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Glosario de Símbolos

ρeq(i) densidad de probabilidad de encontrar un sistema en la configuración “i” en condiciones de 
equilibrio

m masa

O(xn) término de orden xn o menor

kB constante de Boltzmann (1.3806488(13)×10−23 J K−1)

<vx(t')vx(t'')> función de autocorrelación de velocidades (para la componente en la  coordenada x)

rb  (=req=deq) distancia de equilibrio para interacciones ligadas de dos cuerpos

kb (=kbond) constante de fuerza para interacciones ligadas de dos cuerpos

θ (=θeq) ángulo de equilibrio para interacciones ligadas de tres cuerpos

kθ constante de fuerza para interacciones ligadas de tres cuerpos

nk multiplicidad (interacciones ligadas de cuatro cuerpos)

γk
eq fase (interacciones ligadas de cuatro cuerpos) 

Vk constante de fuerza para interacciones ligadas de tres cuerpos

εlm (=ε) energía en el mínimo de la función de Lennard-Jones

σlm (=σ) distancia de equilibrio de la función de Lennard-Jones

qi Carga de la partícula “i”

ε0 permitividad del vacío (8.85 × 10-12 C2 J-1m-1 )

εr permitividad relativa

Lz longitud de la caja en la dirección z

Pii componente ii del tensor de presión (p.e.: Pxx=componente xx)

V volumen

ρ concentración molar

F constante de Faraday (96485.3399 C mol-1 )

β 1/kbT

R constante de los gases ideales (8.314472 J mol-1 K-1 )

∆G diferencia de energía libre de Gibbs

h constante de Planck (6.626068 × 10-34 m2 kg-1 s)

                            



Glosario de Siglas y Nombres

AA “All Atoms”

FG “Fine Grain”

UA “United Atoms”

CG “Coarse Grain”

WT4 “Wat Four”

NaW representación “coarse grain” del ion Na+ 

KW representación “coarse grain” del ion K+ 

ClW representación “coarse grain” del ion Cl- 

SPC “Single Point Charge”

TIP3P “Transferable Interaction Potential of 3 Points”

RMN Resonancia Magnética Nuclear

DM Dinámica Molecular

MMC Metropolis Monte Carlo

NVT “ensemble” canónico (Numero de partículas, Volumen y Temperatura constantes)

NPT “ensemble” isobárico-isotérmico (Numero de partículas, Presión y Temperatura constantes)

µVT “ensemble” micro-canónico (Potencial Químico, Volumen y Temperatura constantes)

BPTI “Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor”

RDF (=g(r)) “Radial Distribution Function”

vdW van der Waals

SSD “Soft Sticky Dipole”

MS-CG “Multi-Scale Coarse Graining”

FG-CG “Fine Grain” – “Coarse Grain”

OWT4 superátomo de WT4 cargado negativamente

HWT4 superátomo de WT4 cargado positivamente

DNX representación “coarse grain” de los nucleótidos del ADN (N=A,C,G,T)

BRIM “Bilayer with Restricted Ionic Motion”

RMSD “Root Mean Square Deviation”

TBP “TATA Binding Protein”

CAP “Catabolite Activator Protein”

IHF “Integration Host Factor”

HPV “Human PapillomaVirus”

TSE “Transition State Ensemble”

PME “Particle Mesh Ewald”

PC “Principal Component”

VAB Vector Asociado al “Bending”



IS Indice de Similitud

SM Surco Menor

SNARE “Soluble Nsf Attachment protein REceptor”

SB (=sb) Synaptobrevina 

SX (=sx) Syntaxina

SN1, SN2 cadenas de SNAP-25 modeladas

RMSF “Root Mean Square Fluctuations”

DTM Dominio Trans-Membrana

POPC 1-palmitoil-2oleoil-fosfatidilcolina

POPS 1-palmitoil-2oleoil-fosfatidilserina

MFA Microscopía de Fuerza Atómica



Resumen
Las  simulaciones  de  dinámica  molecular  son  actualmente  una  alternativa  confiable  para  obtener  detalles  

atómicos,  propiedades  estructurales  y  dinámicas  de  sistemas  moleculares  para  los  cuales  resulta  difícil  o 

imposible obtener datos experimentales. Sin embargo, debido al alto costo computacional, las escalas espacio-

temporales accesibles mediante este método son insuficientes para el estudio de muchos procesos de interés 

biológico.  Una  opción  para  encarar  este  problema  es  el  uso  de  representaciones  moleculares  simplificadas 

(abreviada CG, del ingles “Coarse Grain”), donde grupos de átomos son reemplazados por sitios de interacción 

efectivos. 

Por otra parte, la precisión en la simulaciones requiere de la correcta consideración de los efectos de solvatación.  

En este sentido, el modelado del entorno acuoso a nivel CG es al día de hoy un área de intenso trabajo. Entre los 

principales desafíos se destaca el tratamiento de las interacciones electrostáticas y la capacidad de autogenerar 

un entorno dieléctrico correcto en un modelo basado en potenciales de interacción estándar (Lennard-Jones y  

Coulomb). El estado del arte sobre esta rama de la ciencia se detalla en el Capítulo I.

En el Capítulo II de la presente Tesis de Doctorado se desarrolla un modelo CG de agua basado en la formación de 

arreglos  tetraédricos  transitorios  presentes  en  el  agua  pura.  Este  modelo  de  solvente  acuoso  simplificado,  

llamado Wat Four (WT4),  condensa 11 moléculas de agua en cuatro sitios de interacción interconectados de 

manera  tetraédrica.  Cada  sitio  de  interacción  transporta  una  carga  parcial  permitiendo  considerar 

explícitamente las interacciones electrostáticas de largo alcance, generando su propia permitividad dieléctrica y  

una correcta representación de las propiedades del agua líquida para un rango de temperaturas de relevancia 

biológica  (278-328  K).  La  aplicación  conjunta  de  este  esquema  de  simulación,  junto  a  la  modelización  de 

electrolitos simples (Na+, K+ y Cl-) posibilitó reproducir varias características de la hidratación especifica del ADN 

en la  escala  de los  microsegundos.  Este estudio de la  hidratación del  ADN se profundizó en el  Capítulo III 

poniendo énfasis en los cambios estructurales inducidos en el ADN por la unión de cationes al surco menor, en 

un sistema de relevancia biológica como es la interacción de la proteína E2 de papiloma-virus con sus sitios de  

unión al ADN. Estos resultados permiten proponer un papel  activo del  entorno iónico en el  reconocimiento 

proteína-ADN. 

Finalmente, se logró extender el uso del modelo WT4 a simulaciones “híbridas”, combinándolo con modelos de 

agua a resolución atómica (Capítulo IV). La aplicación exitosa de este método al estudio de un sistema molecular 

que incluye un complejo proteico de gran tamaño interaccionando con dos bicapas lipídicas en un medio acuoso 

con concentración iónica fisiológica avalan la utilidad del método.

Los resultados de los Capítulos I, II y IV han sido publicados en revistas internacionales. 1–3 Los datos presentados 

en el  Capítulo III  son parte de un artículo actualmente en preparación (“Active role of ions on the indirect 

readout mechanism”).  A la  vez  que la extensión del  método híbrido para otros modelos de agua atomística 

presentada en el Capítulo IV forma parte de un segundo articulo en preparación (“Extension of the WT4-based  

multiscale solvation approach to SPC/E and TIP3P water models”). Cabe destacar que los resultados presentados 

en el Capítulo IV fueron obtenidos en colaboración con Alex Tek y el Dr. Marc Baaden del Institut de Biologie et  

Physico-Chimique de París. 

1. Darré, L., Machado, M. R. & Pantano, S. Coarse-grained models of water.  Wiley Interdisciplinary Reviews: Computational  

Molecular Science (2012).doi:10.1002/wcms.1097

2. Darré, L., Machado, M. R., Dans, P. D., Herrera, F. E. & Pantano, S. Another Coarse Grain Model for Aqueous Solvation:  

WAT FOUR? Journal of Chemical Theory and Computation 6, 3793–3807 (2010).

3. Darré, L., Tek, A., Baaden, M. & Pantano, S. Mixing Atomistic and Coarse Grain Solvation Models for MD Simulations: Let  

WT4 Handle the Bulk. Journal of Chemical Theory and Computation (2012).doi:10.1021/ct3001816



SIMULACIONES MOLECULARES & COARSE GRAINING

Capítulo I .  Introducción a las Simulaciones Moleculares Coarse Grain

Simulaciones Moleculares

Las simulaciones computacionales de sistemas moleculares comenzaron como una herramienta para explotar las 

máquinas de cómputo electrónico desarrolladas durante y posteriormente a la Segunda Guerra Mundial. Estas 

máquinas  fueron  desarrolladas  para  llevar  a  cabo  cálculos  de  alto  costo  computacional  vinculadas  con  el  

desarrollo  de  armas  nucleares  y  criptografía.  A  principios  de  los  años  50  los  computadores  electrónicos  se 

volvieron  relativamente  accesibles  para  uso  no  militar  dando  comienzo  a  la  disciplina  de  las  simulaciones 

computacionales. Probablemente uno de los principales aportes del uso de computadores en el estudio de los 

fenómenos naturales ha sido la posibilidad de resolver numéricamente ecuaciones que no pueden resolverse de  

manera exacta, excepto para algunos casos muy especiales. Por ejemplo, si se desea estudiar el movimiento de 

más de dos cuerpos que interaccionan entre si, incluso la relativamente sencilla mecánica newtoniana hace que  

el problema se vuelva esencialmente irresoluble analíticamente. Sin embargo, el uso del computador permite su  

resolución al grado deseado de precisión. 

Previo a la aparición de las simulaciones computacionales, la predicción de propiedades de un material recaía 

sobre el uso de teorías que solo pueden proveer una descripción aproximada. Muy pocos son los sistemas para los 

que se pueden predecir propiedades teóricas de manera exacta (gas ideal, cristal armónico, modelo de Ising). Por  

lo tanto, modificaciones de dichas teorías que incorporan diversas aproximaciones (ecuación de van der Waals,  

teoría de Debye-Hückel para electrolitos, ecuación de Boltzmann para transporte de gases diluidos), han sido 

desarrolladas para la predicción de propiedades de materiales reales. Estas teorías, para dar buenos resultados, 

además  de  ser  en  sí mismas  correctas,  necesitan  contar  con  el  conocimiento  de  las  interacciones 

intermoleculares,  el  cual  es  de  por  si  muy  limitado.  Esto  constituye  un  doble  problema  a  la  hora  de  la 

comparación con los datos experimentales: si no hay concordancia puede ser porque la teoría es equivocada,  

porque la aproximación a las interacciones intermoleculares es mala, o por ambas.

Las simulaciones surgieron como una herramienta intermedia en la comparación entre teoría y experimento,  

además de convertirse en si mismas en una forma de predicción teórica de propiedades. En primer lugar son una  

herramienta que depende únicamente de la estimación de las interacciones intermoleculares y no de una teoría 

aproximada como en los casos anteriores. Esto permite dos cosas de gran valor: primero, la comparación con 
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SIMULACIONES MOLECULARES & COARSE GRAINING

resultados  experimentales  sugiere  directamente  la  validez  de  las  estimaciones  de  las  interacciones 

intermoleculares y por ende permite su refinamiento; y segundo, la comparación con las predicciones hechas con 

una  teoría  aproximada  provee  información  directa  sobre  la  validez  de  la  teoría,  pues  la  validez  de  las 

interacciones habría sido evaluada en la comparación entre la simulación y el experimento. Es así como cobra  

sentido la denominación de experimentos computacionales para las simulaciones. 

El uso más común de las simulaciones computacionales de sistemas moleculares es la predicción de propiedades  

de  materiales  de  interés.  Claramente  es  preferible  obtener  dichas  propiedades  a  partir  de  medidas 

experimentales, y en muchos casos es más fácil de esa manera que recurrir a las simulaciones. Sin embargo, son 

muchos los casos en que no se cuenta con las posibilidades técnicas para obtener una medida de una propiedad  

de interés y es allí donde las simulaciones cobran valor. Además es posible también utilizar las simulaciones para  

estudiar materiales nuevos, que ni siquiera han sido sintetizados aún. Por último las simulaciones son de gran  

utilidad para el análisis de datos como es la técnica de obtención de información estructural de macromoléculas  

a partir de datos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN). En este caso se alimenta al algoritmo de simulación  

con datos obtenidos por RMN y se busca la estructura que sea tanto energéticamente favorable como compatible  

con dichos datos experimentales.

Cabe  mencionar  que  las  simulaciones  pueden  ser  utilizadas  como  herramientas  netamente  exploratorias, 

avanzando más allá de lo que se conoce de un sistema dado y prediciendo nuevos fenómenos. Es de destacar en  

tal  sentido  el  debate  hacia  1950  sobre  la  formación  de  cristales  en  un  sistema  de  partículas  esféricas  con  

repulsiones  fuertes  de corta  distancia,  sin  atracción mutua.  En aquel  momento las  simulaciones de Alder  y 

Wainwright y las de Wood y Jacobson dieron respuesta afirmativa a dicha interrogante. A pesar del escepticismo, 

30 años de trabajo posterior han demostrado dicha predicción.

Las  dos  técnicas  de simulación de  sistemas moleculares  más  ampliamente  utilizadas  han sido:  simulaciones 

Metropolis Monte Carlo (MMC) y simulaciones de Dinámica Molecular (DM). La versión del método Monte Carlo 

denominada Metropolis Monte Carlo fue introducida por un grupo de físicos del Laboratorio Nacional de Los 

Alamos en la década de 1950 mientras trabajaban en el desarrollo de armas nucleares. Se trata de un método  

estocástico  para  muestrear  puntos  de  un  espacio  multidimensional   de  acuerdo  a  una  predeterminada 

distribución  de  probabilidad  definida  sobre  tal  espacio.  Dicho  espacio  multidimensional  es  el  espacio 

configuracional generado por las coordenadas de las moléculas constituyentes del sistema a lo cual se suman 

algunas variables macroscópicas extensivas a las que se les permite fluctuar. La densidad de probabilidad se 
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SIMULACIONES MOLECULARES & COARSE GRAINING

define de acuerdo con el tipo de conjunto estadístico o “ensemble”. En el algoritmo original, 1 cada paso de 

simulación consiste de dos etapas: primero se intenta la transición desde el estado actual i a un nuevo estado j  

con probabilidad α(i j), donde la matriz estocástica de probabilidad de intentos es simétrica por lo que:→

En segundo lugar se acepta la transición con la probabilidad definida por:

Si  se  rechaza  la  transición,  se  mantiene  el  estado  i  como  el  nuevo  estado.  Con  estas  definiciones,  las  

probabilidades  de  transición  P(i j)=a(i j)P→ → aceptar(i j),  desde  el  estado  i  al  j,  satisfacen  la  condición  de→  

reversibilidad  microscópica.  Por  lo  tanto,  la  cadena  de  estados  o  conformaciones  generada  muestrea 

asintóticamente la distribución de probabilidad elegida. Es decir que en la etapa de la simulación MMC donde 

todas las propiedades fluctúan alrededor de valores correspondientes al equilibrio termodinámico, cada estado i 

es  muestreado  con  una  frecuencia  proporcional  a  su  densidad  de  probabilidad  de  equilibrio.  Este  tipo  de 

muestreo se denomina “importance sampling”.

MMC  fue  originalmente  desarrollado  para  muestrear  el  “ensemble”  canónico  (NVT),  sin  embargo,  ha  sido 

extendido para aplicarse a los ensembles isotérmico-isobárico (NPT), y gran canónico (µVT).

Una de las principales carencias de MMC es que no da información sobre la relación temporal entre los estados  

muestreados. Sin embargo presenta al menos tres características que lo mantienen con gran vigencia: a- puede 

adaptarse rápidamente a nuevos ensembles; b- puede alcanzar el estado de equilibrio mucho mas eficientemente 

que  las  simulaciones  de  DM;  c-  permite  el  estudio  de  sistemas  con  hipersuperficies  de  potencial  muy  

accidentadas.

En  sus  comienzos  fue  instrumentado  para  probar  las  teorías  basadas  en  la  mecánica  estadística,  pero 

actualmente se lo considera como una herramienta predictiva y de diseño en si misma. Es posible, utilizando  

MMC,  realizar  predicciones  cuanti-  o  semicuantitativas  sobre  la  composición,  estructura,  propiedades 
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termodinámicas,  diagramas  de  fase  y  energía  libre  de  diversos  sistemas.  Entre  algunas  aplicaciones  más 

recientes puede destacarse su uso en el marco de la teoría del estado de transición (Kinetic Monte Carlo), que 

permite estimar constantes de velocidad de eventos poco frecuentes; así como también su papel en el modelado  

“multiscale”1 que  permite  reducir  el  “gap”  entre  las  interacciones  a  nivel  molecular  y  las  propiedades  

macroscópicas.

Siendo  uno  de  los  grandes  logros  intelectuales  del  siglo  20,  las  simulaciones  Metropolis  Monte  Carlo  han 

encontrado una amplia gama de aplicaciones no solo en el área las ciencias naturales y exactas, sino también en  

la ingeniería y la economía.

Por su lado, las primeras simulaciones de DM fueron reportadas hacia fines de los años 50 y principios de los 60,  

con los trabajos de: Alder y Wainwrigth sobre interacción de esferas rígidas (1956); Vineyard quien simuló el daño 

radiactivo en Cu cristalino (1959); y Rahman y Argonne que realizaron las primera simulación por DM de argon 

líquido (1964). La primer simulación por DM de agua líquida fue realizada por Rahman y Stillinger en 1971 y la  

primer simulación de una proteína (el inhibidor de la tripsina pancreática bovina, BPTI) fue publicada en 1977 

por  McCammon,  Gelin  y  Karplus.  Esta  última  ayudó  a  cambiar  la  concepción  relativamente  rígida  de  las 

macromoléculas biológicas, pasando a una visión dinámica, en la que los movimientos internos juegan un papel  

funcional.

En los últimos 60 años una amplia variedad de fenómenos han sido estudiados utilizando simulaciones de DM, 

incluyendo ácidos nucleicos,  proteínas,  bicapas lipídicas,  diversos polímeros, azúcares,  polielectrolitos,  y  una 

gran variedad de sistemas complejos. En todos los casos incrementando progresivamente la ventana espacio-

temporal simulada, y refinando la descripción de las interacciones interatómicas. 

Tres tipos de aplicaciones de los métodos de simulación se destacan: a-muestreo del espacio configuracional (p.e.  

refinamiento  de  estructuras  obtenidas  experimentalmente),  b-obtención  de  descripción  del  sistema  en 

equilibrio,  incluyendo  propiedades  estructurales  y  de  movimiento,  así  como  el  valor  de  parámetros 

termodinámicos,  c-examinar  la  dinámica  del  sistema  siguiendo  el  curso  temporal.  Para  las  primeras  dos 

aplicaciones  ambas  técnicas  mencionadas,  MMC y  MD,  son  útiles,  por  el  contrario  para  la  tercera,  solo  las  

simulaciones de DM son adecuadas en tanto proveen la secuencia temporal de los cambios estructurales.

El fundamento de las simulaciones de DM se detallan en la siguiente sección.

1 Construcción de modelos simplificados a partir de modelos atomísticos.
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Dinámica  Molecular.  La simulación de DM es una técnica para el cálculo de propiedades de equilibrio y 

transporte de un sistema clásico2 constituido por un cierto número de partículas que interaccionan entre sí. Se 

basa en la resolución de la ecuación de movimiento de Newton para dicho sistema, estando éste sometido a un  

determinado campo de fuerza3. Esta es una buena aproximación para una amplia gama de materiales, ya que 

cuando solo se consideran los movimientos traslacionales o rotacionales de átomos o moléculas livianas (He, H2,  

D2)  o  movimientos  vibracionales  con  frecuencia  ν tal  que  hν >  kBT,  los  efectos  cuánticos  dejan  de  ser 

despreciables.

Las  simulaciones  de  DM  son  similares  en  varios  sentidos  a  los  experimentos  reales.  Cuando  se  realiza  un 

experimento real se siguen una serie de pasos: preparación de la muestra en condiciones que permitan controlar 

varias propiedades utilizando diversos instrumentos de medida (termómetro, manómetro, viscosímetros, etc), y  

finalmente se miden  las propiedades de interés durante un período de tiempo suficientemente largo, teniendo 

en cuenta el ruido estadístico. Por su lado, en las simulaciones de DM se sigue el mismo procedimiento: en 

primer lugar se debe preparar la muestra, es decir se selecciona un sistema de estudio de N partículas, se lo  

acopla a instrumentos de medida (termostato y/o barostato, etc) y se resuelven las ecuaciones de movimiento de  

Newton hasta que las propiedades del sistema se mantienen constantes (equilibración del sistema). Luego de 

preparada la muestra se toman las medidas durante la fase de producción, teniendo también en consideración el  

ruido estadístico para determinar el tiempo de medición adecuado. 

El siguiente algoritmo ejemplifica el procedimiento general detrás de una simulación de DM:1

1. Lectura de los parámetros que especifican las condiciones de simulación (p.e.: temperatura inicial, número 

de partículas, densidad, paso de tiempo utilizado para la integración de las ecuaciones de movimiento).

2. Inicialización del sistema: asignación de posiciones y velocidades iniciales (de acuerdo con la temperatura 

inicial asignada, ver más abajo).

3. Cálculo de fuerzas sobre todas las partículas.

4. Integración de las ecuaciones de movimiento de Newton.

2 Obedece las leyes clásicas de movimiento.

3 El concepto general de “campo de fuerzas” permite describir la interacción mutua entre las partículas de un sistema. En lugar de hablar de la  
acción de una partícula sobre otra, se puede decir que una partícula genera un campo entorno de sí, de forma que una determinada fuerza actúa  
sobre cada unas de las demás partículas situadas en dicho campo [1].  En el caso particular de las simulaciones clásicas dicho campo de fuerzas  
está determinado por la forma funcional que se adopte para describir la energía potencial y por la parametrización de la misma de acuerdo a cada  
tipo de átomo en el sistema.
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5. Se repiten los pasos 3 y 4 hasta que se obtiene la evolución temporal del sistema por el intervalo de  

tiempo deseado.

6. Una vez completado el paso 5, se calculan los promedios de las propiedades medidas.

Calculo de las  fuerzas 

Este representa el paso más costoso del punto de vista computacional ya que para un sistema de N partículas con 

interacciones “pairwise” (de a pares) aditivas, al menos N(N-1)/2 distancias deben evaluarse, dando un algoritmo 

de orden N2. Sin embargo, comúnmente se aplican técnicas eficientes para acelerar la evaluación de las fuerzas  

de forma tal que el orden del algoritmo sea NLog(N).

Para todas parejas de partículas (i,j) se calcula la distancia “r” entre ellas y a partir de ésta, la fuerza entre dichas  

partículas como el gradiente de la energía potencial “u”. Por ejemplo el cálculo del componente x de la fuerza 

viene dado por:

Integración de las ecuaciones de movimiento de Newton

Una  vez  calculadas  las  fuerzas  entre  todas  los  pares  de  partículas  se  pueden  integrar  las  ecuaciones  de 

movimiento de Newton. Existen varios algoritmos para esta tarea, y a continuación se expone uno de ellos, el 

denominado algoritmo Verlet. Su derivación parte de considerar la expansión de Taylor de la coordenada de una 

partícula en el entorno de un tiempo t:
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Sumando estas dos ecuaciones término a término se obtiene:

De donde se observa que conociendo la fuerza a tiempo t y la posición a t –  ∆t, puede estimarse la posición a 

tiempo  t + ∆t, con un error asociado del orden de ∆t4, donde ∆t es el paso de tiempo de la simulación de DM. 

Una vez conocida la nueva posición, pueden estimarse las nuevas velocidad en la misma a partir de:

Como se menciona más  arriba,  existen  diversos  algoritmos para  llevar  a  cabo simulaciones  de DM y  caben 

destacar algunos criterios que ayudan a identificar aquellos más adecuados según el caso de estudio: errores 

introducidos al truncar la expansión de Taylor, velocidad de procesamiento, requerimientos de memoria, máxima 

longitud del paso de tiempo sin perdida de precisión, conservación de la energía a cortos y largos tiempos de  

simulación, reversibilidad, preservación del área del sistema, entre otras.1 

Medición  de  propiedades.  El comportamiento de un sistema en el transcurso de una simulación de DM, 

posterior a la fase de equilibración, corresponde al estado de equilibrio del mismo, y por ende las mediciones 

que se obtienen no son sino propiedades en el estado de equilibrio. En tal sentido pueden medirse dos tipos de  

propiedades: estáticas y dinámicas. La manera en que se obtienen dichas medidas es expresando el observable 

deseado en términos de las posiciones y momentos de las N partículas del sistema. 

Las  propiedades  estáticas  son aquellas  que  no  dependen,  del  punto  de vista  macroscópico,  de la  evolución 

temporal  del  sistema y pueden obtenerse por ende, tanto de simulaciones de DM como MMC. Este tipo de  

propiedades pueden clasificarse en dos clases: propiedades termodinámicas y propiedades estructurales. Entre 
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las propiedades termodinámicas de interés, se encuentran dos categorías, aquellas expresables como promedio 

de  alguna  función dependiente  de  las  coordenadas  y  momento  de las  partículas  del  sistema  (temperatura, 

presión, capacidad calorífica.  etc),  y aquellas que no (entropía, energía libre de Helmholtz,  energía libre de 

Gibbs, etc). Para estas últimas son necesarias técnicas de simulación específicas, mientras que para las primeras  

basta una simulación de DM estándar. A modo de ejemplo, la medición de la temperatura, definida de acuerdo 

con la equipartición de la energía sobre los grados de libertad, se obtiene de la siguiente manera:1

siendo Nf el número de grados de libertad del sistema (3N-3 para momento total fijo), m i la masa de la partícula 

“i”, v(t)i la velocidad a tiempo “t” de dicha particula y kB la constante de Boltzmann. De aquí se puede observar 

que la temperatura del sistema, a tiempo t,  se calcula en función de la velocidad de cada partícula a dicho  

tiempo.

Entre las propiedades estructurales caben mencionar las funciones que caracterizan la estructura local de los 

fluidos, siendo probablemente la más destacable la función de distribución radial (RDF, por su nombre en ingles: 

Radial Distribution Function). La importancia de la misma resulta de interés principalmente por dos razones: i)-

métodos  experimentales  como difracción de  rayos-X y  difracción de neutrones  en  fluidos  simples,  así  como  

experimentos de difracción de luz en suspensiones coloidales, proveen información sobre la RDF; ii)-la RDF juega 

un papel central en las teorías del estado líquido. A partir de una simulación, puede medirse la RDF como la  

relación entre la densidad del número de partículas promedio a una distancia r de un átomo dado, y la densidad 

a distancia r desde un átomo en un gas ideal con la misma densidad global.

Las propiedades dinámicas, a diferencia de las estáticas, sí son dependientes del tiempo y por ende no pueden 

estudiarse  utilizando métodos  MMC,  siendo entonces  las  simulaciones  de DM el  método de elección.  Debe 

notarse que el estudio de propiedades dependientes del tiempo en el marco de un estado de equilibrio no lleva a 

contradicción siempre que la perturbaciones que sufra el sistema sean leves. Es decir, el curso temporal de un  
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sistema perturbado levemente está completamente descripto por las características del estado del equilibrio. En 

este marco, algunas propiedades que caben mencionar son aquellas relacionadas con procesos de transporte y 

que se obtienen a partir de integrar funciones de correlación temporal, a saber: coeficiente de difusión (D),  

viscosidad (η), conductividad térmica (λT) y conductividad eléctrica (σe). A modo de ejemplo, para el cálculo del 

coeficiente de difusión a partir de las velocidades obtenidas en una simulación de DM se aplica la siguiente 

ecuación:1

Modelos  Coarse Grain

Las simulaciones computacionales de sistemas biológicos están en continua y pujante expansión motivadas por  

el constante incremento del poder de cómputo, permitiendo así el estudio de sistemas de mayor complejidad y  

escalas  de tiempo cuya intersección con las  biológicamente relevantes  es  cada  vez  mayor.1 Dicha  capacidad 

computacional depende, además del poder de cómputo propiamente dicho, de la complejidad y nivel de detalle 

que se desea obtener de las simulaciones. La complejidad está determinada por la forma funcional de la energía 

y el  detalle en la descripción de los  átomos del  sistema.  El  tratamiento de la energía  depende del  tipo de  

descripción física necesaria (cuántica o clásica). Por su lado el nivel de detalle atómico está determinado por el  

modo en que los átomos y las moléculas que conforman el sistema de estudio sean representados. Según el  

problema,  pueden  utilizarse  diversos  niveles  para  el  tratamiento  de  las  interacciones,  cambiando  el  efecto 

concreto que ejerce una partícula (ya sea un electrón, un átomo o un conjunto de átomos),  sobre las  otras  

partículas,  por  un  efecto  medio.  Es  así  que  puede  adoptarse  desde  una  descripción  explícita  de  núcleo  y 

electrones (métodos cuánticos MC), tratar implícitamente los electrones (métodos clásicos “All Atoms”, AA) o los 

electrones  e  hidrógenos  no  polares  (métodos  clásicos  “United  Atoms”,  UA),  agrupar  varios  átomos  en 

“superátomos” tratando también los  electrones  implícitamente (métodos  clásicos  “Coarse-Grain”,  CG),  hasta  

tratar una especie molecular completa de manera implícita (métodos de continuo). Esta última aproximación es 

comúnmente utilizada para  representar  el  solvente que rodea un soluto  dado bajo estudio.  A  su  vez,  estos 

métodos  pueden  combinarse  en  una  misma  simulación  para  describir  con  mayor  precisión  una  porción  del 
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sistema mientras  que  el  resto  se  trata  de  manera  más  aproximada,  simulando de  forma  detallada  solo  las 

regiones de mayor interés.

La  necesidad  de  lograr  descripciones  a  nivel  estructural  y  dinámico  de  sistemas  de  mayor  envergadura  ha 

empujado a la comunidad científica a realizar esfuerzos en el desarrollo de tales modelos simplificados de los 

sistemas moleculares.  En este contexto los modelos CG han tomado particular relevancia en tanto permiten 

capturar  las  propiedades  físicas  fundamentales  del  fenómeno  bajo  estudio,  utilizando  una  representación 

molecular que reduce fuertemente las  demandas computacionales.3,4 De esta manera colocan la frontera de 

simulación en la escala de los micro-milisegundos y las decenas de nanómetros, permitiendo por ejemplo simular 

la dinámica de una cápside viral.5 

Comenzando por los  modelos pioneros utilizados para  describir  el  plegamiento de proteínas  6,7
 una enorme 

cantidad  de  aplicaciones  exitosas  se  han  publicado,  cubriendo  un  amplio  rango  de  aplicaciones  de  interés 

biológico y nanotectnológico.5,8–19

En este contexto, el tratamiento de los efectos del solvente acuoso reviste gran interés debido a las propiedades 

fisico-químicas únicas del agua que le asignan un rol central en los procesos biológicos.  El efecto hidrofóbico es  

un buen ejemplo de la importancia del agua, actuando como motor de procesos de autoensamblaje como la  

formación de bicapas lipídicas o el plegamiento de proteínas.20,21

Consecuentemente una inmensa cantidad de trabajo se ha dedicado a caracterizar el agua y sus propiedades  

como solvente biológico, utilizando la más amplia gama de métodos disponibles, tanto experimentales como 

teóricos, incluyendo los métodos de simulación molecular mencionados en los párrafos anteriores. Sin embargo 

la  capacidad  computacional  disponible  actualmente  limita  las  escalas  temporal  y  espacial  al  orden  de  los  

microsegundos y  decenas  de nanómetros,  respectivamente.  Además,  la  abundancia de agua en los  sistemas 

biológicos típicos, implica una dedicación de ~80% del tiempo computacional en el cálculo de las interacciones 

agua-agua, que no son, en general el motivo de estudio. En este contexto, simplificaciones respecto de una 

descripción a nivel atomístico o Fine Grain (FG,  por contraposición a CG) resultan muy atractivos permitiendo 

extender los límites espacio temporales, a la vez de mantener la esencia de la propiedades fisico-químicas del 

fenómeno de interés.17 Para abordar esta problemática, dos aproximaciones pueden destacarse, por un lado el 

uso de métodos de solvatación implícita, en la cual las moléculas de agua no  están presentes en el sistema a 

simular sino que sus características se incorporan via interacciones efectivas entre las partículas del soluto. 22–28 

Sin embargo, tal aproximación puede resultar un muchos casos demasiado extrema, en particular cuando la 

presencia explícita de moléculas de agua es importante en el fenómeno que se pretende estudiar. En tales casos 
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la  segunda  aproximación  que  se  ha  propuesto  es  el  uso  de  modelos  CG  de  solvente  acuoso,  existiendo  

actualmente varias alternativas que se comentan en los siguientes párrafos. El desarrollo de una de éstas será 

presentado en el Capítulo II del presente trabajo. Adicionalmente, una extensión del uso de modelos CG es el  

desarrollo de métodos multiescala, que combinan representaciones FG y CG para mantener el detalle atómico en 

regiones de interés, mientras que el resto de sistema de estudio se trata de manera simplificada. Estos métodos 

serán revisados al final del presente capítulo, y el desarrollo de un modelo de ese tipo sera el tema central del 

Capítulo IV de la presente Tesis.

