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RESUMEN

Orlando Fabrizio Delgado Mota Fecha de graduacion: Julio 2014
Universidad Autonoma de Nuevo Leon
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: CALCULO DE LA PERMEABILIDAD DE UN
MODELO DE MEMBRANA CELULAR HACIA
DOS AGENTES ANTIFIMICOS

Numero de paginas: 51 Candidato para el grado de Maestria
en Ciencias con orientacion en Farmacia

Area de Estudio: Farmacia

Propésito y Método de Estudio: La permeabilidad de los farmacos a través de las
membranas celulares determina su biodisponibilidad oral. Un entendimiento de cémo
interaccionan los fArmacos con las membranas, podria ayudar en el proceso de seleccion de
moléculas como candidatos a nuevos farmacos. En el presente proyecto de investigacion
pusimos a prueba la influencia del tamafio y la forma estructural de la molécula en el
proceso de permeacion. Se realizaron calculos por medio de simulaciones de dindmica
molecular para analizar el comportamiento de farmacos antifimicos y su interaccion a
diferentes profundidades de la membrana. A partir de los perfiles de Potencial de Fuerza
Media se determiné la permeabilidad de la Pirazinamida y de la Cicloserina.
Contribuciones y Conclusiones: La permeabilidad calculada nos muestra que la
Pirazinamida permea cinco veces mas rapido que la Cicloserina, refutando la hipotesis de
que la molécula de menor tamafio permearia con mayor rapidez.

En las gréficas de los Potenciales de Fuerza Media para ambos farmacos, se pudo observar
como la Pirazinamida presenta una barrera de energia de ~221 kJ/mol hacia el centro de la
membrana. La Cicloserina muestra una disminucion de energia de hasta ~ -795kJ/mol en el
centro de la membrana, debido a los huecos formados por las colas lipidicas y al
aprovechamiento de éstos por la molécula de Cicloserina. Esta disminucion de energia en el
centro de la bicapa muestra que la Cicloserina tiende a permanecer dentro de la membrana.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 La membrana plasmatica

La membrana plasmatica es una bicapa lipidica que separa y protege los componentes
quimicos de la célula del medio externo. Estd formada por dos capas de moléculas,
especificamente por fosfolipidos, ademds de proteinas de membrana y colesterol. Mide
aproximadamente 4 nm de grosor y cubre todo el exterior de la célula'. Otras de sus
funciones son mantener la composicion idnica y el pH del citosol apropiado®. La
membrana cumple con la funcion de regular el transporte de sustancias hacia dentro y hacia

fuera de la célula.

La membrana actia como una barrera que previene la entrada de material no deseado desde
el ambiente extracelular y la salida de metabolitos necesarios. Este paso de sustancias
puede ser de modo pasivo o activo. El transporte activo es un mecanismo celular por medio
del cual algunas moléculas atraviesan la membrana celular contra un gradiente de
concentracion, por lo que requiere energia adicional de la célula para ocurrir. El transporte
pasivo es un transporte que ocurre a favor de un gradiente de concentracion, es decir, de
una solucion mas concentrada a una menos concentrada, sin necesidad de gasto de energia

celular, ya que la fuerza impulsora es la diferencia del potencial quimico.



1.2 Factores que determinan la permeabilidad en la membrana

Entre los factores que determinan el proceso de difusion se encuentra la composicion de
membrana, ya que no todas las membranas tienen la misma composicion quimica. Los
lipidos de las membranas biologicas tienen generalmente 16, 18 6 20 carbonos de largo y
presentan de 0 a 3 dobles enlaces®. Estos acidos grasos se unen a los hidroxilos del glicerol,
que a su vez va unido a un grupo fosfato. El fosfato se une mediante un enlace fosfodiéster

a otro grupo de 4&tomos que suele ser un grupo serina, etanolamina o una colina (figura 1).
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Figura 1: Modelos de fosfolipidos en las membranas

La capacidad de un compuesto para permear una membrana por difusion pasiva depende de
varios factores relacionados con las propiedades fisico-quimicas de la sustancia a permear.

Entre estos factores estan los siguientes:



» Solubilidad en los lipidos: Las sustancias que se disuelven en los lipidos (moléculas
hidréfobas, no polares) penetran con facilidad en la membrana dado que estd

compuesta en su mayor parte por fosfolipidos.

» Tamafio: la mayor parte de las moléculas de gran tamafo no pasan a través de la
membrana. S6lo un reducido niimero de moléculas no polares de pequefio tamafio

pueden atravesar la capa de fosfolipido.

» Carga: Las moléculas cargadas y los iones no pueden pasar, en condiciones
normales, a través de la membrana. Estas especies requieren de un transportador

activo®.

Otros factores importantes en la regulacion del paso de la molécula de un lado al otro de la
membrana que influyen en la capacidad para atravesar la membrana son la masa molecular,

y la capacidad de formar puentes de hidrégeno con los componentes de la membrana.

1.3 La permeabilidad y su importancia en el descubrimiento de
farmacos

La permeabilidad de las membranas juega un papel muy importante desde el punto de vista
farmacéutico. La permeabilidad relativa a un farmaco, se refiere a la capacidad que tiene
una molécula del formaco para atravesar la bicapa lipidica’. El paso de los farmacos a

través de la membrana es crucial para la biodisponibilidad®.

La farmacocinética es la rama de la farmacologia encargada del estudio del paso de los

farmacos a través del organismo en funcién de tiempo y dosis (biodisponibilidad). Un



farmaco que no es capaz de atravesar las membranas celulares, tiene una biodisponibilidad

muy baja, lo que resulta en un incremento de dosis para obtener el efecto terapéutico.

En investigacion de nuevos farmacos, la biodisponibilidad del farmaco es un factor
determinante si se debe seguir considerando al farmaco como posible candidato o debe ser
descartado. Es por eso que consideramos que la permeabilidad de los fArmacos debe ser un
tema de primordial importancia en la investigacion de nuevos compuestos contra las

enfermedades.

1.4 El logP y el cLogP

Experimentalmente se puede estimar la permeabilidad del farmaco por medio de la
lipofilicidad (logP) aunque esta determinacion experimental es muy tardada y es propensa a

€Irores.

El logP indica si el compuesto es mas afin a un ambiente hidrofilico o lipofilico. Si es mas
afin a un ambiente lipofilico, difundird mas facilmente hacia el interior de la membrana.
Para esta determinacion se utiliza el agua como la fase hidrica y 1-octanol para la fase
lipidica, sin embargo, esta molécula es muy corta longitudinalmente en comparacion con
los componentes lipidicos de una membrana (de 16 a 18 carbonos). Su region polar no es

tan fuertemente cargada como la que contienen los fosfolipidos.

