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RESUMEN

TITULO: CONFORMACION MOLECULAR EN AGREGADOS DE COLESTEROL: ANALISIS A
TRAVES DE LA SIMULACION DE MONTE CARLO.*

AUTORES: Luz Yaneida Jaimes Ortiz.
Fredy Martin Ochoa Mayorga.**

PALBRAS CLAVE: Colesterol, Towhee, Monte Carlo, agregacion, simulacién molecular,
CHARMM27.

DESCRIPCION:

El colesterol es una molécula que posee gran importancia en la fisiologia de los vertebrados ya que
es la base para otros compuestos y funciones de importancia celular —sintesis de hormonas y
regulacion de la fluidez de las células y permeabilizacién de iones—. Sin embargo, sus niveles deben
mantenerse dentro del margen establecido para que no cause dafios en la salud; algunos estudios
relacionan la deficiencia del colesterol en el organismo con ciertos trastornos mentales. Asimismo,
el exceso de colesterol ocasiona el aumento en los niveles de concentracién en la sangre
desencadenado procesos de aglomeracion y posterior precipitacion debido a su tendencia a formar
agregados.

A pesar de su importancia, se encuentran pocos reportes sobre la agregacién de colesterol en la
literatura abierta. Por tal motivo, el presente trabajo fue dedicado al andlisis de la agregacion de
moléculas de colesterol en fase gaseosa, con el objetivo de determinar las interacciones
predominantes. Para ello se plante6 una serie de simulaciones utilizando el software libre Towhee
mediante el método de Monte Carlo con el campo de fuerza CHARMMZ27. Las distintas
configuraciones fueron analizadas considerando nimero de moléculas de colesterol entre 2 y 5.
Segun los resultados, los valores geométricos para el colesterol utilizando Towhee, concuerdan con
los reportados por mediciones de rayos X y por célculos con CHARMM36. En los agregados, las
interacciones entre 4tomos con baja polaridad presentan la mayor contribucién en la formacion de
agregados de hasta 5 moléculas de colesterol. Asimismo, la contribucién por puente de hidrogeno
aumenta con el nUmero de agregados, presentando una interaccién apreciable en la estabilizacion
del agregado de cinco atomos de colesterol.

“Trabajo de grado
*Facultad de Ingenierias Fisicoquimica. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Giovanni Morales,
Dr. Ing. Quimico
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ABSTRACT

TITLE: MOLECULAR CONFORMATION OF CHOLESTEROL AGGREGATES: ANALYSIS
THROUGH MONTE CARLO SIMULATION*-

AUTHORS: Luz Yaneida Jaimes Ortiz
Fredy Martin Ochoa Mayorga**

KEY WORDS: Cholesterol, Towhee, Monte Carlo, aggregation, Molecular simulation, CHARMM27.

DESCRIPTION:

Cholesterol is a molecule that has great importance in the physiology of vertebrates since it is the
basis for other compounds and cell functions -synthesis of hormones and the cell’s regulation flow
and ion permeabilization-. However, cholesterol levels must be kept within the established range to
maintain body’s health; some studies associate deficiency of cholesterol in the body with certain
mental disorders. Likewise, cholesterol excesses in bloodstream can cause agglomeration and
subsequent precipitation processes because of their tendency to form aggregates.

Despite its importance, there are a few open reports that deals with the process of cholesterol
aggregation. The current work has been devoted to the analysis of aggregation of cholesterol in gas
phase, in order to determine the predominant interactions between cholesterol molecules. For this,
several Monte Carlo simulations using CHARMM27 force field were carried out in Towhee an open
source molecular modeling software. Different configurations were analyzed considering between 2
and 5 cholesterol molecules.

According to the results obtained in this work, the geometry parameters for the cholesterol molecule
reported by the simulations using Towhee, are consistent with those reported by measurements of
X-ray and by theoretical calculations with CHARMM36. With respect to aggregates, intermolecular
interactions between nonpolar atoms reported the greatest contribution to the formation of aggregates
of up to 5 molecules of cholesterol. In addition, the contribution of hydrogen bond increases with the
number of aggregates, presenting an appreciable contribution to the stabilization for the aggregate
of 5 cholesterol molecules.

“Degree project
** Chemical Physics engineering faculty. School of chemical engineering. Advisor: Giovanni Morales,
Ph.D. Chem. Eng.
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INTRODUCCION

El colesterol es un lipido o esterol esencial para un adecuado desempefio del
metabolismo de los vertebrados. Asi mismo, este lipido constituye la materia prima
para la formacion de hormonas esteroideas, como testosterona, estrégenos y otras.
Concomitantemente, el colesterol participa en la formacion de las sales biliares, en
la sintesis de la vitamina D y en el metabolismo del calcio esencial para los huesos
(1-3). La ausencia de colesterol en el organismo se ha asociado con la depresion,
la ansiedad, la bipolaridad y otros trastornos mentales? (3).

De otro lado, el exceso de colesterol en el organismo promueve la formacion de
ateromas o placas en los vasos sanguineos, aumentando el riesgo de experimentar
eventos cardiovasculares —e.g. infarto y derrame cerebral— (3). El colesterol puede
iniciar un proceso de auto-agregacion y agregacion en forma esterificada y no
esterificada, con fosfolipidos y otros compuestos, mientras es transportado por las
lipoproteinas a través de los torrentes sanguineos (2). Concentraciones elevadas
de colesterol en la sangre conllevan diversos procesos de interaccion molecular que
favorecen su agregacion y precipitacion, lo cual afecta el correcto funcionamiento
de las vias sanguineas?; un aumento en la concentracion del colesterol daria lugar
a un mayor niumero de interacciones moleculares. La comprension de estas fuerzas
de interaccién puede colaborar con el desarrollo de diferentes procedimientos

dirigidos a la prevencién y a la destruccidén de depdsitos de colesterol.

L El cerebro es el érgano del cuerpo mas rico en colesterol; el colesterol es el componente primario
para la sintesis de la mielina, la cual es una sustancia que envuelve y protege las células nerviosas
ademas de aumentar la velocidad de impulso nerviosos.

2 Aunque algunos estudios recientes han sugerido fuertemente que reducir el colesterol no garantiza
una larga vida (3), lo ideal es siempre mantener un equilibrio en los niveles estandar de concentracion
de esta sustancia.
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Adicionalmente, se ha demostrado por métodos cristalograficos la incidencia del
solvente en la estructura cristalina del colesterol influyendo directamente en las
interacciones de los compuestos de la solucion dando como posible resultado la
separacion de fases o la formacion de cristales. (4) Asi mismo, se observo la

inhibicidn de la cristalizacion causada por disolventes con presencia de fosfolipidos

(5).

El presente trabajo de grado se dirige al analisis de las conformaciones de las
moléculas de colesterol en agregados de 2 hasta 5 moléculas; se omite el efecto de
un medio en las interacciones internas de los agregados (fase gaseosa). El andlisis
se efectla por medio de simulaciones a nivel molecular con el campo de fuerza
CHARMM27 (6-7). Las simulaciones aplican el método de Monte Carlo, segun el
paquete de uso libre Towhee, para explorar la superficie de energia definido por las
diferentes conformaciones moleculares (8). Los resultados de las diferentes
simulaciones presentan un panorama de la geometria mas estable y las
interacciones moleculares al aumentar el nimero de moléculas que conforman el
agregado. Finalmente, se extrapola el comportamiento en un nimero mayor de
particulas conformando el agregado, el cual eventualmente conllevara a la

precipitacion del colesterol.
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1. MARCO TEORICO

Los lipidos corresponden a una clase de sustancia que abarca las grasas (lipidos
sélidos) y los aceites (liquido). A nivel de los organismos, los lipidos incluyen las
moléculas de triglicéridos, esteroles, fosfolipidos y acidos grasos libres (2). El
colesterol, miembro de la familia de los esteroles, es un componente esencial de las
membranas bioldgicas —influye en la regulacion de la fluidez y en la
permeabilizacion de iones— y desempefia un papel importante en una variedad de
procesos bioldgicos y bioquimicos —sintesis de hormonas y de otras moléculas
importantes— (9). Estas funciones importantes del colesterol se deben a que en su
estructura se encuentran presentes tanto zonas hidrofébicas como hidrofilicas
implicando fuerzas de dispersion y puentes de hidrogeno (10). La estructura

molecular del colesterol es presentada en la Figura 1.