Previo a introducir los modelos CG de agua presentes en la literatura, cabe comentar brevemente sobre algunos 

modelos de agua FG comúnmente utilizados en la comunidad de las simulaciones, de manera de tener un marco  

de referencia. Un importante número de tales modelos han sido publicados, utilizando diferentes estrategias de 

ajuste  y  número  de  partículas  por  molécula.  Los  modelos  más  simples  y  comúnmente  utilizados  en  las 

simulaciones FG son el TIP3P (“Transferable Interaction Potential 3 Points”) y el SPC (“Simple Point Charge”).29,30 

En ambos casos, una molécula de agua es representada por medio de un átomo de oxigeno rígidamente unido a  

dos átomos de hidrógeno, con cargas parciales sobre cada átomo. Las interacciones de Lennard-Jones se definen 

únicamente  para  el  átomo  de  oxígeno.  Esquemas  más  elaborados  incluyendo  partículas  adicionales  para 

representar momentos dipolares o pares solitarios de electrones también han sido propuesto.31 Adicionalmente, 

la inclusión de flexibilidad en los enlaces y ángulos permite incorporar efectos de polarizabilidad en el marco de  

simulaciones clásicas. Para una exhaustiva revisión de los modelos existentes en la literatura, asi como de las 

propiedades que son capaces de reproducir se sugiere ver el sitio web: http://www.lsbu.ac.uk/water/models.html.

Sin embargo,  debe tenerse en cuenta que el  aumento en la complejidad del  modelo no asegura una mejor  

reproducción de las propiedades experimentales.32 De hecho, el buen balance entre eficiencia computacional  y 

precisión en la reproducción de propiedades del agua en el “bulk” han posicionado a los modelos SPC y TIP3P  

como las opciones más comunes en la gran mayoría de las simulaciones de DM.

Varios modelos CG de agua han sido propuestos en la literatura con el objetivo de reducir el costo computacional  

relacionado  con  la  consideración  explicita  del  entorno  acuoso.  En  general,  tres  características  principales 

determinan la capacidad de un modelos simplificado de agua de reproducir la propiedades requeridas: el nivel de 

simplificación o de CG, es decir el número de aguas reales representadas por una partícula CG; la forma funcional  

del potencial de interacción; y la distancia máxima utilizada para calcular las interacciones (“cutoff”). En tal 

sentido es importante tener presente que las partículas CG no son moléculas reales, por lo cual, no existe un  

único procedimiento general para derivar los parámetros de interacción.
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La representación más sencilla corresponde a un liquido de van der Waals (vdW) con un único sitio de interacción 

por partícula (Figura 1-1.A).  En general,  tales  modelos condensan desde una a cinco moléculas de agua por  

partícula CG,33–35  permitiendo una mayor aceleración en la simulación, a medida que se aumenta el número de 

moléculas de agua por partícula CG. Sin embargo, también aumenta la dificultad de reproducir o incluso de 

relacionar  las  propiedades  calculadas  a  partir  del  modelo  con  aquellas  del  agua  real.36 Por  otro  lado  las 

interacciones  intermoleculares  son  generalmente  calculadas  de  manera  “pair-wise”  (de  a  pares)  utilizando 

potenciales empíricos con parámetros derivados de datos experimentales. Alternativamente, la parametrización 

puede  realizarse  de  manera  sistemática  a  partir  de  simulaciones  FG  utilizando  procedimientos  como  Force 

Matching, Iterative Boltzmann Inversion o Inverse Monte Carlo.37  Independientemente del método utilizado, es 

imposible para cualquier potencial aditivo “pair-wise” reproducir todas las propiedades de una sustancia dada.38 

Esto implica que, si se intenta ajustar el modelo para reproducir una cierta propiedad de interés, la precisión en 

otras propiedades se verá comprometida, dificultando la transferabilidad del modelo. Un buen ejemplo de este 

tipo de dificultades puede encontrarse en el trabajo de He et al,39 en el que varios modelos de agua de tipo 

liquido  de  vdW  se  estudian  analizando  diferentes  potenciales  de  interacción,  distancia  de  “cutoff”  de  las  

interacciones no enlazantes y niveles de CG entre una y cuatro moléculas de agua por partícula CG. Los autores 

demuestran que la densidad, tensión superficial y compresibilidad son propiedades muy difíciles de reproducir 

simultáneamente, lográndose únicamente con niveles de CG de una o dos moléculas de agua por sitio CG. Niveles  

de CG mayores implican que alguna de dichas propiedades no será reproducida correctamente.39 Adicionalmente 

los autores muestran que el uso de distancias de "cutoff" muy cortas o funciones de potenciales de interacción  

con gradientes muy elevados, pueden llevar a aumentos en la temperatura de fusión del líquido, con serias 

consecuencias  en  sistemas  biológicos,  pues  al  agua  podría  comportarse  en  estado  sólido  a  temperatura 

ambiente. Esto ocurre de hecho con el modelo implementado en el campo de fuerza MARTINI 35 (nivel de CG: 4-1 y 

"cutoff" : 1.2nm). En este caso los autores proponen una estrategia práctica para evitar tal problema que es 

introducir una pequeña cantidad (~0.1M) de partículas CG más voluminosas que actúan como “anticongelantes”,  

evitando el empaquetamiento.35

Un problema importante de los  modelos de tipo liquido de vdW es que las  interacciones electrostáticas no 

pueden incorporarse utilizando un único sitio de interacción. Una posible mejora es incluir anisotropía en las  

interacciones de vdW, como es el caso del modelo propuesto por Molinero y Moore. 40 Este modelo, basado en un 

nivel  de  CG  1-1,  reproduce  los  arreglos  tetraédricos  observables  en  el  agua  liquida,  así  como  también  las 

estructura  de  solvatación  de  sales  monovalentes.41 Sin  embargo,  dicha  aproximación  no  incluye  el 
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apantallamientos electrostático inherente al agua real. Una corrección a tal carencia es incluir el efecto de 

Figura  1 -1.Modelos  CG  de  agua  expl ícita.  A-  Modelo de agua del 
campo de fuerza CG MARTINI. Este es un ejemplo típico de modelo de tipo 
van der Waals como los descritos por He et al. 42 B-  Modelo tridimensional 
Mercedes Benz.43 Las flechas verdes representan los vectores que imitan 
las  interacciones  de  enlace  de  hidrógeno.  C-  Modelo  CG  de  solvente 
polarizable.44 Las flechas amarillas representan el  momento dipolar.  D -  
Modelo MARTINIp.45 E-  Modelo GROMOS.46 F -  Modelo Big Multipole.47 G -  
Modelo WT4.48 Los colores de las esferas se refieren a la carga en cada 
partícula. Azul, rojo y gris corresponden a cargas positiva (p), negativa (q)  
y neutra (n), respectivamente. El tamaño de las esferas semitransparentes  
corresponde  con  el  radio  de  Lennard-Jones  de  cada  modelo.  Los 
parámetros para las interacciones de enlaces y ángulos se indican en cada 
caso (rb, kb, θ,kθ).

apantallamiento del agua asumiendo que el sistema entero se encuentra embebido en un medio dieléctrico 

continuo. Esta aproximación es la utilizada en el campo de fuerza MARTINI, en el que el sistema es embebido en 

un medio con constante dieléctrica de 15. Sin embargo, dado que los sistemas biomoleculares son altamente 

heterogéneos, la combinación de interacción de Lennard-Jones con apantallamientos implícitos no es suficiente  

para reproducir los efectos electrostáticos.

Entre los trabajos pioneros en la inclusión de los efectos electrostáticos se puede citar el trabajo de Warshel y  

Levitt.49 Estos autores modelaron las moléculas de agua como una grilla de dipolos alrededor de un soluto de 

interés.  Esta  aproximación  permitió  una  determinación  empírica  de  los  efectos  electrostáticos  sobre  una 

proteína debido al entorno acuoso. Desde este trabajo hasta ahora, varias aproximaciones se han propuesto para 
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incluir las interacciones electrostáticas de manera más realista. 

Un ejemplo simple de solvente CG es el modelo bidimensional llamado “Mercedes-Benz”, en el cual las moléculas  

de agua son representadas como círculos de Lennard-Jones con tres vectores para representar la formación de 

enlaces de hidrógeno, como forma de incorporar características propias de las interacciones electrostáticas. Este 

esquema tan sencillo fue suficiente para reproducir varias propiedades del agua. 50 Una extensión de tal modelo 

para  tres  dimensiones  fue  presentada  recientemente  (Figura  1-1.B).  Sin  embargo,  la  incorporación  de  la  

direccionalidad del los enlaces de hidrógeno podría se de difícil implementación en los programas de simulación 

comúnmente utilizados.

Otro modelo que cabe mencionar es el denominado Soft Sticky Dipole (SSD).51 Este presenta un nivel de CG 1-1, 

con un centro de Lennard-Jones, un dipolo y un término de interacción tetraédrico que es responsable de la 

formación de enlaces de hidrógeno. Este modelo muestra una buena reproducción de propiedades estructurales,  

termodinámicas y dieléctricas del agua. Sin embargo, el nivel modesto de CG utilizado no generara una notable  

ganancia del punto de vista computacional respecto de los modelos FG.

Por otra parte, efectos de polarizabilidad han sido incorporados en modelos CG de agua como es el ejemplo del  

modelo reportado por Borgis et al,52 denominado PCGS (Figura 1-1.C). En este, un dipolo se localiza en el centro 

de una partícula con nivel CG 3-1. Las partículas PCGS son sensibles al campo eléctrico generado por el soluto 

pero  no  al  generado  por  ellas  mismas.  En  cambio,  las  interacciones  solvente-solvente  son  tratadas  a  corta 

distancia vía la combinación de potenciales de Lennard-Jones y Gaussiano como modo de representar las fuerzas  

repulsivas  y  atractivas,  respectivamente.  A  pesar  que  la  aproximación  Gaussiana  (que  varia  como  e -r2)  solo 

reproduce de manera muy aproximada las componentes atractivas de las interacciones de Coulomb (r -1) y vdW 

(r-6), esta aproximación provee buenas estimaciones de las energías libres de solvatación y las fuerzas derivadas 

del efecto hidrofóbico. Sin embargo, la implementación de esta aproximación en los programas de simulación 

comúnmente  utilizados  y  la  eficiencia  computacional  podrían  verse  comprometidos  por  el  uso  de  los  

mencionados potenciales.

Más recientemente se han propuesto modelos con la característica común de que las interacciones electrostáticas 

son calculadas de modo "pair-wise" usando términos de Coulomb estándar entre sitios que transportan carga  

parcial.  En  primer  lugar  se  destaca  una  extensión  del  modelo  del  campo  de  fuerza  MARTINI,  denominado 

MARTINIp, en el que se agrega a la partícula estándar que solo presenta interacciones de Lennard-Jones, dos  

partículas  adicionales  que  poseen  cargas  parciales  opuestas.  Estas  se  mantienen  a  una  distancia  fija  de  la 

partícula de Lennard-Jones central  por medio del  uso de vínculos (“constraints”),  a  la  vez  que un potencial  
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angular armónico con una ángulo de equilibrio de cero grados se impone entre las tres partículas, como modo de 

modular la distribución del momento dipolar (Figura 1-1.D). Las dos partículas cargadas interaccionan con las 

partículas  análogas  en  otras  moléculas  únicamente  vía  interacciones  de  Coulomb.  A  pesar  del  uso  de 

interacciones  electrostáticas  explicitas,  el  uso  de  un  medio  dieléctrico  continuo de  ε=2.5  es  necesario  para 

reproducir la permitividad del agua real. Esta nueva versión del agua CG del campo de fuerza MARTINI presenta 

varias mejoras entre las que se destaca, además de la mejor reproducción de las propiedades dieléctricas del 

agua,  una  disminución  del  punto  de  fusión  (282  K).  Además,  el  modelo  es  compatible  con  el  resto  de  las  

moléculas para las cuales puede utilizarse el campo de fuerzas MARTINI. Una contraindicación de este nuevo  

modelo radica en el aumento del número de partículas para representar el agua respecto de la versión original,  

aumentando el costo computacional en un factor de tres.45

Otro modelo CG de agua fue propuesto recientemente por Riniker y van Gunsteren46 (Figura 1-1.E), en el cual el 

desarrollo de los parámetros se basa en el análisis sistemático de diferentes propiedades de pequeños “clusters”  

de agua extraídas a partir de simulaciones FG. Este modelo, denominado GROMOS, presenta un nivel de CG 5-1 

con dos sitios de carga puntual opuesta conectados por una distancia variable, lo cual le permite reproducir  

fenómenos  de  polarizabilidad.  Las  interacciones  electrostáticas  son  consideradas  explícitamente  entre  las 

partículas CG utilizando una distancia de "cutoff" para las interacciones de corta distancia mientras que un 

campo de reacción (“reaction field”) se emplea como corrección para las interacciones de largo alcance. Solo la 

partícula  central  incluye  interacciones  de  Lennard-Jones  estándar  (12-6).  Estas  características  permiten  la  

transferabilidad a otros programas de simulaciones, además del GROMOS, en el cual se hizo el desarrollo.

Por último, cabe mencionar el modelo propuesto por Wu et al47 denominado Big Multipole Water (BMW, Figura 

1-1.F). Este presenta tres sitios de carga parcial unidos por “constraints” entre si, para dar lugar a una partícula 

CG que representa cuatro moléculas de agua. En consecuencia, cada partícula CG lleva consigo un dipolo y un  

cuadrupolo. Las interacciones electrostáticas de largo alcance son incorporadas utilizando el método Particle 

Mesh Ewald (PME).53,54 Al igual que en el caso del modelo MARTINIp, una constante dieléctrica continua de e=1.3 

es  necesaria  para  mejorar  el  ajuste  a  la  permitividad  del  agua  real.  Adicionalmente,  las  interacciones  no 

electrostáticas  son  calculadas  utilizando  un  potencial  “suave”  entre  los  sitios  centrales  de  las  diferentes 

moléculas. 

En base a la revisión presentada en los párrafos anteriores, actualmente el desarrollo de modelos CG de agua es  

un área de intenso trabajo en el que la reproducción de las propiedades del agua liquida, en el bulk y como 

solvente  para  biomoléculas,  junto  con  una  elevada  eficiencia  computacional,  son  requisitos  cada  vez  más 
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exigentes. En tal sentido, la descripción de las interacciones electrostáticas de corto y largo alcance, la capacidad 

de autogenerar un entorno dieléctrico, el uso de potenciales estándar que faciliten tanto la transferabilidad 

entre  los  programas  de  simulación  más  comúnmente  utilizados  así  como  la  eficiencia  computacional,  son 

objetivos necesarios para nuevos modelos. 

En este marco es que se plantea como primer objetivo de la presente Tesis, el desarrollo de un modelo CG de  

agua que cumpla con los objetivos recién mencionados. Concretamente, que se base en el uso combinado de los 

potenciales de interacción no enlazante Lennard-Jones y Coulomb, que localice cargas parciales en la partículas  

CG,  las  cuales  deberán  ajustarse  junto  con  la  topología  del  modelo  para  reproducir  lo  mejor  posible  la 

permitividad  dieléctrica  del  agua  real.  Adicionalmente,  el  modelo  deberá  basar  el  tratamiento  de  las 

interacciones  electrostáticas  en  un  método  como  el  PME,  que  garantice  el  tratamiento  correcto  de  las  

interacciones  del  largo  alcance.  Por  otro  lado,  debe  ser  un  modelo  que  permita  llevar  la  escala  de  las  

simulaciones de DM a los micro-milisegundos y ser funcional como solvente acuoso para biomoléculas de interés, 

entre las cuales se destaca el modelo CG de ADN publicado recientemente en nuestro grupo,55 así como otros 

desarrollo que sigan la misma filosofía. Un objetivo corolario, pero no menos importante es el desarrollo de 

iones  CG  compatibles  con  el  modelo  de  agua,  que  permitan  reproducir  las  propiedades  estructurales  y 

termodinámicas de una solución acuosa de electrolitos en la cual embeber solutos biomoleculares de interés.

Los esfuerzos realizados para llevar a cabo este objetivo se presentan en el Capitulo II de la presente Tesis. En la  

Figura 1-1.G se muestra un esquema del modelo que desarrolló.

Simulaciones Multiescala

La descripción de los  procesos biológicos puede a menudo requerir  el  estudio de múltiples  escalas  espacio-

temporales acopladas. En este sentido, aproximaciones donde regiones de interés son representadas a nivel FG, 

mientras  que  el  resto  del  sistema  es  tratado  a  nivel  CG  (representación  multiescala)  son  muy  atractivas.  

Particularmente importante, en este sentido, es el rol que juega la naturaleza discreta de las moléculas de agua 

en  la  formación  y  ruptura  de  enlaces  de  hidrógeno,  fuerzas  resultantes  de  interacciones  hidrofóbicas, 

apantallamiento  electrostático,  etc.,  que  son  difíciles  de  reproducir  con  una  aproximación  puramente  CG. 

Adicionalmente, dado que el agua constituye en promedio 80% de los sistemas biológicos, una representación 

multiescala donde el  soluto y las  aguas vecinas son tratadas a nivel  atomístico mientras que las  aguas más  

alejadas que constituyen el  “bulk”,  son representadas a nivel  CG,  representa una herramienta muy útil  que  
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permitiría reducir el número de partículas del sistema y consecuentemente reducir el costo computacional, sin 

comprometer la precisión de los resultados. 

Algunos ejemplos reportados en la literatura sugieren que estas técnicas multiescala constituyen una alternativa  

práctica para alcanzar varias de las escalas espaciales y/o temporales involucradas en sistemas biomoleculares 

complejos, manteniendo el detalle atómico en el soluto.9,56–59

En  términos  generales  pueden  distinguirse  dos  lineas  principales  de  desarrollo  de  métodos  multiescala:  1-

métodos de resolución adaptativa y  2-  métodos de resolución fija.  Mientras  la  primer estrategia  permite el  

cambio en el grado de representación durante la simulación, en el segundo, la representación de cada partícula,  

sea FG o CG, es fijada al comienzo de la simulación y se mantiene invariada durante la misma. A continuación se  

detallan las principales características de tales métodos.

Métodos  de  Resolución  Adaptativa.  Usualmente  estos  métodos  dividen  el  sistema  molecular  en tres 

regiones: FG, híbrida FG-CG , y CG. Las partículas pueden cruzar de una región a otra cambiando su resolución en 

el paso de su trayectoria dentro de la caja de simulación, es decir una partícula CG puede convertirse en una FG y 

viceversa. La transición es gobernada por una función de escalado que interpola las fuerzas o potenciales de  

interacción entre las regiones FG y CG, asignando la identidad de una partícula dada de acuerdo a su posición. El  

uso de una región de interfase es necesaria para “suavizar” la energía potencial y cinética del sistema cuando un  

grupo cambia de resolución al moverse por la caja de simulación.60 Distintas alternativas se han propuesto en la 

literatura. A modo de ejemplo las estrategias propuestas por Ensing et al61  y Praprotnik et al62 utilizan diferentes 

campos de fuerza en cada región e integran las ecuaciones de movimiento de Newton para propagar la dinámica.  

Por el  contrario,  Heyden y Thrular63 definen un único Lagrangiano para el  sistema completo integrando las 

ecuaciones de movimiento de Euler-Lagrange. La importancia de esta distinción radica en que, cuando los grados  

de libertad de un grupo de átomos cambia dependiendo de las coordenadas, el funcional de energía potencial  

del sistema es dependiente a la vez de la velocidad y las coordenadas. En este marco, el tercer método ofrece la 

ventaja de conservar la energía y los momentos lineal y angular cuando se pasa de una región del sistema a otra. 

A pesar de problemas menores (pérdida de orden y pequeñas oscilaciones de la densidad en la región híbrida), 

estos  métodos  son  altamente  prometedores  para  las  simulaciones  multiescala  de  materia  condensada.  La 

principal contraindicación es que este tratamiento funciona bien con el uso de un nivel de CG 1-1, proveyendo 

solo un relativamente pequeño incremento de la eficiencia computacional.
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Métodos  de  Resolución  Fija.  Varios métodos se han propuesto para resolver el problema de simular un 

soluto FG en un entorno CG. La ventaja en estos casos, adicionalmente a concentrar el esfuerzo computacional  

solo en una región de interés, es que no se requieren transformaciones posición-dependiente. En los próximos  

párrafos se describen algunas de estas metodologías junto a sus ventajas y desventajas.

Michel et al64 desarrollaron un modelo CG para lípidos compatible con el modelo CG de agua SSD, mencionado en 

la sección anterior.51 En base a este modelo, desarrollaron un esquema híbrido utilizando términos de escalado 

adicionales para considerar las interacciones directas entre solutos tratados a nivel FG y el entorno CG (agua y 

membrana). Esta aproximación ha sido probada exitosamente en la reproducción de coeficientes de partición 

agua-octano  y  luego  aplicada  para  describir  la  interacciones  entre  la  membrana  plasmática  y  agentes 

antimicrobianos.65 

Por su lado, Shi et al66 propusieron una derivación sistemática de parámetros de interacción FG-CG basada en los  

métodos MultiScale Coarse Graining (MS-CG).67 Esta aproximación utiliza un procedimiento de Force Matching 

para determinar el campo de fuerza efectivo "pair-wise" CG directamente a partir de las fuerzas medidas en una 

trayectoria  obtenida  por  simulación  de  DM  FG.  Las  interacciones  en  el  sistema  de  resolución  múltiple  son 

divididas en : FG, FG-CG, y CG. Las interacciones FG son las mismas que las utilizadas en las simulaciones FG de 

referencia. Las interacciones CG son obtenidas aplicando la aproximación MS-CG a las fuerzas generadas durante 

la simulación FG . Finalmente, para reproducir la fuerza entre partículas de diferente resolución, se sustrae de la  

fuerza general del sistema, la correspondiente a las interacciones FG-FG y CG-CG, y las  fuerzas residuales se  

utilizan  para  ajustar  los  parámetros  de  interacción  FG-CG.  Los  resultados  obtenidos  con  esta  aproximación 

muestran muy buena reproducción de las características estructurales de sistemas péptido-membrana.

Más recientemente, Rzepiela et al68 presentaron un ingenioso método alternativo para acoplar dos niveles de 

resolución, modelando las moléculas FG de manera tal  que transportan un sitio de interacción virtual en el  

centro de masa de cada molécula. A través de tales sitios, las moléculas FG interaccionan con el entorno CG 

usando potenciales CG previamente determinados. La fuerza resultante de las interacciones CG sobre un sitio 

virtual es distribuida sobre los átomos a los que corresponde tal sitio, como una fracción pesada por la masa de la  

fuerza total que actúa sobre el sitio. Por lo tanto, no se requieren potenciales de interacción específicos FG-CG.  

De este modo, este método puede aplicarse a campos de fuerza FG y CG genéricos en los paquetes de simulación  

comúnmente utilizados. La desventaja observada por el momento de esta metodología es que la reproducción 
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cuantitativa de los efectos de solvatación solo se logra aplicando una constante dieléctrica homogénea en el  

sistema como parámetro de ajuste libre. El cálculo de potencial de fuerza media para la solvatación de moléculas 

de dialanina utilizando butano o agua, es un ejemplo de tal problema.68

Como se menciona más arriba, la primera parte de este trabajo se centra en el desarrollo de un nuevo modelo CG 

de agua e iones. Una vez dado ese paso, se planteará como segundo objetivo general, la utilización de dichos 

modelos para simulaciones multiescala. De este modo se aprovechan los avances del modelado CG del entorno  

acuoso  en el modelado de resolución múltiple.

Dado que uno de los objetivos principales que se persiguen en el desarrollo del modelo CG de agua e iones es la  

eficiencia computacional, asociada necesariamente con un elevado nivel de CG, la metodología de Resolución 

Fija es  la opción de modelado multiescala más conveniente. El Capitulo IV de la presente Tesis  presenta los 

principales resultados en esta dirección.
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Capítulo I I

Desarrollo de un Nuevo Modelo CG para Solvatación Acuosa

Introducción 

En el contexto del desarrollo de modelos simplificados, el tratamiento de los efectos del solvente representa un 

problema desafiante. Como se comentó en la Capítulo I, actualmente asistimos a un importante esfuerzo en este 

sentido,  con  varios  modelos  propuestos  en  la  literatura,  que  se  diferencian  en  el  nivel  de  CG,  topología  

molecular, tipo de funciones de energía potencial que requieren, modo del tratamiento de las interacciones de 

largo alcance,  transferabilidad y  aplicabilidad.  En este  marco  pueden identificarse  una serie  de puntos que 

demandan esfuerzos adicionales: electrostática explicita de largo alcance, permitividad dieléctrica autogenerada 

sin necesidad de aplicar una constante dieléctrica homogénea, uso de potenciales estándar (Lennard-Jones y  

Coulomb) que aseguren la transferabilidad a los paquetes de simulación más comúnmente usados, aplicabilidad  

a la solvatación de mono- y polielectrolitos, elevado nivel de CG. En el presente capítulo se presenta un nuevo 

modelo  CG  de  agua  derivado  de  conceptos  fisico-químicos  elementales  y  que  intenta  responder  a  tales  

exigencias. 

El modelo se compone de cuatro partículas CG, que denominaremos superátomos, inter-conectados de manera de 

lograr una molécula CG que presenta un arreglo con conformación tetraédrica (Figura 2-1). Cada superátomo 

porta una carga parcial explícita, con lo cual el líquido conformado por dichas moléculas es capaz de generar su 

propia permitividad dieléctrica, evitando el uso de una constante dieléctrica homogénea en el medio. Como se 

muestra  más  adelante,  el  modelo  es  capaz  de generar  una razonable representación de varias  propiedades 

comunes  del  agua  líquida  en  un  rango  de  temperaturas  relevante  respecto  del  espectro  biológico.  Como 

ejemplos del potencial de este modelo, se estudiaron en primer lugar algunas propiedades fisico-químicas del  

agua y la solvatación de iones monovalentes CG también desarrollados en el marco del presente trabajo (Na+, K+ 

y Cl-). Posteriormente se extendió su aplicación al estudio de la hidratación del ADN utilizando un modelo CG de 

esta macromolécula, desarrollado recientemente en nuestro grupo.1 Dicho modelo se mostró capaz de generar 

información estructural y dinámica de resolución pseudoatómica utilizando un esquema de solvatación implícita 

por medio de la aproximación de Born Generalizada.2 
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Figura  2-1.  Desde  el  agua  FG  al  agua  CG.  A-  Foto tomada a partir de una simulación de DM de agua FG mostrando el típico ordenamiento  

tridimensional del agua en el “bulk”. Las moléculas grises representan el l íquido "bulk". La organización estructural es ilustrada a través de algunas 

moléculas de agua que ocupan los vértices de tetraédros regulares que saturan la capacidad de formación de enlaces de hidrógeno (líneas punteadas)  

del agua situada en el centro del tetraédro. B-  La posición de cada átomo de oxigeno en los vértices de los tetraédros mostrados en A se muestran  

ahora con esferas rojas. El concepto detrás del modelo WAT FOUR (WT4) es que estos “clusters” tetra édricos elementales pueden representarse por 

cuatro  superátomos unidos  por constantes armónicas.  Los  enlaces  de tipo covalentes  incluidos  en el  modelo WT4 son representados  por líneas  

punteadas oscuras, mientras que las interacciones inter-cluster (vdW+Coulomb) se ilustran con las líneas punteadas claras. El modelo implica que un  

número de moléculas de agua son consideradas de manera implícita (moléculas semi-transparentes). Cabe notar que las moléculas representadas 

implícitamente no se limitan a las del centro de cada "cluster", sino que también caen dentro de esa categoría las moléculas que se localizan en el  

centro de los tetraédros que se forman por interacción de superátomos pertenecientes a diferentes moléculas de WT4 (por ejemplo la molécula de  

agua en el centro del tetraédro denotado con líneas punteadas claras). Las posiciones de todos los elementos mostrados en A y B son idénticas. C-  Foto 

tomada de una simulación de DM CG mostrando la organización estructural del WT4 en el "bulk". El modelo reproduce el ordenamiento tetraedrico en  

el espacio a través de la formación de interacciones no covalentes, a un nivel más elevado de granularidad. Los planos rojos evidencian la presencia de 

arreglos tetraédricos formados entre diferentes moléculas de WT4, conteniendo implícitamente una molécula de agua. D -  La organización ideal de un 

“cluster” tetraédrico de agua da lugar a la geometría del WT4. La separación de 0.28nm entre el átomo de oxigeno localizado en el centro del tetraédro 

y sus vértices corresponde con la distancia oxígeno-oxígeno (primer esfera de solvatación). Este “cluster” elemental puede mapearse en una molécula  

de WT4 (abajo) compuesta de cuatro superátomos unidos. Los esferas de color rojo y blanco indican superátomos cargados negativa- (superátomo tipo-

oxigeno, OWT4) y positivamente (superátomo tipo-hidrógeno, HWT4) con carga parcial de -/+0.41e, respectivamente.

En el presente trabajo se extendió su aplicabilidad para ser utilizado también en presencia de solvente expl ícito. 

La  reproducción  de  características  de  hidratación  del  ADN,  como  por  ejemplo,  espinas  de  solvatación, 
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especificidad en la interacción con electrolitos y cambios estructurales asociados a la unión de cationes en el 

surco menor, ilustran la utilidad del modelo de agua como solvente acuoso capaz de reproducir condiciones  

fisiológicas.

Métodos

Descripción  del  modelo.  La idea que subyace al modelo es que, debido a sus características moleculares, el 

agua  pura  se  comporta  como  un  líquido  estructurado  capaz  de  formar,  entro  otros  arreglos  estructurales,  

"clusters" tetraédricos transitorios.3

Dichos  "clusters"  se  componen de un agua central  coordinada por  otras  cuatro  moléculas  que se  disponen  

imitando los vértices de un tetraédro (Figura 2-1.A). En dicho arreglo, el agua central se encuentra aislada del 

entorno fuera del tetraédro. En este sentido, la hipótesis de trabajo es que, debido a la replicación de dicha 

estructura  en  el  seno  del  líquido,  la  molécula  central  de  cualquier  tetraédro  podría  modelarse  de  manera 

implícita, pasando de un líquido altamente empaquetado (nivel atómico) a uno de mayor granularidad (nivel CG)  

(Figura 2-1.B). Con el objetivo de reproducir la organización estructural del líquido, se generó una topología 

molecular  en  la  que  cuatro  superátomos  ligados  entre  sí  se  colocan  en  los  vértices  del  tetraédro  que  son  

ocupados por los átomos de oxígeno del agua en el caso atómico. Debido a que se utilizan cuatro superátomos 

para representar dicho arreglo el modelo se denomino WAT-FOUR (WT4). La topología propuesta implica que 

dentro de cualquiera de dichos tetraédros, las interacciones de enlace de hidrógeno que mantienen la cohesión 

del agua líquida son representadas por interacciones armónicas (“resortes”) que ligan los cuatro superátomos 

(Figura 2-1.B). Las interacciones entre los "clusters" elementales son consideradas vía términos de Lennard-Jones 

y Coulomb estándar en un Hamiltoniano clásico:

Estas  fuerzas  reproducen  el  ordenamiento  tetraédrico  global  del  agua,  permitiendo  que  los  "clusters"  

elementales difundan libremente. Análogamente a la generación de ordenamiento tetraédrico promovido por 

dichos "clusters" en su entorno, la presencia de una molécula de WT4 recrea en su entorno un ordenamiento 
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similar pero con mayor granularidad (Figura 2-1.C). De hecho, la estructura de una molécula de WT4 es replicada  

en el seno del líquido por la combinación de superátomos de las diferentes moléculas de WT4 que rodean a la  

central.  Este tipo de ordenamiento produce intersticios inter-moleculares que pueden considerarse ocupados 

implícitamente por las aguas localizadas en el centro de los tetraédros observados a nivel atómico. Por lo tanto,  

tales aguas implícitas pueden estar presentes no solo dentro de cada molécula de WT4 sino también en las 

posiciones centrales de tetraédros formados por superátomos provenientes de diferentes moléculas (Figura 2-1-

B,C). Esto sugiere que las moléculas de WT4 en el "bulk" tienen la capacidad de formar interacciones similares a  

redes de enlaces de hidrógeno.