Una forma computarizada del logP es el cLogP (logaritmo de P calculado), donde se
utilizan softwares especializados para determinar la lipofilicidad de la molécula. La

determinacion se hace asignandole un valor positivo o negativo a cada grupo funcional que



integra la molécula y, dependiendo de la sumatoria total, es la determinacion de si es una

molécula hidrofilica o lipofilica.

Los softwares utilizados para el calculo del cLogP tienen ciertas limitaciones, ya que son
capaces de determinar el logP de manera eficiente de moléculas ya reportadas con
anterioridad, el problema reside cuando intentan utilizarlos para moléculas nuevas o en
proceso de investigacion. Los calculos se vuelven imprecisos y cada software arroja valores

diferentes para un mismo compuesto, por lo cual lo hace un método dudoso.

1.5 Modelo computacional para la permeacion de moléculas.

En la actualidad, las simulaciones de dinamica molecular se han convertido en una
herramienta util para el estudio del comportamiento de las membranas lipidicas. Los
recientes avances en la simulacion y la mayor disponibilidad de recursos computacionales
estan permitiendo simulaciones de membranas mas detalladas y en un menor tiempo de
computo. Estas simulaciones tienen aplicaciones en diferentes areas de la quimica y
biologia, y el area farmacéutica es una de ellas, como por ejemplo en el calculo de la
permeabilidad de la membrana hacia los farmacos, asi como mostrar las interacciones que

pueden existir entre el farmaco y la membrana.

La quimica computacional permite entender, desde un punto de vista fisicoquimico, como
los farmacos (en nuestro estudio, los antifimicos) pueden interaccionar con los
componentes de las membranas lipidicos. Por medio de técnicas de dindmica molecular, es
posible simular una bicapa de fosfolipidos, que represente una membrana celular, y

determinar los factores como energia libre, coeficientes de difusion del farmaco y el



potencial de fuerza media, que permitan comprender las interacciones entre el farmaco y la

membrana.

Los modelos de bicapas constituidas uUnicamente por fosfolipidos (figura 2) son
generalmente aceptados como buenos modelos de las membranas celulares’. La
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) es uno de los componentes lipidicos mas ampliamente
utilizado para la elaboracion de modelos de las membranas celulares. Esta molécula ha sido
extensamente usada tanto experimentalmente como computacionalmente y es uno de los

sistemas mas estudiados en simulacion.

Molécula fosfolipida Bicapa lipldica Bicapa lipldica en la
representacion de
una membrana

Figura 2: Modelado computacional de fosfolipido

El uso de estas simulaciones permite una mayor comprension de los posibles mecanismos
de permeacion. A etapas tempranas en el desarrollo de farmacos se podrian detectar
aquellas moléculas que seran capaces de atravesar las membranas y por lo tanto llegar a su
diana terapéutica y descartarse y dejar de invertir en las moléculas que no seran capaces de
atravesar la membrana. Con las simulaciones podran solo escogerse aquellos compuestos

que presenten mayor posibilidad de ejercer un efecto terapéutico.



Otra ventaja de usar las simulaciones de dinamica molecular es que puede aportar
informacion acerca de los posibles maneras de organizacion de las diferentes regiones de la
bicapa de fosfolipidos, en funcion de la energia libre, la difusion y la resistencia local a la
permeabilidad. Ademads proporciona un panorama tridimensional para su estudio molecular,
mientras que en los experimentos como los usados en el método Caco2 o método PAMPA

solo puede aproximarse a la membrana como una barrera uniforme®.

1.6 La pirazinamida y la cicloserina como farmacos de estudio

Los farmacos que se utilizaron en el presente estudio son la pirazinamida (PZA) y la
cicloserina (CCS). Ambos pertenecen a la familia de los antifimicos, farmacos usados

contra la bacteria de la tuberculosis.

La PZA (figura 3) es un derivado sintético de la nicotinamida con un potente efecto
esterilizante sobre los bacilos que se encuentran dentro de los macréfagos. Es un
profarmaco que se convierte a su forma activa, el 4cido piracindico, por la accion de la

enzima micobacteriana “piracinamidasa™.

La PZA difunde pasivamente al interior de la bacteria, donde es convertida en acido
piracindico que se acumula intracelularmente por un sistema ineficiente de bombeo. Actlia
disminuyendo el pH de la bacteria, inhibiendo una enzima implicada en la sintesis de los

acidos micélicos™.

La CCS, (4-amino-3-isoxazolidiona) (Figura 3) es un inhibidor competitivo de las enzimas

D-alanil-D-alanina sintasa, alanina racemasa y alanina permasa, por ser un analogo de la



D-alanina. Estas enzimas son fundamentales en la sintesis de la pared micobacteriana''. Es
efectiva frente a todas las micobacterias, asi como frente a otros microorganismos:
Enterobacter sp.; Escherichia coli; Mycobacterium avium,; Mycobacterium bovis;

Mpycobacterium avium-intracellulare entre otros.

N
N NH, HN «NH;

O

Figura 3: Pirazinamida (izquierda) y Cicloserina (derecha)

Los farmacos con accion antituberculosa son de primordial interés para nuestro equipo de
investigacion. Los farmacos se seleccionaron por tener similitudes estructurales en cuanto a
forma y tamafio, lo cual nos permitird analizar la influencia de los grupos funcionales y la

relacion del tamafio con el proceso de la permeabilidad.

Los demas farmacos antifimicos no estan tomados en cuenta para esta tesis, debido a que
poseen estructuras muy variadas y de alto peso molecular. Estos fArmacos seran estudiados
en el futuro, ya que entre los planes del equipo de investigacion esta el analisis de todos los

antifimicos y su interaccioén con la membrana en el proceso de permeacion.



CAPITULO 2

ANTECEDENTES

Se han reconocido muchas propiedades moleculares relacionadas al proceso de difusion
pasiva del farmaco, tales como, el peso molecular, el estado de ionizacion, la capacidad de
formar puentes de hidrogeno, el coeficiente de distribucion (log D) y el coeficiente de
particion (log P). Pero el uso del coeficiente de particion octanol/agua para la descripcion
de permeabilidad de membranas puede no ser el mas adecuado como modelo debido a las
diferencias entre la interfase octanol/agua y las membranas celulares: entre otros las
cadenas de octanol son demasiado cortas, la interfase es una monocapa y no una bicapa y

las cabezas polares en el octanol no tienen carga eléctrica.