Figura 1. Estructura del colesterol. Bidimensional (izquierda) y tridimensional (derecha); oxigeno en
color rojo.
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La estructura molecular del colesterol influye también en las formas cristalinas de
su estado sélido dependiendo del medio inicial de cristalizacién (11). Analisis de

rayos X de la estructura cristalina del colesterol reportan la presencia de

18



apilamientos de bicapas en estructuras monoclinica y triclinica (12) estabilizadas
por las fuerzas de dispersion entre los cuerpos de hidrocarburos y por arreglos de
puentes de hidrégeno formados por el grupo hidroxilo (Figura 2). Estas mismas

fuerzas rigen la agregacion entre moléculas de colesterol en diversos medios (13)

(2).

Figura 2. (a) Celda unitaria de la estructura cristalina del colesterol. (b) Representacion de tres
celdas de un cristal monoclinico de colesterol monohidratado; oxigenos en color rojo. (c)
Representacion de dos celdas unitarias de un cristal con estructura triclinica de colesterol
monohidratado; oxigenos en color rojo.

Sty

ﬁ”f* S

(c)

Fuente: (a) Shieh HS et. al. Crystal structure of anhydrous cholesterol. Nature 1977. (b, c)
Varsano Neta and et. al formation of 3D cholesterol crystals from 2D nucleation sites in lipid

bilayer membranes: implications for atherosclerosis. J. Am. Chem. Soc. 2015.
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En los mamiferos, la agregacion de las moléculas de colesterol puede conllevar a
riesgos en la salud (14). Esta agregacion es promovida por la liberacion® de
colesterol no esterificado desde las lipoproteinas LDL que —junto con las HDL— son
las encargadas del transporte interno de lipidos y triglicéridos en la sangre (2). Las
lipoproteinas LDL liberan colesterol debido a su interaccion con las proteinas del
tejido conectivo que conforman las paredes de las arterias®.

Aungue en realidad no se mida directamente la concentracion de colesterol, es
posible inferir su exceso en el torrente sanguineo con la medicion de las proteinas
lipidicas; un aumento en la cantidad de lipoproteinas LDL significa un aumento de
colesterol en la sangre®. El metabolismo del colesterol en el organismo puede ser

analizado en la Figura 3 (15).

1.1.1 Campos de fuerza. La mecanica molecular considera a las moléculas como
si fueran un conjunto de puntos en el espacio gobernados por una serie de
potenciales clasicos denominados campos de fuerza. La energia total de una
molécula se calcula como la suma de energias de los diferentes movimientos
atomicos (16). En términos generales, la forma funcional basica de un campo de
fuerza divide las energias en energias de enlace o covalentes, y de no enlace o0 no
covalentes (fuerzas electrostaticas y de van der Waals), segun la siguiente ecuacion
@an:

ETOTAL = ECovalente + Eno covalente (EC- 1)

3 Esta alteracion recibe el nombre de dislipidemia que representa el aumento de las concentraciones
lipidicas en la sangre.

4 Las proteinas lipidicas HDL tienen mayor afinidad por el colesterol, con lo cual pueden extraerlo
del torrente sanguineo y llevarlo al higado para su posterior excrecion principalmente como acidos
biliares. Debido a lo anterior, el colesterol asociado con las HDL se conoce como colesterol bueno,
mientras que el asociado con las LDL se conoce como colesterol malo (15).
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Figura 3. Ruta metabdlica del colesterol.

Acidos grasos libres
y colesterol
[TGy cczlesterol i VDL 2., -
en el higado]

v

colesterol " y
Acidos grasos libres y colesterol

IDL

colesterol
\4

7 LDL —
CICLO INTERNO DE LIPIDOS -

X

| estabilidad de la membrana celular

>
Sintesis de hormonas

¥
almacenamiento

v
Formacién de residuos

HDL
Fuente: Casey G. Cholesterol: The Good, The Bad and The Ugly. Continuing Professional
Development.2011

La energia covalente considera las fuerzas que dependen directamente de los
enlaces quimicos. Entre ellas encontramos las fuerzas de tension, especificadas por
una constante de fuerza del enlace; las fuerzas de flexion, relacionadas con el
angulo de enlace, y las fuerzas de torsion, relacionadas con el angulo diedro. De
otro lado, las energias no covalentes consideran las interacciones entre atomos no
enlazados por medio de las fuerzas de van der Waals, especificadas por el potencial

de Lennard-Jones, y las fuerzas electrostaticas, dadas por las interacciones tipo

Coulomb.

Para sistemas analizados por simulacibn molecular con campos de fuerza, la
energia calculada puede ser reportada en términos de la temperatura absoluta; para
ello se utilizan la constante de Boltzman y el numero de Avogadro. La energia
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reportada en unidades de temperatura absoluta es denominada como temperatura
equivalente; la conversion energética respectiva esta dada por (18):

Kcal
1—— =503.23K (Ec.2)
mol

1.1.2 Charmm27. CHARMM es el nombre de un conjunto de campos de fuerza
ampliamente utilizados en mecénica molecular. El desarrollo y mantenimiento de
CHARMM esta a cargo de un grupo de investigadores y sus colaboradores en la
universidad de Harvard (19-20). CHARMM27 fue creado en 1999, este campo de
fuerza es utilizado para moléculas organicas complejas como ADN, ARN vy lipidos,
debido a que incluye funciones de energia empiricas para modelar sistemas
macromoleculares. La ecuacién 3 (21) de energia potencial de este campo se
presenta a continuacion (22-23); la Tabla 1 describe los términos de la energia

potencial.

V= Z Ky, (b —by)? + z Kq(6 — 6,)*

enlasantes angulos
+ Z Ky[1 + cos(nd — 8)] + z K, (@ — w,)? + z K, (u — u,)?
diedros flexion Urey—Bradley

)

Lennard—jones

12 6
. <Rminij> 3 <Rminij> 4 q:9; (Ec.3)
rij rij GT'ij
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Tabla 1. Términos de la ecuacion de energia potencial ecuacion 3.

Significado Significado

Constante de fuerza de enlace. Cambio de fase relacionado con el

angulo diedro.

Distancia desde la posicion de Constante de fuerza relacionado con

equilibrio. flexién de angulo fuera del plano.

de
movimiento angular.

Constante fuerza  de Distancia desde la posicion de

equilibrio del plano.

Distancia desde la posicién de Constante de fuerza relacionada con

equilibrio angular. el componente de Urey-Bradley con

flexion de Angulo.

Constante de fuerza de &ngulo Distancia desde la posiciébn de

diedro. equilibrio en el potencial armonico.

Multiplicidad de la funcion. Interacciones no enlazaste.

Angulo diedro. Potencial de Lennard-Jones.