Dado que la distancia entre el átomo de oxígeno central de un "cluster" tetraédrico (Figura 2-1.D) y cualquier 

otro oxígeno es de ~0.28 nm,4 y considerando la geometría de un tetraédro perfecto, la distancia de equilibrio 

entre superátomos se fijó en 0.45 nm. 

 Tabla  2-1.  Parámetros de interacción de los modelos de agua e iones CGa

parámetros enlazantes

masa (au) carga (e) σb (nm) ε (kJmol-1) deq (nm) kbond(kJ mol-1 nm-2)c

SPC(27) Ow: 16 Ow: -0.82 0.3166 0.650 0.1d 172500

Hw: 1 Hw: +0.41

TIP3P(28) Ow: 16 Ow: -0.834 0.315061 0.6364 0.09572d 251208

Hw: 1 Hw: +0.417

WT4 OWT4: 50 OWT4: -0.41 0.42 0.55 0.45e 2092

HWT4: 50 HWT4: +0.41

NaW
+ 130.99 1 0.58 0.55

KW
+ 147.1 1 0.645 0.55

ClW
- 143.45 -1 0.68 0.55

a Los parámetros de dos modelos de agua FG comúnmente usados (SPC y TIP3P) se incluyen a modo de comparación. b Distancia entre el centro del 

átomo y el mínimo de la función de Lennard-Jones. c Corresponde a la aproximación de la forma Ebond=Kbond(d-deq)2. d Distancia hidrógeno-oxigeno. e 

Distancia inter-superátomo.

Para las interacciones ligadas de a pares se utilizó una constante de fuerza en el entorno de la correspondiente a 

un enlace de hidrógeno. Se probaron valores en el rango desde 837-4184 KJ/mol nm 2 (2-10 Kcal/mol A2) eligiendo 

al  final  un  valor  de  2092  KJ/mol  nm2 (5Kcal/mol  A2)  por  ser  el  que  permitió  un  mejor  ajuste  a  diferentes 
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propiedades del agua pura. Por tratarse de una constante de fuerza débil, la molécula presenta un notable nivel 

de  plasticidad,  resultando  en  pequeñas  desviaciones  de  la  estructura  perfectamente  tetraédrica  frente  a 

fluctuaciones en la temperatura y a interacciones con otras moléculas de la misma especie u otra. 

A su vez, estas deformaciones podrían ser identificadas con el ordenamiento no perfecto presente en el agua a  

temperatura ambiente. Debido al arreglo tetraédrico, solo esos dos parámetros para las interacciones ligadas son 

necesarios (ver Tabla 2-1 y Figura 2-1.D)

Las  interacciones  no  ligadas  se  modelaron  vía  potenciales  de  Lennard-Jones  y  Coulomb,  los  parámetros 

correspondientes se muestran en la Tabla 2-1. Las cargas parciales se asignaron considerando que la molécula 

central de agua de un tetraédro dado neutraliza parcialmente las cargas de las aguas en los vértices por la  

formación de enlaces de hidrógeno. En tal sentido, si las cargas atómicas del agua son q para el hidrógeno y -2q 

para  el  oxigeno,  entonces  los  vértices  del  tetraédro  tendrán,  dos  de  ellos  carga  q (aceptores  de  enlace  de 

hidrógeno) y los otros dos carga -q (dadores de enlace de hidrógeno). La asignación de cargas parciales es un 

problema  no  resuelto  incluso  en  los  modelos  atomísticos.  En  el  caso  particular  del  agua,  esta  tarea  se  ha 

realizado  de  diferentes  maneras,  desde  ajustar  parámetros  para  reproducir  propiedades  medidas 

experimentalmente en fase acuosa o gas, hasta potenciales “ab initio” derivados de cálculos sobre pequeños  

"clusters" de moléculas. Sin embargo, ningún modelo disponible es capaz de reproducir todas las propiedades 

con buena precisión. En vista de esto, y dado el importante nivel de aproximación utilizado en el modelo que 

proponemos,  solo  se  intento  que  las  interacción electrostática  entre  los  superátomos del  modelo  CG fuera 

comparable  a  enlaces  de  hidrógeno atomístico.  Por  lo  tanto,  se  utilizaron las  mismas  cargas  parciales  que  

presentan los modelos atomísticos comunes de tres puntos (Tabla 2-1). Entre tales modelos, la distribución de 

cargas  que  mejor  permitieron  reproducir  observaciones  experimentales  fue  la  del  modelo  atomístico 

denominado “Single Point Charge” (SPC).5 Por otro lado, el radio de van de Waals y el mínimo de energía del 

potencial  de  Lennard-Jones  fueron  utilizados  como  parámetros  libres  de  ajuste.  Las  interacciones  intra-

moleculares no enlazantes fueron excluidas.

La masa de cada superátomo fue asignada ajustando la densidad de WT4 a la correspondiente a agua líquida a 

300K y 1 bar. La masa por superátomo necesaria para el ajuste a  1 g/ml resultó ser 50 au. Considerando que la 

masa de cada molécula de agua es de 18 au, entonces cada superátomo representa ~2.8 moléculas de agua, y por  

ende cada molécula de WT4 representa ~11 aguas. Por lo tanto, cada vez que se comparen propiedades fisico-

químicas, se considera un factor de normalización de 11.

El factor de empaquetamiento de las esferas de WT4 calculadas como el volumen de la caja cúbica que contiene 
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moléculas de WT4 dividido entre el volumen excluido de los superátomos es ~0.47, similar al 0.5 calculado para el  

modelo atomístico SPC. Estos valores son significativamente menores que el valor ideal de 0.74 esperado para el 

empaquetamiento hexagonal compacto (la máxima compactación posible para esferas rígidas). Esto sugiere que 

la estructura del WT4 en el seno del líquido deja un número de cavidades intersticiales levemente mayor que el  

modelo SPC.

Modelo  CG  de  iones.  Durante el presente trabajo se desarrollaron también modelos CG para tres especies 

iónicas, concretamente, los estados solvatados de Na+, K+ y Cl-, que se denominaron NaW+, KW+ y ClW-. Los iones 

fueron  desarrollados  considerando  que  cada  ion  se  mueve  siempre  transportando  su  primera  esfera  de 

solvatación. Se considera que esto equivale a seis moléculas de agua ligadas a cada ion en cada uno de los tres  

casos.6 Por lo tanto, sus masas se fijaron como la suma de la masa del ion más la de seis moléculas de agua (ver 

Tabla  2-1).  Las  cargas  se  fijaron en el  valor  unitario,  positivo  o negativo,  correspondiente  a  cada  ion.  Para 

determinar los radios de van der Waals de los iones solvatados se utilizó la posición del segundo máximo de la 

función de distribución radial (RDF, acrónimo derivado del inglés: “radial distribution function”) de los iones 

hidratados reportada por medio de experimentos de difracción de neutrones.7 Para la profundidad del pozo de 

potencial de van der Waals se usó el mismo valor que para los superátomos de WT4, ya que cuando una molécula  

de WT4 contacta a un ion CG, esta interacciona con su primera esfera (implícita) de solvatación. Una lista de los 

parámetros refinados para las interacciones no ligadas para los iones CG se detalla en la Tabla 2-1. 

Modelo  CG de ADN.  El sistema CG usado para el ADN fue esencialmente el mismo que el presentado por Dans 

et  al.1 Dicho modelo  representa las  bases  del  ADN utilizando seis  superátomos con un mapeo que permite 

mantener el “sentido químico” del reconocimiento específico de tipo Watson-Crick y la polaridad 5'-3'(ver Figura 

2-2). De manera análoga al agua e iones, las interacciones moleculares son evaluadas utilizando el Hamiltoniano  

clásico. Además, los superátomos del ADN también contienen una carga parcial, lo cual permite la evaluación de 

las  interacciones electrostáticas de manera explícita.  Dado que el  modelo original  de ADN fue desarrollado 

utilizando  una  representación  implícita  del  solvente  por  medio  del  método  de  Born  Generalizado,  su 

transferencia al solvente explícito utilizando WT4 y los iones desarrollados en el presente trabajo requirió la 

modificación de algunos parámetros para  la  mejorar  la  estabilidad de la  doble  hélice.  Estas modificaciones 

resultaron altamente beneficiosas ya que permitieron también aumentar considerablemente el paso de tiempo 

utilizando para la integración de las ecuaciones de movimiento, pasando de 5 fs a 20 fs. 
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Figura 2 -2.  Mapeo  entre los  modelos  FG  y CG de ADN.  Los círculos ilustran las coordenadas de los elementos de la representación FG que se 

conservan en el esquema CG. Se muestra los nombres de residuos y superátomos, así como la conectividad. 

Tales modificaciones fueron validadas comparando los parámetros helicoidales obtenidos en la simulación con 

solvente explícito con la correspondiente en solvente implícito, así como con simulaciones atomísticas y datos 

experimentales. 

Simulaciones  de  Dinámica  Molecular.  Todas las simulaciones de dinámica molecular fueron llevadas a 

cabo utilizando el programa GROMACS 4,8–10 en el ensemble NPT (excepto en los casos que se mencionan más 

adelante). La temperatura fue acoplada al termostato Nose-Hoover,11,12 mientras que para la presión se utilizó el 

baróstato Parrinello-Rahman13,14 con tiempos de acoplamiento de 1 y 5ps, respectivamente. Un radio de corte 

(“cutoff”) de 1.2 nm se utilizó para las interacciones no ligadas, a su vez la electrostática de largo alcance fue 

evaluada por medio de la aproximación de Particle Mesh Ewald.15,16 Para las simulaciones FG se uso un paso de 
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tiempo de 2 fs,  mientras que para  las  simulaciones CG el  paso de tiempo fue de 20 fs.  El  uso de pasos de 

integración tan grandes  puede  traer  consigo  la  posibilidad  de  problemas  de  conservación  de  energía.  Para 

descartar  si  tal  problema está presente  en nuestros  modelos  se  realizaron una serie  de simulaciones  en el 

ensamble NVE utilizando un paso de integración de 20 fs y variando el cutoff de las interacciones no ligadas. Para 

una precisión aceptable en la integración de las ecuaciones de movimiento, las fluctuaciones en la energía total  

deberían ser menores a un quinto (20%) de la energía cinética o potencial del sistema.17 Como se muestra más 

adelante dicho criterio  se  satisface muy bien con fluctuaciones  en la energía  total  representando 5% de la 

energía potencial o cinética, utilizando un cutoff de 1.0, 1.2 y 1.5 nm. En tal sentido, se justifica el uso de un 

“cutoff” para las interacciones no ligadas de 1.2 nm, que además de asegurar la conservación de la energía, 

permite  incluir  las  interacciones  no  ligadas  hasta  la  segunda  molécula  vecina  de  WT4  en  el  líquido.  

Adicionalmente, se realizaron simulaciones en el ensamble NVT para algunos sistemas con el objetivo de calcular 

la tensión superficial del WT4 y la presión osmótica de los iones. 

Todas las interacciones (WT4-WT4, WT4-ion, ion-ion, ión-ADN, WT4-ADN y ADN-ADN) se calcularon directamente 

con el Hamiltoniano implementado en GROMACS, que es común a los utilizados en los paquetes estándar de 

simulaciones  moleculares.  Las  interacciones  de  Lennard-Jones  fueran  evaluadas  por  medio  de  la  reglas  de 

combinación de Lorentz-Berthelot. 

Se construyeron cinco sistemas FG (S1-5
FG)  y  quince sistemas CG (S1-15

CG)  para  evaluar diversas propiedades de 

interés (ver Tabla 2-2). Las simulaciones FG fueron utilizadas para obtener propiedades de referencia con las 

cuales comparar los resultados de las simulaciones CG. Los sistemas S1
FG y S4

FG se usaron para calcular la densidad 

y el coeficiente de difusión en el rango de temperaturas entre 5-55º Celsius en tomando pasos de 5º y simulando 

por 5 ns cada uno (ver Tabla 2-2). 

Tanto las RDF ión-Oagua y el potencial electrostático (en la línea que conecta dos iones) fueron calculadas a partir  

de los sistemas S2
FG y S3

FG, en los que la distancia catión–anión  se mantuvo fija en 3.6 nm durante la simulación. 

Esta  propiedad  también  se  calculó para  el  sistema  S1
FG a  temperatura  ambiente  a  modo  de  referencia 

correspondiente al agua pura. El sistema S5
FG se utilizó para validar la metodología de medida de la presión 

osmótica que se describe más adelante.

Respecto de las simulaciones CG, las propiedades del agua "bulk" bajo condiciones ambiente fueron obtenidas de 

los sistemas S1
CG.  El  comportamiento del  modelo en el  rango de temperaturas entre 278-328 K (5-55º C) fue 

estudiado usando el sistema S2
CG. El escaneo de temperaturas fue llevado a cabo igual que en el caso FG (S 1

FG y 

S4
FG) pero utilizando ventanas temporales de 20 ns en lugar de 5 ns. 
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La tensión superficial y la compresibilidad isotérmica al nivel CG se calculó utilizando los sistemas S3
CG y S4

CG, 

respectivamente, de acuerdo con los siguientes pasos, propuestos en la literatura.18 Primero, una configuración 

inicial a 300 K y 1 bar se somete a 0.1 ns de equilibrarían en el ensamble NVT, la configuración resultante se  

utilizó, por un lado para construir el sistema S3
CG agregando secciones de vacío arriba y abajo de la caja de agua, 

de manera que el tamaño de la caja en la dirección del eje z se triplicó. Una simulación de 3 ns de producción en 

el ensamble NVT a 300 K se llevó a cabo en tal sistema, a partir del cual se pudo calcular la tensión superficial en 

Tabla 2-2.  Descripción de los sistemas simulados

sistema
model
o de 
agua

número de 
moléculas

especies iónicas (número de 

iones)a soluto
temperatura 

(K)

tiempo de 
simulación 

(ns)

concentración 
de pares 

iónicas (M)

FGb S1
FG SPC 2483c

Na
+
(1) Cl

-
(1) 278-323 45

FG S2
FG SPC 5368c

K
+
(1) Cl

-
(1) 300 20 0.01

FG S3
FG SPC 5368c 300 20 0.01

FG S4
FG TIP3P 2483c

Na
+
(34) Cl

-
(34) 278-323 45 0.5

FG S5
FG TIP3P 7612c 300 15

CGd S1
CG WT4 497e 300 100

CG S2
CG WT4 497e 278-328 200

CG S3
CG WT4 268e 300 3

CG S4
CG WT4 268e 300 3

CG S5
CG WT4 473e

NaW
+
(1) ClW

-
(1) 300 100 0.01

CG S6
CG WT4 473e

KW
+
(1) ClW

-
(1) 300 100 0.01

CG S7
CG WT4 456e

NaW
+
(44) ClW

-
(44) 300 30 0.5

CG S8
CG WT4 456e

KW
+
(44) ClW

-
(44) 300 30 0.5

CG S9
CG WT4 174e

NaW
+
(7) ClW

-
(7) 300 200 0.2

CG S10
CG WT4 174e

KW
+
(7) ClW

-
(7) 300 200 0.2

CG S11
CG WT4 170e

NaW
+
(11) ClW

-
(11) 300 200 0.3

CG S12
CG WT4 170e

KW
+
(11) ClW

-
(11) 300 200 0.3

CG S13
CG WT4 655e

NaW
+
(34) ClW

-
(34) 300 100 0.5
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CG S14
CG WT4 655e

KW
+
(34) ClW

-
(34) 300 100 0.5

CG S15
CG WT4 506e

NaW
+
(19) KW

+
(19) ClW

-
(16) ADN CG 300 4000 0.15f

a
 Parámetros tomados de Berendsen et al19 y van Gunsteren et al.20 En el sistema S5

FG
, los parámetros de CHARMM PARAM2721 fueron utilizados. 

b 

FG: del ingles “Fine Grain”. 
c
 moléculas de agua FG. D CG: del ingles “Coarse Grain”.  

e
 moléculas de WT4. 

f
 sin considerar los 22 contraiones para 

neutralizar la carga del ADN.

base a los tensores de presión: 

γ=
L

z

2
〈P

zz
−(P

xx
+P

yy

2 )〉

Por  otro  lado,  la  configuración  obtenida  por  equilibración  NVT  se  utilizó  también  como  estructura  inicial 

(sistema S4
CG)  para  una simulación de 3  ns en ensamble NPT a 300 K y  1 bar,  a  partir  de ella se  calculo la  

compresibilidad isotérmica de acuerdo con la siguiente ecuación:22

κ=
〈V 2〉−〈V 〉2

〈V 〉 k
B

T

Las RDFs entre ion-WT4 y el perfil de potencial electrostático (obtenidos de igual manera que sus pares FG) 

fueron calculados para los sistemas S5
CG y S6

CG y comparados con los sistemas FG S2
FG y S3

FG, respectivamente, de 

manera de verificar la habilidad del modelo CG de reproducir los resultados atomísticos. Los sistemas S7
CG y S8

CG se 

utilizaron  para  calcular  las  RDFs  ion-WT4  a  una  concentración  aproximada  de  0.5M,  de  modo  de  poder  

compararla con los datos experimentales.7 

Las longitudes de Bjerrum (λB) y Debye (κ-1) fueron calculadas como:

λ
B

( ρ )=
(1.0×10

9) βe2

4πϵ
0
ϵr ( ρ )

κ−1 ( ρ )=( 2 (1 .0×10
−15 )F2 ρ

RTϵ
0
ϵ

r
( ρ ) )−

1

2
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donde β es la energía térmica, ε0 = 8.85 x 10-12 C2J-1m-1, F=96485.3399 C mol-1 y R = 8.314472 J mol-1K-1.

Las constantes dieléctricas de las soluciones de electrolitos (Na+Cl- y K+Cl-) a diferentes concentraciones (0.2M y  

0.3M) fueron obtenidas de las simulaciones de los sistemas S9-12
CG (ver Tabla 2-2).

La presión osmótica se midió en base a la metodología presentada por Roux y Luo.23  La idea que subyace a este 

método es simular una solución acuosa donde los iones se mantienen restringidos a moverse solo en la mitad de  

la caja de simulación. A partir de la fuerza ejercida por vínculos armónicos, que mide la tendencia de los iones a  

abandonar el  centro de la caja de simulación,  se puede calcular la  presión osmótica.  Para  llevar  a cabo tal 

simulación se uso la estrategia denominada BRIM.24 Esta estrategia se basa en colocar un conjunto de sitios 

virtuales tales que su movimiento se fija en un plano (pero permitiendo que se muevan libremente dentro del  

mismo) y se aplican restricciones de distancia entre tales sitios virtuales y los iones. Para el c álculo de la presión 

osmótica, el plano de sitios virtuales se eligió tal que sea ortogonal al eje z en una posición fija correspondiente 

a un cuarto de la caja de simulación en tal dirección. Los iones son libres de moverse en las direcciones x e y,  

mientras que restricciones armónicas actúan en la dirección z solo luego de un determinado “cutoff”. De esta 

manera, se imita la presencia de dos paredes virtuales que confinan el movimiento de los iones a la mitad del  

volumen de la caja de simulación. Para este propósito se prepararon los sistemas S13,14
CG (Tabla 2-2) de la siguiente 

manera. Una caja de simulación rectangular se llenó de moléculas de WT4 e iones CG (NaW
+
ClW

-
: S13

CG y KW
+
ClW

-
: 

S14
CG)  fueron  agregados  reemplazando  moléculas  de  WT4  solo  en  la  mitad  de  la  caja,  alcanzando  una 

concentración  molar  de  0.5M.  Para  cada  ion,  un  sitio  virtual  se  colocó en  el  plano  de  sitios  virtuales  y  se 

establecieron restricciones armónicas entre ellos (ver Figura 2-3). Tales sistemas se sometieron a minimizaciones 

de energía seguidas de 500 ps de equilibración en condiciones ambiente, manteniendo el área x-y fija mientras 

que  la  dirección  z  se  acopló a  un  baróstato  para  fijar  la  presión  del  sistema  en  1  bar.  Finalmente,  una 

equilibración de 1.0 ns en el ensemble canónico fue seguida de diez simulaciones de producción de 10 ns cada 

una (variando las  velocidades iniciales).   La presión osmótica,  para cada simulación,  se calculó utilizando la 

siguiente ecuación:

π=

K
1

N
∑

N
∑

i

((zion

(i) −zvirtual

(i) )−d
0
)

2 Lx Ly

donde K es la constante de fuerza usada en las restricciones de distancia armónica entre los sitios virtuales y los 
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iones (10 Kcal mol-1 A-2), N es el número total de pasos de simulación., zion
(i) y zvirtual

(i) son los componentes de las 

posiciones del ion y el sitio virtual sobre el eje z (considerados únicamente cuando su diferencia supera d0), d0 es 

la distancia de equilibrio de la restricción de distancia (2.4 nm) y LxLy es el área de la caja en el plano x-y. La 

expresión es  dividida entre  2  para  promediar  sobre  ambas  paredes  virtuales.  Los  valores  reportados  son el 

promedio de las diez trayectorias independiente obtenidas. Esta misma aproximación fue empleada sobre el 

sistema  S5
FG   con el objetivo de validar la metodología comparando con datos experimentales y resultados de 

simulación FG reportados en la literatura.23 En este caso agua FG (TIP3P) e iones FG (CHARMM PARAM27) fueron 

utilizados (Tabla 2-2).

Figura 2-3.  C álculo de la presión osmótica.  Ilustración del tipo de sistema empleado en el cálculo de la presión osmótica. El movimiento de los 

iones (azul y cyan) está restringido a la mitad de la caja de simulación por medio de restricciones armónicas de distancia entre ellos y un conjunto de  

sitios virtuales (verde), un sitio por ion, cuyo movimiento está restringido, a su vez, al plano x-y en la posición equivalente a un cuarto de la caja en la  

dirección z (PLANO DE SITIOS VIRTUALES). De esta forma, se crean dos PAREDES  VIRTUALES en la caja de simulación, que confinan el movimiento de  

los iones al espacio ente ellas, pero permitiendo que las moléculas de agua se muevan por toda la caja.  

Por  último  se  realizó una  simulación  de  4  microsegundos  (S15
CG)  de  una  doble  hélice  de  ADN  utilizando  la 
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secuencia de Drew-Dickerson 5'-d(CGCGAATTCGCG)-3'  en una caja  de simulación de tipo octaedro truncado y 

solvatados por moléculas de WT4 e iones a concentración fisiológica (ver Tabla 2-2). En base a tal simulación se 

evaluó el comportamiento estructural global del ADN, su hidratación e interacciones específicas ADN-agua y 

ADN-iones. Los parámetros helicoidales del ADN fueron calculados usando el programa Curves. 25 La disminución 

del ancho del surco menor, que en adelante denominaremos con la palabra en inglés “narrowing” fue analizada. 

Para ello, se estimó la distancia promedio interfosfato entre hebras opuestas en base a los siguientes pares: {(5 

24), (6 23), (7  22), (8 21), (9 20), (10 19), (11 18), (12 17)} (en negrita se indican los residuos que conforman el 

segmento AATT central). Los cationes se consideraron unidos al surco menor si su distancia a los grupos fosfato  

de ambas hebras opuestas es menor a 0.5 nm simultáneamente.

Resultados

En  los  párrafos  siguientes  se  describe  el  comportamiento  del  modelo  CG  de  agua  WT4  y  su  capacidad  de 

reproducir varias propiedades comunes del agua pura en estado líquido. Las comparaciones se realizaron, en lo  

posible,  con  datos  experimentales.  Sin  embargo  algunas  de  las  propiedades  calculadas  se  compararon  con 

resultados obtenidos a partir de modelos de agua FG populares como forma de proveer un marco de referencia. 

Posteriormente se analizó la estructura de solvatación en soluciones electrolíticas. Por último, como ejemplo de 

aplicación biológica, se presenta una simulación de un segmento de ADN CG embebido en agua e iones tratados 

de manera explícita con los modelos desarrollados en el presente trabajo.

W T4  puro.  Una característica importante del agua es su orden intrínseco. Una buena reproducción de la RDF 

entre los átomos de oxigeno (RDFO-O) es un objetivo común para la mayoría de los modelos atomísticos. La forma 

de la RDF más allá de las primeras esferas de solvatación provee de una idea de las características de la sustancia 

bajo  estudio.  Mientras  que  para  una  sustancia  líquida  la  RDF  debe  converger  a  la  unidad  a  distancia 

suficientemente alejada de las primeras esferas de solvatación, la observación de un comportamiento repetitivo 

es indicativo de un estado cristalino.

A  pesar  que  la  RDF  obtenida  a  partir  del  modelo  WT4  retiene  varias  características  del  agua  líquida,  la  

comparación con modelos FG (S1
FG y S4

FG), muestra algunas diferencias. La más evidente es la ausencia del primer 

pico de solvatación. Debido al tamaño y la topología de los superátomos en el WT4, este excluye un espacio en la 
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Figura  2 -4.  Propiedades  del  modelo  W T4  en  el  "bulk".  A-  RDF  (del  ingles:  Radial  Distribution  Function)  calculada  sobre  todos  los 

superátomos de WT4 a temperatura ambiente para el sistema  S 1
CG y S4

FG
 a 298 K  (líneas negra y roja, respectivamente). La posición del segundo pico  

de solvatación obtenido experimentalmente26 es identificada con la línea vertical punteada. El recuadro interior de A muestra el comportamiento de la 

RDF al variar la temperatura en el rango entre 278-328 K. Dicho perfil no muestra cambios significativos. B-  La variación de la densidad de masa del 

agua CG en función de la temperatura (cuadrados llenos) calculada para el sistema S2
CG

 se compara con datos experimentales (cuadrados vacíos)27 y con 

simulaciones de agua FG SPC (triángulos)  y  TIP3P (círculos)  correspondientes con los sistemas S1
FG

 y  S4
FG

 ,  respectivamente. El  recuadro interior 

muestra el error relativo de los modelos WT4, SPC y TIP3P respecto a los valores experimentales.  C-  Dependencia del coeficiente de difusión con la 

temperatura,  comparando  los  modelos  WT4,  SPC  y  TIP3P  (S2
CG

 (cuadrados  llenos),  S1
FG

 (triángulos),  S4
FG

 (círculos),  respectivamente)  con  datos 

experimentales28 (cuadrados vacíos). Los cuatro perfiles presentan un comportamiento lineal como se evidencia a partir de los ajustes por regresión  

lineal. 

vecindad de cada superátomo correspondiente a la segunda esfera de solvatación del agua real. En este sentido,  

el modelo WT4 puede considerarse como un modelo de segunda esfera de solvatación. De hecho, la posición del 

primer máximo en WT4 corresponde al segundo pico en el agua atómica26 (ver Figura 2-4). Es importante notar 

que la normalización a la densidad del “bulk” y el carácter más granular del modelo CG generan una diferencia  

en las alturas relativas de las distribución del probabilidad del WT4 respecto del agua real. Más aun, los enlaces 

armónicos  que  mantienen  la  estructura  tetraédrica,  inducen  una  sobre-estimación  de  la  probabilidad  de 

encontrar al primer vecino en la solución de WT4. Después del primer pico en la RDF, el tamaño relativamente  

grande del WT4 genera un ordenamiento residual que se extiende hasta ~1.2 nm, alcanzando la convergencia a la  

densidad del "bulk" luego de 1.3 nm.

Una propiedad  importante de los  modelos  de  agua líquida es  su  capacidad de reproducir  correctamente la  

difusión del agua. Claramente, la velocidad de difusión de la molécula de WT4 es mucho menor que la del agua 
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FG. A 300  K, se obtiene un valor de 2.03x10-6 cm2s-1. Sin embargo, el desplazamiento de una molecula de WT4 

representa  implícitamente  el  movimiento  del  centro  de  masa  de  ~11  moléculas  de  agua.  Por  lo  tanto,  

considerando que el desplazamiento cuadrático medio promedio del centro de masa de N moléculas es N veces 

más lento que el desplazamiento cuadrático medio promedio de N moléculas difundiendo separadamente,29,30 se 

puede concluir  que el  coeficiente de difusión para las  moléculas de agua representadas en el  modelo  CG a  

temperatura ambiente es de 2.23x10-5 cm2s-1, que coincide muy bien con el valor obtenido experimentalmente 

(Tabla 2-3).

El modelo WT4 incluye el tratamiento explícito de las interacciones electrostáticas dado que cada superátomo 

transporta una carga parcial (Tabla 2-1). Esto da lugar a la generación por parte del solvente de una permitividad 

dieléctrica propia, sin necesidad de imponer un medio dieléctrico artificial. La permitividad dieléctrica simulada 

por el WT4 es de 110. Aunque se trata de una sobre-estimación en 30% del valor real, es importante notar que el  

modelado  de  la  permitividad  dieléctrica  es  un  punto  problemático  incluso  para  modelos  atomísticos  más 

sofisticados, con valores que van desde 53 31 hasta 116.32

Un problema importante se relaciona con el ordenamiento a largo alcance inherente a las moléculas de WT4. De  

hecho,  algunos  modelos  CG  de  agua  presentan  un punto  de  congelamiento  muy cercano  a  la  temperatura  

ambiente  (41).  Por  lo  tanto,  se  llevaron a  cabo simulaciones  en  el  rango entre  278  a  328  K.  Tal  rango  de 

temperaturas cubre la mayoría de las aplicaciones de relevancia biológica que se le podría dar al modelo. El  

cálculo  de  la  RDF  en  dicho  rango  de  temperaturas  sugiere  que  el  WT4  retiene  su  carácter  líquido,  al  no 

encontrarse cambios significativos entre 278 y 328 K (Figura 2-4.A).

La densidad del modelo de WT4 fue ajustada para reproducir el valor correspondiente al agua pura a 300 K. Sin 

embargo, una buena reproducción de las variaciones de la densidad respecto de la temperatura también sería 

deseable. Del punto de vista cualitativo, se observa la esperada reducción de la densidad con la temperatura, con 

un comportamiento lineal. (Figura 2-4.B) A pesar que la dependencia funcional del agua real respecto de la  

temperatura es,  obviamente,  no lineal,  el  resultado obtenido con el  modelo CG es una buena aproximación  

dentro de dicho rango. De hecho, el error relativo de la densidad del WT4 respecto a aquella del agua real se 

mantiene por debajo del 3%, con la mayor desviación cerca del punto crítico del agua real. (Figura 2-4.B). Este 

comportamiento es comparable con los de los modelos atomísticos SPC y TIP3P (Figura 2-4.B). 