Dado que experimentalmente requiere de mucho tiempo para que se llegue al equilibrio
entre las fases, se prefiere realizar el cLogP, el cual muestra una gran dispersion en sus

resultados de acuerdo al algoritmo de calculo empleado'?.

2.1 Revisién bibliografica

Bassolino-Klimas, Alper y Stouch” fueron los primeros en realizar simulaciones de
dindmica molecular a nivel atomistico en membranas. Ellos simularon la difusion de
benceno en una bicapa de 36 moléculas de dimiristoilfosfatidilcolina dispuestas en 2
monocapas. Su estudio concluyd que los solutos pequenos al atravesar la membrana no
afectaban el grosor de la misma, pero que existe un reacomodo en el area de la region

hidrocarbonada. Este reacomodo era debido a cambios en los angulos de torsion en las



cadenas lipidicas formando pequefios huecos en la membrana. El benceno utilizaba estos
huecos para difundir dando pequefios saltos (hopping), mecanismo similar a la de difusion

de gases en polimeros suaves.

La teoria del polimero suave propuesta por Lieb y Stein'* en 1969 afirma que los solutos
(gases) difunden en forma de saltos o hopping aprovechando los huecos formados por los

cambios en la region de las cadenas acilicas.

Una investigacion similar a la de Bassolino-Klimas fue la realizada por los investigadores
Marrink y Berendsen" calculando por medio de dindmica molecular la permeabilidad de la
membrana hacia moléculas de agua. Propusieron un método para calcular los valores de
permeabilidad utilizando el AG obtenido del Potencial de Fuerza Media a determinadas

profundidades de la membrana.

Entre sus conclusiones proponen que la bicapa se puede dividir en cuatro regiones: 1) la
region donde aparecen las cabezas polares pero con poca densidad; 2) una region de alta
densidad de las cabezas polares y una densidad nula de moléculas de agua; 3) una region
ordenada de las cadenas lipidicas; y por ultimo 4) una regién desordenada de las colas

lipidicas.

Calcularon que la barrera de energia para una molécula de agua es de 25 KJ/mol y que la
constante de difusion varia dependiendo de la profundidad de la membrana. La barrera de
energia libre se presenta en la region 2, esto concuerda con los estudios realizados por

Griffith, Dehlinger y Van'® en su estudio de la heterogeneidad de los fosfolipidos en

10



relacion al perfil de polaridad en la membrana. Ellos concluyeron que la barrera de energia
mas alta para la permeabilidad de compuestos polares se encuentra en la region de las
cabezas polares. La region 3 es la region mas restringida para la permeacion de los solutos
debido a que las cadenas lipidicas se encuentran de manera ordenada impidiendo la
formacion de huecos; y la region de las colas lipidicas (region 4) es la de mayor difusion

por un incremento en la formacion de huecos donde las moléculas difunden mas facilmente.

En 1994 Bassolino-Klimas'” y su equipo de investigacion profundizaron en el estudio de las
interacciones entre el benceno y la bicapa lipidica. Realizaron simulaciones variando las
temperaturas del sistema entre 300 y 340 K analizando la influencia de la temperatura en la
permeacion del benceno. Concluyeron que a 310 K el benceno emigra hacia el centro de la
bicapa y a 340 K el benceno permanecia cerca de la region de las cabezas polares. Con lo

cual mostrd que se debe ser cuidadoso con la seleccion de temperatura de la simulacion.

11



Marrink and Berendsen' continuaron con sus estudios de simulacion de dindmica
molecular para analizar la influencia de la hidrofobicidad de los compuestos en la
permeacion de membranas. Calcularon el coeficiente de permeabilidad del agua, el oxigeno
y el amonio a través de una bicapa de DPPC. Entre sus conclusiones comentaron que el
potencial de fuerza media del agua y del amonio es muy similar, presentando la barrera de
energia mas alta en la region de los grupos polares. También concluyeron que el oxigeno,
por ser un grupo hidrofobico, presenta una mayor facilidad para difundir al interior de la
membrana. El oxigeno presenta una barrera de energia de -10.7 kJ/mol en el interior de la
membrana, mientras que el amonio y el agua presentan barreras de 15 kJ/mol y 25 kJ/mol

respectivamente.

Ulander y Haymet', calcularon los coeficientes de difusion del acido valprdico y el
valproato utilizando una bicapa de dipalmitoilfosfatidilcolina. Obtuvieron una constante de
difusion de ~10° cm? s' y de ~10° cm®? s' para el valproato/acido valpréico
respectivamente. Concluyeron que la permeabilidad de las especies protonadas se debia a la
formacion de “dedos de agua” en la superficie de la membrana, que facilita la permeacion

al interior de la membrana.

El uso de simulaciones de dindmica molecular ha sido de gran ayuda para adquirir una
mayor comprension de las interacciones de las membranas con moléculas de interés

cientifico, no solo para la interaccion con farmacos.

Alper y Stouch® analizaron las interacciones de un analogo del nifedipino en la fase acuosa

y en el interior de la membrana. Concluyeron que el analogo del farmaco experimentaba
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una fuerte interaccidon con las cabezas polares de la bicapa asi como con varias moléculas
de agua. Esta interaccion se debia a la formacion de puentes de hidrégeno entre el grupo
amino del anillo del nifedipino y el oxigeno carbonilico de los esteres de los acidos grasos y
con los hidrogenos de las moléculas de agua. Esto provocaba una orientacion relativa a la
normal de la bicapa y en este punto de la membrana mostraba la mayor barrera de energia

para el paso del nifedipino al interior de la membrana.

Se han utilizado las técnicas de dinamica molecular para calcular la permeabilidad de
péptidos demostrando la aceptacion de este método. Stenberg P.*' utiliz6 la dindmica
molecular para predecir la permeabilidad de la membrana a 19 oligopéptidos y
comparando sus resultados con la permeabilidad epitelial intestinal utilizando una

monocapa de células humanas procedentes de cancer de colon (Caco?2).

Otro estudio de permeabilidad en membranas fue el realizado por Li-li Chen®. Su estudio
se baso en analizar un conjunto de 22 compuestos estructuralmente diferentes y con una
permeabilidad celular calculada. La Dinamica Molecular se utilizd para determinar las
interacciones de cada compuesto con una membrana de dimiristoilfosfatidilcolina.
Concluyendo que la permeabilidad no solo se basa en las propiedades estructurales de los

compuestos, pero que si influye en gran medida para la interaccion de la membrana.

