMETER (KBOLTZ = 8.31447247122021d-3)
4cC C 37 PARAMETER (Ka = 1.0d-7)
5 INTEGER NPAR,ALEO,ISEED,I,N,K,L 38 REAL*8 STEP, TEMPAV, TEMPVEL, TEMPREF, G, Q, S
6 INTEGER*4 LINES, TARRAY, NARRAY, MON 39 LOGICAL PRESENT, READCOMM, LTHERMO
7 REAL PI 40 LOGICAL XMD, XMC, TRAJ
8 PARAMETER (LINES=3000000) 41 INTEGER ERRSTAT
9 PARAMETER (PI = 3.14159265) 42 REAL*8 VALORT, AVRG
10 INTEGER CONTE, CONTLJ, CONTBOND, CONTLJB 43 CHARACTER*30 COMMANDS (40)
11 INTEGER ACONT, BOX, TOTALN, NLIST(LINES,3) 44 CHARACTER*30 PARMT(4)
12 INTEGER HOURS, MINUTES, INTTIME 45 LOGICAL IVEL, THERM
13 REAL*8 SECONDS , AVTIME 46
14 REAL*8 TIMESTOP, TSTART, TOTALTIME 47 DATA (COMMANDS(I) , I = 1,10) /
15 REAL*8 CPUTIME 48 TITLE’, ’*FILE_PAR’,’NSTEP’,’PRINT_STEP’,’VEL_SEED’,
16 CHARACTER*10 LEER(LINES,6) 49 >TEMP_REF’, ’FILE_TRAJ’,’DIM’, ’NPAR’, ’FILE_ARRAY’ /
17 CHARACTER*5 LABEL(LINES) 50
18 INTEGER NET(LINES,3), CONT1 51 DATA (PARMT(I), I =1, 4) /
19 CHARACTER*5 ARRALABEL(LINES,2) 52 ’atoms’, ’bonds’, ’angle’, ’lennard-jones’ /
20 INTEGER ARRAY(LINES,4) 53
21 INTEGER NEIGHB(LINES,2), NMIN, NMAX 54 COMMON /PASO/ STEP, TEMPAV, TEMPVEL, TIMET, NSTEP, ACONT, BOX
22 CHARACTER (LEN=100) DIP(LINES), 55 COMMON /PRINTER/ TIMEP, CONTE, TOTALN, MON
23 : VECT(40) ,SITE(LINES), ARCHIVO, DIPTHREE(LINES) 56 COMMON /ENEMC/ TEMPREF
24 CHARACTER (LEN=1) DIPTWO(LINES) 57 COMMON /LOGI/ IVEL, THERM, FILER
25 CHARACTER*(80) ARG, FILE1, FILE2 58 COMMON /MASA/ KP, AVRG, NLIST, CONT1
26 CHARACTER (LEN=30) DIPFOUR(LINES) 59 COMMON /MAXIMA/ NPAR,ALEO,LMAX
27 CHARACTER (LEN=30) TITLE 60 COMMON /CSEED/ ISEED, TARRAY, NARRAY
28 CHARACTER (LEN=40) FILE_PAR 61 COMMON /SYMBOL/ SITE, DIP, DIPTWO, DIPTHREE, DIPFOUR
29 CHARACTER (LEN=3) TRAJ_XYZ 62 COMMON /FTA/ FILE_PAR, TRAJ_XYZ
30 CHARACTER (LEN=40) FTRAJ, ARRFILE 63 COMMON /LOGI/ XMD, XMC, TRAJ, FTRAJ, ARRFILE
31 CHARACTER (LEN=100) FILER 64 COMMON /FILES/ VECT, LEER
32 65 COMMON // TIMESTOP, TSTART, TOTALTIME
33 REAL*8 LMAX, Ka, KP 66 COMMON /MATRIX/ LABEL, NET, ARRAY, ARRALABEL, NEIGHB, NMIN, NMAX
Archivo initial.f
1c c 44 END DO
2 C ** ESTA SUB-RUTINA UBICA DE MANERA ALEATORIA ** C 45 END IF
3 C ** LOS MONOMEROS EN LA CELDA TRIDIMENSIONAL Y  #*x* C 46 END IF
4 C *x POSTERIORMENTEM, CONSTRUYE LA MATRIZ DE LAS #*x* C 47 END DO
5 C ** ORIENTACIONES DE LOS CINCO DIFERENTES PUNTOS ** C 48 END DO
6 C *x DE CADA PROTEINA MEDIANTE REPRESENTACIONES ** C 49
7 C »* VECTORIALES ** C 50 C C
8C C 51 C ** AHORA SE GENERA EL CONJUNTO DE VECTORES PARA *x C
9 52 C ** CADA MONOMERO DE B2M: SE USAN CINCO PUNTOS ** C
10 SUBROUTINE INITIAL(Q) 53 C ** UBICADOS DE MANERA ALEATORIA ** C
11 INCLUDE ’common_dyn.f’ 54 C C
12 REAL*8 COIN, COINB 55
13 INTEGER COMM, OFFX, OFFY, OFFZ, REPET 56 TARRAY = 0O
14 COMM = 0 57 DO I =1, NPAR
15 NARRAY = 0 58 OFFX = 0
16 OFFX = 0 59 OFFY = 0
17 OFFY = 0 60 OFFZ = 0
18 OFFZ = 0 61 D0J=1,5
19 REPET = 0 62
20 OPEN (UNIT = 8, FILE = ARRFILE, STATUS = ’0LD’,ACCESS = ’APPEND’) 63 C C
21 64 C ** OPERACIONES SOBRE LA PARTICULA 1 ** C
22¢C c 65 C ** SIEMPRE ESTA UBICADO EN EL ORIGEN [0,0,0] ** C
23 C ** SE CONSTRUYE LA RED TRIDIMENSIONAL PARA ** C 66 C C
24 C ** UBICAR CADA MONOMERO DE MANERA ALEATORIA ** C 67 IF (J.EQ.1) THEN
25 C ** INICIALMENTE SE INTRODUCEN MONOMEROS DE TIPO ** C 68 TARRAY = TARRAY + 1
26 C *x COMPLEJO Y EN EL TRANSCURSO DE LA SIMULACION ** C 69 NARRAY = NARRAY + 1
27 C ** SE INTERCAMBIAN POR MONOMEROS LIBRES ** C 70 ARRALABEL (TARRAY,1) = LABEL(I)
28¢C C 71 ARRALABEL (TARRAY,2) = °C1’
29 DO I = 1, NPAR 72 ARRAY(TARRAY,1) = I
30 LABEL(I) = ’CB2M’ 73 ARRAY (TARRAY,2) = 0
31 NET(I,1) = AINT(BOX*RANFAQ)) 74 ARRAY(TARRAY,3) = 0
32 NET(I,2) = AINT(BOX*RANFA(Q)) 75 ARRAY (TARRAY,4) = 0O
33 NET(I,3) = AINT(BOX*RANFA(Q)) 76 END IF
34 10 poJ=1,1I-1 77
35 IF (J.NE.I) THEN 78 C C
36 IF (NET(I,1).EQ.NET(J,1).AND.NET(I,2).EQ.NET(J,2) T9 C *x OPERACIONES SOBRE LA PARTICULA 2 ** C
37 .AND.NET(I,3) .EQ.NET(J,3)) THEN 80 C C
38 COMM = 1 81 IF (J.EQ.2) THEN
39 DO WHILE(COMM.EQ.1) 82 TARRAY = TARRAY + 1
40 NET(I,1) = AINT(BOX*RANFAQ)) 83 NARRAY = NARRAY + 1
41 NET(I,2) = AINT(BOX*RANFAQ)) 84 ARRALABEL (TARRAY,1) = LABEL(I)
42 NET(I,3) = AINT(BOX*RANFA(Q)) 85 ARRALABEL (TARRAY,2) = ’C2’
43 GOTO 10 86 ARRAY (TARRAY,1) = I
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87

COIN = RANFA()