La medida de las variaciones del volumen frente a las variaciones térmicas a presión constante permite calcular 

el coeficiente de expansión isobárica para el WT4. Se obtuvo una sobreestimación de esta cantidad a 298 K (ver 

Tabla 2-3). El coeficiente de expansión para el WT4 es de 11.6x10-4 K-1 en comparación con el valor obtenido 
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Tabla  2-3.  Propiedades del agua en el "bulk" en condiciones ambiente para los modelos FG: SPC, y TIP3P y para el 
modelo CG: WT4, comparado con datos experimentales.

constante 
dieléctrica

coeficiente de 
difusión 

(10-5 cm2s-1)

coeficiente 
de expansión 

(10-4 K-1)

densidad 
de masa 

(gmL-1)

densidad 

numéricaa 

(1022 mL-1)

tensión 
superficial 

(mNm-1)

compresibilidad 
isotérmica 

(GPa-1)

WT4 110 2.23 11.6 1.0001 0.3 17 2.43

SPC 6533 3.8534 7.335 0.970536 3.2 53.437 0.5338

TIP3P 8231 5.1934 9.239 1.00239 3.4 49.537 0.5838

Exp. 78.440 2.2741 2.5327 0.997027 3.3 71.242 0.4643

a
 Calculada a partir  de la densidad de masa correspondiente,  considerando la masa molar del  agua real (18 gmol

-1
) y la del  WT4 (200 gmol

-1
). 

Consecuentemente, la densidad numérica para los modelos FG y el  valor experimental corresponden con el número de moléculas de agua por  
mililitro, mientas que para el modelo WT4, corresponde con el número de moléculas de WT4 (~11 moléculas de agua) por mililitro.

experimentalmente que es de 2.53x10-4 K-1.27 Aunque el WT4 claramente sobreestima dicha propiedad respecto el 

agua real, el valor obtenido es comparable con los valores reportados para modelos atomísticos comunes ( Tabla 

2-3).

Otra propiedad frecuentemente calculada para los modelos CG es la tensión superficial. En el caso del WT4, se  

obtiene  un  valor  de  17  mN  m-1,  que  es  prácticamente  4  veces  más  chico  que  el  valor  observado 

experimentalmente. A su vez, encontramos una compresibilidad isotérmica 5 veces mayor que la experimental 

(Tabla 2-3). Estas discrepancias son muy comúnmente encontradas en los modelos CG que condensan varias aguas 

en  una sola  entidad  molecular.18 El  origen  de este  efecto  podría  ser  la  pérdida  del  detalle  atómico  en  las 

interacciones, que disminuye las fuerzas de cohesión y aumentan la granularidad del sistema.

Una prueba aun más exigente para el modelo proviene del cálculo del coeficiente de difusión. Claramente, un 

aumento de la difusión debe ocurrir al aumentar la temperatura del sistema. Los datos experimentales indican  

que el agua pura experimenta un aumento casi lineal de la difusión en el rango de temperaturas entre 278 y 328  

K. El modelo  muestra una correcta dependencia del coeficiente de difusión con la temperatura. De hecho, se  

observa  una  muy  buena  correspondencia  con  los  datos  experimentales  en  todo  el  rango  de  temperaturas  

exploradas. (Figura 2-4.C) 

Considerando los resultados mencionados en los párrafos anteriores,  el  rango de validez del  modelo podría  

delimitarse de acuerdo con las  siguientes consideraciones: el  límite inferior se encuentra a 278 K. Su uso a  

temperaturas inferiores se desaconseja  fuertemente dado que el cambio de fase para formar agua en estado 

sólido implica efectos cuánticos que, claramente, no son considerados por los modelos CG. En el límite superior, 
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el  error relativo en el  coeficiente de difusión llega a ~11% a 328 K,  lo  cual  sugiere que las  simulaciones a  

temperaturas más altas podrían requerir la reparametrización del modelo para mantener su precisión en valores 

aceptables.

S olvatación  Iónica.  Las características del modelo WT4 permiten la posibilidad de estudiar la solvatación de 

sistemas en los que la electrostática es un componente dominante. En este contexto, se desarrollaron modelos 

CG para los tres electrolitos simples más comunes en biología: Na+, K+ y Cl-. Dado que WT4 puede considerarse 

como un modelo  de  solvatación  de  segunda  esfera,  los  iones  se  modelaron  conteniendo implícitamente su 

primera esfera de solvatación. Con el objetivo de estudiar la estructura de solvatación que genera WT4 alrededor  

de  los  iones,  se  llevaron  a  cabo  simulaciones  a  concentraciones  iónicas  comparables  con  experimentos  de 

difracción de neutrones reportados en la  literatura.7 Como se muestra en la Figura 2-5.A,  existe  una buena 

correspondencia, especialmente en el caso de los cationes, entre el primer máximo de solvatación encontrado 

para el WT4 y la segunda esfera de hidratación observada experimentalmente.7 Adicionalmente, un segundo pico 

localizado a ~0.9 nm se genera de manera espuria como consecuencia de la geometría de la molécula de WT4. 

Concretamente, los superátomos que generan este segundo pico son los que están ligados armónicamente a  

aquellos que dan lugar al primer máximo.  Luego de ese punto, la RDF converge a la densidad del "bulk" en todos 

los casos.

Desafortunadamente,  los  datos  experimentales  de  solvatación  iónica  solo  están  disponible  para  altas 

concentraciones  de  electrolito.  Para  explorar  concentraciones  menores  (más  cercanas  a  las  relevantes 

fisiológicamente), se compararon los resultados de los modelos CG (S5
CG y S6

CG) con resultados de simulaciones 

atomísticas equivalentes (S2
FG y S3

FG, respectivamente), a una concentración iónica de 0.01 M. (Figuras 1-5.B,C,D).

Análogamente al caso del WT4 puro, la RDF de éste respecto de los iones CG muestra la completa ausencia del 

primer  máximo  de  solvatación,  lo  cual  es  consistente  con  la  inclusión  implícita  de  dicho  máximo  en  la 

parametrización de los iones CG. Se observa una buena reproducción de la posición de segundo máximo de  

solvatación. Esto es consistente con comportamiento del WT4 como solvente de segunda esfera. Como es de  

esperar, WT4 no es capaz de reproducir la tercera esfera. Sin embargo, la relevancia de tal imprecisión es incierta 
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Figura  2-5.  S olvatación  iónica.  A-  RDF de los superátomos de WT4 alrededor de los electrolitos CG calculados para los sistemas S7
CG

 y S8
CG 

(NaW
+
: negro, KW

+
: rojo, ClW

-
: azul (NaW

+
ClW

-
) o verde (KW

+
ClW

-
)). Las lineas punteadas verticales indican las posiciones de la segunda esfera de 

solvatación determinadas experimentalmente por “scattering” de neutrones.7 El recuadro interior muestra con mayor detalle la región entre 0.43 y  

0.54 nm, permitiendo una comparación más precisa. B,  C  y  D -  Comparación entre las RDFs obtenidas mediante simulaciones FG y CG  para los iones  

Na
+
, K

+
 y Cl

-
(sistemas S2

FG
, S3

FG
, S5

CG  
y S6

CG
). El perfil correspondiente a la estructura de solvatación alrededor de los iones cloro en presencia de  

potasio es equivalente al mostrado para el caso en presencia de sodio, y por lo tanto se omitió.

y podría ser solo relevante en el caso de los iones cloruro, donde tal esfera está ligeramente más pronunciada de  

acuerdo con la información experimental.7

Potencial  Electrostático.  Una vez analizada la estructura de hidratación de electrolitos simples, se prestó 

atención a los perfiles de potencial electrostático y a las propiedades de apantallamiento. Esto se realizó por 

comparación de los resultados de las simulaciones de los sistemas S2
FG y S3

FG frente a los de los sistemas S5
CG y S6

CG, 

respectivamente. Tales sistemas consisten en un par iónico de  Na+Cl- (o K+Cl-) mantenido en una posición fija 

durante la simulación. La separación entre ambos iones fue de 3.6 nm. Los pares iónicos FG o CG se situaron en 

cajas de simulación conteniendo un número equivalente de aguas FG y CG, respectivamente. Estas construcciones 

permitieron comparar las simulaciones FG y CG bajo iguales condiciones, así como el comportamiento de las 
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diferentes especies iónicas. Para asignar el peso correcto a las perturbaciones del potencial generada por los  

iones, también se midieron los perfiles de potencial electrostático en agua pura, tanto FG como CG. De esta 

manera  es  posible  separar  las  observaciones  en  dos  componentes:  fluctuaciones  de  potencial  intrínsecas  al 

solvente y perturbaciones iónicas. Más aún, esta aproximación permite tener una idea sobre la relajación del 

potencial a medida que nos alejamos del ion.

La primera observación que puede realizarse a partir de la comparación de perfiles entre las simulaciones FG y  

CG (Figura 2-6.A) es la diferencia de altura de los picos centrados en las posiciones de los iones. Debido a su  

menor  tamaño,  las  aguas  SPC  (FG)  pueden  acercarse  más  a  los  iones  FG  generando  un  apantallamiento  

electrostático más pronunciado. En la contra parte CG, la correspondiente primera esfera de solvatación, que es  

tratada  de  manera  implícita  en  los  iones,  solo  sirve  para  generar  un  espacio  excluido,  sin  propiedades  de 

apantallamiento.  Esto  se  traduce  en  un  potencial  electrostático  mayor  inducido  por  los  iones  CG.  La  

consideración implícita de la primera esfera en los iones CG implica que el primer mínimo observado en los 

sistemas atomísticos debería está ausente en el sistema CG (Figura 2-6.A). Adicionalmente, la posición del primer 

mínimo observado en la simulación CG (segunda esfera de solvatación) se corresponde relativamente bien con la 

posición del segundo mínimo alrededor del ion en el sistema FG. 

Figura  2 -6.  Perfi les  de  potencial  electrostático.  A-  Potencial electrostático calculado a lo largo de la línea que conecta el par iónico Na
+
Cl

- 

(línea continua,  S2
FG

) o NaW
+
ClW

-
 (línea punteada,  S5

CG
). Las flechas indican los puntos donde las diferencias de potencial electrostático fueron 

calculadas.  B-  Equivalente a A pero para los pares iónicos K
+
Cl

-
 (S3

FG
) y KW

+
ClW

-
 (S6

CG
). C-  Comparación del potencial electrostático entre la región 

central  del  panel  A (línea  continua,  S2
FG

)  con la  medida equivalente para una caja  conteniendo  agua  FG SPC pura (línea-punto-línea,  S1
FG

).  D -

Equivalente a C pero para el agua CG (línea punteada, S5
CG

, y línea-doble punto-línea, S1
CG

).

Claramente, este efecto deriva de la estructura de solvatación alrededor de los electrolitos, es decir, el primer y 
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segundo  mínimo  alrededor  de  la  posición  de  los  iones  (tanto  Na+ como  Cl-)  mostrada  en  la  Figura  2-6.A 

corresponde a la posición de los oxígenos en la primer y segunda esfera de solvatación mostrados en las Figuras  

1-5.B,D.   Características  similares  se  verifican  para  los  pares  iónicos  K+Cl- y  KW+ClW- (Figura  2-6.B). Las 

características distintivas de ambos cationes que se puede evidenciar por la organización del solvente alrededor 

de los  iones NaW+ y  ClW- (Figura 2-5.A).  Puede también obtenerse del  cálculo de la diferencia de potencial 

electrostático medida en la posición de catión respecto del primer mínimo (Figura 2-6.A,B). Esta diferencia es ~  

10% más grande para el caso de KW+ respecto de NaW+, lo cual está en acuerdo cualitativo con la diferencia de 

25% observada en el caso FG. Este comportamiento podría ser el reflejo de que el agua alrededor del potasio se 

une  de  manera  más  desordenada  que  alrededor  del  sodio,6 probablemente  generando  un  apantallamiento 

electrostático menos marcado en el caso del potasio.

Como se puede observar de la Figura 2-6.A,B el  esquema CG presenta mayores fluctuaciones en el perfil  de  

potencial que el caso atomístico. Con el objetivo de excluir la posibilidad de ordenamiento espurio de moléculas 

de WT4 alrededor de los electrolitos, se compararon las perturbaciones en el potencial electrostático introducido 

por los iones respecto de las observadas en el solvente puro (tanto FG como CG). Esto se realizó calculando el 

potencial a lo largo de un eje arbitrario en dos cajas de simulación conteniendo SPC o WT4 puros (sistemas S 1
FG y 

S1CG). La superposición de ambos perfiles (Figuras 1-6.C,D) sugiere que ambos sistemas de agua pura presentan  

importantes  fluctuaciones  en  el  potencial  electrostático  de  aproximadamente  la  misma  magnitud  que  las  

observadas en la región entre medio de los iones en las soluciones electrolíticas. Esto estaría indicando que las  

perturbaciones  observadas  en tal  región no  son un efecto  inducido  por  la  presencia  de los  iones  sino  que  

corresponde a variaciones en el potencial electrostático que son inherentes al líquido puro. De acuerdo con esto,  

la diferencia en la amplitud de las fluctuaciones observadas entre los modelos FG y CG (Figura 2-6.A,B) se explica 

por el aumento de la granularidad intrínseca de modelo CG. Una estimación de dicha diferencia se puede obtener 

de las amplitudes aproximadas que se observan en el sistema FG (~0.002 V) y CG (~0.018 V). Esto indica que las  

oscilaciones en el sistema CG tienen amplitudes aproximadamente un orden de magnitud mayor que las que 

ocurren en el sistema FG.

Propiedades  de  S olución  Electrolít ica  en  el  "Bulk".  La  gran  mayoría  de  las  parametrizaciones 

empíricas para electrolitos simples son típicamente desarrolladas para ajustar propiedades de iones individuales,  

como las examinadas en las secciones anteriores. Para complementar la descripción estructural de las soluciones 

acuosas  CG  se  estudiaron  algunas  propiedades  termodinámicas  relacionadas  con  las  interacciones  ion-ion, 
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concretamente las distancias de Bjerrum y de Debye. La primera representa la separación entre dos elementos de  

carga a la cual la interacción electrostática es comparable con la magnitud de la energía térmica. La segunda 

provee información respecto de la distancia a la que el potencial electrostático de un ion es apantallado por la 

fuerza iónica del medio que lo rodea. Desde el punto de vista cualitativo, las tendencias de dichas longitudes  

frente a cambios en la concentración iónica son correctas (Tabla 2-4). El cálculo de las longitudes de Bjerrum y 

Debye a 0.2 y 0.3 M muestra valores con un error máximo de 13% respecto a los valores experimentales (Tabla 2-

4). Se obtuvo una longitud de Bjerrum subestimada, y consecuentemente, una sobre-estimación de la longitud 

de  Debye,  lo  cual  es  indicativo  de  un  apantallamiento  global  levemente  mayor  en  la  solución  "bulk", 

independientemente de la sal considerada en la simulación (NaW+ClW- o KW+ClW-). Esto es consistente con la 

sobre-estimación de la permitividad dieléctrica de nuestro modelo respecto al valor experimental.

Es de gran relevancia obtener una medida directa de la fuerza de la interacción efectiva entre iones mediada por 

el solvente. Esta puede ser obtenida midiendo la presión osmótica. En el caso de NaW +ClW- a una concentración 

de 0.5 M, se midió un valor de presión osmótica de 35 bar (33 bar para KW+ClW-), que es esencialmente idéntica a 

la  obtenida  vía  simulaciones  atomísticas  utilizando  el  campo  de  fuerzas  CHARMM.  A  pesar  de  los  valores  

elevados de desvío estándar, estos valores están de acuerdo con los reportados experimentalmente (Tabla 2-4), lo 

que sugiere un balance satisfactorio de las interacciones ion-ion e ion-WT4.

Tabla 2-4.  Propiedades termodinámicas de las soluciones de electrolitos simples

longitud de Bjerrum (nm) longitud de Debye (nm) presión osmóticaa (bar)

ρ (molaridad) 0.2 M 0.3 M 0.2 M 0.3 M 0.5 M

NaW+ClW-/WT4 0.57 0.61 0.76 0.6 35 (s.d.: 15)

KW+ClW-/WT4 0.55 0.61 0.78 0.6 33 (s.d.: 16)

Exp.b Na+Cl- 0.75 0.77 0.66 0.53 ~25 (tomado de ref. 23)

K+Cl- 0.74 0.76 0.67 0.54

a
 El valor obtenido en las simulaciones FG usando el campo de fuerza CHARMM PARAM27 fue 37 (s.d.: 9) bar. 

b
 La función εr(ρ)= ε(0)/(1+Aρ) (Na+Cl-, 

A=0.27; K+Cl-, A=0.24), que resulta del ajuste a valores de constante dieléctrica obtenidos experimentalmente, 44 se utilizó para estimar  εr(ρ) a la 

concentración deseada, que es requisito para el cálculo de las longitudes de Bjerrum y Debye.

S olvatación CG de una Doble Hélice  de ADN.  Como ejemplo final de aplicación, se analizo la solvatación 

explicita de un segmento dodecamérico de ADN doble hebra (secuencia de Drew-Dickerson: 5'-CGCGAATTCGCG-

3'). Para esto, se utilizó un modelo CG de ADN previamente desarrollado utilizando como método de solvatación 
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la aproximación implícita Born Generalizado y que fuera probado, entre otros sistemas, en dicho dodecámero. 1 

De  esta  manera,  se  pudo  usar  como  referencia  el  comportamiento  observado  en  solvente  implícito. 

Concretamente,  ambas  aproximaciones  proveen  resultados  estructurales  y  dinámicos  similares  respecto  del 

comportamiento  de  la  doble  hélice  con  un  RMSD  máximo  entre  las  estructuras  promedio  de  ambas 

aproximaciones de 0.25 nm. Esto está de acuerdo con la correcta reproducción de los parámetros helicoidales 

obtenidos por “backmapping” (reconstrucción del detalle atómico a partir de las posiciones CG) de la simulación 

en solvente explicito CG (Figura 2-7). Adicionalmente, la superposición de las matrices de covarianza calculadas a 

lo largo de las trayectorias de dinámica molecular del dodecámero de Drew-Dickerson tratando el solvente de 

manera implícita y explícita da una identidad del 84%. Esto sugiere fuertemente que ambas aproximaciones 

exploran espacios conformacionales equivalentes.

Durante la dinámica en presencia de WT4, la estructura global del dodecámero de ADN se conserva bien con un 

RMSD promedio de 0.25 nm respecto de la conformación canónica inicial. Esto se puede ilustrar superponiendo 

conformaciones tomadas a diferentes tiempos durante la simulación (Figura 2-8.A). Más aun, se observa buena  

coincidencia también a nivel atómico luego del proceso de “backmapping”. El RMSD de las tres conformaciones  

mostradas  en la  Figura 2-8.A (inicio,  mitad y  final  de  la  simulación.)  luego del  proceso  de “backmapping”, 

respecto de la estructura cristalográfica 1BNA muestra valores de 0.35 nm, 0.39 nm y 0.34 nm, respectivamente.

Las moléculas de WT4 y los cationes son capaces de acercarse suficientemente al ADN e interaccionar de manera  

específica  con  las  nucleobases  del  ADN.  Puede  observarse  que  el  ordenamiento  de  las  moléculas  de  WT4 

alrededor del ADN coincide cualitativamente con las características de hidratación observadas en los sistemas 

atomísticos tanto a nivel teórico como experimental.45–50 Arreglos cónicos de superátomos de WT4 se forman 

alrededor de los grupos fosfato (Figura 2-9.A,B). Las moléculas de WT4 adquieren una orientación guiada por la  

atracción electrostática entre los superátomos positivos (tipo-hidrógenos) y los superátomos de fosfato cargados  

negativamente. Esto resulta en la formación de estructuras de tipo conos de hidratación (Figura 2-8.B (arriba) y 

Figura 2-9A,B). En este tipo de arreglos del solvente alrededor del esqueleto del ADN, las moléculas de WT4  

pueden ser  reemplazadas  por  cationes  provenientes  de la  soluciones  (Figura  2-8.B  (abajo)),  al  igual  que se 

observa experimentalmente.51 Además, los iones pueden permanecer unidos transitoriamente al ADN visitando 

diferentes posiciones dentro del surco menor. La extensa hidratación del surco mayor y la formación de espinas 

de hidratación en el  surco menor también son evidentes,  como se desprende de la Figura 2-8.C.  Una visión  

completa de la estructura de hidratación puede obtenerse a partir de un mapa de densidad de ocupación de los 

superátomos de WT4 proyectado en el plano ortogonal al eje del ADN, situado en el “step” AT central (Figura 2-
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8.D). 

Figura  2 -7.  Parámetros  hel icoidales.  Valores promedio y desvíos estándar de parámetros helicoidales seleccionados, obtenidos por medio del 

proceso de “backmapping”1 a partir de las simulación del dodecámero de Drew-Dickerson a nivel CG, utilizando el modelo de solvatación explicita  

introducido en la presente Tesis. Como referencia se muestran los valores obtenidos por simulaciones FG (rojo), cristalografía de rayos X (verde, PDBID:  

1BNA) y RMN (azul, PDBID: 2DAU). Los parámetros helicoidales del ADN se calcularon utilizando el programa Curves.25

Una visión más cuantitativa de la interacción DNA-solvente (agua e iones) se desprende de las integrales de las  

RDFs de las diferentes especies presentes en el medio, alrededor de los superátomos de fosfato (Figura 2-8.E). La  

direccionalidad en la interacción WT4 -fosfato se evidencia en el corrimiento hacia la derecha observado en la  

integral de la RDF correspondiente a los superátomos de tipo oxigeno (cargados negativamente) respecto a la de 

los  superátomos de tipo  hidrógeno (cargado positivamente)  (ver  líneas  roja  y  negra en la  Figura 2-8.E).  La  

posición  del  primer  pico  de  solvatación  que  coincide  con  las  formación  de  los  arreglos  cónicos  arriba 

mencionados, ocurre a 0.4 nm  de los superátomos fosfato. Esta distancia se corresponde correctamente con el  

valor de 0.38 nm observado en simulaciones FG1 y es comparable con la distancia mínima de 0.32 nm observada 

en estructuras de rayos X.52
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Figura  2-8.  Estructura  y  solvatación  del  ADN.  A-  Superposición de  confórmeros de ADN tomados al inicio (azul),  mitad (verde) y final 

(naranja) de la simulación. del sistema  S15
CG

. Las esferas indican una pareja de superátomos fosfato de hebras opuestas, que se destacan para mostrar  

el  “narrowing” en el  surco menor.  B-  Foto representativa de las interacciones especificas del  WT4 y NaW
+
 con los grupos fosfato, tomada de la 

simulación de DM CG. Las líneas punteadas ilustran los arreglos cónicos de los superátomos del WT4 alrededor de los fosfatos (arriba) y la competición  

por acceder a estos entre el WT4 y los iones NaW
+
 (abajo). C-  Foto tomada aleatoriamente de la simulación. CG mostrando la solvatación de los surcos 

mayor y menor por parte del modelo WT4. La hidratación extensiva del surco mayor así como las espinas de hidratación dentro del surco menor son  

evidentes. D -  Mapa de densidad 3D de ocupación de moléculas de WT4 proyectado en el plano ortogonal al eje del ADN, y localizado en el step AT  

central. La escala de colores representa el nivel de ocupación (cyan: baja ocupación, purpura: alta ocupación). Las diferencias entre surco mayor y  

menor se observan claramente. Además, cabe notar la localización más puntual del WT4 dentro del surco menor, indicativa de la presencia de espinas  

de hidratación.  E-  número acumulativo (integral de la RDF) de superátomos negativos y positivos de WT4 (rojo y negro, respectivamente), NaW
+ 

(verde),  KW
+
 (azul)  y  ClW

-
 (violeta),  tomando  como  referencia  la  posición  de  los  grupos  fosfato.  Las  flechas  indican  los  puntos  de  inflexión,  

correspondientes con los primeros máximos de la RDF de cada partícula evaluada.
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El modelo también es capaz de recuperar la especificidad en las interacciones catión-ADN. Como es de esperar, 

los iones sodio presentan más tendencia que los iones potasio a interaccionar con el soluto. Como se menciono 

previamente, el sodio se encuentra frecuentemente en las cercanías de los grupos fosfato e incluso se localizan 

dentro del surco menor.51,53,54 La esfera de sodio más cercana se localiza a 0.45 nm de los superátomos de fosfatos, 

en comparación con los 0.5 nm observados en el caso del ion potasio. Por el contrario, la RDF del ion cloruro se 

presenta mucho más corrida hacia valores mayores de distancia, con el primer pico de solvatación localizado a 

0.76 nm de los fosfatos (Figura 2-8.E). 

La fracción de carga del ADN neutralizada dentro de un cilindro de 0.9 nm medido desde la superficie de la doble  

hélice es 0.75. Dicho valor está de acuerdo con la fracción de contraiones condensados que se calculan dentro del  

volumen  de  condensación,  utilizando  la  teoría  de  condensación  de  contraiones  de  Manning  para  poli-

electrolitos.55 Adicionalmente,  este  número es  comparable  con la  fracción de 0.76  obtenida en simulaciones 

atomísticas utilizando la misma secuencia de ADN.56 Dentro de la fracción de contraiones condensados, 76% 

corresponde a sodio mientras que el restante 24% a potasio, lo cual está en acuerdo cualitativo con una serie de  

experimentos y estudios teóricos (Savelyev y Papoian57 y referencias allí citadas). 

Mientras que la distribución global de los cationes alrededor del ADN contribuye a la estabilidad de la doble 

hélice,  se  ha  propuesto  que  la  interacción  especifica  de  cationes  con  el  ADN  puede  generar  distorsiones  

estructurales locales. En particular, se ha propuesto que la unión de iones sodio dentro del surco menor media el 

fenómeno de “narrowing” de dicho surco.58 De acuerdo con tal propuesta, se observó una clara correlación entre 

el ancho del surco menor y la unión de cationes al mismo. Más aún, parecería haber un efecto acumulativo entre 

ambos  eventos,  es  decir,  un  mayor  número  de  iones  unidos  induce  un  “narrowing”  más  pronunciado  y 

persistente en el tiempo. Esto es evidente si se mide el ancho promedio del surco menor respecto al número total 

de iones unidos (Figura 2-10.A). La unión de un solo ion es suficiente para inducir un cambio sensible en el surco 

menor.  A medida que se incorporan más iones,  el  “narrowing” es  más pronunciado,  alcanzando un máximo  

cuando seis iones se encuentran simultáneamente unidos. Estudios experimentales en el mismo dodecámero 

también revelan una alta ocupación de cationes en el  surco menor, induciendo el  “narrowing” del  mismo. 53 

Adicionalmente,  una estructura  altamente  ordenada  se  forma cuando cationes  y  agua interaccionan  con la  

región central AT del ADN. Tal estructura se organiza en cuatro capas de sitios de solvatación y el motivo que se 

forma se asemeja a una serie de hexágonos fundidos.53
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Figura 2-9.  Atmósfera acuosa alrededor del  ADN. A-  Representación esquemática de los conos de hidratación que se forman alrededor de los 

grupos fosfato a nivel FG. B-  Equivalente a A pero para la simulación. CG.

La  Figura  2-10.B  muestra  un mapa de  ocupación  tridimensional  de  los  superátomos  de  WT4 y  los  cationes  

alrededor del surco menor del track AT. Este mapa revela sitios altamente ocupados por WT4 (entramado rojo),  

NaW+ (entramado verde) y KW+ (entramado azul), que se asemeja a una estructura en zigzag (camino punteado 

que conecta  los  puntos  negros en la Figura 2-10.C).  Cuando tal  estructura  en zigzag se  superpone sobre la  

estructura de hexágonos fundidos observada experimentalmente, se verifica una buena concordancia entre la  

segunda y cuarta capa de sitios de solvatación. Esto es evidente si se comparan las distancias entre dichos sitos 

de solvatación (Figura 2-10.C).

Dos procesos de “narrowing” del  surco menor parecen tener lugar en dos escalas temporales diferentes.  La 

primera  se  relaciona  con  la  unión  de  uno  o  dos  iones  por  tiempos  que  alcanzan  las  pocas  decenas  de 

nanosegundos,  mientras  que  la  segunda  corresponde con uniones  simultáneas  de  tres  hasta  seis  iones  por 

periodos de tiempo en el orden del microsegundo (Figura 2-10.D). Esta última induce una distorsión estructural 

más marcada y persistente, aunque reversible, con un ancho de surco menor promedio que va desde 0.98 nm 

(tres iones unidos) a 0.94 nm (seis iones unidos). La magnitud de esta distorsión del ADN coincide muy bien con 

el promedio de 0.96 nm obtenido experimentalmente.54

Cabe notar que las escalas temporales de unión de sodio que corresponde con las uniones rápidas mencionada en 
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el  párrafo  anterior  (decenas  de  nanosegundos),  habían  sido  reportadas  en  base  a  simulaciones  FG.58–60 

Desafortunadamente, la simulación FG más larga reportada a la fecha para este sistema tiene una duración de 

1.2 microsegundos.58 Aunque solo se reportaron eventos de unión del orden de los nanosegundos en base a dicha 

simulación, el acuerdo con la posición del sitio de unión y con la distorsión del ADN reportadas vía cristalografía  

de  rayos  X,53,54 permiten especular  que la  carencia  de  eventos  de  unión más  duraderos  en las  simulaciones 

atomísticas podría ser consecuencia de un muestreo temporal insuficiente.

Existe una marcada selectividad de sodio frente a potasio. De hecho, mientras que la unión simultánea de más de 

dos sodios es muy frecuente, solo dos iones potasio se pudieron observar simultáneamente en el surco menor, y  

tal evento se observó solo cinco veces durante los cuatro microsegundos de trayectoria (Figura 2-10.D y Figura 2-

11.A).  Finalmente,  para  completar  la  descripción  de  la  estructura  iónica  alrededor  del  ADN,  se  analiz ó la 

distribución iónica a distancias mayores respecto de la doble hélice. Esto se realizó calculando la densidad del 

número de iones (de los tres presentes en la simulación) al aumentar la distancia desde el ADN. El número de  

electrolitos a lo largo de la dirección perpendicular al eje principal del ADN sigue un decaimiento exponencial,  

en buen acuerdo con las predicciones de la teoría de Poisson-Boltzmann61 (ver Figura 2-11.B).
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Figura 2-10.  Estructura y solvatación  del  ADN.  A-  El ancho del surco menor promediado en las fracciones de simulación con igual número de  

iones ligados se gráfica en función de dicho número de iones en el surco menor (de acuerdo con el criterio explicado en la sección Métodos).  B-

Isosuperficies de densidad de ocupación de WT4 (rojo), NaW
+
 (verde), y KW

+
 (azul) localizados en el surco menor del track AT. El camino con línea  

punteada conectando los puntos negros indican el motivo en “zigzag” formado por los cationes y el WT4 en el surco menor. C-  Esquema mostrando la 

superposición del motivo en zigzag (círculos negros conectados por la línea punteada) observado en la simulación. CG, sobre el motivo de hexágonos  

fundidos (línea continua) formado por los sitios de ocupación del solvente (círculos cyan, violeta, gris y naranja) observados experimentalmente. Estos  

sitios pueden ser ocupados tanto por moléculas de agua como por cationes. 53 Las distancias entre sitios de solvatación correspondientes en el motivo 

de hexágonos fundidos se comparan con las correspondientes a las del motivo en zigzag (entre paréntesis).  D -  Ancho del surco menor (arriba) y 

número de cationes unidos al mismo (abajo) graficados en función del tiempo. El número de cationes se muestra como el número de NaW
+
 (verde), 

número de KW+ (azul) y el número total de cationes (suma del número de NaW
+
 y de KW

+
, rojo).
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Figura 2 -11.  Comportamiento de los  cat iones  alrededor del ADN. A-  El histograma muestra la fracción de tiempo en la que se observa un 

determinado número de iones NaW
+
 (blanco) o KW

+
 (negro) localizados en el surco menor, respecto del tiempo total de simulación. Altos niveles de  

ocupación son observados más frecuentemente para NaW
+
 que para KW

+
. B-  Decaimiento de la densidad de iones respecto del ADN. El sistema S15

CG 

fue centrado en la caja de simulación  alineando el eje del ADN en la dirección del eje z. La densidad numérica de los tres tipos de iones (NaW
+
: 

círculos, KW
+
: cuadrados y ClW

-
: triángulos) fue medida a lo largo de un eje perpendicular a la dirección z (luego que la densidad del ADN decayó  

completamente). Adicionalmente se muestran los ajustes a funciones exponenciales para cada ion (NaW
+
: línea continua, KW

+
: línea-punto y ClW

-
: 

línea punteada). Los coeficientes de correlación revelan un muy buen ajuste de tales funciones al decaimiento de la densidad de iones alrededor del  

ADN.