En la actualidad los estudios de permeabilidad de diferentes compuestos en membranas por
via computacional han ido tomando mayor importancia. Se han mejorado las técnicas de
simulaciébn para mejorar los muestreos dentro de las membranas y obtener mejores

resultados.
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En el afio 2012 Samanta, Hezaveh y Milano?® realizaron estudios de permeabilidad para los
compuestos 1,2-dimetoxietano (DME) y el 1,2-dimetoxipropano (DMP) a través de una
bicapa de 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DMPC). Ellos calcularon las
barreras de energia libre de estos compuestos a través de simulaciones de dinamica
molecular utilizando el método de muestreo de paraguas (US por su nombre en ingles
Umbrella Sampling). Concluyeron que las barreras de energia fueron de ~20 kJ/mol para el
DME y de ~12 kJ/mol para el DMP. Esta diferencia de energia muestra que el DMP tiene
una menor barrera de energia lo que permite que este compuesto sea capaz de permear al
interior de la membrana, mientras que el DME se quedaba en la region de las cabezas

polares.

En el 2013 Meng y Xu** al igual que la investigacion de Samanta utilizaron el US para
predecir la permeabilidad de farmacos en membranas de DPPC. Ellos utilizaron la
doxorrubicina, el ibuprofeno y el atenolol como farmacos de estudio. Sus perfiles de
energia libre muestraron que para la doxorrubicina tiene una barrera de energia de ~10
kJ/mol en la region de las cabezas polares, el atenolol su barrera de energia es de ~-25
kJ/mol mientras que el ibuprofeno presenta una barrera de energia de ~-50 kJ/mol. Con
estos datos, ellos concluyeron que para las moléculas hidrofililicas presentaran grandes
barreras de energia libre debido a las interacciones con los grupos polares de la DPPC y con
las moléculas de agua antes de penetrar en la bicapa. Las moléculas de carécter lipofilico
tienden a penetrar mas facilmente, debido a que presentan barreras de energia libre

menores.
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De la revision de los antecedentes es posible observar el gran uso de las técnicas
computacionales por métodos como el US para analizar las barreras de energias y predecir

la permeabilidad de las moléculas.

La revision bibliografica muestra que hasta la fecha no se han realizado estudios de esta
naturaleza en farmacos antifimicos. Es por esto que hemos decidido realizar la
investigacion de los perfiles de permeabilidad para los compuestos pirazinamida y
cicloserina. Se seleccionaron estos farmacos debido a similitudes estructurales en relacion
al tamafio y a la forma de sus moléculas. Ambos antifimicos presentan una estructura rigida
debido a la presencia de un anillo bencénico en el caso de la PZA y un anillo
hidrocarbonado de 5 miembros para la CCS, y haciendo referencia a la regla de Overton,
donde las moléculas mas pequefias atravesaran mas rapido la membrana, podemos esperar
que la cicloserina tendra una barrera de energia libre mas baja que la pirazinamida, dando
lugar a una mayor penetrabilidad de la membrana.. De acuerdo al mecanismo propuesto en
la literatura y sabiendo que las moléculas de menor tamafio difundirdn mas rapido al

interior de la membrana se propone la siguiente hipotesis para la presente investigacion.

2.2 Hipétesis

“Los célculos de potencial de fuerza media y de la constante de difusion local mostraran
una mayor difusion de la cicloserina en la membrana celular, debido a su menor tamafio en
relacion a la pirazinamida, y al aprovechamiento de los huecos formados entre la zona

desordenada de las colas lipidicas.”
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CAPITULO 3

METODOLOGIA

En el presente trabajo de tesis, se realizaron simulaciones de dinamica molecular de tipo
atomistico o atomos unidos, lo que nos brinda una mayor precision en los calculos para la

obtencion del potencial de fuerza media.

3.1 Equipo
Se utiliz6 un cluster tipo Beowulf de 32 nucleos con 32 GB de RAM con 30 TB de

almacenamiento.

3.2 Software utilizado

El sistema operativo utilizado fue Debian 7 (version 6 y 7) con OpenMPI version 1.6, fila
de ejecucion Torque/Maui. Los softwares utilizados para este trabajo de tesis fueron los

paquetes de GROMACS®, AVOGADRO*, VMD*” y ACPYPE*.

3.3 Obtencion de las topologias de los farmacos

En la determinacion de la topologia de los farmacos fue necesario dibujar la estructura
tridimensional de cada molécula utilizando el programa de AVOGADRO y exportando el
archivo a un formato .PDB, el cual contiene las posicion de cada atomo en relacion a los

ejes X,Y y Z (figura 4).
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Figura 4: Visualizacion en 3D de la pirazinamida (izquierda) y cicloserina (derecha)

El archivo .PDB sirve de entrada para poder crear la topologia de la molécula utilizando
ACPYPE (AnteChamberPYthon Parser InterfacE), un programa disefiado a adaptar
moléculas con los campos de fuerza compatibles con GROMACS, se utilizo el campo de

fuerza AMBERO03?.

El programa VMD fue utilizado para la representacion grafica de los sistemas moleculares.

El archivo de la topologia contiene la informacion referente a las longitudes de enlace entre
los atomos, los angulos de enlace, las cargas de los atomos, los parametros de Lennard-
Jones. Las topologias de las moléculas se encuentran en los apéndices A y B para la

pirazinamida y la cicloserina respectivamente.

3.3.1 Obtencioén de las cargas atomicas y perfiles de torsion

Para el calculo de las cargas atomicas de las moléculas de los farmacos se realizd una

optimizacion con un nivel de teoria B3LYP/cc-pVTZ mediante GAMESS-US™. Las cargas
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obtenidas con GAMESS-US sustituyeron a las cargas generadas por ACPYPE, con el fin de
proporcionar datos mas exactos. El célculo de las cargas atomicas y de los perfiles de

torsion se realizaron de acuerdo al procedimiento propuesto de Jimbeck®'

3.3.2 Obtencion de los parametros de Lennard-Jones

Los parametros de Lennard-Jones fueron ajustados para reproducir el punto de fusion y la

densidad de un cristal de pirazinamida por simulaciones de Dindmica Molecular.

A partir de la estructura cristalina del polimorfo o (figura 5), se construyo
computacionalmente un cristal que representara la pirazinamida constituida por 100

moléculas (figura 6).