88 IF (COIN.LE.0.3333) THEN

89

90 C c
91 C *x EJE X ** C
92¢C c
93 COINB = RANFB()

94 OFFX = 1

95 IF (COINB.LE.0.5) THEN

96 ARRAY (TARRAY,2) = -1

97 ARRAY (TARRAY,3) = 0

98 ARRAY (TARRAY,4) = 0

99 END IF

100 IF (COINB.GT.0.5) THEN

101 ARRAY (TARRAY,2) = 1

102 ARRAY (TARRAY,3) = 0

103 ARRAY (TARRAY,4) = 0

104 END IF

105 END IF

106 IF (COIN.GT.0.3333.AND.COIN.LE.0.6666) THEN
107

108 C c
109 C ** EJE Y ** C
110¢C c
111 COINB = RANFB()

112 OFFY = 1

113 IF (COINB.LE.0.5) THEN

114 ARRAY (TARRAY, 2)

115 ARRAY (TARRAY, 3)

116 ARRAY (TARRAY,4)

117 END IF

118 IF (COINB.GT.0.5) THEN

119 ARRAY (TARRAY,2) = 0

120 ARRAY (TARRAY,3) = 1

121 ARRAY (TARRAY,4) = 0

122 END IF

123 END IF

124 IF (COIN.GT.0.6666) THEN

125

126 C c
127 C *x EJE Z ** C
128¢C c
129 COINB = RANFB()

130 OFFZ = 1

131 IF (COINB.LE.0.5) THEN

132 ARRAY (TARRAY,2) = 0

133 ARRAY (TARRAY,3) = 0

134 ARRAY (TARRAY,4) = -1

135 END IF

136 IF (COINB.GT.0.5) THEN

137 ARRAY (TARRAY,2) = 0

138 ARRAY (TARRAY,3) = 0

139 ARRAY (TARRAY,4) = 1

140 END IF

141 END IF

142 END IF

143

144 ¢ c
145 C *x OPERACIONES SOBRE LA PARTICULA 3 *k C
146 C c
147 IF (J.EQ.3) THEN

148 TARRAY = TARRAY + 1

149 NARRAY = NARRAY + 1

150 ARRALABEL (TARRAY,1) = LABEL(I)

151 ARRALABEL (TARRAY,2) = ’C3’

152 ARRAY (TARRAY,1) = I

153

154 C c

155 C *x DETERMINAR CUALES EJES PUEDE TOMAR LA PARTI- *x C
156 C *x CULA 3. USAMOS LAS VARIABLES OFFX, OFFY, OFFX*x C

157 C C
158 IF (OFFX.EQ.O0.AND.OFFY.EQ.0.AND.OFFZ.EQ.1) THEN
159 COIN = RANFA(Q)

160 IF (COIN.LT.0.5) THEN

161 C C
162 C ** EJE X ** C
163 C C
164 COINB = RANFB()

165 IF (COINB.LE.0.5) THEN

166 ARRAY (TARRAY,2) = -1

167 ARRAY (TARRAY,3) = 0

168 ARRAY (TARRAY,4) = 0

169 END IF

170 IF (COINB.GT.0.5) THEN

171 ARRAY (TARRAY,2) = 1

172 ARRAY (TARRAY,3) = 0

173 ARRAY (TARRAY,4) = 0

174 END IF

175 END IF

176 IF (COIN.GE.0.5) THEN

177¢C c
178 C ** EJE Y ** C

179 ¢C c
180 COINB = RANFB()

181 IF (COINB.LE.0.5) THEN

182 ARRAY (TARRAY,2) =

183 ARRAY (TARRAY,3) =

184 ARRAY (TARRAY,4)

185 END IF

186 IF (COINB.GT.0.5) THEN

187 ARRAY (TARRAY,2) = 0

188 ARRAY (TARRAY,3) = 1

189 ARRAY (TARRAY,4) = 0

190 END IF

191 END IF

192 END IF

193

194 IF (OFFX.EQ.0.AND.OFFY.EQ.1.AND.OFFZ.EQ.0) THEN
195 COIN = RANFAQ)

196 IF (COIN.LT.0.5) THEN

197 ¢C c
198 C *x EJE X ** C
199 ¢C C
200 COINB = RANFB()

201 IF (COINB.LE.0.5) THEN

202 ARRAY (TARRAY,2) = -1

203 ARRAY (TARRAY,3) = 0

204 ARRAY (TARRAY,4) = 0

205 END IF

206 IF (COINB.GT.0.5) THEN

207 ARRAY (TARRAY,2) = 1

208 ARRAY (TARRAY,3) = 0

209 ARRAY (TARRAY,4) = 0

210 END IF

211 END IF

212 IF (COIN.GE.0.5) THEN

213 C c
214 C *x* EJE Z *x C
215 C c
216 COINB = RANFB()

217 IF (COINB.LE.0.5) THEN

218 ARRAY (TARRAY,2) = 0

219 ARRAY (TARRAY,3) = 0

220 ARRAY (TARRAY,4) = -1

221 END IF

222 IF (COINB.GT.0.5) THEN

223 ARRAY (TARRAY,2) = 0

224 ARRAY (TARRAY,3) = 0

225 ARRAY (TARRAY,4) = 1

226 END IF

227 END IF

228 END IF

229

230 IF (OFFX.EQ.1.AND.OFFY.EQ.O.AND.OFFZ.EQ.0) THEN
231 COIN = RANFA(Q)

232 IF (COIN.LT.0.5) THEN

233 ¢C C
234 C *x* EJE Y *k C
235¢C C
236 COINB = RANFB()

237 IF (COINB.LE.0.5) THEN

238 ARRAY (TARRAY,2) = 0

239 ARRAY (TARRAY,3) = -1

240 ARRAY (TARRAY,4) = 0

241 END IF

242 IF (COINB.GT.0.5) THEN

243 ARRAY (TARRAY,2) = 0

244 ARRAY(TARRAY,3) = 1

245 ARRAY (TARRAY,4) = 0

246 END IF

247 END IF

248 IF (COIN.GE.0.5) THEN

249 C c
250 C ** EJE Z ** C
251 C c
252 COINB = RANFB()

253 IF (COINB.LE.0.5) THEN

254 ARRAY (TARRAY,2) = 0

255 ARRAY (TARRAY,3) = 0

256 ARRAY (TARRAY,4) = -1

257 END IF

258 IF (COINB.GT.0.5) THEN

259 ARRAY (TARRAY,2) = 0

260 ARRAY (TARRAY,3) = 0

261 ARRAY (TARRAY,4) = 1

262 END IF

263 END IF

264 END IF

265 END IF

266

267 C c
268 C ** OPERACIONES SOBRE LA PARTICULA 4 ** C
269 C C
270 IF (J.EQ.4) THEN
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271 TARRAY = TARRAY + 1 290 ARRAY (TARRAY,2) = -1 x ARRAY(TARRAY - 2 ,2)

272 NARRAY = NARRAY + 1 291 ARRAY (TARRAY,3) = -1 * ARRAY(TARRAY - 2 ,3)
273 ARRALABEL (TARRAY,1) = LABEL(I) 292 ARRAY (TARRAY,4) = -1 * ARRAY(TARRAY - 2 ,4)
274 ARRALABEL (TARRAY,2) = ’C4’ 293 END IF

275 ARRAY (TARRAY,1) = I 294 END DO

276 ARRAY (TARRAY,2) = -1 * ARRAY(TARRAY - 2 ,2) 295 END DO

277 ARRAY (TARRAY,3) = -1 * ARRAY(TARRAY - 2 ,3) 296

278 ARRAY (TARRAY,4) = -1 * ARRAY(TARRAY - 2 ,4) 297 C c
279 END IF 298 C ** IMPRIME LA INFORMACION DE CADA VECTOR *k C
280 299 C c
281 ¢C c 300 WRITE(8,*) ’STEP: ’, ’0’