1.2 SIMULACION DE MONTE CARLO

El método de Monte Carlo (MC) es una técnica cuantitativa que hace uso de los
ordenadores para imitar, por medio de movimientos aleatorios, el comportamiento
de sistemas reales no dinamicos; considerando el estudio conformacional, la
simulacion de Monte Carlo reporta un mejor desempefio que la simulacién por
dindmica molecular (24) La clave de la simulacién MC consiste en crear un modelo
matematico del sistema que se quiere analizar, identificando aquellas variables
(inputs del modelo) cuyo comportamiento aleatorio determinan el comportamiento
global del sistema. Una vez identificados dichos inputs o variables aleatorias
(configuracion molecular), se lleva a cabo un namero grande de experimentos
consistentes en generar valores aleatorios para dichos inputs, y determinar el
comportamiento del sistema ante los valores establecidos (energia molecular);
generalmente, el niamero de ensayos es dividido en dos: estabilizacion y
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generacion. El andlisis del sistema sera tanto mas preciso cuanto mayor sea el

namero de experimentos efectuados (25).

Para el estudio de la agregacién del colesterol, la simulacion de Monte Carlo debe
generar diferentes configuraciones moleculares, las cuales son el resultado del
movimiento al azar de los atomos. Estas configuraciones son rechazadas o
aceptadas de acuerdo a la respuesta del sistema obtenida por medio de su energia
potencial (campo de fuerza)®. Las configuraciones se establecen considerando
constante el nimero de particulas, el volumen y la temperatura del sistema, por lo
cual las simulaciones se efecttan utilizando el denominado colectivo candnico (26).
La simulacién de Monte Carlo puede efectuarse utilizando cdédigos computacionales

de uso libre, como el denominado paquete Towhee (8).

1.2.1. Towhee: Es un cadigo libre originalmente disefiado para la prediccion de
equilibrio de fases fluidas utilizando campos de fuerza con especial atencién en los

algoritmos que abordan muestreo de la conformacién molecular (8).

Este paquete requiere de otros que permitan la visualizacion molecular y la
visualizacion de resultados numéricos (ver anexos). La ventaja adicional que ofrece
a los investigadores es el ahorro de la creacion de los algoritmos que son utilizado
en el célculo de las energias y optimizacion de geometrias —por ejemplo, en la
simulacion molecular de la agregacion de asfaltenos (27)—. Para que Towhee sea
ejecutado es necesario el uso de compiladores tales como gcc o gcc-fortran en el

caso de un entorno Linux; esto se debe a que Towhee ha sido programado en fortran

5 Si se produce un descenso en energia potencial, la configuracién es aceptada; sino, se compara el
namero Boltzmann, exp(-AE/kT), con un ndmero al azar entre 0 y 1, para aceptar la nueva
configuracion (11).
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77 (8). Una vez definidas las variables de entrada, su ejecucion se hace desde la
consola (caso Linux), recordando ubicar la carpeta que posee los inputs

relacionados con Towhee. Posteriormente, se ejecuta el siguiente comando:

towhee > "name_file_out"

25



2. DESCRIPCION METODOLOGICA

Las actividades seguidas para analizar la agregacion de las moléculas de colesterol
pueden ser representadas en la siguiente figura:

Figura 4. Descripcién global de las etapas desarrolladas.

1. Obtencion de 2 Verificacién de 3. Optimizacion de la
una configuracion la qeometria geometria de
inicial del %eérica agregados: 2
colesterol moléculas

L 5. Optimizacion de la P i 2
6. Optimizacion de la geometrl’ade 4. Optimizacion de

geometria de agregados: 4 la geometria de

agregados: 5 moléculas agregados: 3
moléculas moléculas

7. Analisis de
resultados

Las simulaciones de Monte Carlo fueron aplicadas considerando las energias de la
etapa de estabilizacion, debido a recursos computacionales. Las geometrias
resultantes para las conformaciones fueron tomadas de acuerdo con el valor global
minimo de energia segun lo expuesto en la referencia (28).
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2.1 OBTENCION DE UNA CONFIGURACION INICIAL DEL COLESTEROL:

En esta etapa se construye la molécula de colesterol teniendo en cuenta cada
enlace presente en la molécula y numerando los respectivos atomos. Lo anterior se
hace con el objetivo de adaptar el colesterol a la configuracién del campo de fuerza
(charmm27) y para cumplir con los requisitos de entrada especificados en Towhee.
Para ejecutar Towhee es necesario especificar dos archivos de entrada, los cuales

son:

» Towhee_input: este archivo representa el soporte principal de la simulacion
y contiene las instrucciones necesarias para ejecutar el programa. En este
archivo se pueden identificar tres zonas. En la primera parte se definen las
condiciones de temperatura, presion, numero de ciclos tipo y nimero de
moleculas; asimismo se define el numero de archivos de salida. En la
segunda parte se especifican el campo de fuerza, el tamafio de la caja, el
nombre de archivo Towhee_initial (Towhe_coords) y el nimero de atomos en
cada molécula. En la tercera seccion se define cada tipo de atomo de la
molécula de acuerdo a los requerimientos del respectivo campo de fuerza

(ver anexo).

» Towhee_coords: en este archivo se encuentran las coordenadas iniciales
para cada atomo en el mismo orden segun la tercera seccion del archivo

Towhee_input.

Una vez especificados los archivos anteriores, se procede a ejecutar la simulacion
con el método de Monte Carlo, que considera la optimizacion geométrica de la

molécula.
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2.2. VERIFICACION DE LA GEOMETRIA TEORICA:

Posteriormente, con los resultados de distancias atdmicas y angulos entre 3 y 4
atomos obtenidos con la geometria optimizada de menor energia, se realiza una

comparacion con trabajos similares reportados en la literatura.

2.3. OPTIMIZACION DE LA GEOMETRIA DE AGREGADOS: 2 MOLECULAS.

El procedimiento descrito en 2.2 es repetido, pero esta vez se especifican dos
moléculas de colesterol. La posicion relativa entre las dos moléculas no influye en
los resultados debido a las caracteristicas inherentes del método de Monte Carlo.
Los resultados del agregado de menor energia son extraidos para andlisis de su

configuracion interatémica y la posicion relativa de las moléculas.

2.4. OPTIMIZACION DE LA GEOMETRIA DE AGREGADOS: 3 MOLECULAS.
El procedimiento descrito en 2.2 es repetido especificando tres moléculas de
colesterol. Los resultados del agregado de menor energia son extraidos para
analisis y comparacion con el agregado de dos moléculas.

2.5. OPTIMIZACION DE LA GEOMETRIA DE AGREGADOS: 4 MOLECULAS.
El procedimiento descrito en 2.2 es repetido especificando 4 moléculas para el

agregado. Los resultados geométricos que reportan la menor energia son extraidos

para su analisis y comparacion con los agregados de menor numero de moléculas.
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2.6. OPTIMIZACION DE LA GEOMETRIA DE AGREGADOS: 5 MOLECULAS.
Los archivos respectivos de Towhee son modificados para considerar 5 moléculas
en el agregado. Los resultados geométricos con menor energia son analizados y
comparados con los agregados de menor tamafo.

2.7. ANALISIS DE RESULTADOS.

Los resultados geométricos y energéticos de las simulaciones de Monte Carlo para

los diferentes agregados son analizados en conjunto para inferir configuraciones en

agregados de mayor tamafio.
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3. RESULTADOS

La interaccion molecular del colesterol fue analizada siguiendo el procedimiento
descrito en la seccién anterior, simulando las diferentes configuraciones en fase

gaseosa.