Figura 5: Polimorfo o de la pirazinamida
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Figura 6: Representacion de un cristal del polimorfo o con 100 moléculas de PZA

Se realizaron simulaciones de calentamiento gradual para obtener el punto de fusion por

dindmica molecular y poder comparar los resultados con los valores experimentales. Las
energias del punto de fusién fueron determinadas por la funcién de “g energy” de

GROMACS. Los valores de densidad se obtuvieron directamente de los calculos del

sistema después de la equilibracion NPT (nimero de atomos, presion y temperatura

constantes).

3.3.3 Prediccion de la estabilidad termodinamica relativa de los polimorfos
de la PZA

A partir de las estructuras cristalinas de los polimorfos a, B, y, y 0, se realizaron

simulaciones de dindmica molecular para validar los pardmetros de Lennard-Jones. De

cada polimorfo se realiz6 una simulacion de un cristal con ~ 100 moléculas para analizar la

estabilidad termodinamica relativa.
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3.4 Obtencion de los parametros de la bicapa de DPPC

La estructura de la bicapa, la topologia utilizada, las cargas de los atomos de la membrana y
el campo de fuerza, fueron los desarrollados y utilizados por Jimbeck? en sus trabajos de

investigacion a nivel atomistico de membranas.

3.5 Conformacion del sistema de simulacion

El sistema esta conformado por una molécula de PZA o CCS y una bicapa conformada por
128 cadenas lipidicas del tipo DPPC, 64 por cada lado de la bicapa. La caja de simulacion
se diseiid con una dimension de 6.3 x 6.4 x 6.7 nm3 y fue llenada con ~3800 moléculas de
agua del tipo TIP3p* (por sus siglas en inglés three-site transferrable intermolecular

potential), para un total de ~ 28 000 4tomos en el sistema.

3.6 Configuracion del sistema de simulacién

Las simulaciones en la membrana fueron realizadas a una temperatura de 310 K, por
encima de la temperatura de transicion de fase cristal-liquido/liquido, usando un termostato
V-rescale* con una constante de acoplamiento de 0.1 ps. La presion del sistema se mantuvo
constante a 1 bar usando un termostato de Berendsen® con una constante de acoplamiento
de 0.5 ps. Se utiliz6 una presion de acoplamiento del tipo semi-isotropico, para tomar en

cuenta la diferencia en compresibilidad del sistema a lo largo de los ejes X, Yy Z.
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Se utilizé un tiempo de integracion de 2 fs para todas las simulaciones. Las interacciones
electrostaticas fueron evaluadas usando el método de malla de particulas de Ewald* con un
tamafio de 1.0 nm y un espaciado de cuadricula de 0.12 nm con una ranura de interpolacion

de cuarto orden (Apéndice C).

3.7 Construccion del sistema de simulacion.

Para la construccion del sistema, se requirié del archivo de la bicapa, conteniendo la
ubicacion de todos sus atomos en las coordenadas X, Y y Z. Se le realiz6 una equilibracion
a la membrana a 310 K por 500 ps, para asegurarnos que adquiriera la conformacion

correcta en la caja de simulacion.

Se coloco la molécula del farmaco en el interior de la membrana, lo mas proximo a su
Centro de Masas (COM por sus siglas en inglés Center of Mass). Una vez colocada la
molécula, s e incluyeron las moléculas de agua en ambos lados de la bicapa, por medio
del comando “genbox” y sustituyendo en el archivo de la topologia el tipo de agua carga de
punto simple (SPC por sus siglas en inglés Simple Point Charge) por un modelo de agua de

TIP3p.

El sistema completo se someti6 a una equilibracion NVT (numero de dtomos, volumen y
temperatura del sistema constantes), por 100 ps y manteniendo a la molécula restringida en
su posicion en los ejes X, Y y Z, con el fin de ajustar la presion en el sistema a 1 bar. La
temperatura del sistema se ajust6 a 310 K, por medio de una equilibracion NPT (nimero de

atomos, presion y temperatura constantes) durante 100 ps.
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3.8 Potencial de fuerza media

Una vez que el sistema fue equilibrado y alcanzd la temperatura requerida para la
simulacidn, se procedio a realizar una simulacion de dindmica molecular dirigida (SMD por
sus siglas en inglés Steered molecular dynamics). La SMD es un método donde a una
molécula se le asigna una fuerza de empuje y una direccion determinada con el fin de
acelerar el proceso de permeacion, que de otra manera requeriria mucho tiempo de
computo, para después obtener las configuraciones necesarias para el muestreo umbrella

(US por sus siglas en ingles).

La SMD se realiz6 desde el centro de la membrana hasta la fase acuosa. Se utilizd una
fuerza de empuje de 1000 kJ mol™" nm™, una velocidad de 0.001 nm por ps equivalente a 1
nm por ns de simulacion, y la molécula fue dirigida a lo largo del eje Z. La simulacion fue
de 3 ns para asegurarnos que la molécula atravesaria la region de las cabezas polares,

situandose en la fase acuosa del sistema.

A partir de la simulacion SMD y con el comando “g dist” se obtuvo una serie de
configuraciones (posiciones de la molécula a diferentes profundidades a lo largo del eje Z
en relacion al COM de la DPPC y de la molécula de interés) que fueron tomados como

puntos de referencia para el muestro de paraguas.

3.8.1 Simulaciones del US

El US es un método para calcular el Potencial de Fuerza Media (PMF) a partir de multiples
simulaciones en diferentes profundidades de la membrana y aplicando una fuerza de

restriccion a la molécula de interés para analizar la energia que requiere al situarse en esa
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profundidad.

Se obtuvieron ~3000 configuraciones distintas, de las cuales se seleccionaron solo 34. Las
configuraciones fueron seleccionadas de acuerdo a la distancia entre los COM de la DPPC
y las moléculas de PZA/CCS procurando una distancia no mayor a 0.1 nm entre cada
configuracidon para asegurar el célculo correcto del perfil del PFM. En cada una de las
configuraciones seleccionadas se realiz6 una equilibracion NPT de 100 ps. Posterior a esta
equilibracion se realizo una simulacion aplicando una fuerza de restriccion a la molécula de
PZA/CCS de 3000 kJ mol”! nm? y el tiempo de simulacion para cada configuracion fue de

7 ns.

3.8.2 Obtencién del perfil del PFM

El método para extraer el perfil del PFM fue el WHAM?® (por sus siglas en inglés Weighted
Histograms Analysis Method). Por medio del comando “g wham” en el software de

GROMACS, nos brinda el perfil del potencial de fuerza media.