282 C *x OPERACIONES SOBRE LA PARTICULA 5 ** C 301 DO I = 1, TARRAY

283 C c 302 WRITE(8,*) ARRALABEL(I,1), ARRALABEL(I,2),

284 IF (J.EQ.5) THEN 303 : ARRAY(I,1), ARRAY(I,2), ARRAY(I,3), ARRAY(I,4)
285 TARRAY = TARRAY + 1 304 END DO

286 NARRAY = NARRAY + 1 305 WRITE(8,*)

287 ARRALABEL (TARRAY,1) = LABEL(I) 306 CLOSE(8)

288 ARRALABEL (TARRAY,2) = ’C5’ 307 ¢C WRITE(8,*) NARRAY

289 ARRAY (TARRAY,1) = I 308 END SUBROUTINE

Archivo initread.f

1c c 34
2 C x* ESTA SUB-RUTINA LEE EL ARCHIVO DE ENTRADA **x C 35 WRITE(2,1001)’==’,’>>>>>> READING SIMULATION INFORMATION <<<<<<’
3 C **x CON EXTENSION *.INP ** C 36 &, ’
4c c 37 WRITE(2,*)(’=", I =1, 80)
5 SUBROUTINE INITREAD() 38 1001 FORMAT (1X,A2,15X,A,15X,4)
6 INCLUDE ’common_dyn.f’ 39
7 INTEGER NUMARG, J, COMM 40 DO 10 I=1,LINES
8 41 READ (1,%, END=99) DIP(I),DIPTWO(I),DIPTHREE(I)
9 NUMARG = IARGC(Q) 42 IF (DIP(I).EQ.’!’.0R.DIP(I).EQ.’’) THEN
10 ACONT = O 43 GOTO 10
11 DO I = 1, NUMARG 44 END IF
12 CALL GETARG (I, ARG) 45 ACONT = ACONT + 1
13 VECT(I) = ARG 46 10 CONTINUE
14 ENDDO 47 99 CONTINUE
15 IF (NUMARG.LT.2.0R.NUMARG.GT.2) THEN 48
16 WRITE(*,*) ’Invalid arguments’ 49 C [
17 STOP 50 C ** VERIFICA EL ESTADO DE TODOS LOS COMANDOS ** C
18 ENDIF 51¢C C
19 PRESENT = .FALSE. 52 DO I =1, ACONT
20 INQUIRE (FILE = VECT(1), EXIST = PRESENT) 53 READCOMM = .FALSE.
21 IF (.NOT. PRESENT) THEN 54 DO J = 1,10
22 WRITE(*,’(’’Don’’’’t exist the file’’,2X,A10)’) VECT(1) 55 IF (DIP(I).EQ.COMMANDS(J)) THEN
23 STOP 56 READCOMM = .TRUE.
24 RETURN 57 END IF
25 ENDIF 58 END DO
26 OPEN (UNIT=1,FILE=VECT(1)) 59 IF (.NOT. READCOMM) THEN
27 OPEN (UNIT=2,FILE=VECT(2) ,STATUS=’REPLACE’) 60 CALL ERROR(4)
28 CALL PTIME(O) 61 END IF
29 62 END DO
30 WRITE (2,1005) ’*x’,’Input File >? ,VECT (1), *x’ 63 RETURN
31 WRITE (2,1005) ’#x’,’0Output File =>’, VECT(2),’**’ 64 CLOSE(2)
32 1005 FORMAT(1X,A2,20X,A20,2X,A14,20X,A2) 65 END SUBROUTINE
33 CALL ENVIRQ)
Archivo readpars.f
1c C 22 CALL ERROR(2)
2 C ** ESTA SUB-RUTINA LEE TODOS LOS PARAMETROS ** C 23 END IF
3 C **x LEIDOS EN INITREAD Y LOS ASIGNA A LAS DIFE- ** C 24 PRESENT = .FALSE.
4 C ** RENTES VARIABLES DECLARADAS. ** C 25 INQUIRE (FILE = FILE_PAR, EXIST = PRESENT)
5C C 26 IF (.NOT. PRESENT) THEN
6 27 WRITE(2,’ (*’Don’’’’t exist the file’’,2X,A20)’) FILE_PAR
7 SUBROUTINE READPARS(TFILE) 28 STOP
8 INCLUDE ’common_dyn.f’ 29 RETURN
9 INTEGER COMM 30 ENDIF
10 CHARACTER*100 ARCH 31 END IF
11 COMM = 0 32
12 CONTE = 0 33 IF (DIP(I).EQ.’FILE_ARRAY’) THEN
13 34 READ (DIPTHREE(I),’ (A20)’ ,IOSTAT = ERRSTAT), ARRFILE
14 OPEN (UNIT=2,FILE=VECT(2), STATUS = ’>OLD’, ACCESS = ’APPEND’) 35 WRITE(2,’ (1X,’’**’’,6X,’ ARRAY FILE:’’,10X,A40,9X,’ **’’)’)
15 DO I = 1, ACONT 36 :  ARRFILE
16 IF (DIP(I).EQ.’FILE_PAR’) THEN 37 IF (ERRSTAT.NE.O) THEN
17 READ (DIPTHREE(I), ’(A40)’, IOSTAT = ERRSTAT), FILE_PAR 38 CALL ERROR(15)
18 WRITE(2,’ (1x,’ %7 ,6X,’ 'PARAMETER FILE: ’’,5X,A15,34X,’ %%’?)?) 39 END IF
19 : FILE_PAR 40 END IF
20 IF (ERRSTAT.NE.O) THEN 41
21 COMM = 1 42 IF (DIP(I).EQ.’FILE_TRAJ’) THEN
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43
44
45
46

48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
7
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90

READ (DIPTHREE(I), ’(A20)’, IOSTAT = ERRSTAT), FTRAJ

91

WRITE(2,’ (1X,?*%’’,6X,’ > TRAJECTORY FILE:’’,5X,A40,9X,’ **’’)?) 92

DIPTHREE(I)

IF (ERRSTAT.NE.O) THEN
CALL ERROR(15)
coMM = 1

END IF

END IF

IF (DIP(I).EQ.’NSTEP’) THEN
READ (DIPTHREE(I), ’(I10)’, IOSTAT = ERRSTAT), NSTEP

WRITE(2,’ (1X,? %>’ ,6X,’ *STEPS:’’,15X,A10,39X,’ ***x’’) )
: DIPTHREE(I)

IF (ERRSTAT.NE.O) THEN
CALL ERROR(8)
COMM = 1

END IF

END IF

IF (DIP(I).EQ.’PRINT_STEP’) THEN
READ (DIPTHREE(I), ’(I12)’, IOSTAT = ERRSTAT), TIMEP

IF (ERRSTAT.NE.O) THEN
CALL ERROR(10)
coMM = 1

END IF

END IF

IF (DIP(I).EQ.’VEL_SEED’) THEN
READ (DIPTHREE(I),
ISEED = ISEED * INT(TIMEQ))
WRITE(2,’ (1X,? %%’ ,6X,’ RANDOM NUMBER:’’,7X,A7,42X,’ *%’’)’) 121

: DIPTHREE(I)

IF (ERRSTAT.NE.O) THEN
CALL ERROR(16)

coMM = 1
END IF

END IF

IF (DIP(I).EQ.’TEMP_REF’) THEN
READ (DIPTHREE(I),

IF (ERRSTAT.NE.O) THEN
CALL ERROR(13)

COoMM = 1
END IF

END IF

’(I10)’, IOSTAT = ERRSTAT), ISEED

>(F12.2)?, IOSTAT = ERRSTAT), TEMPREF
WRITE(2,’ (1X,’’*x’’,6X,’ "TEMPERATURE (K):’’,5X,A6,43X,’’**’?)’) 132
: DIPTHREE(I)

93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107

109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120

122
123
124
125
126 10
127 199
128
129
130
131

133
134
135
136
137 999
138

IF (DIP(I).EQ.’DIM’) THEN
READ (DIPTHREE(I), ’(I5)’, IOSTAT = ERRSTAT), BOX
WRITE(2,’ (1X,’ %%’ 4X,A17,6X,A4,1X,A4,1X,

: A4,35X,’ 7)) ’BOX DIMENSIONS:’,
: DIPTHREE(I), DIPTHREE(I), DIPTHREE(I)

IF (ERRSTAT.NE.O) THEN
CALL ERROR(13)
COMM = 1

END IF

END IF

IF (DIP(I).EQ.’NPAR’) THEN
READ (DIPTHREE(I), ’(I5)’, IOSTAT = ERRSTAT), NPAR
WRITE(2,’ (1X,’ %%’ ,6X,A20,2X,15,43X,  7%*’?)?)
’AMOUNT OF PARTICLES:’, NPAR
IF (ERRSTAT.NE.O) THEN
CALL ERROR(13)
coMM = 1
END IF
END IF
END DO
WRITE(2,*)(°-’, I =1, 80)

IF (COMM.EQ.O) THEN

WRITE(2,’ (1X,’’=="’,20X,A37,19X,’’=="2)")
’>>>>>> STATUS FOR READING: OK! <<<<<<’
WRITE(2,%) (°=’, I =1, 80)
END IF

OPEN (UNIT = 4, FILE = FILE_PAR )
DO 10 I = 1, LINES
READ (4,%,END=199) LEER(I,1), LEER(I,2),LEER(I,3),LEER(I,4),

: LEER(I,5), LEER(I,6)

CONTE = CONTE + 1
CONTINUE
CONTINUE
CLOSE(2)
L=0
ARCH = VECT(2)
DO N = 1, LEN(VECT(2))
IF (ARCH(N:N).NE.’ ’) THEN
L=L+1
ENDIF
END DO
WRITE(FILER,999) ARCH(1:L)
FORMAT(A,’ .nls’)
END SUBROUTINE

Archivo average.f

1c

2 C ** ESTA SUB-RUTINA CALCULA EL TAMANO PROMEDIO
3 C *x DE LAS ASOCIACIONES DE PROTEINAS CADA

4 C *x TSTEP DE LA SIMULACION

5C

SUBROUTINE AVERAGE()
INCLUDE ’common_dyn.f’

INTEGER VAL1, VAL2, TMONOA, MAXIM

36
37
38
39
40
41
42
43
44

INTEGER ETIQ, ETIQ2, J, TOMN, CONT2, CHARLEN, COMM2, COLA(LINES) 45

INTEGER FCOLA(LINES), CONT3, COMM3, SUMB, SUMA, COMM4, MOMA

REAL*8 TMONOB
TMONOA = 0
TMONOB = 0
CONTL =0
TOMN =0
ETIQ =1
NMAX = 0
NMIN = 10

IF (TOTALN.GT.0) THEN
DO I = 1, TOTALN

VAL1 = NEIGHB(I,1)
VAL2 = NEIGHB(I,2)
TOMN = 0

IF (CONT1.GT.0) THEN

DO L = 1, CONTL

IF (VAL1.EQ.NLIST(L,1).AND.VAL2.EQ.NLIST(L,2)) THEN

TOMN = 1
END IF

END DO

IF (TOMN.EQ.0) THEN
CONT1 = CONT1 + 1
ETIQ = ETIQ + 1
NLIST(CONT1,1) = VAL1

46
47 C
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
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NLIST(CONT1,2) = VAL2
NLIST(CONT1,3) = ETIQ
END IF