3.1. CONFIGURACION INICIAL

Inicialmente, la configuracidon geométrica para una molécula de colesterol fue
validada con el fin de verificar que la estructura conformacional mas estable
obtenida en el software Towhee corresponda con la reportada en la literatura. Para
esto, cada atomo de la estructura fue especificado segun el lenguaje del campo de
fuerza CHARMMZ27; el archivo script con las instrucciones necesarias para la
ejecucion de la simulaciéon en Towhee es mostrado en los anexos. Posteriormente,
la estructura con menor energia es visualizada para proceder con la verificacién de

la geometria.

3.2. VERIFICACION TEORICA DE LA GEOMETRIA

Aungue Towhee no permita una visualizacion directa de la estructura resultante si
genera archivos en formato “pdb”, para ser visualizados en otro software como
Gabedit o vmd. Por medio de los anteriores paquetes son posibles la visualizacion
y el andlisis de la estructura geométrica de los agregados de mayor estabilidad
obtenidos por medio de la simulacion de Monte Carlo.
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Figura 5. Conformacién en 3D para la estructura energética de menor energia obtenida con las
simulaciones realizadas en Towhee.

Towhee calcula la energia de cada configuracion y las reporta en name_file_out,
permitiendo asi discernir cual es la configuracion mas probable® para las

condiciones de simulacion.

Como se aprecia en la Figura 6 la energia a lo largo de la simulacién cambia a
medida que se avanza en el muestreo con Monte Carlo’.El minimo obtenido por la

simulacién en la etapa de estabilizacion corresponde a (Figura 6):

Kcal
ETOTALl == ETl == 70876 * 104 K = 14083 m

6 Se toma la energia minima global como criterio de seleccién para la configuracién mas estable en
la etapa de estabilizacion.

7 En la figura 6 se aprecia la etapa de estabilizacion. La estructura denominada por Towhee como
box_01_step 00000000201412.pdb fue tomada como el minimo global.
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Figura 6. Perfil de energia obtenido por la simulacion (construida en XMGRACE). Etapa de
estabilizacién; minimo global en rojo.
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Este valor, E;,, corresponde a la energia de la configuracion mas estable para una
molécula de colesterol, segun el campo de fuerza CHARMMZ27. Los datos
geomeétricos para la configuracion de estabilizacion son mostrados en las Tablas 2
y 3. La longitud para el enlace doble entre los atomos C14-C16 resulta
particularmente grande respecto a lo esperado y a lo reportado por mediciones de
rayos X y por calculos moleculares con CHARMMS36 (Tabla 2). Lo anterior puede
deberse a errores en los parametros para CHARMM27 codificado en Towhee. No
obstante, en esta medicion los resultados geomeétricos y energéticos representan

en gran medida los valores reportados en la literatura (Tabla 2).
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Tabla 2. Distancia de algunos enlaces presentes en la molécula.

ENLACES
Cr7-Cl4

C14-C16

059-H60

RESULTADOS

J. OF COMP.
CHEM. 2005 May;
26(13): P. 1383-
1399
CHARMM36

bo[A]

B(37): P.
1538-1543
RAYOS X

bo[A]

TOWHEE
bo[A]

Acta Cryst.
1981 Enero;

ERROR (%)
CHARMM36 RAYOS X

También, la diferencia en los valores para el enlace O59-H60 en la presente

investigaciéon y los datos reportados en la literatura (21) (Tabla 2) se debe a un

posible error tipogréafico en el articulo de referencia, debido a que la distancia O-H

en los alcoholes tales como metanol (30), propanol (31) y ciclohexanol (32), entre

otros, presentan un valor promedio de 0.965 A (33). Las diferencias en las otras

medidas se encuentran dentro del margen de error esperado.
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Tabla 3. Angulo reportado para algunos enlaces.

RESULTADOS
CAMPO DE FUERZA
PARA ESTEROLES
BIOLOGICAMENTE
IMPORTANTES:
MECANICA MOLECULAR
SIMULACION (21)
ENLACES Oy[deg] Opldeg]
cis-ci4-c7 114.5 116.0
' c21-c18-c14 103.4 111.0

Una verificacién adicional para la geometria de la configuracion mas estable fue
obtenida por medio del calculo de las frecuencias vibracionales al nivel AM1
(método cuantico semiempirico) segun el software Gaussian03. De acuerdo a los
resultados de la Tabla 4, las frecuencias vibracionales son positivas, lo cual sugiere
que la configuracion obtenida para el colesterol corresponde a una estructura

estable.

Tabla 4. Frecuencias vibracionales de menor valor para la configuracién mas estable del colesterol.
Célculo realizado al nivel AM1 utilizando el software Gaussian03.

\[e}

Frecuencia, cm?
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3.3. OPTIMIZACION GEOMETRICA DE AGREGADOS:; DOS MOLECULAS

La verificacion de la geometria del colesterol obtenida con la simulacion en Towhee

habilita el analisis geométrico de los agregados de esta molécula.

Figura 7. Perfil energético para la simulacion de dos agregados (construida en xmgrace a partir de
los datos obtenido en Towhee); etapa de estabilizacién con el minimo global marcado en rojo.
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1.5e+005 |-

L.45e+005

Temperatura equivalente [K]

Lde+005
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] Je+005 4e4+005 Be+005 Be+005

numero de ciclos

De acuerdo a los resultados para el agregado de dos moléculas (Figura 8), la
estructura obtenida en la etapa de estabilizacion corresponde a una orientacion
casi-paralela entre las moléculas de colesterol con orientacién opuesta entre los
grupos hidroxilo (cabeza-cola), segun lo ilustrado en la Figura 8. En la Tabla 5, se
presentan las distancias entre las respectivas cabezas y colas.
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En la literatura se reporta que la estructura cristalina de los esteroides con el grupo
hidroxilo y sus hidratos muestra una organizacion en capas con orientacion de tipo
cabeza-cabeza o cabeza-cola dependiendo del solvente en el cual se realizo la
cristalizaciéon® (10-11); esta orientacion puede presentarse desde la aparicion de los
agregados en fase liquida (10). Cualquiera de las dos arquitecturas concuerda en
que las fuerzas de cohesidbn mayoritarias entre las moléculas de colesterol
corresponden a las interacciones entre atomos no polares (van der Waals) debido

al tamafio de las cadenas hidrofébicas (34).

Figura 8. Configuracion estructural mas estable para dos colesteroles a y b marcan las distancias
interatémicas (ver tabla 4).

Lo anterior puede ser comprobado por medio del calculo de las cargas de los
atomos en las moléculas (cargas de Mulliken) al nivel AM1 utilizando Gaussian03.

La Figura 9 presenta el agregado de 2 moleculas de colesterol con los atomos

8 Seglin la base de datos estructural de Cambridge, la arquitectura cabeza-cola se presenta en los
cocristales denominados MEQKAU y WOMHAIL
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coloreados de acuerdo con su valor de carga (cargas mayores corresponden a
colores mas claros); segun esta figura, la interaccion tipo Coulomb es apreciable a
nivel intramolecular —i.e. atraccion oxigeno-hidrégeno en cada molécula—, con lo
cual, la fuerza de atracciéon principal que mantiene la configuracion del en este

agregado corresponde a las de tipo van der Waals.

La organizacion resultante de la simulacion molecular de 2 moléculas de colesterol
concuerda con la arquitectura cabeza-cola enunciada anteriormente (Figuras 8 y 9),
la cual es reportada como la principal arquitectura mostrada en los cristales de

colesterol obtenido en propanol, butano, pentanol y fenol (11).