3.9 Calculo de la Permeabilidad

La determinacion computacional del coeficiente de permeabilidad se realizdé segun la

metodologia descrita por Marrink y Berendsen'®,

El coeficiente de permeabilidad “P” usualmente es definido como la relacion entre el flujo
y la diferencia de concentracion, es por ello que P es equivalente a la inversa de la

resistencia de la permeacion “R” definido en la ecuacion 1.
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R=1/P M

La resistencia a la permeacion también puede expresarse en términos de Potencial de fuerza

media y constantes de difusion como muestra la ecuacion 2:

R:Zf exp(AG(z)/RT) . o
z1 D(Z)

Donde AG(z) hace referencia a la energia del perfil del PFM a determinada profundidad de
la membrana (z), R es la constante universal de los gases, T es la temperatura de la

simulacion en Kelvin, y D(z) es la constante de difusion a determinada profundidad (z).

3.9.1 Calculo del coeficiente de difusion

El calculo del coeficiente de difusion se realizé por medio de las funciones “g velacc” y
“g analyze” de GROMACS. Estas funciones calculan el coeficiente de difusion en cada
una de las profundidades a través de los archivos de trayectoria y haciendo referencia a la

ecuacion de Green-Kubo.

3.10 Simulacién del Benceno

Con el fin de analizar y comparar los resultados obtenidos de la PZA/CCS se planted
realizar la simulacién de una molécula de benceno tomando en cuenta que ésta es una

molécula completamente hidréfoba.
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La metodologia y la conformacion del sistema para el benceno, fue el mismo que el

utilizado para las moléculas de PZA 'y de CCS.
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Validacién de los parametros

En el caso de la pirazinamida se ajustaron las cargas atdmicas a un nivel de teoria alto y los
perfiles de torsion que han proporcionado interacciones confiables con las cargas de los

atomos del sistema.

Los parametros de Lennard-Jones se evaluaron con las simulaciones de calentamiento y el
calculo de densidad del cristal del PZA. Los resultados de la simulacion de calentamiento
gradual muestran que el punto de fusion para un cristal del polimorfo o esta entre un rango
de 460 — 470 K mientras que el valor experimental el punto de fusion es de 460 - 466 K
segun la literatura®”. La densidad obtenida por medio de dindmica molecular fue de 1403
kg/m’ muy cerca al valor experimental del polimorfo a que es de 1401 Kg/m’. Con estos
resultados hemos podido concluir que los pardmetros (cargas atomicas, parametros de
Lennard-Jones, perfiles de torsion) utilizados para la PZA quedan validados, lo que asegura
que pueden ser empleados para utilizar esta molecula en simulaciones de dindmica

molecular.

Para la CCS se ajustaron las cargas atomicas con un alto nivel de teoria, ya que el célculo
de interacciones electrostaticas es el que domina el célculo de las energias de dindmica
molecular. La CCS no presenta enlaces sencillos de rotacion libre que requieran realizar

perfiles de torsion.
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Los parametros de Lennard-Jones para la cicloserina, no pudieron ser ajustados, debido a
que no se encontraron reportadas estructura de rayos X del farmaco, es por eso que se

dejaron los valores obtenidos por el programa de ACPYPE.

4.2 Estabilidad termodinamica relativa de los polimorfos de la
PZA

La validacion de los pardmetros de la PZA se realiz6 mediante el analisis de la estabilidad
termodinamica de los polimorfos de la PZA por simulaciones de dindmica molecular. Los
resultados de las simulaciones predijeron el orden de estabilidad en concordancia con la
estabilidad reportada en la literatura®™. El polimorfo o es el que presenta una menor energia

de sistema, seguido del B, v, y siendo el polimorfo § el de mayor energia de sistema.

Con esto se puede concluir que el polimorfo a es el mas estable termodinamicamente.
Ademas que los parametros utilizados para la molécula de PZA quedan validados al
predecir por medio de simulaciones de dinamica molecular el orden de estabilidad de los

polimorfos de la pirazinamida segtn los reportados por Cherukuvada, Thakuria y Nangia®'.

4.3 Potencial de Fuerza Media

A partir de los resultados de las simulaciones del US se obtuvieron los perfiles de Potencial

de Fuerza Media (PMF) para cada una de las moléculas de la presente investigacion.

La primer gréfica (figura 7) corresponde al perfil del Potencial de Fuerza Media de la PZA

donde se pueden observar una primera barrera de energia de ~45 kJ/mol ubicada a los 2 nm
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de profundidad, correspondiente a la fase desolvatacion del farmaco y las interacciones con
las cabezas polares de la DPPC. Posteriormente se observa un descenso en la energia hasta
~-43 kJ/mol ubicada en la region ordenada de las colas lipidicas. Este descenso se debe a
que la PZA se estabiliza en la membrana debido a la carga electrostatica de los lipidos
induce a un dipolo en la nube electronica de la PZA, lo que provoca que se ésta se oriente

en forma paralela a las colas lipidicas disminuyendo la energia requerida en esta region.
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Figura 7: Potencial de fuerza media de la Pirazinamida
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La barrera de energia mas alta es de ~220 kJ/mol y se presenta hacia el centro de la bicapa.
Se puede observar un aumento gradual de energia en la region desordenada de la
membrana, debido a que en esta region se forman huecos entre las colas lipidicas, lo que
ocasiona que el farmaco debe desprenderse de las interacciones formadas con los residuos

de acidos grasos para poder atravesar hacia el otro lado de la bicapa.

La siguiente grafica (figura 8) muestra el perfil del PFM de la cicloserina. Este perfil
presenta una sola barrera de energia de ~83 kJ/mol. Esta barrera se presenta en la region
ordenada de las colas lipidicas, debido a que la cicloserina avanza solamente de manera
mecdnica, principalmente utilizando los huecos que se puedan formar entre las colas
lipidicas, y en menor medida, por las interacciones que pudieran formarse entre el anillo de
la cicloserina con los residuos de los acidos grasos de la membrana. Posteriormente, se
observa descenso en la energia muy marcado de hasta ~-795 kJ/mol hacia el centro de la
bicapa,. En este caso, la region desordenada favorece la formacion de huecos que son
aprovechados por la cicloserina para difundir mas facilmente hacia el interior de la

membrana.

Como se mencion6 anteriormente la CCS no interacciona tan fuertemente con las colas
lipidicas, por lo cual, no se presenta una barrera de energia que deba de romper para poder

avanzar a través de la membrana.