Discusión y Conclusiones

En el presente capítulo se presentó un modelo para simular agua a nivel CG. El modelo, denominado WT4, se 

basa en la estructura tetraédrica transitoria adoptada por las moléculas de agua en solución, preservando las  

características  moleculares  del  líquido  atomístico.  Debido al  alto  número y  heterogeneidad  de  modelos  CG 

propuestos  en  la  literatura,  es  difícil  establecer  una  comparación  justa  en  términos  de  aceleración 

computacional.  Sin  embargo,  la  comparación  se  vuelve  más  directa  si  nos  restringimos  a  los  modelos  que 

condensan  tres  o  cuatro  moléculas  de  agua  por  superátomo.29,30,62 Tales  modelos  presentan  un  factor  de 

simplificación  de  9-12,  comparado  con  un  valor  de  ~8  obtenido  para  WT4.  Adicionalmente  a  un  factor  de 

simplificación similar, el modelo WT4, ofrece algunas ventajas como son; la capacidad de interaccionar por medio 

de interacciones electrostáticas  explícitas  tanto en el  corto como en el  largo alcance,  y la  generación de la 

permitividad dieléctrica propia del solvente sin necesidad de aplicar un dieléctrico uniforme. Esto asegura la 
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habilidad  del  modelo  de  reproducir  algunas  de  las  propiedades  características  del  agua  y  las  soluciones 

electrolíticas.

Las masas de los superátomos se asignaron para ajustar a la densidad del agua a 300 K, mostrando además un  

error relativo a la densidad experimental que se mantiene por debajo del 3% para el rango de temperaturas  

entre 278-328 K (Figura 2-4.B).

Una hipótesis fuerte del modelo es que su estructura tetraédrica es fija mientras que su vida media en el agua 

real está en el orden de los picosegundos. Este defecto se compensa parcialmente por la debilidad de los enlaces 

armónicos  que  ligan  los  superátomos  en  la  molécula  de  WT4.  Esto  permite  variaciones  en  la  distancia  de 

equilibrio de los enlaces de ~10%, lo que le confiere una importante plasticidad a la molécula de WT4, y la  

posibilidad de adaptar su conformación de acuerdo con su entorno molecular.  El  uso del  modelo WT4 para 

solvatar  iones  monovalentes  reproduce su  estructura  de hidratación y  algunas  propiedades  termodinámicas 

como la presión osmótica, la cual es comúnmente considerada un indicador de la calidad de la parametrización.

Es necesario notar que propiedades importantes como la compresibilidad isotérmica y la tensión superficial son 

pobremente descritas por el modelo WT4. Esto podría tener particular importancia en el estudio de fenómenos  

de auto ensamblado. A pesar de dicha desviación respecto del comportamiento ideal, la descripción de la doble 

hélice de ADN no parece estar comprometida. Esto sugiere que las propiedades de apantallamiento de mediano y 

largo  alcance  del  modelo  de  solvatación  son  suficientes  para  compensar  la  fuerte  repulsión  electrostática 

generada por las cargas negativas sobre los fosfatos. De hecho, la adición de solvatación explícita y de diferentes 

especies  iónicas  mejora  notablemente  la  descripción  de  la  dinámica  del  ADN.  Esto  permite,  por  ejemplo, 

reproducir el “narrowing” del surco menor en respuesta a la unión de cationes, que no podría ser estudiado  

mediando una aproximación implícita. Mientras que la solvatación implícita puede proveer de una descripción 

buena y rápida de los efectos de secuencia sobre la estructura y estabilidad dinámica, la inclusión del solvente 

explícito  permite  el  estudio  de,  por  ejemplo,  la  influencia  de   fuentes  intrínsecas  “versus”  extrínsecas 

responsables  de  la  flexibilidad  del  ADN,  los  efectos  mediados  por  el  solvente,  la  especificidad  iónica,  etc.  

Adicionalmente, el uso de condiciones periódicas de contorno y electrostática explícita permite un tratamiento 

más realista de los efectos de largo alcance.

El modelo WT4, junto con los modelos CG de electrolitos, representa correctamente la estructura de solvatación  

alrededor del ADN, como se desprende del porcentaje de carga de ADN neutralizada a 0.9 nm, en coincidencia  

con  los  valores  observados  en  simulaciones  atomísticas  y  las  predicciones  de  la  teoría  de  condensación  de 

contraiones. Más aún, las características de solvatación del ADN como la extensa hidratación del surco mayor, la 
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presencia de espinas de hidratación, y los arreglos cónicos alrededor de los fosfatos, que se asemejan a los conos 

de  hidratación  observados  en  las  simulaciones  atomísticas  y  en  datos  experimentales,  son  correctamente 

reproducidos. Es importante notar, en este contexto, que el desarrollo de los parámetros de interacción fue 

realizado bajo la filosofía de ajustar a propiedades estructurales del agua, de soluciones electrolíticas y del ADN.  

En este sentido, primero se desarrolló la representación para WT4 en el "bulk" y luego se agregó la descripción 

de los electrolitos CG. Finalmente los parámetros existentes para ADN en solvente implícito fueron levemente 

modificados para refinar más aún la descripción estructural  en el  entorno de un solvente explícito.  En este 

sentido, la concordancia con las determinaciones experimentales pueden considerarse propiedades emergentes 

del modelo debido a que no se requirió ningún ajuste específico de interacciones ADN-solvente.

El esquema de simulación propuesto permite simular a una velocidad de ~1 microsegundo por día (S 15
CG) en un 

procesador  dual  quad-core  de  2.66GHz.  Este  desempeño,  junto  con  la  resolución  prácticamente  atomística 

alcanzable  por  medio  del  proceso  de  “backmapping”  de  las  coordenadas  del  modelo  de  ADN,  plantea  la  

posibilidad  real  de  alcanzar  la  escala  del  milisegundo  utilizando  simulaciones  de  dinámica  molecular.  Esto 

permitiría incrementar más aun la capacidad de esta técnica para responder preguntas de interés biológico con  

resolución atómica.

Finalmente,  cabe  notar  que  el  modelo  computa  todas  las  interacciones  en  base  al  Hamiltoniano  estándar,  

evitando modificaciones “ad hoc” y por tanto facilitando su uso.
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Capítulo III

Curvatura en el ADN inducida por el entorno iónico: aplicando los 

modelos CG desarrollados.

Introducción

Rol  Biológico  de  la  Cur vatura  del  ADN.  Las  alteraciones  de  la  conformación canónica  del  ADN,  en 

particular, el apartamiento de la linealidad de su eje, que denominaremos con la palabra inglesa “bending”, 

reviste  gran  importancia  en  procesos  biológicos  como  la  iniciación  y  regulación  de  la  transcripción, 1–6 

recombinación,7 compactación8,9  y la formación de los sitios catalíticos de endonucleasas.10,11 En dichos procesos 

el “bending” es crítico en al menos tres aspectos: primero, para acercar sitios de unión a proteína que se hallan 

lejos permitiendo la integración de información de secuencia a larga distancia;  segundo, es probable que la 

información de secuencia contenida en el  ADN sea detectada en cierta medida por el  proceso  denominado 

“lectura indirecta” (modulación de la unión de proteínas por reconocimiento de variaciones estructurales locales, 

entre ellas el “bending”, dependientes de secuencia);12 tercero, para lograr la enorme compactación requerida 

para almacenar el ADN dentro de la célula, vía interacciones con estructuras proteicas.13

Una notable implicación de la flexibilidad de ADN surge cuando se considera la concentración efectiva de sitios 

específicos en el ADN (o proteína unida a los mismos). Dichas concentraciones efectivas son un reflejo de la  

frecuencia  de  colisiones  intramoleculares  entre  dichos  sitios  de  una  molécula  de  ADN.  Resultados  teóricos  

indican que la mayor frecuencia de colisiones entre dos sitios ocurre cuando la separación entre ellos es de  

~500pb,  dando lugar  a  una concentración efectiva  de  ~1x10 -7 M.14  Variaciones  en dichas  distancia  implican 

reducciones en la concentración efectiva entre 5 y 50 veces. Esto implica que los cambios estructurales en el ADN 

que dan cuenta de su flexibilidad, entre los que se destaca el "bending", son capaces de alterar el grado en que 

las proteínas se sensan entre si al unirse a una molécula de ADN común. 

Los niveles de "bending" de varios sistemas biológicos importantes (nucleosomas, complejos de recombinación, 

complejos de transcripción, etc.) requieren de un gasto energético para generar el ensemble de conformaciones 

estables de ADN que presentan una curvatura necesaria para la interacción. Dicha energía proviene tanto de 

interacciones específicas entre los residuos de la proteína y las bases del ADN (contactos de van der Waals, efecto 

hidrofóbico,  formación  de  puentes  de  hidrógeno),  así  como  también  de  la  formación  de  interacciones 

inespecíficas con el “backbone” del ADN, principalmente mediante puentes salinos. También se ha propuesto  
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que la fuerza iónica del medio puede jugar un papel relevante en la estabilización del "bending" del ADN, que 

podrían complementar el trabajo que deben realizar las proteínas.15,16

Característ icas  Mecánicas  del  ADN.  La doble hélice en solución acuosa presenta un notable rigidez, con 

una longitud de persistencia de ~150pb.17–22 Se postula que las causas de dicha rigidez radican en el equilibrio 

entre dos actores principales: 1) la tendencia a maximizar el stacking de las bases y 2) la repulsión electrostática  

interfosfato. Algunos datos le han dado mayor relevancia a la primera23  mientras que otros autores han puesto 

mayor atención en la segunda.24 En tal sentido se ha propuesto que las desviaciones de la estructura del ADN 

respecto de la conformación canónica se deben al desbalance entre ambas componentes de la rigidez cuando los  

grupos  fosfato  son neutralizados  localmente.  En particular,  se  predijo  que la  neutralización asimétrica  que 

puede producirse por la presencia de densidad de contraiones no homogénea, o la presencia de una proteína con 

residuos catiónicos unida a una cara del ADN, puede resultar en fuerzas interfosfato significativas como para  

inducir la deformación del ADN.25,26 

Sin embargo, estudios de fragmentos de ADN sugieren que la doble hélice podría ser mucho menos rígida que lo 

predicho por los modelos clásicos.27,28 Adicionalmente la estructura y flexibilidad local son dependientes de la 

secuencia, pudiendo favorecer desviaciones significativas de la forma canónica del ADN. Dichas desviaciones se 

pueden conceptualizar en términos de interacciones estéricos que dependen de la secuencia y que determinan 

fundamentalmente el  grado de rotación entre dos  pares  de bases  consecutivas  en la  doble  hélice  (“twist”)  

observado en cada tipo de step de pares de bases.29 Por otro lado, cabe notar la mayor movilidad observada para 

el  “step”  pirimidina-purina  que  podrían  actuar  como  regiones  “bisagra”  en  complejos  proteína-ADN  que 

requieren del "bending" del ADN.30 

Más recientemente se ha descripto que regiones ricas en A (excluyendo el “step” TpA) presentan una fuerte 

tendencia a inducir conformaciones de la doble hélice con un surco menor más angosto. Esto se traduciría en 

sitios de potencial electrostático más negativo sobre el surco menor y por ende en atractores de carga positiva. 31 

Adicionalmente los mismos autores observaron una mayor frecuencia de aminoácidos positivos, en particular  

ARG, cuando se analizan la ocupación de los 20 tipos de aminoácidos naturales en el surco menor en estructuras  

experimentales  de  proteína-ADN.  Incluso  dicha  tendencia  se  incrementa  cuando  se  consideran  aquellas 

estructuras que presentan un surco menor más angosto. Dichas observaciones permitirían explicar, al menos 

parcialmente, el reconocimiento de las diferencias estructurales locales del ADN, dependientes de secuencia, por  

parte de diversas proteínas.31 

Por otro lado,  el  acceso a la  escala temporal  de los microsegundos por medio de simulaciones de dinámica  
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molecular clásica32 han permitido observar que la estructura del ADN oscila en el entorno del la conformación  

canónica, pero a la vez soporta transiciones conformacionales reversibles importantes en la escala que va desde 

los  pico-  a  los  micro-segundos.  Adicionalmente,  la  mayor parte del  tiempo el  ADN se encuentra explorando  

localmente conformaciones no canónicas, las cuales son dependientes tanto de la secuencia como del entorno 

acuoso e iónico.      

A modo de resumen se puede caracterizar al  ADN como una molécula de significativa rigidez pero con una 

notable capacidad de explorar conformaciones que se apartan de la clásica forma B, fuertemente ligada a la  

secuencia y la anisotropía del entorno acuoso e iónico que lo rodea. Adicionalmente, las disección de los modos  

de movimiento  globales  del  ADN (Análisis  de Componentes  Principales)  indican que presenta un patrón de 

deformación espontanea que permite facilitar tanto transiciones a otras formas del ADN (A, Z, etc),  como las  

deformaciones necesarias para la interacción con proteínas.32 En tal sentido, se ha propuesto que la importancia 

evolutiva del ADN no radica unicamente en la información contenida en su secuencia sino que sus patrones de 

deformabilidad  juegan  un  papel  funcional  relevante.  De  hecho  estudios  recientes  muestran  que  ~12%  del 

genoma humano presenta restricciones evolutivas cuando incorpora la similitud topográfica en el ADN en los 

algoritmos de búsqueda.  Dicho valor duplica el  predicho solo en base a similitud de secuencia. Además, las  

regiones  identificadas  se  correlacionan  con  regiones  no  codificantes  de  importancia  funcional  como 

“enhancers”. Estos resultados apoyan la hipótesis de que la forma molecular del ADN esta bajo selección natural  

y puede ser útil para el análisis evolutivo.33

"Bending"  inducido  por  iones.  Cuando  se  contrastan  las  predicciones  de  teorías  termodinámicas  de 

polielectrolitos34 con datos estructurales surge una seria contradicción al observarse un déficit de neutralización 

de la carga del ADN por parte de la atmósfera iónica. Esto ha llevado a una visión de la estructura del ADN donde 

los contraiones quedan relegados a un papel  secundario. Casos paradigmáticos de esto son: i- dodecámero de 

Dickerson resuelto a 2.5 A de resolución conteniendo el fragmento de ADN unicamente rodeado de agua en 

ausencia  de  contraiones  o  el  resuelto  por  Williams  a  muy  alta  resolución  en  el  cual  solo  un  ion  Mg  y  un 

fragmento de  espermina complementan el  entorno acuoso  (>150  moléculas  de agua)  que rodea  al  ADN.  ii-  

Estructura de tRNA a alta resolución con 76 grupos fosfatos pobremente neutralizados por solo 4 iones Mg. iii-  

Estructura  del  nucleosoma  a  2.8  A  de  resolución  donde  la  carga  de  los  290  grupos  fosfatos  del  ADN  es 

parcialmente balanceada por la presencia de 162 aminoácidos positivos (sin considerar la carga negativa propia 

de la fracción proteica) y 6 cationes divalentes.   

En contraposición a la visión generada en base a estos datos estructurales, Williams y colaboradores propusieron 
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un modelo  de  solvatación16,35 consistente  con  indistinguibilidad   entre  cationes  monovalentes  y  agua  en  la 

difracción de rayos X.  Dicho modelo postula que los cationes se distribuyen asimétricamente alrededor del ADN,  

y que sitios previamente asignados a agua, serian en realidad sitios de ocupación parcial cationes/agua. Dicho 

modelo se sustenta en observaciones cristalográficas donde se aprecia la localización de sitios con ocupación 

fraccional cation/agua dentro del surco menor de “tracks” de A.16,35,36

Incluso previo a los trabajos de Williams, ya en 1973, Rosenberg et al. reportaron la presencia de un catión sodio  

dentro  del  surco  menor  en  un  “track”  AT  utilizando  difracción  de  cristal  único. 37 La  relevancia  de  dicha 

observación fue desestimada durante las interpretaciones iniciales del dodecámero de Dickerson, en las que se 

identificaba  “espinas  de  hidratación”  puramente  acuosa  en  el  surco  menor  del  “track”  AT.38 Sin  embargo, 

evidencia adicional a favor de la presencia de cationes monovalentes dentro del surco menor de “tracks” AT fue  

aportada por Bartenev et al. utilizando difracción de fibras.39 A su vez, datos obtenidos en solución utilizando 

NMR40,41 demuestran la unión preferencial de amonio (utilizado como marcador de localización de iones tanto en 

ADN-B  como  ADN  cuádruple)  en  dichas  regiones  de  la  doble  hebra.  Datos  similares  fueron  aportados  por 

simulaciones  de  DM  realizadas  por  Young  y  Beveridge42 y  Young  et  al.43 de  fragmentos  de  ADN  en  varias 

condiciones salinas. Este conjunto de datos experimentales y teóricos sugieren la unión preferencial de cationes 

monovalentes en el surco menor de “tracks” AT, replanteando una visión de la estructura del ADN fuertemente  

relacionada con su entorno. En esta, la curvatura no sería solo una propiedad intrínseca de la doble hélice sino la 

respuesta a su hidratación especifica y a la distribución asimétrica, secuencia dependiente, de contraiones.

A su vez, diversos esfuerzos, experimentales y teóricos han permitido converger en una caracterización del modo  

de interacción de los cationes mono- y divalentes con el ADN. Actualmente se acepta que: i- Mg 2+ y Ca2+ se ligan 

en los “steps” GpN desde el surco mayor tanto de ADN en forma A como en forma B; ii- Mg 2+ y Ca2+ se unen a 

tracks de G o a la interfase G/A desde el surco menor del ADN en forma B, con capacidad de inducir cambios en el  

ancho de dicho surco. A su vez datos de RMN evidencian la unión de Mn2+ en el surco menor de segmentos 5'-TnAn-

3' de ADN en la forma B; iii- los iones metálicos monovalentes muestran una fuerte preferencia por G en el surco  

mayor de ADN en forma B y se observan también en “steps” GpT en la forma A.  Simulaciones de dinámica 

molecular sugieren que la topología del surco se ve alterada por la unión de dichos iones. Sin embargo datos de 

cristalografía no verifican dichas predicciones teóricas;  iv-  en el  surco menor del ADN en forma B, los iones 

metálicos coordinan T de hebras opuestas en el “step” ApT de “tracks” de A. Tanto las simulaciones como datos  

de RMN indican múltiples sitios de unión en el surco menor así como disminución del ancho del mismo como  

resultado del enlace de iones. Sin embargo, la cristalografía apunta a una unión preferencial en los “steps” ApT.44

Varios  trabajos  teóricos  han aportado datos  significativos  respecto  del  posible  rol  de  los  contraiones  en el  
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proceso de "bending" de ADN. Por un lado Range et al15 utilizaron un método que mezcla el uso de la función de 

Green,  la  solvatación  implícita  vía  el  método  COSMO  y  la  inclusión  explicita  de  iones  por  simulaciones 

Montecarlo,  para  diseccionar  la  repulsión  electrostática  individual  de  cada  par  de  grupos  fosfatos  en  ADN 

nucleosomal lineal  y con "bending" de acuerdo a la  información cristalográfica.  De esta manera los autores 

presentan evidencia de una significativa contribución a la energía libre de "bending" (~30% de la energía total) 

por parte de las interacciones electrostáticas entre los grupos fosfatos. Adicionalmente observan que a medida 

que se  incrementa la  concentración iónica  del  medio,  aparecen  sitios  de  unión preferencial  “hot  spots”  de 

cationes en la cara interna del ADN curvado a nivel nucleosomal (Figura 3-1).  La localización de dichos “hot 

spots” se correlaciona con sitios que presentan "bending" en el eje de la doble hélice en la dirección del surco  

menor,  en particular “steps” pirimidina-purina con tendencia a deformarse.30,45 Estas observaciones respaldan la 

hipótesis de que el mecanismo que subyace al "bending" del ADN tendría una contribución significativa de la 

neutralización asimétrica de carga.15

Figura  3 -1.  Ocupación  iónica  promedio  en  ADN  cur vado.  Los átomos del “backbone” del ADN nucleosomal se presentan coloreados de 

acuerdo al nivel de ocupación iónica (escala: azul<celeste<verde<naranja<rojo). N (=108) indica el numero de contraiones utilizados, que en este caso  

coincide con lo predicho por la Teoría de Condensación de Contraiones. (Tomada de Range et al.15)

Por otro lado,  simulaciones atomísticas sobre dodecámeros de ADN, forzando su conformación hacia ciertos 

ángulos entre los planos definidos por pares de bases consecutivas (“roll”), proveen evidencia en favor de la 

agregación  de  cationes  del  lado  cóncavo  del  ADN,  cuando  este  presenta  "bending",  alcanzando  una 

concentración diez veces mayor a la del seno del medio acuoso. En tal sentido los iones estarían facilitando el  
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"bending" del ADN al apantallar la repulsión electrostática entre los grupos fosfatos.46

En términos generales puede decirse que los iones se ligan al surco mayor preferentemente vía interacciones con  

“tracks” de G mientras que la unión al surco menor presenta preferencia por “tracks” de A. Sin embargo una  

correlación cuantitativa entre la unión de iones y cambios en la conformación de la hélice (disminución del ancho 

del  surco  menor  y  generación  de  curvatura  en  el  eje  principal)  no  se  evidencia  claramente.  Los  datos 

provenientes de la cristalografía de rayos X son particularmente contradictorios en tal sentido, a diferencia de 

resultados de RMN y simulaciones que apuntan más claramente a la sensibilidad estructural del ADN el entorno 

iónico.

"Bending"  inducido  por  proteínas.  El estudio de oligonucleótidos, utilizando el mismo modelo CG de 

ADN, pero considerando una solvatación implícita47 muestra que el ADN es capaz de explorar por si mismo niveles 

de "bending" comparables con los observados en complejos proteína-ADN experimentales. Adicionalmente, se ha 

observado experimentalmente que “tracks” de A pueden presentar un "bending" intrínseco de hasta 20 grados.48 

Sin embargo, los factores de transcripción TBP (por  su nombre en ingles: “TATA Binding Protein” ) y CAP (por su  

nombre en ingles: “Catabolite Activator Protein”) inducen "bending" de 80 y 90 grados respectivamente.49,50 Otro 

ejemplo destacable es el factor de integración en el hospedero presente en algunos procariotas como E. coli que 

induce un "bending" neto de 160 grados por medio de dos “kinks” separados 9pb.51 Por lo tanto es evidente que 

las proteínas, y quizás también el entorno iónico, juegan un papel central en el establecimiento del "bending"  

final que se observa en el complejo proteína-ADN.

Datos  estructurales  de  alta  resolución  han  revelado  al  menos  dos  motivos  de  unión   y  "bending"  de  ADN  

sugiriendo dos mecanismos posibles. En el primero (clase I) la proteína contacta al ADN que presenta "bending" 

sobre su superficie convexa, induciendo al eje de la helice a curvarse de manera que aumenta la convexidad.52 

Dentro de esta clase de proteínas se encuentra la TBP,2,3 proteínas del grupo de alta movilidad como el factor SRY 

o  el  “lymphoid  enhancer  binding  protein  I”,53,54 asi  como  otras  proteínas  comúnmente  clasificadas  como 

proteínas arquitectónicas.54,55 El "bending" que se observa en el ADN al interaccionar con esta clase de proteínas 

parece involucrar la intercalación de aminoácidos hidrofóbicos entre pares de bases del lado del surco menor,  

ocasionando desenrollamiento de la doble hélice, ensanchando dicho surco y alterando el eje de la hélice54. Del 

punto  de  vista  mecanístico  se  ha  sugerido  que  el  carácter  dieléctrico  de  los  residuos  de  la  proteína  que 

interaccionan con el  ADN alteraría  la  repulsión interfosfato,  contribuyendo al  "bending".  En el  caso  de  las  

proteínas de clase I el bajo carácter dieléctrico de los aminoácidos en contacto con el surco menor induciría un 

aumento de la repulsión, contribuyendo a la convexidad de la cara del ADN que interacciona con la proteína.56
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La clase II de proteinas que inducen "bending" en el ADN incluye la CAP de  Escherichia coli,1 el octámero de 

histonas responsable del marcado "bending" de las ~150 pb de ADN en el nucleosoma en ~720 grados, 8 o el factor 

de integración en el huésped IHF (por su nombre en ingles: “Integration Host Factor”) de E. coli .51 

Esta clase de proteínas contactan al ADN del lado cóncavo de la superficie induciendo "bending" en el eje de la  

doble hélice en la dirección de la proteína.  En general la superficie proteica involucrada presenta aminoácidos 

catiónicos, sugiriendo que las interacciones electrostáticas son importantes para la unión.

Para poner en un contexto termodinámico, el costo energético estimado para curvar 360 grados ~75 pb (una  

vuelta del nucleosoma) se traduce en una constante de equilibrio de 3 x 10 -18. Esto muestra que interacciones 

proteína-ADN favorables termodinámicamente son esenciales  para lograr niveles de "bending" como este caso. 

Entre los factores que favorecen energéticamente el "bending" por proteínas probablemente se encuentra la 

formación de nuevos enlaces de hidrógeno, contactos de van der Waals, liberación de agua de superficies de 

contacto apolares e interacciones electrostáticas incluyendo atracción entre aminoácidos catiónicos y los grupos 

fosfato en el ADN y la liberación de contraiones condensados al unirse la proteína.57,58 

Un argumento similar  al  planteado para  analizar  el  efecto de los  iones  sobre la  estructura  del  ADN puede 

esgrimirse para el correspondiente análisis del efecto de la unión de proteínas que inducen "bending".  Es decir,  

la presencia de una proteína alteraría el potencial eléctrico experimentado por el ADN y los iones asociados. 

Para ejemplificar, las proteínas de clase II podrían aproximarse a la doble hélice presentándole una superficie  

convexa  conteniendo  múltiples  residuos  catiónicos.  La  fuerza  que  dirigiría  el  "bending"  sería  por  tanto  la 

maximización de las interacciones electrostáticas favorables y posiblemente también de la ganancia en entropía 

del sistema por liberación de contraiones y agua de la superficie del ADN.

Otra  aproximación  al  problema  del  "bending"  es  la  realizada  originalmente  por  Mirzabekov  y  Rich26,  que 

posteriormente fuera profundizada por Manning y colaboradores.25 En esta, se argumenta que la neutralización 

asimétrica de la carga parcial de los fosfatos debido, por ejemplo, a la superficie catiónica de las proteínas de 

clase II,  alteraría el  balance de fuerzas electrostáticas dentro de la doble  hélice.  Más aun,  cálculos teóricos 

basados  en  la  extensión  para  ácidos  nucleicos  de  la  teoría  de  condensación  de  contraiones  postulada  por 

Manning59 indican que una neutralización de solo el 6% de la carga presente en los grupos fosfato del ADN 

nucleosomal  es  suficiente para  que la energía  libre  de "bending" al  nivel  nucleosomal  sea  cero. 60 Teniendo 

además en cuenta que dicha neutralización se corresponde muy bien con la estequiometría entre ARG en el surco 

menor  y  grupos  fosfatos  observada  en  la  cristalografía,  este  resultado  provee  una  sólida  base  teórica  que 

respalda la importancia de la neutralización asimétrica en la deformación del ADN. Sin embargo es necesario  

notar que en dichos resultados teóricos, la neutralización se induce de manera homogénea en todo el ADN a  
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diferencia del efecto puntual observado en la cristalografía.

Dichas predicciones teóricas han encontrado correlato experimental en varios sistemas, los cuales se comentan 

brevemente a continuación.

Estudios en sistemas de ADN libre

Strauss y Maher llevaron a cabo estudios en los que, por medio de sustituciones de algunos grupos fosfato por  

metilfosfonatos,  se  imita la  neutralización asimétrica  que podría  inducir  una proteína de clase II.61  Dichos 

estudios confirmaron el "bending" del ADN en la dirección predicha, mostrando ángulos de ~20 grados cuando la  

sustitución  ocurría  en  fosfatos  consecutivos  y  de ~13  grados  al  sustituir  fosfatos  de  manera  alternada.  Sin 

embargo, en base a los resultados obtenidos por los autores, no era posible descartar que contactos estéricos 

desfavorables en el surco mayor, generados por dicha modificación en los fosfatos, no estuviese exagerando la  

contribución electrostática al "bending". Sin embargo cálculos de minimización de energía del duplex de ADN 

con fosfatos neutralizados o metilados muestran "bending" en la dirección de neutralización comparable entre 

ambas formas de neutralización. Dichos resultados sustentan la interpretación de Strauss y Maher respecto de 

que  el  "bending"  observado  experimentalmente  por  metilaciones  de  los  fosfatos  es  consecuencia  de  la 

neutralización.62 Adicionalmente,  en  dicho  trabajo  teórico,  se  hace  notar  la  importancia  de  la 

estereoespecificidad de la neutralización de los oxígenos del grupo fosfato en la direccionalidad del "bending".  

La metodología de sustitución de fosfatos por metilfosfonato fue utilizada nuevamente por Strauss et al para la  

secuencia  de  ADN  que  liga  al  factor  de  transcripción  PU.1  perteneciente  a  la  familia  Ets.  La  estructura  

cristalográfica  de  éste,  unida  al  ADN,  muestra  un  "bending"  de  8  grados  siendo  el  patrón  de  contactos  

electrostáticos  entre  ambos,  consistentes  con  el  mecanismo  de  "bending"  por  neutralización  asimétrica. 

Experimentos de sustitución por metilfosfonato para simular la presencia de PU.1 fueron utilizados para estudiar 

dicha hipótesis, observándose el colapso del ADN hacia la superficie neutralizada, acompañado de un "bending" 

de 28 grados.63 A pesar de que la dirección de la curvatura generada en el ADN era ligeramente diferente a la 

observada en el cristal, el componente electrostático de la energía de unión parece suficiente para explicar el  

"bending" observado en el complejo. 

Datos  experimentales  adicionales  fueron  aportados  por  los  mismos  autores  quienes  demostraron,  ligando 

covalentemente iones amonio a una cara del ADN (vía bases nitrogenadas modificadas), que mientras que la  

secuencia estudiada (5'-A3GT3) presentaba una curvatura intrínseca de 9 grados hacia el surco menor, la misma 

conteniendo los iones amonio presentaba un incremento de 8 grados adicionales en la misma dirección.64

Más recientemente, por medio de una aproximación experimental similar a la recién mencionada, se demostró,  
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por  medio  de  medidas  de  FRET,  que  la  localización  de  carga  positiva  en  el  surco  mayor,  utilizando  bases  

modificadas, alteran la flexibilidad (una modificación) o inducen "bending" (dos modificaciones adyacentes) de 

~25 grados, y dichas modificaciones se atribuyen a neutralización asimétrica. Además plantean que es posible 

que la unión de carga positiva al surco mayor ocurra vía un proceso cooperativo, donde la unión del primero 

aumenta  la  flexibilidad  local  de la  hélice,  favoreciendo  la  unión del  siguiente.65 Dicha  observación  está de 

acuerdo con resultados experimentales previos que muestran un aumento en la flexibilidad del ADN (hasta 40%) 

por neutralización asimétrica.66 Sin embargo, en este caso los autores hacen hincapié en el consecuente aumento 

de la entropía que estaría asociado a la neutralización asimétrica lo cual podría  favorecer la formación del  

complejo proteína-ADN. 

Estudios en complejos proteína-ADN.

Familia  bZIP.  El estudio de las proteínas de tipo basic-zipper (bZIP) que incluyen Fos/Jun, Jun/Jun, CREB y  

GCN4 han aportado datos que avalan el papel de la neutralización asimétrica de la doble hélice,  aunque de 

manera  menos  clara.  Por  ejemplo,  sustituciones  de  residuos  de  GCN4  en  el  sitio  de  unión  mostraron  una 

correlación casi lineal entre la carga de los aminoácidos y el "bending" observado. Dicha relación se observ ó en 

un rango que va desde una carga +6 en la proteína con un "bending" de 15.5 grados hacia el surco menor, hasta 

una carga de -6, con un "bending" de 25.2 grados hacia el surco mayor.67 Resultados similares se observaron para 

Jun/Fos.68 Estos datos sugieren que las proteínas bZIP podrían actuar como proteínas de clase II. Sin embargo, el  

mecanismo  electrostático  subyacente  de  "bending"  no  es  evidente  a  partir  de  dichos  experimentos, 

interpretandose los mismos en términos de contribuciones mixtas entre atracción electrostática y neutralización  

asimétrica.68–70 Un intento de profundizar en este aspecto fue realizado por Tomky y colaboradores aplicando la 

metodología de sustitución por metilfosfonato en la secuencia de ADN de unión de  la bZIP AP-1. 71 Un grado de 

"bending"  comparable  con  el  inducido  por  las  variantes  de  GCN4  con  aminoácidos  básicos  adicionales  fue 

observado, arrojando evidencia a favor de la hipótesis de neutralización asimétrica. 