Figura 9. atomos coloreados segln sus respectivas cargas de Mulliken calculadas al nivel AM1
utilizando Gaussian03

Charge Range: -0.331 te 0.3

Asimismo, la arquitectura del agregado de dos moléculas en fase gaseosa

obtenidos en el presente trabajo concuerda con los resultados de la simulacién por
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dinamica molecular reportados por Cromie y colaboradores (35); infortunadamente,
este ultimo trabajo no reporta mediciones cuantitativas para realizar comparaciones

geométricas de dos agregados.

Tabla 5. Distancia intermolecular medida en los atomos aparentemente mas cercanos.

Atomos relacionados Distancia

Ver en figura 8 como:
O [59] - C[101] a 5.23
O [133] - C [27] b 6.38

De otro lado, la energia del agregado méas estable reportada por Towhee

corresponde a:

Kcal

E =FE;, =13787 x10° K = 273.98 —
TOTAL2 T2 * mol

Utilizando la energia calculada para la configuracién mas estable del colesterol (vide
supra) es posible tener un estimado de la energia de interaccion entre las moléculas

en dos agregados. La energia de interaccion es estimada en:

Kcal

Eing 2 = Epp — 2% Epy = —7.67 —
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El valor negativo indica que este agregado es formado debido a una interaccion
favorable —atraccion— entre las moléculas de colesterol, lo cual reduce la energia
del agregado. La verificacion de la estabilidad del agregado es obtenida por el
calculo de las frecuencias vibracionales al nivel AM1 utilizando Gaussian03 (Tabla
6).

Tabla 6. Frecuencias vibracionales de menor valor para la configuracion mas estable para 2 mol de
colesterol. Calculo realizado al nivel AM1 utilizando el software Gaussian03.

\[e}

Frecuencia, cm™?

3.4 OPTIMIZACION GEOMETRICA DE AGREGADOS: TRES MOLECULAS
En la Figura 10 se pueden analizar los resultados obtenidos en la simulacién de

agregados con tres moléculas de colesterol, mientras que en la Figura 11 se

presenta el perfil de conformacién en la primera etapa de MC.

Figura 10. Configuracién de menor energia para tres moléculas de colesterol.
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Figura 11. Perfil energético para la simulacion de agregados con tres moléculas de colesterol; etapa
de estabilizacion con el minimo global encerrado en rojo.
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Al realizar una comparacién entre las estructuras obtenidas para dos y tres
agregados (Figuras 8 y 10) es posible inferir que dos moléculas de colesterol
presentan la arquitectura cabeza-cabeza, mientras que la tercera se orienta sobre
el plano de las otras dos permitiendo una mayor interaccion entre las
correspondientes partes hidrofébicas.

Al igual que en el agregado de 2, en de 3 moléculas la interaccion puente de
hidrégeno es débil y la cohesién molecular se debe principalmente a las demas
interacciones tipo van der Waals (la distancia entre los oxigenos —Tabla 7-
evidencia una interaccién puente de hidrégeno muy débil (36). La Figura 12 ilustra

las cargas de Mulliken calculadas al nivel AM1.
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Figura 12. Cargas de Mulliken para tres moléculas; cargas al nivel AM1 utilizando Gaussian03.

Charge Range: £.329 ta |0.329

Diversas formas cristalinas del colesterol conteniendo la estructura cabeza-cabeza
han sido reportadas (11;14); la forma triclinica del colesterol presenta 8 moléculas
en interaccion cabeza-cabeza formando bicapas (34). Segun lo anterior, la
simulacién para tres, moléculas reporta la tendencia del agregado hacia el
ordenamiento reportado para los cristales de colesterol. De la misma forma se

presenta el valor de la energia correspondiente al minimo obtenido (Figura 11)

Kcal
mol

ETOTAL3 == ET3 == 2014’4 * 105 K == 40029
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La energia de interaccion entre las moléculas en el agregado de tres moléculas
puede ser estimada a partir del valor energético obtenido para la molécula de

colesterol, segun:

Kcal
Eingr 3 =Ep3 —3*Ep = —22.18m

Con lo cual se tiene una interaccion favorable —atraccion— en este agregado. La
verificacion de la estabilidad del agregado es obtenida por el célculo de las
frecuencias vibracionales al nivel AM1 utilizando Gaussian03 (Tabla 7).

Tabla 7. Frecuencias vibracionales de menor valor para la configuracion mas estable del tercer
agregado de colesterol. Célculo realizado al nivel AM1 utilizando el software Gaussian03.

No

Frecuencia, cm?

Tabla 8. Distancia entre algunos 4tomos cercanos entre 3 moléculas.
Atomos relacionados Distancia [A]

0 [59] - O [133]
0 [207] - C [84]

H [134]-H [186]
H [127]-H [180]
H [110]-H [71]

42



3.5 OPTIMIZACION GEOMETRICA DE AGREGADOS: CUATRO MOLECULAS

La configuracion que se muestra en la Figura 13 corresponde a la estructura mas

estable para el agregado de 4 moléculas.

Figura 13. Conformacién estructural mas estable para agregados de 4 moléculas visualizado en
Gabedit 2.4.8.

El nimero total de conformaciones optimizadas en la simulacién fue de 500 mil
(Figura 14); la Figura 14 presenta el perfil energético para la simulacion. Segun la
estructura mas estable, tres moléculas de colesterol presentan una orientacion
cabeza-cabeza con una tendencia de organizacion en bicapas (Figura 10), en donde
los respectivos planos de dos moléculas de colesterol se alinean casi paralelamente
una respecto de la otra. La tercera molécula se ubica a una distancia mayor con una
orientacién cabeza-cabeza (bicapa), mientras que la cuarta molécula de colesterol
se alinea de forma diagonal.
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Figura 14. Perfil energético para la simulacion de agregados de 4 moléculas de colesterol.
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La orientacion de la cuarta molécula resulta ser casi perpendicular a la bicapa y a la
tercera molécula —i.e. el O de la cuarta molécula se ubica casi perpendicular a los
O de las otras tres moléculas—. En comparacién con el tercer agregado(Figura 10),
el cuarto parece formarse por interposicion de la nueva molécula entre el segundo
agregado con orientacion cabeza-cabeza y la tercera molécula (Figuras 8 y 10); en
la formacion del 4 agregado, aumenta la distancia entre el tercer colesterol y la
bicapa para dar paso a la cuarta molécula de colesterol que se posa casi paralela a
la bicapa (Figura 15) de esta forma aumenta el area de contacto entre las partes
hidrocarbonadas de las moléculas de colesterol®.

9 Las cargas de Mulliken no fueron obtenidas debido a la exigencia en los recursos computacionales.
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De otro lado, debido a la orientacion obtenida para el presente agregado, la menor
distancia entre las diferentes moléculas se calcula a partir de la parte central
hidrocarbonada (Tabla 9).

Tabla 9. Distancia entre algunos atomos cercanos en las distintas moléculas.

Atomos relacionados Distancia [A]
0 [207] - O [59] 7.20
O [207] — O [133] 9.65
Oo[s9-0[133] 10.09
o[9O[281 11.29
H [125]-H [198] 3.77
Cc[oi-c[e5] 3.81
Cl421C[18) 4.49
C [9]-C [228] 4.45

Los resultados de la simulacién del agregado de 4 moléculas tienden hacia una
organizacion en bicapas con orientacion cabeza-cabeza (10-11) Sin embargo, el
namero de moléculas resulta insuficiente para presentar una formacion completa en
bicapas, la cual se aprecia para un nimero de 8 moléculas de colesterol (10) (Figura
2.). Puede que la formacion en bicapa se presenta en el cuarto agregado, por lo
cual se recomienda ejecutar la simulacion considerando un mayor namero de

configuraciones?©.