29



lE'O T T T T T T T C' LI T
100 L icloserina |

30

-50
-100
-150
-200
-250
-300
-350
-400
-450
-500
-550
-600
-650
-700
-750

800 L - - - - - - - - -
25 2 15 1 05 0 05 -1 -15 -2 =25

Distancia desde el centro de la bicapa (nm)

PFM (l<J/mol)

Figura 8: Potencial de Fuerza media de la Cicloserina

El perfil del PFM para la molécula del benceno esta representado en la figura 9. Esta
grafica muestra una barrera de energia que va aumentando gradualmente hasta ~123kJ/mol,
desde la fase acuosa del sistema hasta la zona de las cabezas polares a ~2.1 nm de
profundidad, esta energia representa la gran interacciéon con las cabezas polares que le
dificultan el paso hacia el interior de la membrana por ser una molécula completamente no

polar.

30



En la regién ordenada de la membrana, se observa una segunda barrera de energia de
~151 kJ/mol, que representa la dificultad para atravesar esta zona debido a las interacciones

electrostaticas formadas con las colas lipidicas que estabilizan el paso del benceno.
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Figura 9: Potencial de Fuerza Media del Benceno

La principal barrera de energia se presenta hacia el interior de la membrana con una energia
de ~401 kJ/mol. Este aumento gradual en la energia se debe a que el benceno debe romper
estas interacciones formadas con la membrana para poder difundir a través de los huecos
formados en la region desordenada y mayormente pasar al centro de la bicapa, donde no

tiene con quien interaccionar.
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Los calculos del benceno se realizaron como método de comparacion de la influencia del
anillo aromatico en el proceso de la permeabilidad de las membranas. Como se puede
observar en la figura 10, la tendencia de los potenciales de fuerza media del benceno y de la

pirazinamida son muy parecidos.
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Figura 10: Comparacion del los PFM del benceno y pirazinamida

La diferencia de energias en la zona ordenada de la membrana, de 1.3 a 1.9 nm de
profundidad, se debe a que la pirazinamida es capaz de orientarse de forma paralela a las
colas lipidicas para poder difundir por la presencia de grupos polares como la amida. A

diferencia del benceno, que es una molécula completamente no polar y de menor tamafio
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que no requiere un acomodo especifico para atravesar la membrana. Ademas en
determinados puntos de la membrana, si se llega a presenta algun hueco, el benceno puede
girar y adoptar alguna posicion que le resulte perjudicial al momento de seguir su

trayectoria hacia el interior de la membrana.

La diferencia de tamafio entre el benceno y la pirazinamida determina el aumento de
energia hacia el interior de la membrana, debido a que para el benceno puede estabilizarse
en los huecos de las colas lipidicas por medio de las fuerzas electrostaticas, mismas que se
deben romper para continuar con la permeacion. La pirazinamida también presenta estas
interacciones con las colas lipidicas de la membrana, pero debido a su mayor tamafio, no
puede estabilizarse completamente dentro de los huecos formados en la membrana y por lo
tanto presenta menos interacciones que debe de romper para continuar con el proceso de

permeacion.

En el caso de la grafica del PFM de la cicloserina es muy distinto, este proceso de
permeacion se debe principalmente al aprovechamiento de los huecos formados en la
membrana para difundir y su descenso en la energia se debe a que la cicloserina no presenta

demasiadas interacciones con la membrana.

4.4 Calculo de la Permeabilidad

Los célculos del valor de permeabilidad indican que la pirazinamida permea casi 5 veces

mas rapido que la cicloserina.
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Para el caso de la pirazinamida, el valor de la permeabilidad calculada fue de 5.96 x 102
m/s mientras que para la cicloserina se obtuvo una permeabilidad de 1.32 x 10> m/s. Aun
cuando estos valores no concuerdan con las magnitudes que esperdbamos obtener,
muestran que la tendencia de la permeabilidad concuerda con la forma del perfil de
Potencial de Fuerza Media. Ya que suponemos que la cicloserina podria presentar una
acumulacion en el centro de la bicapa debido a que en esta region es la zona donde se
encuentra mas estable, y la pirazinamida muestra una repulsion a estar en el medio de la

bicapa por la gran cantidad de energia que requiere para establecerse en esta zona.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

La hipotesis que planteamos al inicio de esta investigacion queda refutada, ya que nosotros
planteamos que la cicloserina permearia mas rapido que la pirazinamida, haciendo alusion a
su menor tamafio y al aprovechamiento de los espacios brindados por las torsiones de las
colas lipidicas hacia el interior de la membrana. Pero los valores obtenidos con los perfiles
del Potencial de Fuerza Media indican que la pirazinamida es capaz de permear casi 5

veces mas rapido que la cicloserina.

Esto se debe a que s6lo tomamos en cuenta el movimiento mecénico en el interior de la
membrana en relacion al tamafio y forma de las moléculas, sin haber considerado las
posibles interacciones de dispersion formadas entre el anillo aromatico de la pirazinamida y
las cargas de las colas lipidicas de la membrana. Ademas los perfiles de Potencial de Fuerza
Media indican que hay una preferencia de la cicloserina en el centro de la membrana, por lo
que esta molécula tendera en un principio a acumularse en el interior de la membrana antes

de difundir hasta el otro lado de la bicapa.

El presente trabajo de investigacion proporciond informacion sobre la importancia de
considerar la presencia de grupos aromdticos en la membrana, que influyen de manera

significativa en el proceso de permeacion de los farmacos a través de la membrana.
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5.1 Perspectivas a futuro

En los trabajos a futuro en el equipo de investigacion se plantea realizar los célculos del
Potencial de Fuerza Media de los diferentes farmacos antifimicos y la realizacion de dichos
calculos en una modelo de pared bacteriana de 4cidos micoélicos. Refinar la técnica para el
calculo de la permeabilidad para acercarnos a los ordenes de magnitud correctos. Continuar
investigando las interacciones que se podrian presentar al utilizar diferentes grupos

funcionales con la membrana y posteriormente con la pared bacteriana.
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[ atomtypes ]

;name bond type

ca

nb

h4

hn

ca

nb

h4

hn

mass

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

[ moleculetype ]