END IF

IF (CONT1.EQ.0) THEN
CONT1 = CONT1 + 1
NLIST(CONT1,1) = VAL1
NLIST(CONT1,2) = VAL2
NLIST(CONT1,3) = ETIQ

END IF

IF (TOMN.NE.1) THEN
DO J = I + 1, TOTALN
IF (VAL1.EQ.NEIGHB(J,1).0R.VAL1.EQ.NEIGHB(J,2).0R.
VAL2.EQ.NEIGHB(J,1) .0R.VAL2.EQ.NEIGHB(J,2)) THEN
MOMA = O
DO K = 1, CONT1
IF (NEIGHB(J,1).EQ.NLIST(K,1).AND.
NEIGHB(J,2) .EQ.NLIST(K,2)) THEN
MOMA = 1
END IF
END DO
IF (MOMA.EQ.0) THEN
CONT1 = CONT1 + 1
NLIST(CONT1,1) = NEIGHB(J,1)
NLIST(CONT1,2) = NEIGHB(J,2)
NLIST(CONT1,3) = ETIQ
END IF
END IF
END DO
END IF
END DO

DO 777 1 = CONT1, 2, -1



71

p0J=1,I-1

129 co

LA(CONT2) = NLIST(J,1)

72 IF (NLIST(I,1).EQ.NLIST(J,1).0R. 130 CONT2 = CONT2 + 1
73 NLIST(I,1).EQ.NLIST(J,2).0R. 131 COLA(CONT2) = NLIST(J,2)
74 NLIST(I,2).EQ.NLIST(J,1).0R. 132 END IF
75 NLIST(I,2).EQ.NLIST(J,2)) THEN 133 END DO
76 NLIST(I,3) = NLIST(J,3) 134
T GO TO 777 135 IF (COMM4.EQ.0) THEN
78 END IF 136 SUMB = SUMB + 1
79 END DO 137 END IF
80 777 CONTINUE 138 IF (CONT2.GT.0) THEN
81 139 CONT3 = 0
82 DO 778 I = 1, CONT1 - 1 140 DO 800 L = 1, CONT2
83 DO J = CONT1, I + 1, -1 141 IF (CONT3.GT.O0) THEN
84 IF (NLIST(I,1).EQ.NLIST(J,1).0R. 142 COMM3 = 0
85 NLIST(I,1).EQ.NLIST(J,2).0R. 143 DO K = 1, CONT3
86 NLIST(I,2).EQ.NLIST(J,1).0R. 144 IF (COLA(L).EQ.FCOLA(K)) THEN
87 NLIST(I,2).EQ.NLIST(J,2)) THEN 145 COMM3 = 1
88 NLIST(I,3) = NLIST(J,3) 146 END IF
89 GO TO 778 147 END DO
90 END IF 148 IF (COMM3.EQ.0) THEN
91 END DO 149 CONT3 = CONT3 + 1
92 778 CONTINUE 150 SUMA = SUMA + 1
93 151 FCOLA(CONT3) = COLA(L)
94 DO 779 I = 1, CONT1 - 1 152 END IF
95 DO J = CONT1, I + 1, -1 153 END IF
96 IF (NLIST(I,1).EQ.NLIST(J,1).0R. 154
97 NLIST(I,1).EQ.NLIST(J,2).0R. 155 IF (CONT3.EQ.0) THEN
98 NLIST(I,2).EQ.NLIST(J,1).0R. 156 CONT3 = CONT3 + 1
99 NLIST(I,2).EQ.NLIST(J,2)) THEN 157 SUMA = SUMA + 1
100 NLIST(I,3) = NLIST(J,3) 158 FCOLA(CONT3) = COLA(L)
101 GO TO 779 159 END IF
102 END IF 160
103 END DO 161 800 CONTINUE
104 779 CONTINUE 162 IF (CONT3.GT.NMAX) THEN
105 163 NMAX = CONT3
106 DO 780 I = CONT1, 2, -1 164 END IF
107 poJ=1,1-1 165 IF (CONT3.LE.NMIN) THEN
108 IF (NLIST(I,1).EQ.NLIST(J,1).0R. 166 NMIN = CONT3
109 NLIST(I,1).EQ.NLIST(J,2).0R. 167 END IF
110 NLIST(I,2).EQ.NLIST(J,1).0R. 168 END IF
111 NLIST(I,2).EQ.NLIST(J,2)) THEN 169
112 NLIST(I,3) = NLIST(J,3) 170 781 CONTINUE
113 GO TO 780 171 AVRG = DBLE(SUMA) / DBLE(SUMB)
114 END IF 172 ELSE
115 END DO 173 AVRG = 0.0DO
116 780 CONTINUE 174 NMIN = 0
117 175 NMAX = 0
118 SUMA = 0 176 END IF
119 SUMB = 0 177
120 DO 781 I = 1, ETIQ 178 DO I =1, CONT1
121 CONT2 = 0 179 DO J =1+ 1, CONT1
122 COMM3 = 0 180 IF (NLIST(I,1).EQ.NLIST(J,1).AND.
123 coMM4 = 1 181 : NLIST(I,2).EQ.NLIST(J,2)) THEN
124 DO J = 1, CONT1 182 WRITE(*,*) ’REPITE’
125 IF (I.EQ.NLIST(J,3)) THEN 183 END IF
126 COMM3 = 1 184 END DO
127 coMM4 = 0 185 END DO
128 CONT2 = CONT2 + 1 186 END SUBROUTINE
Archivo error.f
1c c 26 STOP
2 C ** SUB-ROUTINA DE TODOS LOS POSIBLES ERROES QUE ** C 27 END IF
3 C **x SE PUEDEN PRESENTAR DURANTE LA EJECUCION DEL ** C 28
4 C ** PROGRAMA ** C 29 IF (ERRMSG.EQ.5) THEN
5C C 30 WRITE(*,*) ’The variable is not Double’
6 31 STOP
7 SUBROUTINE ERROR(ERRMSG) 32 END IF
8 INTEGER ERRMSG 33
9 IF (ERRMSG.EQ.1) THEN 34 IF (ERRMSG.EQ.6) THEN
10 WRITE(*,*) ’It is’’’’t a integer number’ 35 WRITE(*,*) ’Thermostate error’
11 STOP 36 STOP
12 END IF 37 END IF
13 38
14 IF (ERRMSG.EQ.2) THEN 39 IF (ERRMSG.EQ.7) THEN
15 WRITE(*,*) ’The isn’’’’t a character’ 40 WRITE(*,*) ’Model error’
16 STOP 41 STOP
17 END IF 42 END IF
18 43
19 IF (ERRMSG.EQ.3) THEN 44 IF (ERRMSG.EQ.8) THEN
20 WRITE(*,*) ’Error during coordinates file read’ 45 WRITE(*,*) ’Nstep error’
21 STOP 46 STOP
22 END IF a7 END IF
23 48
24 IF (ERRMSG.EQ.4) THEN 49 IF (ERRMSG.EQ.9) THEN
25 WRITE(*,*) ’Error during commands lecture’ 50 WRITE(*,*) ’Time_step error’
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51 STOP 78
52 END IF 79 IF (ERRMSG.EQ.15) THEN
53 80 WRITE(*,%) ’File_traj error’
54 IF (ERRMSG.EQ.10) THEN 81 STOP
55 WRITE(*,*) ’Print step error’ 82 END IF
56 STOP 83
57 END IF 84 IF (ERRMSG.EQ.16) THEN
58 85 WRITE(*,*) ’Vel_seed error’
59 IF (ERRMSG.EQ.11) THEN 86 STOP
60 WRITE(*,*) ’Init_veloc error’ 87 END IF
61 STOP 88
62 END IF 89 IF (ERRMSG.EQ.17) THEN
63 90 WRITE(*,*) ’Temp_veloc_inic error’
64 IF (ERRMSG.EQ.12) THEN 91 STOP
65 WRITE(*,*) ’Thermostate error’ 92 END IF
66 STOP 93
67 END IF 94 IF (ERRMSG.EQ.18) THEN
68 95 WRITE(*,*) ’Coordinates error lecture’
69 IF (ERRMSG.EQ.13) THEN 96 STOP
70 WRITE(*,*) ’Temp_ref error’ 97 END IF
71 STOP 98
72 END IF 99 IF (ERRMSG.EQ.19) THEN
73 100 WRITE(*,*) ’Problems with particle number’
74 IF (ERRMSG.EQ.14) THEN 101 STOP
75 WRITE(*,*) ’Traj_xyz error’ 102 END IF
76 STOP 103 END
T END IF
Archivo ramdon_par.f
1cC C 57¢C C
2 C ** LISTADO DE FUNCIONES ALEATORIAS *x C 58 ¢C FUNCION PARA POSICION/ORITENTACION ** C
3C C 59¢C C
4cC FUNCION PARA METROPOLIS ---> ENERGIA Pa - Pb *x C 60 FUNCTION RANFC()
5C C 61 DATA IA/16807/,1C/2147483647/,1Q/127773/,IR/2836/
6 FUNCTION RANF(Q) 62 INCLUDE ’common_dyn.f’
7 DATA IA/16807/,1C/2147483647/,1Q/127773/,IR/2836/ 63 IH = ISEED/IQ
8 INCLUDE °’common_dyn.f’ 64 IL = MOD(ISEED,IQ)
9 IH = ISEED/IQ 65 IT = IA*IL-IR*IH
10 IL = MOD(ISEED,IQ) 66 IF(IT.GT.0) THEN
11 IT = IA*IL-IR*IH 67 ISEED = IT
12 IF(IT.GT.O0) THEN 68 ELSE
13 ISEED = IT 69 ISEED = IC+IT
14 ELSE 70 END IF
15 ISEED = IC+IT 71 RANFC = ISEED/FLOAT(IC)
16 END IF 72 RETURN
17 RANF = ISEED/FLOAT(IC) 73 END
18 RETURN 74
19 END 75C C
20 76 C *x FUNCION PARA ORIENTACION ** C
21¢ C 77 C C
22¢C FUNCION PARA MATRIZ DE MONOMEROS EN LA RED ** C 78 FUNCTION RANFD()
23 ¢C C 79 DATA IA/16807/,1C/2147483647/,1Q/127773/,IR/2836/
24 FUNCTION RANFAQ) 80 INCLUDE ’common_dyn.f’
25 DATA IA/16807/,1C/2147483647/,1Q/127773/,IR/2836/ 81 IH = ISEED/IQ
26 INCLUDE °’common_dyn.f’ 82 IL = MOD(ISEED,IQ)
27 IH = ISEED/IQ 83 IT = IA*IL-IR*IH
28 IL = MOD(ISEED,IQ) 84 IF(IT.GT.O0) THEN
29 IT = IA*IL-IR*IH 85 ISEED = IT
30 IF(IT.GT.0) THEN 86 ELSE
31 ISEED = IT 87 ISEED = IC+IT
32 ELSE 88 END IF
33 ISEED = IC+IT 89 RANFD = ISEED/FLOAT(IC)
34 END IF 90 RETURN
35 RANFA = ISEED/FLOAT(IC) 91 END
36 RETURN 92
37 END 93¢ ¢
38 94 C *x* FUNCION PARA DESPLAZAR UN MONOMERO O TODOS ** C
39¢C C 95 C *x* SUS VECINOS ** C
40 C FUNCION PARA MATRIZ DE VECTORES DE CADA MONOMERQO** C 96 C C
41 ¢C C 97 FUNCTION RANFE(Q)
42 FUNCTION RANFB() 98 DATA IA/16807/,1C/2147483647/,1Q/127773/,IR/2836/
43 DATA IA/16807/,1C/2147483647/,1Q/127773/,IR/2836/ 99 INCLUDE ’common_dyn.f’
44 INCLUDE ’common_dyn.f’ 100 IH = ISEED/IQ
45 IH = ISEED/IQ 101 IL = MOD(ISEED,IQ)
46 IL = MOD(ISEED,IQ) 102 IT = IA*IL-IR*IH
47 IT = IA*IL-IR*IH 103 IF(IT.GT.0) THEN
48 IF(IT.GT.O0) THEN 104 ISEED = IT
49 ISEED = IT 105 ELSE
50 ELSE 106 ISEED = IC+IT
51 ISEED = IC+IT 107 END IF
52 END IF 108 RANFE = ISEED/FLOAT(IC)
53 RANFB = ISEED/FLOAT(IC) 109 RETURN
54 RETURN 110 END
55 END 111
56
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Archivo hostname.f