Estudios adicionales  de mutantes de GCN4 y  de factores  de transcripción de la  familia bZIP aportaron más 

evidencia de "bending" inducido por proteína en la dirección de localización de aminoácidos catiónicos.67,72,73 Sin 

embargo, no queda del todo clara la magnitud relativa del papel de la neutralización asimétrica en el "bending".

EcoRV.  Un gran volumen de información ha sido generado respecto de la unión de la endonucleasa de E. coli 

EcoRV a su sitio especifico en el ADN, y la importancia de la neutralización asimétrica en dicho proceso.  Esta 

proteína  homodimérica se une a un secuencia especifica (GATATC) e induce un "bending" de ~50 grados hacia el  
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surco  mayor,11 rompiendo  el  “stacking”  entre  el  par  T-A  central.  Sitio  este  particularmente  susceptible  al 

"bending".11,30,74,75 El mecanismo que subyace a dicho "bending", de acuerdo con datos de cristalografía, depende 

de fuerzas generadas por interacción con segmentos proteicos y de neutralización selectiva de fosfatos en el  

surco menor.10 Se observó que dicha unión al  ADN es dependiente de la presencia de iones divalentes,  que 

inducen un aumento de la afinidad por el sitio de clivaje.76 Más concretamente se observa que sin Mg2+ o Ca2+ no 

ocurre "bending" y la afinidad disminuye 5000 veces, pero que, sin embargo, tampoco se observa "bending" en  

ausencia de proteína, es decir, el proceso de unión y "bending" sería simultáneo. El rol propuesto para los iones 

divalentes  sería  estabilizar  la  estructura  altamente  deformada  necesaria  para  la  catálisis,  pero  no  generar 

intermediarios  con  "bending"  sin  proteínas.  Esto  observación  estaría  de  acuerdo  con un modelo  en  que  el 

tamaño del surco mayor en la forma B, no permitiría un "bending" en esa dirección estabilizada solo por la  

presencia de iones.77

Más  recientemente  por  medio  de  experimentos  de  FRET  sobre  una  variante  de  EcoRV  con  los  extremos  C-

terminales (que contienen residuos catiónicos) truncados se concluyó que la neutralización asimétrica afecta el 

"bending"  lo  cual  como consecuencia  afecta  la  unión de la  proteína a  su  diana.  Sin  embargo los  datos  de  

cristalografía presentada en el mismo trabajo, no muestran cambios en el "bending" al truncar dichos residuos 

catiónicos C-terminales. Para explicar esta incongruencia se aduce que en tales experimentos aún exista una 

población menor con "bending" completo que es capturada por la cristalografía.78

Para aislar y evaluar la contribución de la neutralización asimétrica, por la presencia de la proteína, a la energía  

libre de "bending" del ADN, Hancock et al79 utilizaron una combinación de mutaciones puntuales y sustituciones 

de fosfatos por metilfosfonatos, basadas en la información cristalográfica (PDB ID: 1B94).  En esta se puede  

observar la presencia de residuos catiónicos de la proteína localizados cerca de los fosfatos desde el surco mayor 

del ADN. La disección de estas interacciones y del potencial efecto de modificaciones en la proteína y/o el ADN 

permitió a los autores identificar sitios cuya modificación solo estaría afectando la neutralización interfosfato y 

no la interacción proteína-ADN determinante en el proceso de unión. En tal sentido, experimentos de cinética 

comparativa entre el sistema “wild type” y varios sistemas que incluyen mutaciones puntuales y/o metilaciones 

de fosfatos permitió a los autores proponer un modelo que implica una reacción de asociación de segundo orden 

reversible  en  la  que  el  primer  paso  correspondería  a  un  proceso  controlado  por  la  difusión  y  dirigido 

principalmente por interacciones carga-carga, con un ADN que probablemente presenta un modesto "bending" 

parcial o que es capaz de explorar conformaciones con "bending" mayores. El "bending" completo se alcanzaría 

en el  segundo paso de reacción e involucraría la  formación de muchas interacciones estabilizantes entre la  

proteína y el ADN, pero solo algunas pocas interacciones carga-carga adicionales.  En la dirección reversa, la  
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perdida de "bending" es un paso lento debido al alto número de interacciones que deben romperse, dejando solo 

las  interacciones  carga-carga  por  romper,  lo  cual  ocurre  más  rápidamente.  De  acuerdo  con  estos  datos,  la 

reducción del potencial electrostático negativo en la cara cóncava del ADN es favorable tanto para el proceso de  

unión, así como para la catálisis y tiene mayores efectos sobre la velocidad de disociación que de asociación, 

mientras que perturbaciones similares sobre la cara convexa tienen el efecto contrario. Por ende, la inducción de 

asimetría electrostática por EcoRV estaría contribuyendo favorablemente a la energía libre de unión.

Los autores a su vez destacan que un factor importante, determinante de la selectividad de secuencia de este 

proceso,  es  la  mayor  flexibilidad  axial  del  “step”  TpA  de  sitio  de  clivaje  especifico  GATATC,  que  estaría 

contribuyendo, junto con la neutralización asimétrica, a reducir la energía libre de activación para el proceso de 

"bending", no observándose lo mismo para otras secuencias de menor flexibilidad. 

  

IHF.  Una pregunta para cuya respuesta se han comenzado a aportar datos recientemente es: el "bending" es 

inducido por la proteína? o, la proteína captura  estructuras de ADN pre-curvadas?

Una  primera  respuesta  experimental  fuerte  a  esta  pregunta  fue  propuesta  recientemente  por  Vivas  y  

colaboradores80  estudiando la proteína IHF de  E.  coli mencionada más arriba. Los autores monitorearon el 

"bending" de la secuencia de unión de IHF vía experimentos de FRET en respuesta a perturbaciones de tipo 

“laser  temperature-jump”.  De  esta  manera  fueron  capaces  de  observar  que  la  presencia  de  “nicks”  o 

“mismatches” que aumentan la flexibilidad del ADN en los sitios de “kink” inducen un aumento de 3-4 veces en 

la velocidad de "bending", que se refleja en un aumento de 4-11 veces en la afinidad por la proteína. Por otro 

lado, secuencias con modificaciones lejanas de los sitios de “kink”, así como mutaciones en IHF diseñadas para 

desestabilizar el complejo, tienen efectos despreciables en las velocidades de "bending" del ADN a pesar de una 

disminución mayor a 250 veces en la afinidad de unión IHF-ADN. En base a estos resultados, los autores proponen 

que el paso limitante en el proceso de reconocimiento por IHF es el la generación de “kinks” espontáneos del 

ADN para adoptar una conformación pre-curvada. Desde este punto de vista el mecanismo de reconocimiento 

subyacente sería la captura, por parte de la proteína, de conformaciones pre-curvadas del ADN. Posteriormente,  

la  proteína podría inducir  "bending" adicional del  ADN, luego de la formación del  estado de transición del  

proceso de unión.80 La figura 3-2 muestra un esquema del mecanismo de unión proteína ADN propuesto por los 

autores.
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Figura  3 -2.Mecanismo  propuesto  para  la  formación  del  complejo  IHF-ADN.  El esquema muestra posibles rutas alternativas para la 

formación del complejo a partir  del  ADN y proteína libres.  El  mecanismo incluye conformaciones del ADN parcialmente curvado en ausencia de  

proteína (izquierda abajo) o en presencia de la misma (centro abajo), pero previo a los cambios conformacionales en IHF necesarios para la formación  

del complejo final (derecha abajo). Un complejo en el cual el ADN presenta curvatura independiente de secuencia, interaccionando con la proteína en 

su conformación final, también es posible de acuerdo con el mecanismo propuesto (arriba derecha). (Tomada de Vivas et al.80)

Los datos presentados en los párrafos anteriores presentan una visión en la que la neutralización de la carga 

presente en los grupos fosfato del ADN estaría jugando un papel significativo en la reducción de su rigidez, lo  

cual  reviste  importancia  tanto  para  el  empaquetamiento  como  para  la  interacción  con  diversas  proteínas.  

Quedan sin embargo dudas respecto de la relevancia relativa del desbalance anisotrópico de cargas, en particular 

cuando se trata de la interacción con proteínas. En general, se observa que dicha neutralización seria condición 

necesaria pero no suficiente para explicar el "bending" asociado a la unión de proteínas y no es claro, excepto 

por  el  caso  de  la  proteína  IHF mencionada  más  arriba,  si  dicho "bending"  ocurre parcialmente previo  a  la  

interacción con la proteína o si es necesaria la presencia de ésta. Si tuviese lugar el "bending" sin proteína, aun 

faltarían evidencias fuertes para dilucidar el  peso relativo del  "bending" intrínseco al  ADN y del  efecto del  

entorno acuoso e iónico.

En el capitulo II, se concluyó que al aumentar la escala temporal accesible a la simulación de ADN en condiciones 

fisiológicas, se observan por primera vez estados estables y reversibles de "bending" de ADN, dependiente de la 

presencia de cationes en el surco menor. En base a esta observación y a la revisión bibliográfica presentada en los 

párrafos anteriores, se plantea la siguiente hipótesis: 

La unión de iones al surco menor y las conformaciones estables (de cientos de nanosegundos a microsegundos) 

que se generan como consecuencia, son estados intermediarios en la unión de proteínas que para su actividad 

requieren un ADN curvado. 

Para  demostrar  tal  hipótesis  se  plantea  estudiar  un  caso  paradigmático  de  interacción  proteína-ADN  que 
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requiere "bending":  la  interacción entre la  proteína E2 y  el  ADN en papiloma-virus,  que se  describe en los  

párrafos siguientes, y de la que se tiene información cristalográfica de referencia. La idea guía detrás del análisis 

que se realizara es la posible similitud entre los estados que se observan en el ADN libre (en un entorno acuoso  

en  presencia  de  iones)  y  los  presentes  en  los  complejos  proteína-ADN  obtenidos  por  cristalografía.  

Adicionalmente  se  pretende  caracterizar  las  diferencias  de  tendencia  de  unión  de  iones  de  acuerdo  con  la 

secuencia en los segmentos de ADN diana de dichas proteínas.

Proteína  E2.  Se trata de un factor de transcripción/replicación viral codificado en el genoma de los papiloma-

virus.  Estos  son  virus  de  ADN  icosaédricos  que  infectan  el  tejido  epitelial  de  una  variedad  de  huéspedes 

incluyendo varias especies de mamíferos. Más de 100 cepas de dicho virus son agentes infecciosos humanos y se  

denominan HPVs (por “Human papillomavirus”).81  Dichas cepas pueden clasificarse en dos grupos: alto riesgo 

(p.e.:  HPV16 y  HPV18)  y  bajo  riesgo (p.e.:  HPV6).  Mientras  que estos  se  asocian comúnmente con verrugas  

epiteliales benignas, los primeros están fuertemente asociados al desarrollo de cáncer.

E2  es  una  proteína  homodimérica  (~360  aminoácidos  por  monomero),  que  cuenta  con  dos  dominios  por 

monomero: el dominio N-terminal responsable de la activación de la transcripción/replicación y el dominio C-

terminal que se liga al ADN, unidos por una región linker. 

A pesar de que no hay actualmente estructuras experimentales de la proteína E2 completa, si las hay de sus  

dominios por separado. En particular, para el caso del dominio de unión al ADN existen estructuras tanto para el  

complejo proteína-ADN así como para los componentes por separado.82–86 Las E2 de todas las cepas de papiloma-

virus se unen a la secuencia palindrómica consenso ACCgNNNNcGGT (g y c indican que G y C son preferidos 

respectivamente pero no requeridos necesariamente para el reconocimiento especifico por E2), vía la inserción 

de dos alfa-hélices, HI y HII (una de cada monómero) dentro del los surcos mayores consecutivos de las regiones 

conservadas del  sitio  de unión (Figura 3-3).  La  región NNNN se denomina “spacer”  y  a  pesar  de tener  una 

composición nucleotídica  variable,  su  longitud está absolutamente  conservada  en  todos  los  papiloma-virus. 

Dicho sitio de unión ocurre múltiples veces en el genoma viral. En particular, los genomas de HPV de alto riesgo, 

presentan cuatro sitios de unión de E2 dispuestos de manera conservada debido a su importancia en el ciclo de 

infección viral.81 A pesar de que no existe una secuencia consenso para el “spacer”, se demostró que la E2 de 

varios  HPVs  muestran  no  solo  mayor  afinidad  por  “spacers”  ricos  en  A:T,  sino  preferencia  por  “spacers” 

conteniendo una secuencia del tipo AA[A/T]N ya que se observó por ejemplo que TTAA presenta menor afinidad 

que AATT.85,87,88

En el complejo E2-ADN, la doble hélice presenta un "bending" de 43-51 grados hacia el surco menor de la región  
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del “spacer”. La deformación ocurre principalmente por compresión del surco menor de la región del “spacer” y  

en menor medida de los surcos mayores adyacentes (regiones conservadas). En este sentido, la E2 pertenece a la  

clase II de proteínas de unión al ADN, de acuerdo con la definición mencionada en la introducción.

Una característica notable de este sistema es que la capacidad de E2 de distinguir entre sitios de unión del ADN 

que difieren en la secuencia del “spacer”, no depende de interacciones directas entre la proteína y tal región. En  

este  sentido  puede  considerarse  este  como  un  ejemplo  de  interacción  por  “lectura  indirecta”  o  “indirect  

readout”.81 Adicionalmente, se ha observado que mientras la secuencia del “spacer” ACGT mantiene en términos 

generales la linealidad del eje principal de la doble hélice,84 la secuencia AATT presenta "bending" de 9 grados 

hacia el surco menor del “spacer”, acompañada de una notable reducción del ancho en el surco menor. 

Figura 3 -3.  Interacción E2-ADN.  El complejo entre la proteína E2 de BPV-1 con un segmento de ADN conteniendo la secuencia 5'-ACCGACGTCGGT-

3' (PDBID: 2BOP) se muestra en el panel de la derecha identificando los sitios de interacción en ambas moléculas. El reconocimiento por “lectura  

directa” ocurre por inserción de las hélices HI y HII (rojo) en el surco mayor del ADN en la región que contiene la secuencia ACCG (azul), junto con la  

interacción del “loop” entre las hebras-β 2 y 3 (rojo) con dicha región de la doble hélice. La región del spacer (verde) no contacta directamente con la  

proteína siendo responsable del reconocimiento por “lectura indirecta”. Entre los residuos de la proteína que contactan el ADN se destacan N294,  

K297, C298, R300, F301 y R302 localizados en las hélices HI y HII y que presentan un 94% de conservación (panel de la izquierda).

Como resultado el  “spacer” AATT presenta un estado de "bending" previo a la  unión de la proteína que se 

asemeja al que se observa luego de la unión de esta. Tal “pre-bending" podría por lo tanto constituir un “código  

estructural” para el reconocimiento de proteína, subyacente a la secuencia.81 Como se mencionó previamente, la 

flexibilidad conformacional del ADN puede aumentar la afinidad de una proteína por  éste. Sin embargo en el 

caso de la proteína E2, (HPV16/18) se ha observado el fenómeno opuesto. Es decir, la introducción de flexibilidad 

en el sitio de unión de E2 por medio de introducir un “nick” o “gap” en el “spacer”, disminuye la afinidad de E2 
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por tal sitio.87 Este no es el caso para otras isoformas de E2 como la presente en la cepa BPV-1, que muestra  

correlación positiva entre la flexibilidad y la afinidad.81 

Por  último, se ha propuesto que la distribución de carga positiva en la superficie de E2 que contacta el ADN  

podría ser un factor determinante de las diferencias de afinidad observadas entre varias isoformas de E2. 81 En tal 

sentido, el modelo de neutralización asimétrica como factor importante en la deformabilidad del ADN y la avidez 

de proteínas por este, también podría ser aplicable en el sistema E2-ADN.

En términos generales se cree que el reconocimiento de secuencia comienza por la difusión de la proteína hacia 

el ADN a lo largo de una mezcla de caminos.  Algunas proteínas difunden principalmente a lo largo del ADN 

(recorrido  unidimensional)  por  largas  distancias,  mientras  que  otras  favorecen  un  recorrido  tridimensional 

sensando al ADN en diversos sitios. Una vez en el sitio objetivo, las proteínas pueden unirse al ADN por medio de 

un camino cinético único, o por rutas paralelas. Cada ruta puede ser de dos estados o incluir poblaciones de  

intermediarios  cinéticos.  En  el  complejo  final,  el  reconocimiento  de  secuencia  es  mediado  por  contactos 

específicos entre las cadenas laterales de la proteína y las bases del ADN (lectura directa) y/o por la energética  

conformacional de bases no contactadas (lectura indirecta) (ver Ferreiro et al89 y las referencias allí citadas).

En el caso de E2 de HPV16, los cambios conformacionales son relativamente grandes para el ADN y pequeños  

para la proteína.81,84,85,90–92 Sin embargo, los elementos de la proteína que reconocen el ADN (hélices HI y H2, y los  

loops beta2-beta3) muestran una importante flexibilidad en ausencia de ADN (24,31).91,93

Una vez formado el complejo E2-ADN, las interacciones involucradas en su estabilización pueden clasificarse en 

dos categorías: específicas y no específicas dependiendo de si la interacción entre la cadena lateral de la proteína 

contacta las bases del ADN o si el contacto es con el esqueleto de fosfatos, respectivamente. Por otro lado, la  

proteína presenta dos dominios principales de interacción con el ADN: dos hélices  y un loop que conecta las β-

strands 2 y 3. Dichas hélices se insertan en el surco mayor del ADN que presenta la secuencia de reconocimiento 

de E2, y que presenta residuos capaces de establecer interacciones especificas y no especificas. Incluso algunos  

residuos cumplen una doble función de interaccionar con las bases al insertarse en el surco mayor, pero a su vez 

contactan el esqueleto de fosfatos. Por su lado, los residuos presentes en el el loop β2-β3 están involucrados en 

interacciones no específicas.  Cabe notar que un subconjunto de los residuos que se observan en las hélices, 

algunos de los cuales son de interacción específica (C298), otros de interacción doble (N294, K297, Y301 y R302), 

así como también de interacción no-específica (R300), presentan una conservación > 94 % (Figura 3-3).94

En base a experimentos de “stopped-flow” se mostró que la unión ocurre por dos vías paralelas, una de ellas de  

dos estados y la otra con al menos dos intermediarios poblados.95 La ruta multiestado podría ser un modelo de 

transición  por  diferentes  pasos  desde  la  unión  inespecífica  a  la  unión  específica  luego  de  la  difusión 
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unidimensional,5,96 mientras que la ruta de dos estados lo sería para la unión luego de la difusión tridimensional.

La caracterización de la vía de dos pasos indica que la mayoría de las cadenas laterales que contactan el ADN 

estabilizan el estado de transición de unión respecto de los reactivos libres. Sin embargo, la contribución de las  

cadenas laterales que contactan las bases directamente es mayor que las que contactan a los grupos fosfato. El  

análisis  de  similitud  energética  entre  el  estado  de  transición,  los  reactivos  y  el  producto  sugiere  que  la  

energética de las interacciones en el estado de transición no es uniforme. Los contactos directos con las bases son 

similares a los observados en el complejo final, mientras que varias de las interacciones con los grupos fosfato 

son similares a las  que ocurren en los  reactivos libres.  Adicionalmente,  el  cambio completo en la capacidad 

calorífica tiene lugar en el paso desde el estado de transición hasta el complejo final, compatible con un estado  

de transición altamente solvatado con mucha libertad vibracional. En el pasaje al complejo final, las moléculas 

de agua serían expulsadas de la interfase.95 

Por otro lado, en la vía de intermediarios múltiples, se observa la ocurrencia de interacciones no-nativas (tanto 

con el esqueleto de fosfatos como con las bases) entre residuos de las hélices y del loop β2-β3, durante el proceso 

de  unión.  Dichas  interacciones  no  solo  ayudan  a  estabilizar  el  primer  estado  de  transición  y  el  primer 

intermediario, sino que favorecen la formación del segundo intermediario, el cual es una trampa cinética, que 

requiere de la  ruptura  de tales  interacciones  para  que ocurra  la  transición al  complejo  final  (escala  de los  

segundos). En tal sentido, se especula que el estado intermediario lento podría tener un rol funcional, como el  

de modular la búsqueda de la secuencia blanco, o estar involucrado en efectos alostéricos de otras moléculas 

regulatorias.

El perfil de energía de unión de E2-ADN presenta dos facetas bien diferenciadas que involucran sustancialmente 

diferentes interacciones. La vía de dos estados se comporta como un suave embudo donde interacciones de tipo 

nativas predominan y llevan al complejo final. La vía múltiple se comportan como un embudo rugoso en el que  

estados intermediarios son poblados por medio de interacciones no-nativas (Figura 3-4).  La  rugosidad de la  

superficie  de energía,  seria  consecuencia  de dichas  interacciones  no-nativas,  aunque otros factores  como el 

requerimiento de "bending" del ADN o la difusión unidimensional a lo largo de regiones de ADN no específicas 

para E2, podrían estar involucradas.97
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Figura  3 -4.  Esquema  de  la  superficie  de  energía  l ibre  para  el  

dominio  de  reconocimiento  de  ADN  de  E2.  (Figura 4.B tomada de 

Sanchez et al97 ) Proyección del perfil de energía libre con forma de doble  

embudo.  El  ancho del gráfico representa la entropía conformacional del  

sistema E2-ADN, y la profundidad representa la energía de interacción entre 

ambas moléculas. La parte superior de la figura corresponde con el estado 

en  el  que  proteína  y  ADN  no  interaccionan  y  los  dos  embudos  agrupan 

interacciones nativas y no-nativas entre ellas. La ruta cinética de dos estados  

tiene lugar en el embudo de menor frustración (derecha), centrado en el 

mínimo  de  energía  libre  para  el  complejo  nativo.  La  ruta  cinética 

multiestado mapea un embudo no nativo con mayor grado de frustración 

(izquierda)  centrado  en  el  estado  Ilate.  La  conversión  desde  este  estado 

intermediario hacia el mínimo global requiere que el complejo E2-ADN cruce 

al  embudo  nativo,  pasando  por  el  estado  de  transición  TSEmultistate
late.  La 

disociación del complejo nativo puede implicar el pasaje por TSEmultistate
late o 

por TSE2-state.

Métodos

Simulaciones de DM molecular se llevaron a cabo utilizando el programa GROMACS 4.5 para cuatro segmentos de 

ADN de 17 pares de bases conteniendo el sitio de reconocimiento de E2 y variando la secuencia de la región de  

spacer (AATT, AAAA, TTAA y ACGT). El ADN fue modelado a nivel CG utilizando el modelo propuesto por Dans et  

al.98 El entorno acuoso se modelo utilizando el modelo CG de agua e iones presentado en el Cap ítulo II, con una 

concentración  iónica  de  0.2M.  Las  simulaciones  se  llevaron a  cabo por  25  µs  en  el  “ensemble”  isotérmico-

isobárico a 300K y 1atm, acoplando la temperatura y presión al termostato y baróstato de Berendsen,99 utilizando 

un paso de integración de las ecuaciones de movimientos de 20 fs. Para mantener la integridad de los extremos  

del  ADN,  los  pares  de  bases  en  tales  posiciones  se  mantuvieron  unidos  mediante  el  uso  de  restricciones 

armónicas de 1255.5 Jmol-1. Un “cutoff” de 1.2 nm se utilizó para las interacciones no covalentes mientras que las 

interacciones electrostáticas de largo alcance se calcularon mediante el metodo Particle Mesh Ewald (PME).100,101 
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El número de iones ligados en el surco menor en el par de bases genérico (i,j) se calculó definiendo dos grupos, 

uno que contiene los iones a 0.75 nm del fosfato i+2 y otro similar respecto de fosfato j+2 y contando el n úmero 

de iones que pertenecen a la intersección de dicho grupos (ver Figura 3-5). Este procedimiento repetido para  

cada par de bases de interés, en cada paso de simulación, permite obtener perfiles temporales de unión de iones. 

Figura  3.5 .  Definic ión  de  distancia  interfosfato  y  de  numero  de  iones  por  par  

de  bases.  El numero de iones en el surco menor del par de bases (i,j) (azul) se define por la  

intersección  de  los  números  de  iones  contenidos  en  dos  esferas  (gris)  de  radio  0.75  nm  

centradas en los fosfatos de las bases i+2 y j+2 (rojo). La distancia entre estos fosfatos define a  

su vez la distancia interfosfato asociada a dicho numero de iones del par (i,j)

La suma del número de iones calculada de dicha manera para todos los pares de bases de la región del “spacer”  

se utilizó para correlacionar el número de iones en el surco menor y la disminución del ancho del mismo, junto  

con otras propiedades estructurales (RMSD, distancia HI/HII-surco mayor).

La contribución promedio de número de iones por par de bases se obtuvo calculando el porcentaje de iones en  

cada par de bases respecto del total de iones (promedio) en el surco menor.

La disminución del ancho del surco menor (“narrowing” ) fue analizada, al igual que en el Capítulo II, estimando 

la distancia promedio interfosfato (ver Figura 3.5) entre hebras opuestas considerando los pares de bases de la  

región del “spacer”.

El perfil temporal de RMSD se calculó alineando primero cada conformación obtenida mediante la simulación de 

DM a la estructura experimental de ADN en complejo con la proteína E2 y calculando el RMSD para las posiciones 

de los grupos fosfato. El alineamiento estructural se realizó sobre la región de “spacer” (extendida un par de 

bases a cada lado) para focalizar el análisis sobre las deformaciones en la región responsable de la “lectura 

indirecta”. La distancia entre las Hélices I y II de la E2 respecto de los surcos mayores con los cuales interacciona 
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en el complejo proteína-ADN se obtuvo midiendo a cada paso de tiempo de simulación la distancia entre el Cα 

del residuo 301 (de cada monomero de la E2) y el tercer par de bases del sitio de reconocimiento por “lectura  

directa” (ACCG). Esto permite analizar si al interaccionar los iones con el surco menor ocurre un acercamiento o  

no de los sitios de reconocimiento en ambas moléculas. 

La  curvatura  en  el  ADN  se  evaluó  por  medio  de  un  parámetro  que  se  denominó  VAB  (Vector  Asociado  al  

"Bending") cuya construcción se esquematiza en la Figure 3-6.

Figura  3-6.  Determinación  del  Vector  Asociado  al  "bending"  

( VAB).  El "bending" asociado a un “step” de pares de bases (arriba) se mide 

considerando los dos pares de bases hacia la izquierda y los dos hacia la 

derecha  del  “step”  de  interés.  Se  determina  el  punto  medio  entre  los 

fosfatos de dichos pares (puntos rojos) y el vector que conecta dichos puntos 

(flechas conectando los puntos rojos). La suma de dichos vectores (flechas 

dentro del círculo verde) es un vector que indica la dirección e intensidad del 

"bending" asociado al  “step” de interés.  Si  se  suman tales  vectores  para 

todos los “steps” de una región de la doble hélice, se obtiene el VAB, el cual 

condensa  el  módulo  y  dirección  del  "bending"  global  de  dicha  región 

(abajo).

Dicho VAB permite evaluar la intensidad del "bending" por medio de su módulo, así como su dirección global, 

considerando los ángulos entre dicho vector y los ejes x-y-z. 

El  Análisis  de  Componentes  Principales  o  análisis  de  covarianza  fue  utilizado  para  encontrar  movimientos  

correlacionados en el ADN que faciliten el análisis de las deformaciones estructurales debida a la unión de los  

iones. Se basa en diagonalizar la matriz de covarianza de las coordenadas atómicas pesada por la masa:

Donde M es una matriz diagonal conteniendo las masas de los átomos. C es una matriz simétrica de 3Nx3N, que  

puede diagonalizarse mediante una matriz de transformación ortonormal R: 
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Las columnas de R son los vectores propios o componentes principales (PCs del ingles “Principal Components”). R  

define una transformación a un nuevo sistema de coordenadas.  Los valores propios λi representan la fluctuación 

cuadrática media del componente principal i.  Los primeros componentes principales a menudo describen de 

manera colectiva los movimientos globales del sistema.  En tal sentido, el filtrado de la trayectoria original según 

un componente principal dado permite conservar solo los desplazamientos en la trayectoria que corresponden a 

los movimientos colectivos asociados con dicho componente principal, facilitando el análisis de las variaciones 

estructurales principales en la simulación.

Una manera de medir la similitud del espacio explorado por dos simulaciones es comparar la superposición del  

espacio definido por los primeros componentes principales de ambas simulaciones. Dicha medida, conocida como 

Indice  de Similitud (IS),  se  define para  el  espacio generado por  los  vectores w1...wm de  una simulación y  el 

correspondiente a los vectores v1...vn de la otra simulación, como:

Adicionalmente,  tal comparación puede realizarse comparando todos los vectores  w1...wm contra todos los v1...vn, 

obteniendo una medida detallada de la similitud de cada componente principal de una simulación con cada uno  

de otra, en lugar de una medida de la similitud de los espacios generados por tales grupos de vectores. Esta 

última medida se conoce como Matriz de Producto Interno.

El  análisis  de  componentes  principales,  así  como  las  medidas  de  IS  y  matrices  de  producto  interno  fueron 

calculadas para las simulaciones de todas las secuencias de spacer estudiadas (AATT, AAAA, TTAA y ACGT) en 

presencia o ausencia de iones unidos al surco menor. Este análisis permite conocer las características dinámicas  

generales del ADN de acuerdo con la secuencia y con la unión de iones.

Resultados y Discusión

Como  se  menciona  previamente,  la  interacción  entre  la  proteína  E2  y  el  ADN  depende  fuertemente  de  la 

respuesta mecánica de la región “spacer” frente a la tensiones impuestas por la proteína cuando esta se une. Por 

lo cual, secuencias que presenten menor resistencia a ser dobladas tendrán asociadas un menor costo energético 

para  la  formación del  complejo proteína-ADN, lo  cual  se  traduce en una mayor  afinidad de la E2 por  tales  
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secuencias. Experimentos de ciclización combinados con estimaciones teóricas de la constante de afinidad han 

demostrado que ésta guarda una proporcionalidad directa con la riqueza en AT  en la región “spacer”.102 

Por otro lado, de acuerdo con la multiplicidad de datos presentes en la bibliografía, regiones en el ADN que 

presentan "bending" del eje principal del ADN y “narrowing” del surco menor  se correlacionan frecuentemente 

con unión de cationes a este sitio.  Dicha unión ayudaría a estabilizar tales  conformaciones compensando la 

repulsión electrostática debida al acercamiento de los grupos fosfato.

Adicionalmente, en el Capítulo II se mostró que las simulaciones de dinámica molecular utilizando los modelos 

CG introducidos en el presente trabajo, evidencian cambios conformacionales reversibles en el ADN inducidos 

por la unión de cationes al surco menor en el dodecámero de Drew-Dickerson. Este proceso sucede en la escala  

temporal de los microsegundos.

En base a estas observaciones, en el presente trabajo se propuso correlacionar la unión de cationes al surco  

menor de cuatro segmentos de ADN conteniendo el sitio de reconocimiento de la proteína E2 con los datos 

experimentales de afinidad. En tal sentido se llevaron a cabo simulaciones de dinámica molecular, utilizando los  

modelos de ADN, agua e iones CG descriptos previamente. La tabla 3-1 presenta las secuencias utilizadas en la 

región del “spacer” y los distintos valores de afinidad medidos en cada caso.