10 | a simulacién fue ejecutada utilizando un computador Toshiba L655 procesador Intel Pentium.
Debido a las caracteristicas de hardware, Towhee habilit6 el analisis solo para 500000
configuraciones en la etapa de estabilizacion.
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La energia minima reportada para el cuarto agregado mas estable corresponde a:

Kcal
ETOTAL4- = ET4— = 2.8347 % 105 K = 5284‘4

mol

Figura 15. Interposicién de la nueva molécula (parte baja).

Con lo cual, la energia de interaccién entre las moléculas de colesterol para el

agregado de 4 moléculas corresponde a:

Kcal
mol

EINT_4 == ET4— - 4 * ETl = _3487

Con lo cual se tiene una interaccién favorable —atraccién— en el agregado de cuatro

moléculas. La estabilidad del agregado es comprobada por el calculo de las

46



frecuencias vibracionales (Tabla 10). De otro lado, segun las distancias mostradas
en la Tabla 9, la interaccion favorable entre las moléculas de colesterol no involucra

una contribucién apreciable de los puentes de hidrégeno.

Tabla 10. Frecuencias vibracionales de menor valor para la configuracion mas estable para 4
moléculas de colesterol. Calculo realizado con el campo de fuerza UFF utilizando el software
gaussian03

(\[o]

Frecuencia, cm™?

3.6 OPTIMIZACION GEOMETRICA DE AGREGADOS: CINCO MOLECULAS

Los resultados de la simulacion MC para el agregado de 5 moléculas de colesterol
pueden ser analizados en las Figuras 16 y 17. Segun la configuracion del agregado,
la tendencia de una menor distancia en la parte central se mantiene también para

este agregado; la tabla 11 presenta las distancias para la parte central del agregado.

Figura 16. Conformacion estructural mas estable para agregados de 5 moléculas visualizado en
Gabedit 2.4.8.
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Este comportamiento en el agregado se debe al aumento del &rea hidrocarbonada
habilitada para las interacciones de tipo van der Waals. Es importante mencionar
que en este agregado la distancia entre los oxigenos con etiquetas 355 y 207
involucra un aporte del respectivo puente de hidrégeno a la energia de interaccion
(Tabla 11).

Tabla 11. Distancia entre algunos atomos cercanos en las distintas moléculas.

Atomos relacionados Distancia [A]
O [59] — O [281] 10.36
O[3s5]-O[207) 3.66
O [133]-O [281] 12.78
O [59] O [133] 9.75
H[111]-H[330] 2.38
‘H[330]-H[1200 3.19
H [120]-H [331] 4.22
C [8]- C [83] 3.82
C [87] -C [22] 3.69
C [95] = C [304] 4.12
C [21] -C [323] 4.20

El agregado de 5 moléculas muestra una orientacion cabeza-cabeza en grupos de
a dos moléculas, lo cual coincide con los reportes de literatura de cristales
organizados en bicapas. De acuerdo a los resultados del tercer, cuarto y quinto
agregado, la adicibn de nuevas moléculas tiende a realizarse por orientacién
cabeza-cabeza habilitando la formacion de puentes de hidrogeno débiles y mayor

area de contacto entre zonas hidrofébicas.
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Por ultimo, la energia estimada para el quinto agregado segun la Figura 17

corresponde a:

5 Kcal
ETOTALS - ETS - 32701 * 10 K - 64983 m

Con lo cual, la energia de interaccién entre las moléculas de colesterol para la

formacién del agregado pentamérico corresponde a:

Kcal
mol

EINT_S = ET5 - 5 * ETl = _54‘30

La estabilidad del agregado es obtenida por el calculo de las frecuencias

vibracionales (Tabla 12).

Tabla 12. Frecuencias vibracionales de menor valor para la configuracién mas estable 5 mol de
colesterol. Calculo realizado con el campo de fuerza UFF utilizando el software Gaussian03.

\[e}

Frecuencia, cm™?
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Figura 17. Perfil energético para la simulacion de agregados de 5 moléculas de colesterol; etapa de
estabilizacion.
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3.7 DISCUSION FINAL

Teniendo presente las condiciones simuladas es posible afirmar que a medida que
aumenta el nimero de moléculas de esterol en el agregado, las distancias en la
parte central del agregado tienden a disminuir, reflejando la accion predominate de

una fuerza o interacciones de Van der Waals debida a las cadenas hidrofébicas.

No obstante, las demas interacciones no dejan de ser menos importantes, ya que
en estas puede estar la explicacion a los diversos comportamientos del colesterol.
De acuerdo a los resultados se observo una tendencia a disminuir las distancias
entre los oxigenos en agregados de tamafo apreciable, lo cual favorece las
interacciones tipo puente de hidrogeno. Es de esperar que la contribucién debida a

esta interaccion se presente decisiva para la estabilidad en la estructura cristalina
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de los precipitados del colesterol (29) y en sus agregados con proteinas, lipidos y
otros compuestos presentes en la sangre (14;37).

Figura 18. Variacién de la energia de interaccion en los agregados de colesterol en fase gaseosa.
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De otro lado, las conformaciones y las energias obtenidas en el presente trabajo
para los diferentes agregados muestran una concordancia con las tendencias
reportadas en la literatura (29-35). EI aumento en el niumero de moléculas en el
agregado genera un aumento no lineal en la energia de interaccién favorable —i.e.
de dos a tres -14.62 kcal/mol, de tres a cuatro -12.68 kcal/mol, de cuatro a cinco -
19.44 kcal/mol- con una contribucién creciente del puente de hidrégeno (Figura 18).
Para agregados de mayor tamafio, es posible deducir que el orden de bicapas en
estructuras monoclinica y triclinica se presente por una combinacion entre las
interacciones de van der Waals y las interacciones tipo Coulomb.
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4. CONCLUSIONES

Los valores geométricos para el colesterol obtenidos utilizando CHARMM27 segln
lo codificado en Towhee concuerdan con los reportados por mediciones de rayos X

y por célculos reportados utilizando CHARMM36.

La organizacion del agregado de dos moléculas de colesterol obtenida en el
presente trabajo concuerda con la arquitectura cabeza-cola reportada para los
cristales purificados a partir de alcoholes. Para los agregados con nimero mayor de
2 moléculas de colesterol, la arquitectura predominante corresponde a la de tipo
cabeza-cabeza reportada para diversos cristales con estructura de bicapa en celdas

monoclinica y triclinica.

La interaccion tipo van der Waals presenta la mayor contribucion en la formacién de
agregados de hasta 5 moléculas de colesterol. La contribucién puente de hidrégeno
aumenta con el numero de agregados, presentando una interaccion despreciable

hasta el agregado de cuatro moléculas.
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5. RECOMENDACIONES

Después del desarrollo de este trabajo se plantean las siguientes recomendaciones:

X/
L X4

X/
L X4

El uso de recursos informéticos tales como software de simulacion implica un
costo en tiempo y espacio de almacenamiento por tal razén se recomienda
utilizar equipos de mayor capacidad tanto de almacenamiento como de

procesamiento.

Para posteriores estudios similares se recomienda el uso de solventes —como
fosfolipidos, triglicéridos y agua—, que permitan observar el desarrollo de nuevas

interacciones.