SUBROUTINE ENVIR()

INCLUDE ’common_dyn.f’
CHARACTER*124 NAME, PATH, LOGUSER
INTEGER STATUS, PID, GETPID

CALL HostNm(NAME, STATUS)

CALL GETCWD (PATH)

CALL GETLOG(LOGUSER)

PID = GETPID()

OPEN (UNIT=2,FILE=VECT(2))

WRITE(2,1000) ’#x’,’Hostname ===> ’,NAME, ’*x’

WRITE(2,1000)
WRITE(2,1001)

’¥x’ ’Username = > ,LOGUSER, ’ **’
’¥x’ ’Process ID => ? PID, %%’
WRITE(2,1002) ’#*’,’FOLDER PATH:’,’**’
WRITE(2,1003) ’#%’ ,PATH, %’

WRITE(2,%) (°=’, I =1, 80)

FORMAT(1X,A2,25X,A16,1X,A20,14X,A2)
FORMAT (1X,A2,23X,A18,1X,15,29X,A2)
FORMAT(1X,A2,30X,A12,34X,A2)

FORMAT (1X,A2,1X,A74,1X,A2)

END SUBROUTINE

Archivo system.f

&

CHARACTER*24 FUNCTION FDATE()
INTEGER DATE_TIME (8)

CHARACTER (LEN = 12) REAL_CLOCK (3)
INTEGER CURRDATE

CHARACTER*80 STRING

CALL DATE_AND_TIME(REAL_CLOCK(1),STRING,
REAL_CLOCK(3) ,DATE_TIME)

FDATE=STRING(1:24)

RETURN
END

Archivo itime.f

WRITE(2,103)

WRITE(2,105)

SUBROUTINE PTIME(IOP)

INCLUDE °’common_dyn.f’

INTEGER IOP

IF (IOP.EQ.0) THEN

TSTART = CPUTIME(Q)

OPEN (UNIT = 2, FILE = VECT(2),STATUS=’0LD’,ACCESS=’APPEND’)

WRITE(2,*) (°=’, I =1, 80)

WRITE(2,100) ’x*’,’VERSION 1.0°, ’#x’

WRITE(2,101) ’#x’,’AMYLOID SOFTWARE FOR B2-MICROGLOBULINE’,’*x*’

WRITE(2,*) (°*’, I =1, 80)

WRITE(2,102) ’**’,’This CODE was performed to illustrate how the’,
’b2-microglogulin can be’, %%’

’xx’ ’able to form fibrils.
’in this program were only’,’*x*’

WRITE(2,104) ’#*%’,’designed for this type of proteins.
’could be employed to other’,’*x’

2#x’ ’similar situations.’,’*x’

WRITE(2,*) (°%’, I =1, 80)

WRITE(2,106) ’##’,’This software was developed by: JORGE RICARDO’,
’QUINTERO S. to obtain a’,’*x’

WRITE(2,107) ’**’,’master degree in Chemistry at Universidad’,
’Industrial de Santander, COL’,’*x*’

WRITE(2,108) ’#*x’,’Adviser: CRISTIAN BLANCO TIRADO, Ph.D.’,’x*x*’

WRITE(2,*) (%>, I =1, 80)

WRITE(2,15) *#x’, 7%’

WRITE(2,14) >**’,’WWW:http://ciencias.uis.edu.co:/"jorge_quintero’,

Each routine included’,

But, it’,

& %%

WRITE(2,15) 2%%’ 2 %%’
WRITE(2,*) (’=’, I = 1, 80)

WRITE(2,6) %%’ ,7 %%’

WRITE (2,5) ’sskskskk’ ISTARTED AT: °,FDATE(),’sskskskokuk’
WRITE(2,6) %%’ ,7%%’

WRITE(2,%) (=", I =1, 80)

END IF

IF (IOP.EQ.1) THEN
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55 14
56 15
57 21
58 100
59 101
60 102
61 103
62 104
63 105
64 106
65 107
66 108
67 999
68 1001
69 1002
70 1000
71 1004
72

WRITE(2,21) %% ,’
PN

Normal Termination for Simulation’,

WRITE (2,1000) ’sssksksksk> > ENDED ON: * ,FDATE(), sk’
TIMESTOP = CPUTIME()

TOTALTIME = TIMESTOP - TSTART

INTTIME = INT ( TOTALTIME )

HOURS = INTTIME / 3600

MINUTES = ( INTTIME - HOURS * 3600 ) / 60

SECONDS = TOTALTIME - DFLOAT ( HOURS * 3600 + MINUTES * 60 )
WRITE(2,%) %%, (=7, I =1, 74), ’%*’

WRITE(2,%) ’*x’, ’Hours: ’,HOURS,’#*x*’

WRITE(2,%) ’*%’, ’Minutes: ’,MINUTES, ’*x*’

WRITE(2,%) ’*%’, ’Seconds: ’,SECONDS,’*x*’
WRITE(2,%) %%’ ,(°=2, I = 1, 74), %%’

END IF

FORMAT (1x,A7,12X,A15,1X,A24,14x,A7)
FORMAT (1X,A2,76X,A2)

FORMAT (1X,A,14X,A,15X,A)

FORMAT (1X,A,76X,A)

FORMAT (1X,A,21X,A,20x,A)

FORMAT (1X,A2,34X,A11,31X,A2)

FORMAT (1X,A2,19X,A38,19X,A2)

FORMAT (1X,A2,1X,A45,1X,A23,6X,A2)
FORMAT (1X,A2,1X,A44,1X,A25,5X,A2)
FORMAT (1X,A2,1X,A44,1X,A26,4X,A2)
FORMAT (1X,A2,1X,A19,56X,A2)

FORMAT (1X,A2,1X,A45,1X,A23,6X,A2)
FORMAT (1X,A2,1X,A41,1X,A28,5X,A2)
FORMAT (1X,A2,1X,A38,37X,A2)

FORMAT (1X,A2,1X,74(A1),1X,A2)
FORMAT (1X,A2,22X,A10,3X,F4.1,37X,A2)
FORMAT (1X,A2,22X,A10,2X,15,37X,A2)
FORMAT (1x,A7,12X,A15,1X,A24,14x,A7)
FORMAT (1X,A2,1X,A74,1X,A2)