Tabla 3-1. Afinidad de E2 por diferentes secuencias de región “spacer”.

Secuencia del 
“spacer”

aKrel (tomadas de 
Zhang et al102)

"bending" (o) / VAB (nm)
(canónico)

"bending" (o) / VAB (nm) 
(experimental)

AATT 300 0 0.31 41 0.78

AAAA 160 0 0.31 ... ...

TTAA 9.4 0 0.31 ... ...

ACGT 1 0 0.31 46 0.95
a Krel mide la afinidad de E2 por una secuencia de “spacer” dada, relativa a la afinidad por la secuencia ACGT (Kd = 12 nM); Krel=Kd

ACGT/Kd.

Actualmente se cuenta solo con estructuras experimentales para secciones con spacers  AATT y ACGT, las cuales  

ligan a la proteína E2 con alta y baja afinidad, respectivamente (Figura 3-7). A partir de dichas estructuras se 

puede observar que el ADN presenta "bending" en la dirección  del surco menor (en el sentido de la proteína) de  

alrededor de 41 y 46 grados para AATT y ACGT, respectivamente. Tal deformación del ADN permite la inserción de 

las hélices de interacción de la E2 en los surcos mayores donde se localiza la secuencia de reconocimiento (Figura 

3-3). 
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Figura  3 -7.  Estructuras  experimentales  del  complejo  E2-ADN.  Representación  de  las  estructuras  cristalográficas  obtenidas  para  la 

interacción  de  E2  con dos  segmentos  de  ADN de secuencia  distinta  en  la  región del  spacer  (identificada  con la  representación  Licorice):  AATT  

(izquierda, PDBID: 1JJ4) y ACGT (derecha, PDBID: 2BOP). 

Unión  de  iones  al  surco  menor.   La Figura 3-8 muestra el numero de iones en el surco menor por par de 

bases durante 25 μs de simulación para las cuatro secuencias estudiadas.  Tal  medida se realizó contando el 

número de iones en el entorno de cada par de bases, desde el surco menor, para cada paso de simulación. (ver  

sección Métodos).

Importantes  diferencias  se  pueden apreciar  respecto  de la  dinámica de  unión de  iones,  dependiendo de la 

secuencia del “spacer”. Concretamente, la estabilidad temporal de la unión de cationes separa a las secuencias 

estudiadas en tres clases: unión fuerte (decenas de μs), intermedia (algunos μs) y débil (decenas de ns). 

En el caso de unión fuerte se encuentra solo la secuencia de “spacer” de alta afinidad por E2, AATT. Como se 

evidencia en la Figura 3-8, la dinámica del sistema muestra fundamentalmente dos estados. Un período inicial, 

con un número reducido de iones ligados principalmente en la región del “spacer”. Este estado es seguido por un 

fuerte incremento en el número de iones en surco menor de prácticamente toda la secuencia estudiada. Tal  

incremento se mantiene por el resto del tiempo simulado, así como también se mantiene la mayor localización  

en la región “spacer” (Figura 3-8, panel superior). 

La clase de unión intermedia contiene las secuencias de afinidad media, AAAA y de afinidad baja, ACGT (Figura 3-

8, panel superior). En tales casos, se observa la ocurrencia consecutiva de períodos de unión poco frecuente, 

seguidos de períodos donde incrementa la unión de iones. Este comportamiento es análogo al ya observado para 
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la secuencia llamada Drew-Dickerson, estudiada en el capítulo anterior (Figura 2-10)). Es importante notar que el 

número  de  iones  ligados  en  los  casos  intermedios  durante  estos  periodos  alcanza  el  mismo  nivel  que  el 

observado para la secuencia AATT. Además, tal unión ocurre de manera extendida por toda la secuencia al igual  

que en dicho caso. Sin  embargo, tanto en los períodos de alta como de baja unión, se observa una mayor 

localización de iones en la región del “spacer”, en el caso de AAAA. Este efecto es menos evidente para ACGT (ver  

Figura 3-8, panel inferior). 

Figura 3 -8.  Dinámica de interacción i ónes-ADN. Panel superior :  número de iones ligados por el surco menor según el par de base y el 

tiempo para las cuatro secuencias estudiadas (AATT: primero, AAAA: segundo, TTAA: tercero y ACGT: cuarto, contando desde la izquierda), medido de 

acuerdo al procedimiento detallado en la sección Métodos. Panel  infer ior:  porcentaje del número promedio (temporal) de iones ligados en todo el 

surco menor correspondiente a cada par de base. 

Por ultimo, en la clase de unión débil se ubica la secuencia TTAA. Esta presenta una afinidad por E2 mayor que  

ACGT, pero menor que AAAA. Durante toda la simulación se observa una unión muy poco frecuente de iones, en 

comparación  con  los  tres  casos  anteriores  (Figura  3-8,  panel  superior).  Sin  embargo,  cuando  los  iones  se 

condensan, lo hacen principalmente en la región del spacer. 

En resumen: i) la secuencia de mayor afinidad por E2 (“spacer” AATT) muestra una dinámica de unión fuerte con  

una marcada localización en la región del “spacer”; ii) la secuencia AAAA, cuya afinidad relativa por E2 es casi la 

mitad respecto a AATT demuestra una dinámica de unión de iones intermedia con una localización moderada en 

la región del “spacer”; iii) la secuencia TTAA, con una afinidad por E2 ~30 veces menor que AATT, muestra una 

dinámica de enlace de iones débil pero fuertemente localizados en la región del "spacer"; iv) la secuencia ACGT , 

cuya afinidad por E2 es ~ 300 veces menor que AATT muestra una dinámica de enlace ionice intermedia pero 

escasa localización.  
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Los diferentes perfiles de enlace iónico en función de la secuencia estudiada sugieren un posible papel en el 

proceso de unión de E2 al ADN. En particular se plantea la hipótesis de que el enlace de iones genere cambios  

conformacionales en la doble hélice que faciliten la unión a la proteína favoreciendo conformaciones en al ADN 

libre similares a los de la forma ligada. 

Para avanzar en esa dirección se planteó la siguiente estrategia, en primer lugar se caracterizó la covarianza de 

las coordenadas del ADN (grupos fosfato) mediante un análisis de componentes principales (PC del la sigla en 

ingles,  Principal  Componentes).  El  objetivo  en  este  caso  es  identificar  similitudes  y  diferencias  en  el  

comportamiento estructural del ADN entre las diferentes secuencias y en presencia o ausencia de iones ligados  

en el surco menor. En segundo lugar, se estudió el contenido de "bending" en los componentes principales que 

en conjunto contienen la mayoría de la varianza de las coordenadas del sistema. Esto permite no solo conocer las 

características globales de los principales movimientos conformacionales que presenta el ADN, sino que también 

permite revelar específicamente la respuesta mecánica de la doble hélice, en particular de la curvatura de ésta, 

frente a la presencia de iones en el surco menor. Como marco de referencia experimental, se analizó también el 

"bending" observado en los complejos E2-ADN de dos estructuras obtenidas por cristalografía de rayos X (ver  

Figura 3-7). En tercer lugar, se analizó lo correlación temporal entre la unión de iones y cambios estructurales en 

el ADN como: el ancho del surco menor, el RMSD del "spacer" (ajustando contra las estructuras experimentales) y 

las distancias entre las hélices HI y HII con sus sitios de interacción en el surco mayor. Este análisis final permite 

observar  directamente  y  en  términos  temporales,  el  efecto  de  la  unión  de  iones  al  surco  menor  sobre  la 

conformación del ADN. 

Respuesta  del  ADN  frente  a  la  unión  de  iones.  El primer paso para comprender las características 

estructurales de la respuesta de la doble hélice frente a la condensación de iones en el surco menor se analizó la 

covarianza de las coordenadas cartesianas del sistema. Esto se hace descomponiendo los movimientos del ADN 

en un espacio de coordenadas denominados componentes principales, que condensan la varianza y por ende 

ayudan a identificar los movimientos más importantes del ADN (ver sección Métodos). 

Como se menciona en la sección Métodos, los componentes principales se obtienen diagonalizando la matriz de 

covarianza de las coordenadas del sistema. Obteniendo como resultado un conjunto de vectores propios, con sus 

valores propios asociados,  que representan el  nuevo conjunto de coordenadas (en lugar  de las  coordenadas 

cartesianas de las que se parte) con los cuales representar la dinámica del sistema. Una ventaja de esta nueva  

representación  es  que  las  nuevas  coordenadas,  o  componentes  principales,  tienen  diferente  contenido  de 

varianza, medida por medio del  valor propio asociado. En este sentido es  posible restringir  el  análisis  a un  
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subconjunto de tales componentes principales, que condensan la mayoría de la varianza del sistema. La Figura  3-

9 muestra los valores propios (en porcentaje) de los diez primeros componentes principales ordenados de mayor 

a menor. Como puede observarse, dicho subconjunto de coordenadas, explica ~90% de la varianza del sistema,  

por lo cual representa una muy buena reducción de la dimensionalidad de los sistemas bajo estudio, permitiendo  

un análisis más sencillo de la dinámica global de los mismos. En consecuencia, el análisis que se presenta en los 

próximos párrafos se realizó tomando el espacio de movimientos generado por los diez primeros componentes 

principales.

De acuerdo con los resultados presentados en la sección anterior, las secuencias AATT y TTAA presentan una 

dinámica de unión de iones bien diferenciada. Mientras que AATT presenta alta frecuencia de iones ligados al  

surco  menor  en  casi  toda  la  simulación  (excepto  los  primeros  microsegundos),   TTAA  muestra  muy  baja 

frecuencia. Por su lado, las secuencias AAAA y ACGT presentan un comportamiento intermedio con secciones  

temporales de alta frecuencia (similar a AATT), seguidas por secciones temporales de baja frecuencia (similar a 

TTAA). 

Figura  3-9.  Valores  propios  de  los  Componentes  Principales.  Se muestran los diez valores propios más grandes en término de porcentaje 

respecto de la traza de la matriz de covarianza (suma de todos los valores propios), para las cuatro secuencias evaluadas en presencia y ausencia de  
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iones.

En tal sentido surge natural la idea de fragmentar las simulaciones de estas dos últimas secuencias, agrupando 

las secciones temporales de baja frecuencias por un lado (AAAAb y ACGTb), y las de alta frecuencia por otro  

(AAAAa  y  ACGTa).  Esto  permite  comparar  ambas  por  separado  contra  AATT  y  TTAA.  Cabe  aclarar  que  las 

comparaciones con AATT se realizaron respecto de la región temporal (mayoritaria) en la que se observa alta  

frecuencia de unión de iones. Adicionalmente, a modo de referencia, se agrega a la discusión el comportamiento  

observado para tal secuencia cuando la frecuencia de unión de iones es baja (primeros microsegundos, AATTb).

Una medida general de la similitud del espacio de movimientos explorado por las secuencias de ADN estudiadas, 

es  el  Indice  de  Similitud  (IS)  (ver  Métodos).  La  Figura  3-10  presenta  el  IS  considerando  los  diez  primeros 

componentes  principales  (ver  Figura  3-9).  Como  puede  observarse,  el  movimiento  global  de  ADN  para  las  

secuencias AAAA y ACGT en ausencia de iones (AAAAb y ACGTb, respectivamente), presentan un IS respecto de la  

secuencia TTAA (barras negras) mayor que cuando se las compara con AATT (barras grises). Esto es un indicador  

de que el movimiento global del ADN para las secuencias AAAA y ACGT en ausencia de iones, es más similar al  

correspondiente para la secuencias TTAA que al de AATT.

El comportamiento invertido, es decir, mayor similitud de movimiento respecto de AATT que de TTAA, se observa 

para AAAA y ACGT cuando presentan iones ligados al surco menor. En términos generales, esto implica que la 

unión de cationes al surco menor genera cambios en la dinámica estructural del ADN, que son comunes a todas 

las secuencias estudiadas.

Una mirada más profunda de la dinámica global del  ADN, se puede adquirir  descomponiendo la medida de 

similitud por cada componente principal (ver Métodos). Tal comparación se muestra en la Figura 3-11, donde la 

similitud de los diez primeros componentes principales para las secuencias AAAA y ACGT en presencia o ausencia 

de iones se calcula respecto de las secuencias AATT y TTAA.

Figura  3-10.  Indice  de  Simil itud.  La 

dinámica representada por los diez primeros 

componentes principales se compara para las 

secuencias  AAAA  y  ACGT,  en  presencia  y 

ausencia  de  iones  con  las  secuencia  AATT, 

como referencia con alta frecuencia de unión 

de  iones  (barras  negras)  y  TTAA,  como 

referencia  con  baja  frecuencia  de  unión  de 

iones  (barras  grises).   Adicionalmente  se 

comparan las  dinámicas  entre  AATT  y  TTAA 
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(línea horizontal punteada).

Debido a que la similitud se presenta en términos de una matriz donde los primeros componentes principales de 

una secuencia se comparan contra las primeros de la otra, es esperable que si dos secuencias presentan una  

dinámica equivalente, la matriz tendrá valores elevados de similitud acumulados en la diagonal (celdas de color 

negro). Tal es el caso para las parejas AAAAb-TTAA, ACGTb-TTAA, AAAAa-AATT y ACGTa-AATT. En el resto de las  

parejas comparadas, la tendencia a acumular valores elevados de similitud en la diagonal de la matriz disminuye 

significativamente. Estos datos muestran, de manera más detallada, el mismo resultado que se obtiene de los 

valores de IS (presentados en la Figura 3-10). Es decir, el cambio en la dinámica del ADN inducido por la unión de 

los iones, es muy similar para las cuatro secuencias estudiadas.

Si bien este análisis indica que el enlace de iones induce el mismo efecto en la dinámica del ADN para todas las 

secuencias, no provee información respecto del tipo de cambio conformacional que sufre la doble hélice. De 

acuerdo  a  nuestra  la  hipótesis,  el  cambio  estructural  que  inducen  los  iones  debería  plegar  la  doble  hélice  

centrada en la región del "spacer" y en la dirección de unión de la proteína. En consecuencia, a continuación se 

analiza el contenido de "bending" en los primeros diez componentes principales.

Figura  3 -11.  Matrices  de  producto  interno.  Las matrices representan el producto interno de los diez primeros PCs de las secuencias AAAA y 

ACGT en presencia y ausencia de iones (AAAAa, ACGTa y AAAAb, ACGTb, respectivamente) contra las diez primeros PCs de las secuencias AATT y TTAA.  

La escala de colores mide la similitud entre PCs, desde valores cercanos a cero (blanco) hasta valores cercanos a 1 (negro).
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Con este fin, es necesario considerar que el "bending" en un segmento de ADN puede estar localizado en un step  

especifico  o  estar  distribuido entre  varios  “steps”.  Por  lo  tanto,  es  necesaria  una medida que  condense  el  

"bending" en el conjunto de “steps” de la región del "spacer" y alrededor. Por otro lado, el "bending" que es de 

interés en el presente trabajo, no es una medida escalar sino vectorial, debido a que no sólo importa si existe o 

no curvatura en el ADN, sino que es igual de importante la dirección de dicha curvatura. Concretamente, es  

necesario saber si el "bending" es en la dirección de la unión de la proteína. Una medida del "bending" que 

contiene tanto la información de la magnitud como de la dirección, es el vector asociado al "bending" (VAB) que  

se presentó en la sección Métodos. En base a dicha medida, puede extraerse información del "bending" en varios 

sentidos. El promedio del modulo del VAB da información del grado de "bending", la varianza en un componente 

principal dado indica si dicho componente involucra o no un movimiento de "bending" activo. Además, el ángulo 

entre el VAB y los ejes cartesianos del sistema permiten caracterizar la dirección del "bending", tanto del punto 

de vista de la dirección global, como de la variabilidad de la misma. Este conjunto de medidas aplicadas sobre los 

componentes principales más importantes de las cuatro secuencias, en presencia o ausencia de iones, permite  

conocer claramente la respuesta de las diferentes secuencias a la interacción con los iones en el marco de la  

unión a la proteína E2.

En  la  Figura  3-12  se  muestra  la  varianza  acumulativa  del  modulo  del  VAB  en  función  de  los  componentes  

principales.
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Figura 3 -12.  Var ianza del  movimiento de "bending"  para cada PC .  La varianza asociada al movimiento de "bending" (modulo del VAB) se 

midió para cada uno de los diez primeros PC de todas las secuencias, en ausencia y presencia de iones en el surco menor. (negro, rojo y verde: AATT,  

AAAA y ACGT con iones ligados, respectivamente; azul, amarillo, violeta y gris: TTAA, AAAA, ACGT y AATT sin iones ligados, respectivamente). 

En primer  lugar,  cabe  notar  que  el  contenido  de  varianza  de  "bending"  se  acumula principalmente  en los 

primeros cuatro PCs. Más allá del cuarto PC ya no se observa prácticamente movimiento de "bending" y el valor  

de  varianza al  cual  convergen  todas  las  secuencias  es  principalmente  el  reflejo  del  comportamiento  de  los 

primeros cuatro PCs. En otras palabras, solo los modos principales de movimiento involucran el "bending" del  

ADN en la región del "spacer". Cuando se considera el valor al cual converge la varianza, se puede observar que 

las secuencias se separan en tres grupos (Figura 3-12). El de más baja varianza involucra los casos AATTa, AAAAa y  

ACGTa. Con valores mayores de varianza se encuentran las secuencias TTAA (que prácticamente no liga iones  

durante toda la  simulación),  AATT y  ACGTb.  Por  último,  con un valor  de varianza acumulada aún mayor  se 

observa la secuencia AAAAb en ausencia de cationes. Este resultado sugiere que la unión de los cationes al surco 

menor suprime parcialmente el movimiento de "bending", induciendo una curvatura semi-permanente en el  

ADN. Es decir que la unión de iones reduciría la flexibilidad del ADN, previo a la unión de la proteína, pagando el  

costo entrópico asociado a la perdida de grados de libertad ocasionados por la unión de la proteína. En este 

sentido, la capacidad del ADN de unir establemente cationes al surco menor, y responder conformacionalmente, 

podría ser importante en la termodinámica del proceso de unión proteína-ADN.

Para complementar la visión aportada por la varianza del VAB, es necesario conocer el modulo de tal vector como  

medida de la curvatura efectiva. Por tal motivo se calculó el modulo del VAB para los primeros cuatro modos, que 

son los que acumulan las principales respuestas del "bending" a la unión de los iones. La Figura 3-13, muestra las  

distribuciones del modulo del VAB para cada secuencia en presencia o ausencia de iones en el surco mayor. 

De la observación de los cuatro PC se desprende que las secuencias pueden clasificarse mayormente en tres 

categorías respecto del modulo del VAB. Dichas categorías corresponden a módulos de VAB menores, similares o 

mayores al valor del ADN en conformación canónica (VAB=0.3 nm).

Las secuencias AATTb, AAAAb y ACGTb (sin iones ligados) y TTAA que presenta muy baja frecuencia de unión de 

iones pertenecen a la categoría de valores de VAB menores al valor canónico (~0.2 nm). Considerando que los 

valores de VAB observados experimentalmente son mayores que el canónico (~0.8 nm y ~0.9 nm para AATT y  

ACGT,  respectivamente),  valores menores a este implican un "bending" en dirección del  surco mayor. Por lo 

tanto, en ausencia de iones todas las secuencias tienen una cierta tendencia a estar curvadas hacia el surco  

mayor, aunque en diferente medida según la secuencia. Por su lado la secuencia ACGT en presencia de iones 

presenta un modulo de VAB apenas mayor al canónico, mientras que AATT y AAAA al ligar iones en el surco  
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menor presentan valores de VAB significativamente mayores.

Figura  3-13.  Modulo  del  vector  asociado  al  "bending".  Las distribuciones del modulo del vector asociado al "bending" se grafican para  

todas  las  secuencias  en  presencia  y  ausencia  de  iones  en  el  surco  menor  (negro,  rojo  y  verde:  AATT,  AAAA  y  ACGT  en  presencia  de  iones,  

respectivamente;  azul,  amarillo,  violeta  y  gris:  TTAA,  AAAA,  ACGT  y  AATT  en  ausencia  de  iones,  respectivamente)  y  para  los  primeros  cuatro  

componentes  principales.  Las flechas  en el  gráfico  correspondiente al  PC1 indican los módulos  de VAB medidos  en los  complejos  proteína-ADN  

experimentales y en el ADN canónico. 

Sin embargo, ninguno de los valores obtenidos alcanza el grado de "bending" observado experimentalmente en 
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presencia de la proteína (ver flechas en PC 1 de la Figura 3-13). En consecuencia, la unión de iones induce el  

"bending"  del  ADN  en  la  dirección  de  unión  de  la  proteína,  siendo  este  efecto  más  importante  para  las  

secuencias AATT y AAAA que para ACGT. Esto está de acuerdo con datos experimentales y teóricos15 que indican 

que el efecto de la neutralización asimétrica de la carga de los fosfatos de la doble hélice es un factor necesario, 

pero no suficiente para explicar la deformación que ocurre en el ADN, y que el resto del trabajo es realizado por 

interacciones directas entre la proteína y las bases del ADN.

Por otro lado, se analizó la dirección del "bending" midiendo el  ángulo entre el VAB y los ejes cartesianos. La 

Figura 3-14 muestra dicha medida para los primeros cuatro PCs. Debido a la orientación del ADN utilizada para  

realizar las medidas, el eje principal de la doble hélice está aproximadamente alineado con el eje z, por lo cual la 

dirección del "bending" puede caracterizarse en el plano x-y. 

Dos características se observan claramente cuando se comparan las distribuciones de ángulos respecto de los ejes  

x e y para las diferentes secuencias en presencia o ausencia de iones. La primera es la disminución de la varianza 

de dichos ángulos al ligarse los iones (Figura 3-14 y Figura 3-15). Esto es indicativo de que dicha unión induce 

cambios en el ADN que tienden a reducir su movilidad, generando una curvatura con dirección más definida. La  

segunda característica importante es que las secuencias AATT, AAAA y ACGT en presencia de iones muestran 

valores menores a 90 para el ángulo respecto del eje x y valores mayores a 90 respecto del eje y. Notablemente,  

en ausencia de iones dichos ángulos se invierten (Figura3-14). Esto es una clara indicación de que la unión de los  

iones cambia la dirección del "bending" de la doble hélice, verificando lo observado en base a los módulos del 

VAB. (Figura 3-14)
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Figura  3-14.  Orientación  espacial  del  VAB.  Para todas las secuencias estudiadas en presencia o ausencia de iones, considerando los primeros 

cuatro PCs, se muestran las distribuciones de los ángulos entre el VAB y los tres ejes cartesianos (x: rojo, y: verde, z: azul).
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La información respecto  del  modulo  del  VAB así  como de la  dirección de  éste  respecto  de  las  coordenadas 

cartesianas, se presenta de manera condensada en la Figura 3-15. En la misma se pueden observar claramente las  

diferencias de módulo y dirección de los VAB. Como se podía prever de los valores de módulo de VAB, la dirección 

del "bending" cuando no hay iones ligados al surco menor, es en la dirección opuesta a la unión de la proteína,  

mientras que al ligarse los iones, el "bending" cambia de dirección apuntando en la dirección de interacción con 

la proteína. A su vez puede apreciarse el efecto de los iones sobre la variabilidad de la dirección, reduciéndose  

esta a la mitad o al tercio cuando los iones están presentes.

Si se considera el conjunto de resultados mencionados en los párrafos anteriores, surge con claridad la respuesta  

del  ADN frente a  la  unión de los  iones.  Se  induce un aumento del  "bending"  en dirección de la  proteína, 

acompañado de perdida de flexibilidad en dicho movimiento así como un aumento de la direccionalidad del 

mismo. Los efectos sobre la dirección del "bending" son compartidos por todas las secuencias, sin embargo el 

efecto de los iones sobre la magnitud del "bending" es más importante en las secuencias AATT y AAAA, mientras 

que en el caso de ACGT el incremento en la magnitud del "bending" apenas supera el valor canónico del ADN. En 

este sentido, a pesar que la secuencia ACGT presenta capacidad de ligar iones en el surco menor y que este enlace 

sucede por intervalos de tiempo en la escala de los microsegundos, los cambios conformacionales que sufre, a  

pesar de ir en la dirección de la formación del complejo proteína-ADN, no son tan marcados como los que se 

observan para  AATT y  AAAA.  Por  otro  lado,  a  pesar  que  la  secuencia  AAAA presenta valores  de "bending" 

similares a AATT, muestra una reducción de la varianza del modulo del VAB significativamente mayor a la de 

AATT al unirse los iones. Lo cual seria indicativo de una mayor tendencia a generar conformaciones del ADN 

parcialmente curvadas y que favorezcan la unión de la proteína E2. Sin embargo AATT presenta una tendencia a 

ligar iones marcadamente mayor que AAAA. Lo cual explicaría por que la proteína E2 presenta mayor afinidad 

por la primera.  

Estos datos permiten explicar el orden de afinidades por la proteína E2 AATT > AAAA > ACGT, aunque resulta  

difícil compatibilizar los resultados obtenidos para la secuencia TTAA. Sin embargo, cabe notar que la menor 

tendencia a unir iones relativa al resto de las secuencias es coincidente con observaciones experimentales. Estas 

que indican que el “step” TpA, se comporta de manera diferente a secuencias ricas en AT. Mientras que estas 

últimas presentan fuerte tendencia a tener un surco menor más angosto incrementando su capacidad de atraer 

carga positiva, el “step” TpA presenta un comportamiento diverso.31 El “step” TpA muestra particular facilidad de 

favorecer conformaciones curvadas de la doble hélice, haciendo las veces de “bisagra” molecular. Por lo cual es 

posible especular que la secuencia TTAA sea particularmente sensible a la interacción con la proteína requiriendo 

un costo energético de "bending" menor al de otras secuencias, al igual que se observa para la interacción entre  
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EcoRV  y  su  sitio  de  unión  (GATATC).  Esto  sugiere  que  en  el  caso  TTAA,  otros  factores  como  la  flexibilidad 

intrínseca del ADN pueden ser dominantes para determinar su enlace preferencial a E2 por sobre ACGT.

Figura  3 -15.  Resumen del  efecto  de  los  iones  sobre  el  VAB.  Los vectores mostrados presentan tienen como modulo, el correspondiente al 

del VAB y la dirección que indican es la correspondiente a los ángulos respecto de los ejes x e y. Las áreas grises son indicativas de la varianza de tales  

ángulos.  Los  valores  numéricos  de tales  cantidades  se  muestran  junto  a  los  vectores  correspondientes.  Adicionalmente  a  los  valores  para cada  

secuencia en presencia o ausencia de iones en el surco menor, se muestran los datos correspondientes a las estructuras del complejo E2-ADN, para las  

secuencias de "spacer" de las que se disponen datos experimentales (AATT: PDBID=1JJ4, ACGT: PDBID=2BOP)

En tal  sentido,  para  explicar  completamente las  diferencias de afinidad,  seria  necesario introducir  el  efecto 

explicito de la proteína. Desafortunadamente, tal información sólo esta disponible para las secuencias AATT y 

ACGT, que son las únicas para la que existen estructuras resueltas experimentalmente del complejo proteína-

ADN. Por lo tanto, en los siguiente párrafos el análisis se restringe a estos dos casos, comparando la similitud del  

comportamiento  observado  en  la  simulación  de  ADN  libre  con  las  estructuras  cristalográficas  de  los 

correspondientes complejos proteína-ADN.

Para completar la descripción de los cambios conformacionales que se observan en el ADN al ligarse cationes en 

el surco menor, se relevaron tres propiedades adicionales, el RMSD de la región del "spacer" del ADN a lo largo 

de la simulación, tomando las estructuras resueltas experimentalmente como referencia para el alineamiento 

estructural, el  ancho del surco menor, y la distancia entre los sitios que interaccionan específicamente en la  

proteína y el ADN (ver Figura 3-16).  Dichas medidas fueron realizadas para ambas secuencias en función del 

tiempo de simulación, directamente  desde las trayectorias en el espacio de coordenadas cartesianas (Figura 3-

17). 

TESIS DE DOCTORADO EN BIOFÍSICA  |  PEDECIBA                                                                                                                                 III-34



 INTERACCIÓN IÓN-ADN e INDUCCIÓN DE CURVATURA

Figura  3 -16.  Distancia  HI-surco  mayor.  A la derecha se muestra la estructura experimental del complejo E2-ADN para la secuencia de "spacer"  

AATT (gris y azul) junto con una conformación de una hebra de ADN con la misma secuencia obtenida durante la simulación de DM CG. Se resaltan en  

el ADN un par de bases del sitio de reconocimiento específico de E2 (ACĊG, el punto indica la posición de dicho par de bases), y en la proteína el Cα de 

la F301. La distancia entre dichos elementos (izquierda) se utilizó para caracterizar la respuesta del ADN a la unión de iones y su posible rol en la unión  

de la E2 a su blanco.

El perfil de ancho del surco menor para ambas secuencias muestra el mismo tipo de comportamiento observado  

en el Capítulo II para el dodecámero de Drew-Dickerson. Es decir, se observa que la unión de iones al surco menor 

se  correlaciona con una reducción notable  del  ancho del  mismo (coeficiente de correlación ~0.9).  Más  aun,  

cuando  ocurre  la  unión  simultanea  de  tres  o  más  iones,  se  produce  un  cambio  conformacional  estable  y 

reversible del ADN, con un ancho de surco mayor que alcanza ~ 0.9 nm, lo cual se corresponde bien con los  

valores medidos a partir de las estructuras experimentales (ver Tabla 3-1). Conformaciones con un ancho de surco  

menor intermedio se correlacionan con momentos de la simulación en los que ocurre liberación de iones del 

surco (Figura 3-17.A,E). 

Una medida más precisa de los cambios estructurales durante la simulación la provee el RMSD de las posiciones 

de los grupos fosfato del ADN (descartando previamente los movimientos de traslación y rotación). Como puede  

observarse en la Figura 3-17.B,E, los  momentos en los que se observa unión de iones, se corresponden con 

regiones donde el RMSD disminuye. Esto muestra que la unión de iones se puede correlacionar con cambios 

conformacionales en el ADN que generan un “ensemble” de estructuras en la escala de los microsegundos que se 

parecen a la observada en el complejo proteína-ADN. Por lo tanto, este resultado agrega evidencia a favor de que 

los  iones  son  capaces  de  generar  estructuras  intermediarias  en  el  proceso  de  unión  proteína-ADN,  que  

favorecerían la interacción, al encontrarse previamente curvadas, reduciendo el costo energético del "bending" a 
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Figura  3-17.  Correlación  entre  unión  de  iones  y  cambios  conformacionales  en  el  ADN.  A, B, C y D muestran la respuesta del ADN 

(ancho del surco menor, RMSD de la región del "spacer", distancia HI-surco mayor y distancia HII-surco mayor, respectivamente) frente a la unión de  

iones Na+ al surco menor en la región del "spacer" (E).

la proteína. Para confirmar esta idea, se midió adicionalmente la distancia entre los sitios de contacto del ADN y 

la proteína, necesarios para que ocurra la interacción por lectura directa. Nuevamente se observa (Figura 3-

17.C,D,E)  que  la  unión  de  iones  se  correlaciona  muy bien  con reducciones  en dichas  distancias,  llegando a 

alcanzar los valores observados en el complejo proteína-ADN experimental (HI-5'CpCpG3': 1 nm - 1.2 nm).

Al comparar entre las secuencias, se observa que la principal diferencia se encuentra en la dinámica de unión de  

iones, siendo ésta notablemente más estable en el caso de AATT. Adicionalmente, se observa que, cuando ocurre  

la unión de iones, la secuencia AATT presenta distancias proteína-ADN mas cercanas al valor experimental que la 

secuencia  ACGT.  Esto  está de  acuerdo  con  la  mayor  respuesta  del  modulo  del  VAB  en  el  caso  de  AATT  en 

comparación con ACGT.  

Por lo tanto, la diferente dinámica de unión de iones al surco menor y las diferencias en la respuesta mecánica  
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observada  para  estas  dos  secuencias  permiten  confirmar  la  importancia  de  los  iones  en  las  diferencias  de  

afinidad por la proteína E2.