Asimismo, la inclusiébn de un mayor niumero de moléculas en el agregado es

recomendable para la comparacion directa con la estructura cristalina.
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ANEXOS

ANEXO A: Instalacion De Towhee

Para instalar Towhee dirijase a la siguiente pagina y siga las instrucciones de
descarga  http://towhee.sourceforge.net/code/download.html.  Towhee esta
disefiado para ser ejecutado en un entorno Linux por tal motivo se obtiene un mejor
rendimiento en este sistema operativo; aunque también se puede copilar en

Windows con ayuda de otros softwares!? (8).

En la version de Linux distribuida por opensuse!? la instalacion se hace de la

siguiente manera:

1. Vaya a inicio y lance la aplicacién correspondiente a la consola.

2. Active los privilegios de super usuario con el siguiente comando, seguido de Intro

(o enter «):

Su:

Esta accion le pedira su contrasefia.

3. Instale®® los siguientes compiladores con el comando

11 Para mayor informacion dirijase a http://towhee.sourceforge.net/code/code_manual.html
12 Sistema operativo disponible en https://www.opensuse.org/#
13 Para realizar estas acciones es necesario tener conexion a internet
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http://towhee.sourceforge.net/code/code_manual.html
https://www.opensuse.org/

zypper install gcc <

zypper install gcc — fortran €

. Asi mismo instale los siguientes paquetes

zypper install autoconfig <

zypper install automake <

. Ubique la carpeta de descarga de Towhee la cual debe llamarse Towhee-

7.1.0.tar.gz y descomprimala con ayuda de ARK.

. Vuelva a la consola y ubique desde alli la carpeta en la que descomprimié a

Towhee y acceda a la carpeta denominada Towhee-7.1.0.tar.

. Una vez dentro digite:

.Jconfigure €

. Ahora escriba en la consola lo siguiente.

cd Source €

. Por ultimo

make towhee <

make install <
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ANEXO B: Estructura Del Colesterol

Figura 19. Estructura del colesterol en 2D.

H?%, 20 24

12
H,C
6 13 5

HO

18 16

El orden numérico en la estructura del colesterol no tiene ninguna incidencia en los

resultados.
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Tabla 13. Distancia de enlaces en la cadena principal.

Enlace
C1l-C2
C1-C5
C1-C6
C1l-C13
C2-C3
C2-C8
C3-C4

C3-C11

C4-C7
C4-C9

C5-C12

C5-C10
C6-C9

C7-Cl4

C7-C15

C7-C17

Distancia [A]

Enlace

C8-C10

C11-C16
C12-C20
C12-C22
C14-C16
C14-C18
C15-C19
C18-C21
C19-C21
C20-C23
C21-059
C23-C24
C24-C25
C25-C26
C25-C27
059-H60
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ANEXO C: Towhee_Input

Este es el archivo de entrada principal para Towhee y generalmente es el Unico

archivo que necesita ser editado en una base regular. Las variables se describen

en el orden en que aparecen en este archivo (8).

inputformat
'Towhee'
random number generator
'RANLUX'
random luxlevel
3
random_seed
12345
ensemble
'nvt'
temperature
300.0d0
nmolty

1

nmolectyp

1

numboxes

1

stepstyle
'cycles'
nstep
500000
printfreq
1000

blocksize

67

1

moviefreq

1000

backupfreq

1000

runoutput

'full!

pdb output freg

1

pressurefreq

1000

trmaxdispfreq

1000
volmaxdispfreqg

1000

potentialstyle
'internal'

ffnumber

2

ff filename
/home/martin8a/bin/ForceFields
/towhee ff Charmm27
/home/martin8a/bin/ForceFields
/towhee ff TIP3P

classical potential



'Lennard-Jones' 0.0d0 50.0d0 0.0dO

classical mixrule 0.0d0 0.0d0 50.0d0
'Lorentz-Berthelot' pmpivot

lshift 1.0d0

.false. pmpivmt

ltailc 1.0d40 0.0d0

.true. cbmc formulation
rmin 'Martin and Frischknecht 2006
1.0d0 cbmc setting style
rcut 'Martin and Thompson FPE 2004’
20.0d0 #cholesterol
rcutin input style

20.0d0 'basic connectivity map'
electrostatic form nunit

'coulomb' 74

coulombstyle nmaxcbmc

'minimum image' 74

dielect lpdbnames

1.0d0 F

linit forcefield

T 'Charmm27'
initboxtype charge assignment
'dimensions' 'manual'’

initstyle unit ntype ggatom
'coords' 1 'CT1' 0.0d0
initlattice vibration

'none'’ 4

initmol 25 6 13

1 improper torsion
inix iniy iniz 0

4 4 4 unit ntype ggatom
hmatrix 2 'CT1l'" -0.09d0
50.0d0 0.0d0 0.0dO vibration
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4