END SUBROUTINE



Archivo time.f

1 REAL*8 FUNCTION CPUTIME()
2 IMPLICIT CHARACTER*99 (A-Z)
3 REAL TARRAY(2) , ETIME
4 CPUTIME = DBLE ( ETIME ( TARRAY ) )
5 RETURN
6 END
7
8 REAL*8 FUNCTION STIME()
9 IMPLICIT CHARACTER*99 (A-Z)
10 REAL TY(2), ETIME
11 STIME = DBLE ( ETIME ( TY ) )
12 RETURN
13 END
Archivo Makefile
1
2 ## ARCHIVO MAKEFILE PARA EL GENERAR EL EJECUTABLE Gising.exe ##
3 ## LA COMPILACION SE REALIZA DE LA SIGUIENTE MANERA: ##
4 ## make ##
5
6 GCC = gfortran
7 CFLAGS = -c
8 LDFLAGS =
9
10 SOURCES = ising.o main.o error.o hostname.o initread.o \
11 ramdon_par.o readpars.o system.o time.o itime.o initial.o \
12 energy.o neighbors.o average.o
13
14 OBJECTS = $(SOURCES: .f=.0)
15 EXECUTABLE = Gising.exe
16
17 all: $(SOURCES) $(EXECUTABLE)

18 $(EXECUTABLE): $(0OBJECTS)

19 $(GCC) $(LDFLAGS) $(OBJECTS) -o $@
20 rm -rf *.o0
21
22 .f.o:
23 $(GCC) $(CFLAGS) $< -o $@
24
25 clean:
26 rm -rf *.o Gising.exe
Archivo de entrada input.inp
1 TITLE = ’Amyloid simulation’ ! Titulo
2 FILE_PAR = param.dat 1listo ! pardmetros de energia
3 FILE_TRAJ = traj_200.xyz ! archivo de trayectorias
4 FILE_ARRAY = traj_200.arr ! archivo de vectores
5 NSTEP = 5000000 ! Nimero de pasos de la simulacién
6 PRINT_STEP = 1000 ! frecuencia de impresién de datos
7 VEL_SEED =1 ! nimero aleatorio
8 TEMP_REF = 310.0 ! temperatura (K)
9 DIM = 50 ! dimensiones de la red (Lx Ly Lz)
10 NPAR = 200 ! cantidad de monémeros

118



Anexo 2. Perfiles de energia de las interacciones entre pares
de mondémeros (32m para todos los contactos
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Figura 45. Perfiles de energia de las interacciones 32my-G2my,.
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Figura 46. Perfiles de energia de las interacciones 82m¢-32me.
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Anexo 3. Parametros de energias para las simulaciones

Configuraciones Configuraciones
Conctacto #* E (kJ/mol) Puntos Angulo; ; Angulo;; Conctacto * E (kJ/mol) Puntos Angulo,;j Angulo;;
2-1-1-2 0.00 0.00 1 7,500 2-1-1-2 180.00 180.00
1 -11.852 2-1-1-3 90.00 90.00 : 3-1-1-3 180.00 180.00
3-1-1-3 0.00 0.00 ; 21-1-2 180.00 180.00
2-1-1-2 90.00 90.00 F2:12 2 -11.310 3-1-1-3 90.00 90.00
2 -7.697 2-1-1-3 180.00 0.00 3 a8 2-1-1-2 180.00 180.00
3-1-1-3 90.00 90.00 : 3-1-1-3 0.00 0.00
2-1-1-2 180.00 180.00 2-1-1-2 90.00 90.00
3 -15.898 2-1-1-3 90.00 90.00 1 -9.950 2-1-1-3 180.00 0.00
FLFL 3-1-1-3 180.00 180.00 3-1-1-3 90.00 90.00
: 2-1-1-2 90.00 90.00 2-1-1-2 90.00 90.00
4 -6.679 2-1-1-3 0.00 180.00 F2:F3 2 -7.650 2-1-1-3 180.00 90.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3-1-1-3 90.00 90.00
2-1-1-2 180.00 180.00 2-1-1-2 90.00 90.00
5 -18.560 2-1-1-3 90.00 90.00 3 -7.170 2-1-1-3 180.00 180.00
3-1-1-3 0.00 0.00 3-1-1-3 90.00 90.00
2-1-1-2 90.00 90.00 1 1720 2-1-1-2 0.00 0.00
6 -14.570 2-1-1-3 180.00 180.00 : 3-1-1-3 0.00 0.00
3-1-1-3 90.00 90.00 2-1-1-2 0.00 0.00
2112 0.00 0.00 F2:F4 2 -11.700 3-1-1-3 90.00 90.00
7 -8.980 2-1-1-3 90.00 90.00 3 12070 2-1-1-2 0.00 0.00
3-1-1-3 180.00 180.00 : 3-1-1-3 180.00 180.00
2-1-1-2 90.00 90.00 2-1-1-2 90.00 90.00
8 -7.315 2-1-1-3 0.00 0.00 1 -9.520 2-1-1-3 0.00 0.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3-1-1-3 90.00 90.00
2-1-1-2 90.00 90.00 2-1-1-2 90.00 90.00
1 -7.774 2-1-1-3 180.00 90.00 F2:F5 2 -6.300 2-1-1-3 0.00 90.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3-1-1-3 90.00 90.00
2-1-1-2 90.00 90.00 2-1-1-2 90.00 90.00
2 -6.150 2-1-1-3 90.00 90.00 3 -21.890 2-1-1-3 0.00 180.00
FlFo 3-1-1-3 180.00 180.00 3-1-1-3 90.00 90.00
: 2-1-1-2 90.00 90.00 2-1-1-2 0.00 0.00
3 -6.693 2-1-1-3 0.000 90.00 1 -19.430 3-1-1-3 180.00 180.00
3-1-1-3 90.00 90.00 2-1-1-2 90.00 90.00
7112 50.00 90.00 F3:F3 2 -13.080 3-1-1-3 180.00 180.00
4 -7.069 2-1-1-3 90.00 90.00 2-1-1.2 180.00 180.00
3-1-1-3 0.00 0.00 3 -23.260 3-1-1-3 180.00 180.00
2-1-1-2 0.00 0.00 2-1-1-2 90.00 90.00
1 -8.922 2-1-1-3 90.00 90.00 1 -18.730 2.1-1-3 0.00 0.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3-1-1-3 90.00 90.00
2-1-1-2 90.00 90.00 2-1-1-2 90.00 90.00
2 -15.638 2-1-1-3 90.00 0.00 F3:F4 2 -17.530 2-1-1-3 90.00 0.00
FLF3 3-1-1-3 90.00 90.00 3-1-1-3 90.00 90.00
: 2-1-1-2 180.00 180.00 2112 90.00 90.00
3 -7.245 2-1-1-3 90.00 90.00 3 -8.850 2-1-1-3 180.00 0.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3-1-1-3 90.00 90.00
2-1-1-2 90.00 90.00 21-1.2 0.00 0.00
4 -6.876 2-1-1-3 90.00 180.00 1 -18.060 3.1-1-3 0.00 0.00
3-1-1-3 90.00 90.00 2-1-1-2 90.00 90.00
21-1-2 90.00 90.00 F3:F5 2 -12.880 3-1-1-3 0.00 0.00
1 -8.521 2-1-1-3 0.00 90.00 2-1-1-2 180.00 180.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3 -38.770 3-1-1-3 0.00 0.00
2-1-1-2 90.00 90.00 2-1-1-2 180.00 180.00
2 -8.496 2-1-1-3 90.00 90.00 1 -9.140 3.1-1-3 180.00 180.00
3-1-1-3 0.00 0.00 2-1-1-2 180. 180.00
Fl:F4 2-1-1-2 50.00 90.00 Fd:Fd 2 -9.860 3-1-1-3 98000000 90.00
3 -4.299 2-1-1-3 180.00 90.00 3112 180.00 180.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3 -10.360 3.1-1-3 0.00 0.00
2-1-1-2 90.00 90.00 2-1-1-2 90.00 90.00
4 -4.293 2-1-1-3 90.00 90.00 1 -36.260 2-1-1-3 180.00 180.00
3-1-1-3 180.00 180.00 3-1-1-3 90.00 90.00
2-1-1-2 0.00 0.00 2-1-1-2 90.00 90.00
1 -12.320 2-1-1-3 90.00 90.00 F4:F5 2 -9.510 2-1-1-3 180.00 90.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3-1-1-3 90.00 90.00
2-1-1-2 90.00 90.00 2-1-1-2 90.00 90.00
2 -17.510 2-1-1-3 90.00 0.00 3 -12.550 2-1-1-3 180.00 0.00
F1:F5 3-1-1-3 90.00 90.00 3-1-1-3 90.00 90.00
: 2-1-1-2 180.00 180.00 D ) 0.00 0.00
3 -13.390 2-1-1-3 90.00 90.00 1 -56.630 3.1-1-3 180.00 180.00
3-1-1-3 90.00 90.00 ) - -
2112 90.00 90.00 F5:F5 2 -6.330 5113 19800,0000 198000000
4 -13.170 2-1-1-3 90.00 180.00 2-1-1-2 180.00 180.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3 -61.040 3-1-1-3 180.00 180.00