;name

pz

[ atoms ]

nrexcl

; nr type resi res

ca

nb

ca

nb

ca

1

Pz

Pz

Pz

PZ

Pz

Pz

Pz

charge ptype

0.00000 A

0.00000 A

0.00000 A

0.00000 A

0.00000 A

0.00000 A

0.00000 A

atom cgnr

OPZ

NPZ

CPzZ

N1PZ

CIPZ

N2PZ

C2PZ

1

charge
-0.534457
-0.837192
0.282830
-0.391079
0.197138
-0.469734

0.186358

sigma epsilon  Amb
2.95992¢-01 8.78640e-01; 1.66 0.2100
3.25000e-01 7.11280e-01 ; 1.82 0.1700
3.39967e-01 3.59824e-01;1.91 0.0860
3.25000e-01 7.11280e-01 ; 1.82 0.1700
3.39967e-01 3.59824e-01;1.91 0.0860
2.51055e-01 6.27600e-02 ; 1.41 0.0150

1.06908e-01 6.56888e-02 ; 0.60 0.0157

mass ; qtot bond_type
16.00000 ; qtot cargas RESP//B3LYP/cc-pVTZ por Liz
14.01000 ; qtot
12.01000 ; qtot
14.01000 ; qtot
12.01000 ; qtot
14.01000 ; gtot

12.01000 ; qtot
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10 h4

11 h4

12 h4

13 hn

14 hn

1

PZ

Pz

Pz

Pz

Pz

Pz

Pz

C3PZ 8

C4PZ 9

HPZ

HIPZ

H2PZ

H3PZ

H4PZ

[ dihedrals | ; propers

10

11

12

13

14

0.527908

0.058549

0.072372

0.094630

0.058666

0.334107

0.419905

12.01000 ; qtot

12.01000 ; gtot

1.00800 ; qtot

1.00800 ; qtot

1.00800 ; gtot cargas RESP//B3LYP/cc-pVTZ por Liz
1.00800 ; qgtot

1.00800 ; gtot

; treated as RBs in GROMACS to use combine multiple AMBER torsions per quartet

S
7 3
7 3
7 3
7 3
7 3
7 3

k

8

1 func phase

1

kd pn

9 180.00 34.000 1;

9

0.00

9 180.00

0.00

9 180.00

9

0.00 -2.000 6;

-11.000 2;

5.000 3;

1.000 4

1.000 5;

C2- C- (C3- O

C2- C- (C3- O

C2- C- (C3- Ok

;0 C2- C- C3- OFxx*

C2- C- C3- OFrxx

C2- C- (C3- Q#*x
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APENDICE B

TOPOLOGIA DE LA CICLOSERINA
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; cicloserina_ GMX.itp created by acpype (Rev: 7268) on Mon Nov 11 14:30:59 2013

[ atomtypes ]

;name bond type mass charge ptype sigma epsilon  Amb

0s  0s 0.00000 0.00000 A 3.00001e-01 7.11280e-01 ; 1.68 0.1700
c3 3 0.00000 0.00000 A  3.39967e-01 4.57730e-01;1.91 0.1094
n n 0.00000 0.00000 A 3.25000e-01 7.11280e-01 ; 1.82 0.1700
n3 n3 0.00000 0.00000 A  3.25000e-01 7.11280e-01 ; 1.82 0.1700
c c 0.00000 0.00000 A  3.39967e-01 3.59824e-01;1.91 0.0860
0 0 0.00000 0.00000 A 2.95992e-01 8.78640e-01;1.66 0.2100
hl  hl 0.00000 0.00000 A 2.47135e-01 6.56888e-02; 1.39 0.0157

hn  hn 0.00000 0.00000 A 1.06908e-01 6.56888e-02;0.60 0.0157

[ moleculetype ]

;name cicloserina nrexcl

ccs 3
[ atoms ]
; nr type resi res atom cgnr charge mass ; qtot bond_type

I os 1 CCS O1 1 -0211500 16.00000 ; qtot-0.268
2 c¢3 1 CCS C2 2 -0.014300 12.01000 ; qtot -0.207
3 n 1 CCS N3 3 -0.628500 14.01000 ; qtot -0.537

4¢3 1 CCS C4 4 0251800 12.01000 ; qtot-0.466



10

11

12

13

n3

hl

hl

hn

hl

hn

hn

CCS

CCS

CCS

CCS

CCS

CCS

CCs

CCS

CCS

N5

C6

o7

HS8

H9

HI10

HI11

HI2

HI13

10

11

12

13

-1.029700

0.744000

-0.574900

0.075900

0.075900

0.440400

0.068800

0.401000

0.401000

14.01000 ; qtot -1.357
12.01000 ; qtot -0.732
16.00000 ; qtot -1.267
1.00800 ; gtot -1.200
1.00800 ; qtot -1.133
1.00800 ; qtot -0.835
1.00800 ; gtot -0.729
1.00800 ; qtot -0.364

1.00800 ; gqtot 0.000
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APENDICE C

CONFIGURACION DEL SISTEMA DE SIMULACION

48



titte = Umbrella pulling simulation

; Run parameters

integrator = md

dt =0.002

tinit =0

nsteps = 1500000 ;3000 ps=3.0 ns=3.0 nm
nstcomm =10

; Output parameters

nstxout =5000 ;every 10 ps
nstvout = 5000

nstfout =500

nstxtcout = 500 ;every 1 ps
nstenergy = 500

; Bond parameters

constraint_algorithm = lincs

constraints = all-bonds

continuation =yes ; continuing from NPT
; Single-range cutoff scheme

nstlist =35

ns type = grid

rlist =1.0

rcoulomb =1.0

rvdw =1.0

; PME electrostatics parameters
coulombtype =PME
fourierspacing =0.12

fourier nx =0
fourier ny =0
fourier nz =0
pme order =4
ewald rtol =1le-5

optimize fft =yes

; Berendsen temperature coupling is on in two groups
Tcoupl = v-rescale

tc grps  =BEN  DPPC SOL

taut =0.5 0.5

ref t =310 310

; Pressure coupling is on

Pcoupl = berendsen
pcoupltype = semiisotropic
tau p =0.5 0.5
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compressibility = 4.5e-5 4.5e-5

ref p =1.0 1.0

refcoord scaling = com

; Generate velocities is off

gen vel =no

; Periodic boundary conditions are on in all directions
pbc  =xyz

; Long-range dispersion correction

DispCorr = EnerPres

; Pull code

pull = umbrella

pull geometry = distance ; simple distance increase
pull dim =NNY

pull start =yes ; define initial COM distance > 0
pull ngroups =1

pull group0 =DPPC SOL

pull groupl =BEN

pull ratel =0.001 ;0.001 nm per ps = 1 nm per ns
pull kI =1000 ;kJ mol*-1 nm~-2
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