1 3 8 28

improper torsion

0

unit ntype ggatom
3 'CT1' -0.09d0
vibration

4

2 4 11 29

improper torsion

0

unit ntype ggatom
4 'CT1' -0.09d0
vibration

4

37 9 30

improper torsion

0

unit ntype ggatom
5 'CT1' -0.09d0
vibration

4

110 12 31
improper torsion

0

unit ntype ggatom
6 'CT2' -0.18d0
vibration

4

1 9 32 33

improper torsion

0

unit ntype ggatom

69

7 '"CT1' 0.0d0
vibration

4

4 14 15 17
improper torsion

0

unit ntype ggatom
8 'CT2' -0.18d0
vibration

4

2 10 34 35
improper torsion

0

unit ntype ggatom
9 'CT2' -0.18d0
vibration

4

4 6 36 37

improper torsion

0

unit ntype ggatom
10 'CT2' -0.18d0
vibration

4

5 8 38 39

improper torsion

0

unit ntype ggatom
11 'CT2' -0.18d0
vibration

4

3 16 40 41

improper torsion



0

unit ntype ggatom
12 'CT1' -0.09d0
vibration

4

5 20 22 42

improper torsion

0

unit ntype ggatom
13 'CT3' -0.27d0
vibration

4

1 43 44 45

improper torsion

0

unit ntype ggatom
14 'CT1' 0.0d0
vibration

3

7 16 18

improper torsion

0

unit ntype ggatom
15 'CT2' -0.18d0
vibration

4

7 19 46 47

improper torsion

0

unit ntype ggatom

16 'CT1' -0.15d0
vibration
3

70

11 14 48

improper torsion

0

unit ntype ggatom
17 'CT3' -0.27d0
vibration

4

7 49 50 51

improper torsion

0

unit ntype ggatom
18 'CT2' -0.18d0
vibration

4

14 21 52 53
improper torsion

0

unit ntype ggatom

19 'CT2' -0.18d0
vibration
4

15 21 54 55
improper torsion
0

unit ntype ggatom

20 'CT2' -0.18d0
vibration
4

12 23 56 57
improper torsion

0

unit ntype ggatom
21 'CT2' 0.14d0



vibration

4

18 19 58 59
improper torsion

0

unit ntype ggatom
22 'CT3' -0.27d0
vibration

4

12 61 62 63
improper torsion

0

unit ntype ggatom
23 'CT2' -0.18d0
vibration

4

20 24 64 65
improper torsion

0

unit ntype ggatom
24 'CT2' -0.18d0
vibration

4

23 25 66 67
improper torsion

0

unit ntype ggatom

25 'CT1' -0.09d0
vibration
4

24 26 27 68
improper torsion

0

71

unit ntype ggatom
26 'CT3' -0.27d0
vibration

4

25 69 70 71
improper torsion

0

unit ntype ggatom

27 'CT3' -0.27d0
vibration
4

25 72 73 74
improper torsion
0

unit ntype ggatom

28 '"HA' 0.09d0
vibration

1

2

improper torsion
0
unit ntype ggatom

29 '"HA' 0.09d0
vibration

1

3

improper torsion
0
unit ntype ggatom

30 '"HA' 0.09d0
vibration

1

4



improper torsion
0
unit ntype ggatom

31 '"HA' 0.09d0
vibration

1

5

improper torsion
0
unit ntype ggatom

32 '"HA' 0.09d0
vibration

1

6

improper torsion
0
unit ntype ggatom

33 '"HA ' 0.09d0
vibration

1

6

improper torsion
0
unit ntype ggatom

34 '"HA' 0.09d0
vibration

1

8

improper torsion
0

unit ntype ggatom
35 '"HA' 0.09d0

vibration

72

1

8

improper torsion
0

unit ntype ggatom

36 '"HA' 0.09d0
vibration

1

9

improper torsion
0
unit ntype ggatom

37 '"HA' 0.09d0
vibration

1

9

improper torsion
0
unit ntype ggatom

38 '"HA' 0.09d0
vibration

1

10

improper torsion
0
unit ntype ggatom

39 '"HA' 0.09d0
vibration

1

10

improper torsion
0
unit ntype ggatom



40 '"HA' 0.09d0
vibration

1

11

improper torsion

0

unit ntype ggatom

41 '"HA' 0.09d0
vibration

1

11

improper torsion
0
unit ntype ggatom

42 'HA'" 0.09d0
vibration

1

12

improper torsion
0
unit ntype ggatom

43 '"HA' 0.09d0
vibration

1

13

improper torsion
0
unit ntype ggatom

44 '"HA' 0.09d0
vibration

1

13

improper torsion

73

0
unit ntype ggatom

45 '"HA' 0.09d0
vibration

1

13

improper torsion
0
unit ntype ggatom

46 "HA' 0.09d0
vibration

1

15

improper torsion
0
unit ntype ggatom

47 '"HA' 0.09d0
vibration

1

15

improper torsion
0
unit ntype ggatom

48 '"HA' 0.15d0
vibration

1

16

improper torsion
0
unit ntype ggatom

49 'HA' 0.09d0
vibration
1



17

improper torsion
0

unit ntype ggatom

50 '"HA' 0.09d0
vibration

1

17

improper torsion
0
unit ntype ggatom

51 '"HA' 0.09d0
vibration

1

17

improper torsion
0
unit ntype ggatom

52 '"HA' 0.09d0
vibration

1

18

improper torsion
0
unit ntype ggatom

53 '"HA' 0.09d0
vibration

1

18

improper torsion
0

unit ntype ggatom
54 '"HA' 0.09d0

74

vibration

1

19

improper torsion
0

unit ntype ggatom

55 "HA' 0.09d0
vibration

1

19

improper torsion
0
unit ntype ggatom

56 "HA' 0.09d0
vibration

1

20

improper torsion
0
unit ntype ggatom

57 '"HA' 0.09d0
vibration

1

20

improper torsion
0
unit ntype ggatom

58 '"HA' 0.09d0
vibration

1

21

improper torsion

0



unit ntype ggatom

59 'OH1' -0.66d0
vibration

2

21 60

improper torsion
0
unit ntype ggatom

60 'H' 0.43d0
vibration

1

59

improper torsion
0
unit ntype ggatom

61 'HA'" 0.09d0
vibration

1

22

improper torsion
0
unit ntype ggatom

62 '"HA' 0.009d0O
vibration

1

22

improper torsion
0
unit ntype ggatom

63 '"HA' 0.09d0
vibration

1

22

75

improper torsion
0
unit ntype ggatom

64 '"HA' 0.09d0
vibration

1

23

improper torsion
0
unit ntype ggatom

65 '"HA' 0.09d0
vibration

1

23

improper torsion
0
unit ntype ggatom

66 "HA' 0.09d0
vibration

1

24

improper torsion
0
unit ntype ggatom

67 '"HA' 0.09d0
vibration

1

24

improper torsion
0

unit ntype ggatom
68 '"HA' 0.09d0

vibration



1

25

improper torsion
0

unit ntype ggatom

69 '"HA' 0.09d0
vibration

1

26

improper torsion
0
unit ntype ggatom

70 '"HA' 0.09d0
vibration

1

26

improper torsion
0
unit ntype ggatom

71 '"HA' 0.09d0
vibration

1

26

improper torsion

0

76

unit ntype ggatom

72 '"HA' 0.09d0
vibration

1

27

improper torsion
0
unit ntype ggatom

73 '"HA' 0.09d0
vibration

1

27

improper torsion
0
unit ntype ggatom

74 '"HA' 0.09d0
vibration

1

27

improper torsion

0



ANEXO D: Towhee Coords

Este archivo se utiliza cuando se esta configurando la ejecucién de arranque de
Towhee y desea que el cddigo lea directamente las coordenadas iniciales (initstyle
='coords'). El codigo leerd un conjunto de atomos de coordenadas de cada linea (x,
y, 2). Este archivo es mas util cuando se tiene un archivo de coordenadas de otra
fuente (como un archivo pdb) las coordenadas guardaran el mismo orden asignado

a cada atomo en towhee_input (8).

14.600 14.210 16.280 12.750 11.390 13.340
14.110 13.760 17.670 13.750 10.560 12.560
15.110 13.920 18.830 14.070 11.170 11.170
16.550 13.760 18.330 15.380 10.580 10.580
13.500 14.630 15.400 12.790 11.090 10.290
15.610 15.370 16.410 13.750 12.700 17.590
17.410 13.830 19.490 14.860 13.220 19.610
12.760 14.720 17.740 16.760 12.760 17.730
16.760 15.040 17.390 13.830 15.210 14.500
12.570 15.440 16.380 15.080 16.280 16.770
14.980 15.270 19.570 16.190 15.650 15.500
12.760 13.380 14.900 12.800 15.500 18.550
15.210 13.040 15.510 11.940 14.100 18.010
17.060 14.950 20.430 17.570 14.880 16.770
18.860 14.080 18.990 16.920 15.930 18.020
15.650 14.940 20.910 12.730 16.530 16.350
17.320 12.520 20.170 11.490 15.160 16.280
17.990 15.050 21.710 15.530 16.120 19.050
19.740 14.060 20.180 13.970 15.410 19.920
13.460 12.660 13.780 12.700 12.650 15.730
19.460 15.280 21.090 15.210 13.330 14.460
11.270 13.780 14.480 14.660 12.080 15.670
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16.
18.
19.
.360
.800
16.
17.
18.
17.
20.
19.
13.
14.
19.
20.
21.
10.

15
17

200
910
300

290
830
010
710
800
680
530
450
300
420
190
890

12.
15.
13.
. 840
.760
.250
12.
14.
16.
14.
13.
13.
12.
16.
15.
15.
12.

15
11
12

800
050
300

520
110
000
270
170
260
270
230
310
830
940

15.
18.
18.
.530
19.
20.
21.
22.
22.
19.
20.
12.

21

14.
20.
22.
21.
13.

920
470
300

570
390
140
380
250
870
780
830
200
590
130
860
950
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10.
11.
.910
.420
13.
.690
14.
15.
1e6.
15.
12.

11
12

14

12.
13.
14.
14.

690
350

340

320
330
170
690
070
470
060
600
110

13.
14.
.570
10.
.610
10.
12.
.490
10.
10.
11.
.990
11.

11

14.
13.

990
640

820

310
270

830
920
820

340
210
760

15.
13.
.690
.200
.290
13.
11.
10.
11.
.640
10.
10.
.280
49.
50.

12
14
12

300
740

090
350
520
240

580
240

380
770
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