Tabla 1. Pardmetros de energias para las interacciones 2mp-(52my,
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Configuraciones ; Configuraciones
Conctacto # E (kJ/mol) Puntos Angulo; ; Angulo;; Conctacto #* E (kJ /mol) Puntos Angulo; ; Angulo,;
21-1-2 0.00 0.00 1 10350 21-1-2 180.00 180.00
1 -12.790 2-1-1-3 90.00 90.00 : 3-1-1-3 180.00 180.00
3-1-1-3 0.00 0.00 21-1-2 180.00 180.00
112 90.00 90.00 €2:02 2 -9-810 3-1-1-3 90.00 90.00
2 -10.510 2-1-1-3 180.00 0.00 3 _5.520 2-1-1-2 180.00 180.00
3-1-1-3 90.00 90.00 : 3-1-1-3 0.00 0.00
21-1-2 180.00 180.00 21-1-2 90.00 90.00
3 -4.480 2-1-1-3 90.00 90.00 1 -9.010 2-1-1-3 180.00 0.00
3-1-1-3 180.00 180.00 3-1-1-3 90.00 90.00
CL:C1 2112 50.00 90.00 2112 50.00 90.00
4 -5.510 2-1-1-3 0.00 180.00 ©2:C3 2 -7.530 2-1-1-3 180.00 90.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3-1-1-3 90.00 90.00
2112 180.00 180.00 21-1-2 90.00 90.00
5 -23.430 2-1-1-3 90.00 90.00 3 -7.320 2-1-1-3 180.00 180.00
3-1-1-3 0.00 0.00 3-1-1-3 90.00 90.00
2-1-1-2 90.00 90.00 1 7 250 2112 0.00 0.00
6 -10.000 2-1-1-3 180.00 180.00 : 3-1-1-3 0.00 0.00
3-1-1-3 90.00 90.00 ) 0.00 0.00
2112 0.00 0.00 C2:04 2 -5.880 3-1-1-3 90.00 90.00
7 -11.070 2-1-1-3 90.00 90.00 5 6070 21-1-2 0.00 0.00
3-1-1-3 180.00 180.00 : 3-1-1-3 180.00 180.00
21-1-2 90.00 90.00 2112 90.00 90.00
8 -5.290 2-1-1-3 0.00 0.00 1 -7.760 2-1-1-3 0.00 0.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3-1-1-3 90.00 90.00
21-1-2 90.00 90.00 21-1-2 90.00 90.00
1 -9.050 2-1-1-3 180.00 90.00 C2:C5 2 -4.998 2-1-1-3 0.00 90.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3-1-1-3 90.00 90.00
21-1-2 90.00 90.00 271-1-2 90.00 90.00
2 -6.050 2-1-1-3 90.00 90.00 3 -23.360 2-1-1-3 0.00 180.00
oLC 3-1-1-3 180.00 180.00 3-1-1-3 90.00 90.00
1:02 2112 50.00 50.00 2112 0.00 0.00
3 -10.990 2-1-1-3 0.000 90.00 1 -13.010 3-1-1-3 180.00 180.00
3-1-1-3 90.00 90.00 ) ) 90.00 90.00
2112 90.00 90.00 C3:C3 2 -8.210 3-1-1-3 180.00 180.00
4 -10.080 2-1-1-3 90.00 90.00 5 26.010 2112 180.00 180.00
3-1-1-3 0.00 0.00 -26. 3.1-1-3 180.00 180.00
2112 0.00 0.00 2112 90.00 90.00
1 -10.080 2-1-1-3 90.00 90.00 1 -13.080 2-1-1-3 0.00 0.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3-1-1-3 90.00 90.00
2-1-1-2 90.00 90.00 2112 90.00 90.00
2 -13.970 2-1-1-3 90.00 0.00 C3:C4 2 -15.420 2-1-1-3 90.00 0.00
CL.C3 3-1-1-3 90.00 90.00 3-1-1-3 90.00 90.00
: 2-1-1-2 180.00 180.00 21-1-2 90.00 90.00
3 -18.530 2-1-1-3 90.00 90.00 3 -18.002 2-1-1-3 180.00 0.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3-1-1-3 90.00 90.00
2-1-1-2 90.00 90.00 2-1-1-2 0.00 0.00
4 -10.260 2-1-1-3 90.00 180.00 1 -24.940 3.1-1-3 0.00 0.00
3-1-1-3 90.00 90.00 . 2-1-1-2 90.00 90.00
2112 90.00 90.00 C3:C5 2 -7.190 3.1-1-3 0.00 0.00
1 -6.750 2-1-1-3 0.00 90.00 - - PR ) 180.00 180.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3 -22.930 3-1-1-3 0.00 0.00
2-1-1-2 90.00 90.00 2-1-1-2 180.00 180.00
2 -8.740 2-1-1-3 90.00 90.00 1 -3.380 3.1-1-3 180.00 180.00
3-1-1-3 0.00 0.00 2112 180.00 180.00
CL:C4 2-1-1-2 90.00 90.00 C4:04 2 -4.280 3-1-1-3 90.00 90.00
3 -11.260 2-1-1-3 180.00 90.00 - 112 180.00 180.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3 -8.770 3-1-1-3 0.00 0.00
2-1-1-2 90.00 90.00 2-1-1-2 90.00 90.00
4 -7.640 2-1-1-3 90.00 90.00 1 -28.904 2-1-1-3 180.00 180.00
3-1-1-3 180.00 180.00 3-1-1-3 90.00 90.00
2-1-1-2 0.00 0.00 2-1-1-2 90.00 90.00
1 -9.030 2-1-1-3 90.00 90.00 C4:C5 2 -8.460 2-1-1-3 180.00 90.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3-1-1-3 90.00 90.00
2-1-1-2 90.00 90.00 2112 90.00 90.00
2 -20.030 2-1-1-3 90.00 0.00 3 -9.690 2-1-1-3 180.00 0.00
- 3-1-1-3 90.00 90.00 3.1-1-3 90.00 90.00
. 2-1-1-2 180.00 180.00 2-1-1-2 0.00 0.00
3 -19.420 2.1-1-3 90.00 90.00 1 -11.150 3.1-1.3 180.00 180.00
3-1-1-3 90.00 90.00 “1-1- 90.00 90.00
2-1-1-2 50.00 90.00 C5:C5 2 ~7.490 gﬂg 180.00 180.00
4 -9.510 2-1-1-3 90.00 180.00 2-1-1-2 180.00 180.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3 -26.590 3.1-1-3 180.00 180.00

Tabla 2. Pardametros de energias para las interacciones 2me-G2me
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Configuraciones ; Configuraciones
Conctacto # E (kJ/mol) Puntos Angulo; ; Angulo;; Conctacto #* E (kJ /mol) Puntos Angulo; ; Angulo,;
21-1-2 0.00 0.00 1 7570 21-1-2 180.00 180.00
1 -10.970 2-1-1-3 90.00 90.00 : 3-1-1-3 180.00 180.00
3-1-1-3 0.00 0.00 21-1-2 180.00 180.00
112 90.00 90.00 C2:F2 2 -10.470 3-1-1-3 90.00 90.00
2 -14.660 2-1-1-3 180.00 0.00 3 o410 2112 130.00 180.00
3-1-1-3 90.00 90.00 : 3-1-1-3 0.00 0.00
21-1-2 180.00 180.00 2112 90.00 90.00
3 -7.210 2-1-1-3 90.00 90.00 1 -9.620 2-1-1-3 180.00 0.00
3-1-1-3 180.00 180.00 3-1-1-3 90.00 90.00
CLF1 2112 50.00 90.00 2112 50.00 90.00
4 -6.240 2-1-1-3 0.00 180.00 C2:F3 2 -6.370 2-1-1-3 180.00 90.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3-1-1-3 90.00 90.00
2112 180.00 180.00 21-1-2 90.00 90.00
5 -19.460 2-1-1-3 90.00 90.00 3 -8.080 2-1-1-3 180.00 180.00
3-1-1-3 0.00 0.00 3-1-1-3 90.00 90.00
2-1-1-2 90.00 90.00 1 8180 2112 0.00 0.00
6 -12.010 2-1-1-3 180.00 180.00 : 3-1-1-3 0.00 0.00
3-1-1-3 90.00 90.00 ) 0.00 0.00
2112 0.00 0.00 C2:F4 2 -6.430 3-1-1-3 90.00 90.00
7 -13.460 2-1-1-3 90.00 90.00 5 060 2112 0.00 0.00
3-1-1-3 180.00 180.00 : 3-1-1-3 180.00 180.00
21-1-2 90.00 90.00 2112 90.00 90.00
8 -9.740 2-1-1-3 0.00 0.00 1 -7.970 2-1-1-3 0.00 0.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3-1-1-3 90.00 90.00
21-1-2 90.00 90.00 2112 90.00 90.00
1 -7.740 2-1-1-3 180.00 90.00 C2:F5 2 -10.930 2-1-1-3 0.00 90.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3-1-1-3 90.00 90.00
21-1-2 90.00 90.00 271-1-2 90.00 90.00
2 -15.090 2-1-1-3 90.00 90.00 3 -9.950 2-1-1-3 0.00 180.00
o1 3-1-1-3 180.00 180.00 3-1-1-3 90.00 90.00
LF2 2112 50.00 50.00 2112 0.00 0.00
3 -13.310 2-1-1-3 0.000 90.00 1 -18.780 3.1-1-3 180.00 180.00
3-1-1-3 90.00 90.00 ) 90.00 90.00
2112 90.00 90.00 C3:F3 2 -10.500 3-1-1-3 180.00 180.00
4 -8.380 2-1-1-3 90.00 90.00 5 23500 2112 180.00 180.00
3-1-1-3 0.00 0.00 -23. 3.1-1-3 180.00 180.00
2112 0.00 0.00 2112 90.00 90.00
1 -8.070 2-1-1-3 90.00 90.00 1 -15.520 2-1-1-3 0.00 0.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3-1-1-3 90.00 90.00
2-1-1-2 90.00 90.00 2112 90.00 90.00
2 -12.950 2-1-1-3 90.00 0.00 C3:F4 2 -13.530 2-1-1-3 90.00 0.00
C1F3 3-1-1-3 90.00 90.00 3-1-1-3 90.00 90.00
: 2-1-1-2 180.00 180.00 21-1-2 90.00 90.00
3 -6.470 2-1-1-3 90.00 90.00 3 -7.740 2-1-1-3 180.00 0.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3-1-1-3 90.00 90.00
2-1-1-2 90.00 90.00 2-1-1-2 0.00 0.00
4 -7.230 2-1-1-3 90.00 180.00 1 -27.910 3.1-1-3 0.00 0.00
3-1-1-3 90.00 90.00 . , 2-1-1-2 90.00 90.00
2112 90.00 90.00 C3:F5 2 -8.830 3.1-1-3 0.00 0.00
1 -14.030 2-1-1-3 0.00 90.00 - 2112 180.00 180.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3 -10.190 3-1-1-3 0.00 0.00
2-1-1-2 90.00 90.00 2-1-1-2 180.00 180.00
2 -9.200 2-1-1-3 90.00 90.00 1 -14.490 3.1-1-3 180.00 180.00
3-1-1-3 0.00 0.00 2112 180.00 180.00
ClL:F4 2112 90.00 90.00 C4:F4a 2 -15.460 3.1-1-3 90.00 90.00
3 -8.300 2-1-1-3 180.00 90.00 ~ . 2-1-1-2 180.00 180.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3 -14.650 3.1-1-3 0.00 0.00
2-1-1-2 90.00 90.00 2-1-1-2 90.00 90.00
4 -7.860 2-1-1-3 90.00 90.00 1 -13.100 2-1-1-3 180.00 180.00
3-1-1-3 180.00 180.00 3-1-1-3 90.00 90.00
2-1-1-2 0.00 0.00 2-1-1-2 90.00 90.00
1 -8.030 2-1-1-3 90.00 90.00 C4:F5 2 -9.210 2-1-1-3 180.00 90.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3-1-1-3 90.00 90.00
2-1-1-2 90.00 90.00 2112 50.00 90.00
2 -6.120 2-1-1-3 90.00 0.00 3 -12.430 2-1-1-3 180.00 0.00
OLFs 3-1-1-3 90.00 90.00 3.1-1-3 90.00 90.00
. 2-1-1-2 180.00 180.00 , 2-1-1-2 0.00 0.00
3 _7.810 2.1-1-3 90.00 90.00 1 -31.290 3.1-1.3 180.00 180.00
3-1-1-3 90.00 90.00 “1-1- 90.00 90.00
2-1-1-2 50.00 90.00 C5:F5 2 -5.240 gﬂg 180.00 180.00
4 -5.830 2-1-1-3 90.00 180.00 2-1-1-2 180.00 180.00
3-1-1-3 90.00 90.00 3 -43.840 3.1-1-3 180.00 180.00

Tabla 3. Pardmetros de energias para las interacciones £2mp-(2m¢
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Anexo 4. Parametros de energias para las simulaciones

Conctacto | # Dl?ﬁi?)cm E (kJ/mol) | Conctacto | # Dl?:j:)cla E (kJ/mol)
1 3.0 -11.852 1 4.0 -9.950

2 3.2 -7.697 F2:F3 2 4.2 -7.650

3 3.0 -15.898 3 4.2 -7.170

F1.F1 4 3.2 -6.679 1 5.2 -4.720
5 3.0 -18.560 F2:F4 2 5.0 -11.700

6 3.0 -14.570 3 4.8 -12.670

7 3.4 -8.980 1 3.8 -9.520

8 3.2 -7.315 F2:F5 2 4.0 -6.300

1 4.0 -7.774 3 3.6 -21.890

F1:F2 2 4.0 -6.150 1 3.2 -19.430
3 4.0 -6.693 F3:F3 2 3.2 -13.080

4 4.0 -7.069 3 3.0 -23.260

1 3.2 -8.922 1 4.0 -18.730

FL.F3 2 3.0 -15.638 F3:F4 2 4.0 -17.530
3 3.2 -7.245 3 4.2 -8.850

4 3.2 -6.876 1 2.8 -18.060

1 4.0 -8.521 F3:F5 2 3.0 -12.880

2 4.0 -8.496 3 2.8 -38.770

Fl:id 3 4.2 -4.299 1 5.2 -9.140
4 4.2 -4.293 F4:F4 2 4.8 -9.860

1 3.0 -12.320 3 5.2 -10.360

FLF5 2 2.6 -17.510 1 3.6 -36.260
3 3.0 -13.390 F4:F5 2 3.8 -9.510

4 2.8 -13.170 3 4.0 -12.550

1 5.0 -7.500 1 2.6 -56.630

F2:F2 2 5.0 -11.310 F5:F5 2 3.0 -6.330
3 5.2 -3.118 3 2.8 -61.040

Tabla 4. Distancias de equilibrio para las interacciones 52my-(32mj,.

Conctacto | # Dl?zirll;la E (kJ/mol) | Conctacto | # Dl?rtlirll)ma E (kJ/mol)
1 3.0 -12.790 1 4.0 -9.010

2 3.0 -10.510 C2:C3 2 4.2 -7.530

3 3.4 -4.480 3 4.0 -7.320

c1:C1 4 3.2 -5.510 1 5.0 -7.450
5 2.8 -23.430 C2:C4 2 5.0 -5.880

6 3.0 -10.000 3 5.0 -6.970

7 3.0 -11.070 1 3.8 -7.760

8 3.2 -5.290 C2:C5 2 4.0 -4.998

1 4.0 -9.050 3 3.6 -23.360

2 4.0 -6.050 1 3.2 -13.010

CL:C2 3 3.8 -10.990 C3:C3 2 3.2 -8.210
4 4.0 -10.080 3 3.0 -26.940

1 4.0 -10.080 1 4.0 -13.080

C1:03 2 3.0 -13.970 C3:C4 2 4.0 -15.420
3 3.0 -18.530 3 4.0 -18.002

4 3.0 -10.260 1 2.8 -24.940

1 4.0 -6.750 C3:C5 2 3.0 -7.190

2 4.0 -8.740 3 2.8 -22.930

CLCA 13 10 ~11.260 T 5.2 -3.330
4 4.0 -7.640 C4:C4 2 5.2 -4.280

1 3.0 -9.030 3 5.0 -8.770

C1:C5 2 2.6 -20.030 1 3.6 -28.904
3 2.8 -19.420 C4:C5 2 3.8 -8.460

4 2.8 -9.510 3 3.8 -9.690

1 5.0 -10.380 1 3.0 -11.150

C2:C2 2 5.0 -9.810 C5:C5h 2 2.8 -7.490
3 5.0 -5.520 3 2.4 -26.590
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Conctacto | # Dl?flil)cm E (kJ/mol) | Conctacto | # Dl?;?;?la E (kJ/mol)
1 3.0 -10.970 1 4.0 -9.620

2 3.0 -14.660 C2:F3 2 4.2 -6.370

3 3.2 -7.210 3 4.2 -8.080

C1F1 4 3.2 -6.240 1 5.0 -8.180
5 3.0 -19.460 C2:F4 2 5.0 -6.430

6 3.0 -12.010 3 5.0 -7.060

7 3.0 -13.460 1 3.8 -7.970

8 3.2 -9.740 C2:F5 2 3.8 -10.930

1 4.0 -7.740 3 3.8 -9.950

C1:F2 2 3.8 -15.090 1 3.2 -18.780
3 3.8 -13.310 C3:F3 2 3.2 -10.500

4 4.0 -8.380 3 3.0 -23.800

1 3.2 -8.070 1 4.0 -15.520

C1:F3 2 3.0 -12.950 C3:F4 2 4.0 -13.530
3 3.2 -6.470 3 4.2 -7.740

4 3.2 -7.230 1 2.8 -27.910

1 3.8 -14.030 C3:F5 2 3.0 -8.830

2 4.0 -9.200 3 3.0 -10.190

CL:F4 3 4.0 -8.300 1 5.0 -14.490
4 4.0 -7.860 C4:F4 2 5.0 -15.460

1 3.0 -8.030 3 5.0 -14.650

2 3.0 -6.120 1 3.8 -13.100

CLFS 3 3.0 -7.810 C4:F5 2 3.8 -9.210
4 3.0 -5.830 3 3.8 -12.430

1 5.0 -7.570 1 2.8 -31.290

C2:F2 2 5.0 -10.470 C5:F5 2 3.0 -5.240
3 5.0 -6.410 3 2.8 -43.840

126

Tabla 6. Distancias de equilibrio para las interacciones S2mg-(32my,
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