Estos resultados terminan de afirmar el papel de la unión de cationes al surco menor, aportando evidencia a 

favor de la hipótesis del presente capítulo, es decir, que tal unión es capaz de favorecer la unión de proteínas al 

ADN generando conformaciones intermediarias del proceso de interacción proteína-ADN.

Conclusiones

Se aplicó el modelo de solvatación explícita CG (agua e iones) presentado en el Capítulo II,  al  estudio de la 

dinámica de secuencias  de ADN que son sitios  de unión de la proteína E2.  Tal  aplicación permitió  obtener  

información relevante respecto de la interacción iónes-ADN, en escalas de tiempo inaccesibles para simulaciones 

clásicas a nivel atómico.

Las simulaciones realizadas confirmaron las observaciones del Capítulo II  respecto de la correlación entre la 

unión de iones al surco menor de la doble hélice y la reducción del ancho del surco menor. Adicionalmente se  

encontró que a la vez que se reduce el tamaño del surco menor, se induce un cambio conformacional en el ADN 

que va en la dirección del proceso de unión de la proteína al ADN. 

El análisis de componentes principales permitió observar que los cambios en la dinámica global del ADN al unirse 

los iones es común a todas las secuencias. Más aún, se observó que dicho cambio implica una reducción de la 

varianza asociada al movimiento de "bending" junto con la inducción de un ensemble de estados del ADN con su  

eje curvado, en la misma dirección que se observa experimentalmente. Este resultado es coincidente con la  

observación de estados de “pre-bending" reportados en la literatura para la secuencia AATT, 81 pero la unión de 

los iones al surco menor sería un elemento fundamental en la generación de tales estados.

En conjunto, los resultados presentados aportan evidencia a favor de la hipótesis de trabajo, es decir, los iones 

estarían jugando un papel importante en la termodinámica del proceso de unión proteína-ADN, reduciendo el 

costo entrópico necesario para generar estructuras del ADN curvadas. En tal sentido, ambos factores estudiados,  

la dinámica de unión de iones y la respuesta mecánica del ADN frente a dicha unión, aparecen como elementos  

relevantes en la determinación del costo asociado a la interacción proteína-ADN, permitiendo explicar algunas 

diferencias de afinidad. 

Las  diferencias  de  afinidad  observadas  experimentalmente  para  las  secuencias  AATT,  AAAA,  TTAA  y  ACGT, 

encuentran explicación parcial en el rol del entorno electrolítico. Concretamente, AATT presenta una muy fuerte 

capacidad de ligar iones en el surco menor de manera estable en la escala de las decenas de microsegundos, a la 
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vez  que  es  capaz  de  responder  curvándose  en  la  dirección correcta,  y  con una  reducción de  la  flexibilidad  

importante. Por su lado AAAA muestra también una capacidad de respuesta similar a la de AATT, pero una menor  

avidez  por  los  iones,  disminuyendo  putativamente  la  frecuencia  y  estabilidad  de  estados  intermedios  con 

curvatura previos a la unión de la E2. La secuencia ACGT presenta una dinámica de unión de iones similar a AAAA  

pero una respuesta menos marcada (como se evidencia en su modulo de VAB), posiblemente relacionado con una 

localización de iones fuera de la región del "spacer". Los resultados encontrados para la secuencia TTAA son más 

difíciles de reconciliar con los valores experimentales de afinidad. Sin embargo, debido a la mayor flexibilidad 

del  “step”  TpA,  la  localización  de  iones  podría  ser  menos  relevante  para  inducir  curvatura  facilitando 

conformaciones favorables para la formación del complejo proteína-ADN. 

En  resumen,  la  capacidad  de  ligar  cationes  en  el  surco  menor  y  la  respuesta  del  ADN  frente  a  estos,  son  

dependientes  de la  secuencia.  Esta  dependencia  puede  jugar,  junto  con  la  flexibilidad  intrínseca,  un papel 

importante en la afinidad y selectividad de las proteínas por el ADN. Tomando como marco de referencia un 

modelo  de  interacción  proteína-ADN en  el  cual  la  perdida  de  flexibilidad  favorece  la  unión  (observado 

experimentalmente para la interacción E2-ADN en las cepas virales HPV16/18.81), el papel de los iones sería el de 

reducir el costo entrópico asociado a dicha perdida de flexibilidad, disminuyendo el trabajo requerido por la  

proteína para generar el complejo final con el ADN. 
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Capítulo IV

Desarrollo de un nuevo modelo de solvatación multiescala.

Introducción

A pesar de que aproximaciones como la presentada en el Capítulo II logran efectivamente un aumento sensible 

en la velocidad de exploración de la superficie de energía potencial del sistema de estudio, la pérdida inherente 

de resolución puede comprometer su aplicación, dependiendo del problema que se intenta estudiar. Un ejemplo  

importante es el rol que juega la naturaleza discreta de las moléculas de agua en muchos procesos de interés  

biológico, en buena medida ligada a su capacidad de formación de enlaces de hidrógeno  y de apantallar las 

interacciones  electrostáticas.  Por  lo  tanto,  el  estudio por simulaciones de DM de tales  procesos requiere la  

inclusión explícita del agua a nivel FG. Sin embargo, el agua constituye ~ 80% de los sistemas biológicos, lo cual  

se traduce en un enorme costo computacional dedicado a las interacciones del agua en el “bulk”, cuando el  

objetivo en estos casos es el comportamiento detallado solo del agua en una porción reducida del sistema. En 

este sentido, aproximaciones multiescala como las  mencionadas al final del  Capítulo I  cobran relevancia.  En 

particular, aquellas que permitan mantener una esfera de solvatación FG en el entorno de un soluto de interés, 

también FG, mientras que el agua "bulk" se modela a nivel CG. Entre las metodologías multiescala existentes,  

solo las de Resolución  Adaptativa serían útiles en tales estudios.  Sin embargo dichos métodos presentan la 

fuerte desventaja de estar limitados a modelos CG de agua con bajo nivel de CG, 1-1. Por lo cual, sólo pueden 

proveer de un modesto aumento en la eficiencia computacional.

En este capítulo, se presenta un nuevo modelo de resolución dual para solvatación acuosa, que puede clasificarse  

dentro del segundo grupo de métodos de multiescala (Resolución Fija). Este método se basa en el uso combinado 

del modelo de agua SPC,1 popularmente utilizado por la comunidad de las simulaciones moleculares, junto con el 

modelo CG de agua presentado en el Capítulo II, denominado WT4.2 Las interacciones en el modelo WT4 son 

calculadas utilizando el mismo Hamiltoniano y reglas de combinación utilizados en las simulaciones FG. Por lo 

tanto, si un número de moléculas de SPC y de WT4 se mezclan en una caja de simulación, es posible obtener una  

descripción  simultánea  de  regiones  FG  y  CG  sin  la  necesidad  de  términos  específicos  para  describir  las 

interacciones FG-CG. 

La idea que subyace al trabajo que se presenta en este capítulo, es que un soluto a nivel atómico ofrece sitios de  
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anclaje de agua cuando se encuentra completamente solvatado. Estos sitios modifican la estructura y dinámica 

de la esfera de hidratación inmediatamente vecinas al soluto.3,4 Las moléculas de agua por fuera de dicha esfera 

recuperarían las características del "bulk". Esto está de acuerdo con la observación de que la dinámica del agua 

está predominantemente influenciada por la presencia de la primer y segunda esferas de solvatación. 5 Por lo 

tanto, sería plausible una aproximación en la que el agua "bulk" de un sistema fuese tratada a nivel CG. Para 

probar esta hipótesis, se analizaron diferentes situaciones involucrando la mezcla de los modelos de agua SPC y  

WT4. La atención será enfocada en las posibles perturbaciones que pudiesen generar las moléculas CG en la fase 

FG.

Con el objetivo de aplicar esta aproximación a modelos biológicos complejos, se analizaron dos sistemas acuosos  

simples  para  caracterizar  las  propiedades  intrínsecas  a  los  sistemas con resolución  dual  SPC-WT4,  previa  al  

estudio de un caso más realista que involucra modelos de membranas y proteínas (Figura 4-1). El primer sistema  

representa agua pura modelada como mezcla de moléculas de SPC y WT4 (Figura 4-1.A). El segundo, incorpora el  

modelado multiescala de electrolitos simples en solución (Figura 4-1.B). Finalmente, como test de relevancia 

biológica se usó un modelo de complejo proteico SNARE (acrónimo derivado del nombre en ingles: “Soluble Nsf  

Attachment protein REceptor”). Este modelo representa la maquinaria mínima de fusión de membranas (29).6 

Está compuesto  por  las  proteínas  syntaxin,  synaptobrevin  y  SNAP-25  formando  un  arreglo  tridimensional 

citoplasma de tipo “haz paralelo de cuatro hélices” (four helix bundle) unido a dos segmentos transmembrana  

que se insertan en una doble bicapa lipídica (Figura 4-1.C,D). El sistema fue previamente construido y equilibrado 

para generar un modelo inicial.7 En el presente trabajo, se comparan las simulaciones FG y multiescala FG-CG, 

partiendo del  modelo inicial mencionado. Un sistema como este, que presenta una complejidad considerable, 

provee de una prueba sensible y crítica para estudiar posibles efectos espurios que el tratamiento dual podría 

introducir. Como se muestra más adelante, no se observan diferencias significativas entre la simulación FG y la 

de  resolución  dual  FG-CG  ,  y  las  comparaciones  entre  éstas  indican  que  la  mayoría  de  las  propiedades  se 

conservan, dentro del margen de precisión estadística.

Métodos

Varios sistemas acuosos fueron simulados para poner a prueba la aproximación de solvatación multiescala que se 

propone en el presente trabajo. La composición de los sistemas estudiados, las condiciones de simulación, 

TESIS DE DOCTORADO EN BIOFISICA  |  PEDECIBA                                                                                                                                  IV-2



SOLVATACIÓN MULTIESCALA

Figura  4 -1.   Representación  esquemática  de  los  sistemas moleculares  estudiados.  A-  Sistema utilizado para estudiar las propiedades 

del agua pura. Los paneles central y de la derecha muestran las fases FG y CG separadamente. Los colores rojo y cyan se utilizan para indicar las  

partículas FG y CG, respectivamente. B-  Representación del sistema empleado para estudiar las propiedades de las soluciones de electrolitos simples. 

C-  Sistema de doble membrana y proteína utilizado como caso de prueba del modelo de solvatación multiescala propuesto. En gris y negro se muestran  

los fosfolípidos y la proteína,  respectivamente.  D -  Vista esquemática del complejo SNARE interaccionando con las membranas vesicular y celular  

(izquierda). En el centro se muestra una vista en la dirección del eje de la región citoplasm ática del complejo SNARE, mientras que a la derecha se 

muestran algunos puentes salinos que mantienen la integridad de dicha región.

temperaturas y propiedades calculadas se detallan en la Tabla 4-1.

Todas las simulaciones de dinámica molecular fueron llevadas a cabo usando el programa GROMACS 4.5 con un 

tamaño de paso de integración de las ecuaciones de movimiento de 2fs. El algoritmo LINCS 8 se aplicó para todos 

los enlaces que conectan átomos de hidrógeno, y el  SETTLE9 para el  caso de las  moléculas de agua SPC. La 

temperatura  y  presión se  mantuvieron constantes  usando el  termostato  y  el  baróstato  de  Berendsen,10 con 

tiempos de acoplamiento de 0.1 y 0.5 ps, respectivamente. Para los sistemas 1 al 9, se utilizó una distancia de 
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Tabla 4-1.  Lista de sistemas y condiciones de simulación. 

sistema componentes del sistema
concentración 

iónica (M)

temperatura (K), 
ensemble 

termodinámico, 
acoplamiento de 

presión

tiempo de 
simulación 

(ns)
propiedades calculadas

1 (FG) SPC (4004)
 N. At . :  12012 ...

300, 298, 318,
NPT,

isotrópico
5,1,1

densidad, factor de Kirkwood, tiempo de 
relajación, permitividad, coeficiente de 
difusión, compresibilidad isotérmica, 
capacidad calorífica, coeficiente de 
expansión

2 (FG-CG)
SPC (2002), WT4 (182)

N. At . :  6734 ...
300, 298, 318,

NPT,
isotrópico

5,1,1

densidad, factor de Kirkwood, tiempo de 
relajación, permitividad, coeficiente de 
difusión, compresibilidad isotérmica, 
capacidad calorífica, coeficiente de 
expansión

3 (FG-CG) SPC (4565), WT4 (153)
N.  At .:  14307 ...

300,
NVT

3 tensión superficial

4 (FG) SPC (2002), Na+ (10) Cl- (10)
N. At . :  6026

0.3
300,
NPT,

isotrópico
10

densidad numérica, RDF ion-agua, RDF 
catión-anión, número de coordinación del 
agua, coeficiente de difusión

5 (FG-CG)
SPC (2002), Na+ (10) Cl- (10), WT4 (160), 

NaW+ (10),ClW- (10)
N. At . :  6686

0.3
300,
NPT,

isotrópico
10

densidad numérica, RDF ion-agua, RDF 
catión-anión, número de coordinación del 
agua, coeficiente de difusión

6 (FG) SPC (7612), Na+ (34), Cl- (34)
N.  At .:  22904

0.25
300,
NVT

10 presión osmótica

7 (FG-CG)
SPC (7612), Na+ (34), Cl- (34)

WT4 (649), NaW+(34), ClW-(34)
N.  At .:  25568

0.25
300,
NVT

10 presión osmótica

8 (FG)
proteínaa, POPC (1008), POPS (123), SPC 

(80453), Na+ (328), Cl- (198)
N. At . :  304564

0.1b

310,
NPT,

semi-isotrópico 
(plano de las 
membranas)

64c 

sistema completo:  perfiles de 
densidad
membrana:  espesor, distancia 
intermembrana, área/lípido, ángulo PN, 
parámetro de orden
proteína:  RMSD, RMSF, superposición 
estructural, puentes salinos, enlaces de 
hidrógeno, mapa de contacto
proteína-membrana:  inserción de 
DTM (Dominio Trans-Membrana), 
contactos proteína-bicapa 

9 (FG-CG)

proteínaa, POPC (1008), POPS (123), SPC 
(28973), Na+ (215), Cl- (68), 

WT4 (4680), NaW+ (113), ClW- (130)
N. At . :  168844

0.1b

310,
NPT,

semi-isotrópico 
(plano de las 
membranas)

20c

sistema completo:  perfiles de 
densidad
membrana:  espesor, distancia 
intermembrana, área/lípido, ángulo PN, 
parámetro de orden
proteína:  RMSD, RMSF, superposición 
estructural, puentes salinos, enlaces de 
hidrógeno, mapa de contacto
proteína-membrana:  inserción de 
DTM, contactos proteína-bicapa 

a Cadena A: Synaptobrevina (sb, aa: 1-92). Cadena B: Syntaxina (sx, aa: 93-195). Cadena C: SNAP25 (aa: 196-346). Notar que los números de residuos  

corresponden con los utilizados en las simulaciones pero no a los de las secuencia proteica real. b Sin considerar los 130 contra-iones (Na
+
) necesarios 

para neutralizar la carga de la proteína y las membranas. c Los últimos 15 ns fueron los que se emplearon para el análisis. 
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corte (“cutoff”) para las  interacciones no ligadas de 1.2 nm, mientras que las interacciones electrostáticas de 

largo  alcance  fueron  consideradas  en  base  a  la  aproximación  Particle  Mesh  Ewal11,12 (PME).  Todas  las 

interacciones,  FG-FG, FG-CG y CG-CG, fueron calculadas directamente utilizando el Hamiltoniano estándar de 

GROMACS. 

Cálculos de energía libre de solvatación fueron realizados tanto para una molécula de SPC como para una de 

WT4, usando primero SPC y luego WT4 como solvente. En cada caso, la molécula de agua estudiada se colocó en 

una caja llena del solvente FG o CG, y la interacción de la primera con su entorno fue gradualmente anulado. Para 

tal objetivo, las interacciones no ligadas de la molécula de agua con el solvente fueron acopladas con un factor  

de escalado λ que va desde 0 (interacción completa) a 1 (interacción nula). En este caso se utilizó una secuencia 

de  21  pasos  igualmente  espaciados  (incrementos  de  0.05).  Para  cada  valor  de  λ,  se  llevaron  a  cabo  una 

minimización de energía y una equilibración del sistema, seguido de 5 ns de simulación en condiciones NVT, a  

partir  de la cual se calculó el  promedio de la derivada de energía potencial  respecto del  factor de escalado 

(<δV/δλ>). La energía libre del proceso es la integral de 0 a 1 del valor esperado de δV/δλ calculado para cada λ, la 

cual fue obtenida por integración numérica.

Los perfiles de densidad, el coeficiente de difusión, el tiempo de relajación rotacional, la permitividad dieléctrica 

y  el  factor  de Kirkwood fueron obtenidos usando herramientas  estándar  de GROMACS.  El  número de auto-

coordinación  fue  calculado  por  conteo  del  número  de  oxígenos  del  agua  SPC  y  de  superátomos  de  WT4 

contenidos en una esfera de 0.55 nm de radio (primera y segunda esfera de solvatación). La herramienta g_rdf de  

GROMACS fue utilizada para calcular la densidad numérica de partículas alrededor de los átomos de ox ígeno (O-

O cuando las partículas son los átomos de oxígeno de las moléculas de agua SPC y O-WT4 calculado se trata de los  

superátomos de WT4). La distribución de densidad numérica total se obtuvo sumando la densidad O-O a la O-

WT4 multiplicada por 2.8, de acuerdo al factor de condensación de los superátomos de WT4.2 Para obtener la 

función de distribución radial normalizada (RDF), la densidad numérica total se dividió por el valor que esta 

toma en un punto de convergencia de la RDF. En el presente caso, este valor fue tomado a una distancia de 1.5 

nm del origen.

La compresibilidad isotérmica fue calculada evaluando las fluctuaciones del volumen en el sistema 1, de acuerdo 

con el procedimiento comentado en el Capítulo II y propuesto por Herrero.13 A su vez la tensión superficial fue 

evaluada también como se indica en el Capítulo II  y de acuerdo con Chen et al, 14 utilizando el sistema 2. El 

coeficiente de expansión y la capacidad calorífica fueron estimados siguiendo el procedimiento reportado por Yu 

et al.15 El cálculo de la presión osmótica se basa en la metodología presentada por Luo y Roux,16 utilizando la 
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implementación detallada en el Capítulo II.

Para  la simulación del  complejo  SNARE se utilizó un modelo FG solvatado explícitamente,  insertado en dos 

bicapas  lipídicas  completamente  solvatadas  cuya  composición  es  89%  de  1-palmitoil-2-oleoil-fosfatidilcolina 

(POPC) y  11% de 1-palmitoil-2oleoil-phosphatidilserine (POPS). El proceso de construcción de este modelo se 

describe en detalle en la ref 7.7  El sistema de bicapas mixtas unidas por el complejo SNARE, embebidos en una 

solución  acuosa  de  NaCl  0.1  M  fue  equilibrado  durante  44  ns  de  dinámica  molecular  como  se  describió  

previamente. Se utilizó el campo de fuerza GROMOS-8717 con parámetros adicionales para POPC .18 Se llevaron a 

cabo  simulaciones  de  producción  de  20  ns,  descartando  los  primero  5  ns  por  motivos  de  equilibración 

correspondientes al modelo de resolución dual, usando condiciones periódicas de contorno y electrostática de 

largo alcance vía el método PME,11,12 con un “cutoff” para la interacciones no ligadas de 1.0 nm. Adicionalmente, 

el centro de masa traslacional fue removido a cada paso.

Para probar el esquema de solvatación con resolución dual, se construyó un sistema análogo al sistema 8 pero 

con solvente híbrido (sistema 9 en la Tabla 4-1). El procedimiento de construcción fue el siguiente: se tomó la 

última configuración de la simulación de 44 ns del sistema 8.  En la misma, toda el agua FG más allá de 1 nm  

respecto de cualquier átomo de la proteína o la de membrana fue removida. El espacio vacío resultante se llenó 

con moléculas de WT4, utilizando una caja pre-estabilizada conteniendo 16 moléculas de WT4. Finalmente, los  

iones  FG  que  quedaron  en  la  fase  CG  fueron  reemplazados  por  sus  correspondientes  contra  partes  CG.  Se  

realizaron  cálculos  de  minimización  de  energía  y  de  equilibración  durante  5  ns  previo  a  la  simulación  de  

producción.

Varias propiedades fueron medidas con el objetivo de probar la capacidad del modelo de solvatación multiescala  

de imitar al sistema completamente atomístico. Las propiedades intrínsecas de membrana fueron calculadas en 

el  sistema  completo  (membrana  con  curvatura  debido  a  la  presencia  de  las  proteínas)  y  en  un  parche  sin  

curvatura de 30 nm2, que no está en contacto con la proteína en ningún momento de la simulación. Los perfiles  

de densidad de los componentes del sistema fueron calculados en la dirección ortogonal a la membrana. La 

distancia  intermembrana  se  estimó en  dos  dimensiones  de  modo  de  poder  considerar  las  perturbaciones 

inducidas por los dominios transmembrana (DTM) del complejo proteico. Se promediaron las distancias entre las 

cabezas de los lípidos de las dos monocapas más externas a lo largo del eje z en el tiempo usando una grilla en el  

plano x-y, con una distancia de 0.5 nm entre los puntos de la grilla. Los parámetros de orden de los lípidos fueron  

calculados como el  ángulo entre el  enlace carbono-deuterio hipotético y el  eje z  (SCD).19 Como medida de la 

interacción de las cabezas polares de los  fosfolípidos con el  solvente, se midió el  ángulo entre la  línea que 

TESIS DE DOCTORADO EN BIOFISICA  |  PEDECIBA                                                                                                                                  IV-6



SOLVATACIÓN MULTIESCALA

conecta los grupos fosfato y amino respecto a la normal de la bicapa (vectores PN)

El desvío cuadrático medio (RMSD por su significado en ingles: Root Mean Square Deviation) y las fluctuaciones  

(RMSF:  Root Mean Square Fluctuations)  se  calcularon sobre  los  Cα a  lo  largo de  la  trayectoria.  Enlaces  de 

hidrógeno intra- e inter-moleculares fueron considerados utilizando un “cutoff” de distancia y ángulo de 0.35 nm  

(aceptor-dador) y 35° (aceptor-dador-proton), respectivamente, mientras que un “cutoff” de distancia de 0.5 nm 

entre cadenas laterales de carga opuesta se utilizó para detectar puentes salinos. Contactos entre diferentes  

especies moleculares fueron considerados hasta una distancia de 0.4 nm.

Resultados

La  aproximación  propuesta  en  el  presente  trabajo  como  estrategia  de  solvatación  de  resolución  dual  para 

sistemas biomoleculares se basa en la mezcla de dos modelos de agua de diferente nivel  de descripción. La 

mezcla de los modelos SPC y WT4 acelera el muestreo en las simulaciones de dinámica molecular dado que el  

agua "bulk" es modelada con moléculas de WT4, reduciendo el número de partículas de agua en un factor de dos  

o  más.  La  implementación  de  este  esquema  es  directo  pues  todas  las  interacciones  son  calculadas  

simultáneamente usando la misma forma funcional del Hamiltoniano descripto en el Capítulo II.

Para que una aproximación tal funcione, es requisito que la energía libre de solvatación recíproca de ambos 

modelos determine (al  menos  parcialmente)  la  separación de dos fases.  Si  esto sucede,  el  agua FG debería 

permanecer en el entorno de un soluto FG mientras que las moléculas de solvente CG deberían ubicarse en  

regiones lejanas a él. Más aún, no solo tal partición debería ocurrir sino que también las características fisico-

químicas  de  los  diferentes  componentes  del  sistema  deberían  permanecer  iguales  que  las  de  un  sistema 

completamente FG.

Primero se calcularon las energías libres de solvatación de una molécula de SPC o WT4 en una caja de simulación 

conteniendo SPC o WT4.20 Para que ocurra el particionamiento de un sistema de resolución dual en dos fases de 

manera espontánea, la  energía libre de solvatación de SPC embebida en SPC debería ser menor que si estuviera  

embebida en WT4, y viceversa. La Tabla 4-2 muestra el resultado de los cálculos de energía libre, confirmando 

que la separación de fases es termodinámicamente favorable. Más aún, los valores negativos que se observan en  

todos los casos indican que ambas especies moleculares son solubles en ambos líquidos. Esto sugiere que la 

aproximación que se propone efectivamente es útil como un método de solvatación multiescala, acelerando las 
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simulaciones de dinámica molecular, sin una pérdida sensible de precisión en los resultados.

Tabla 4-2.  Energías libres de solvatación de los modelos de agua FG, CG y FG-CG

soluto solvente ∆Gsolv (kJmol-1)

SPC SPC -36.8

SPC WT4 -13.2

WT4 SPC -35.6

WT4 WT4 -50.7

En las siguientes secciones, se presentan algunas propiedades fisico-químicas comunes del líquido híbrido en 

contraposición con sus pares FG. En la Sección 1 se estudian las propiedades del agua pura, en la Sección  2 se 

introduce  el  tratamiento  híbrido  de  electrolitos  libres  y  algunas  propiedades  de  las  soluciones  iónicas, 

finalmente  en  la  Sección  3  se  presenta  una  comparación  sistemática  de  las  características  estructurales  y 

dinámicas del complejo SNARE que se describió previamente, simulado con resolución completamente atomística 

y dual. Este último set de simulaciones permitiría validar la aproximación metodológica que se propone en el 

presente capítulo para sistemas biológicos de considerable complejidad en tamaño y composición.

Es necesario mantener en mente siempre que se haga referencia al sistema de resolución dual que cada molécula  

de WT4 representa 11 moléculas de agua real y cada ion CG representa al propio ion junto con seis moléculas de 

agua adicionales.2 En ese sentido, cuando se hace referencia al número total de moléculas de solvente, se refiere  

a la suma del agua e iones atomísticos más 11 aguas por molécula de WT4 más un ion y seis aguas por cada ion  

CG.

1. Agua  Pura.  Los datos termodinámicos presentados previamente predicen que una mezcla de aguas SPC y 

WT4  deberían  particionarse  en  dos  fases.  Para  estudiar  efectivamente  el  comportamiento  de  la  mezcla,  se  

llevaron a  cabo simulaciones  de dinámica molecular  en el  ensemble NPT a 300  K y  1  bar,  usando una caja 

conteniendo dos secciones adyacentes de 2002 aguas SPC  y 182 moléculas de WT4 (sistema 1, ver Figura 4-1.A).  

Dado que el  factor  de condensación del  WT4 (182 WT4 equivalen a 2002 aguas reales),  este sistema puede 

considerarse  como una mezcla 1:1 de moléculas de agua FG y CG.  

Todos los resultados que se describen a continuación se refieren a la configuración mostrada en la Figura 4-2.A.  

Sin embargo ninguna de las propiedades calculadas cambian si se comienza de una configuración completamente 

mezclada. La configuración final de una simulación que parta de un estado inicial  completamente mezclado 

resulta en dos fases correctamente particionadas. Tal separación ocurre inclusive inmediatamente después del  
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periodo de termalización/presurización del sistema. (Figura 4-3). Sin embargo, en dicha configuración es difícil 

Figura 4 -2.  Sistemas de agua pura.  A-  Foto del sistema 2 luego de 5ns de 

simulación  de  dinámica  molecular.  Las  moléculas  de  agua  FG  SCP  se 

representan  utilizando  esferas  de  vdW  rojas  y  blancas,  mientras  que  las 

moléculas de WT4 se muestran combinando una superficie envolvente con la 

representación CPK.  B-  Perfil de densidad de masa a lo largo de la dirección 

ortogonal a la interfase FG-CG para el sistema 2. Adicionalmente se muestra el  

perfil  de densidad correspondiente  para una  simulación  FG (sistema 1)  y  el 

valor  experimental  de  densidad  como  referencia.  Las  líneas  punteadas 

verticales indican los límites entre las regiones FG-interfase y CG-interfase. Los 

paneles A y B están en la misma escala.  C-  número de auto-coordinación del 

agua. Serie temporal del  número de átomos de oxígeno a 0.55 nm desde el 

oxígeno de cualquier agua FG se muestra para la simulación FG de referencia 

(sistema 1) así como también para la simulación FG-CG (sistema 2). D -  Densidad 

numérica O-O (izquierda) y RDF O-O (derecha) se midió para en el sistema FG 

de referencia y se lo comparó con el la correspondiente medida en la simulación 

multiescala (sistema 2).

Figura  4 -3.  Sistema  híbrido  

mezclado.  Foto luego de 5 ns de 

simulación  partiendo  de  una 

configuración  mezclada  de  agua 

FG  SPC  (esferas  de  vdW  rojas  y 

blancas)  y  agua  CG  WT4 

(CPK/superficie cyan). 

identificar un eje preferencial. Por lo tanto, se utilizó una configuración inicial como la que se muestra en la 

Figura 4-2.A por motivos de claridad y facilidad de interpretación.

El grado de mezcla de ambas representaciones de agua puede evaluarse del promedio temporal de la densidad 

de masa a la largo de la dirección ortogonal a la interfase SPC-WT4 (Figura 4-2.B). Claramente, el agua híbrida 

bajo condiciones ambiente, se particiona en dos fases sin generar una interfase muy marcada. Ambas densidades 

sufren una suave transición a lo largo del eje longitudinal describiendo un comportamiento de tipo sigmoideo  

(Figura 4-2.B). La transición de valores mínimos a máximos tiene lugar dentro de un espacio de casi 2nm. Sin  

embargo, ninguna de las curvas alcanza ni el valor de densidad esperado para el sistema puro correspondiente ni 

tampoco  el valor de cero. Esto indica que un pequeño número de moléculas de SPC y de WT4 son capaces de  
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penetrar la fase opuesta. La diferencia mencionada se vuelve evidente al comparar con la densidad calculada  

para el  sistema 2, que contiene  únicamente agua SPC pura.  La línea negra a la izquierda de la Figura 4-2.B 

muestra la densidad correspondiente al sistema FG puro, que se mantiene ligeramente encima de la densidad  

obtenida para el agua SPC en el sistema de resolución dual. Sin embargo, un muy buen acuerdo se observa  

cuando se considera el número total de aguas representadas por la suma de moléculas de SPC y de WT4 dentro  

de la región FG del sistema 1. 

Esto no es sorprendente si se considera que el modelo WT4 imita la estructura tetraédrica del agua "bulk". Como  

podía preverse, las moléculas de WT4 son capaces de intercalarse dentro del agua SPC, sustituyendo pequeños 

clusters de agua, sin perturbar la estructura global de esta. Esto sugiere que ambas especies moleculares son 

capaces de cruzar la interfase a temperatura ambiente. Es decir,  con un costo energético asociado modesto. 

Como resultado, la densidad total de la región CG reproduce el valor experimental, aunque con fluctuaciones 

más notables debido a la mayor granularidad del WT4. Una pequeña sobreestimación (~3% respecto del valor 

experimental) se observa solo dentro de la región de interfase. Este aumento en la densidad puede deberse a 

una levemente mayor ocupación de las moléculas de SPC y WT4 en los intersticios moleculares del líquido. Por lo 

tanto, a pesar de este leve artefacto en la región de interfase, el perfil de densidad de ambas regiones FG y CG no 

se ve alterada por la aproximación multiescala.

Un indicador de la estabilidad de la mezcla puede obtenerse de la evolución temporal del número de auto-

coordinación para los átomos de oxígeno dentro de una esfera de 0.55 nm centrada en cualquier de estos. (Figura 

4-2.C).  Esta distancia incluye las  dos primeras esferas de solvatación,  proveyendo de una precisa  medida de  

posibles efectos espurios del  método. En el  caso del sistema híbrido, dicho número de auto-coordinación se  

calculó para el SPC, para el total de aguas representadas por el WT4 y para la suma de ambas.

Un cierto aumento en el grado de mezcla se puede observar durante los primeros 200 ps de simulación. Esto se  

evidencia por la disminución en el número de coordinación de los oxígenos de agua FG y el incremento en el  

número efectivo representado al nivel CG (líneas del medio e inferior en la Figura 4-2.C, respectivamente). Este  

análisis sugiere que moléculas en la interfase comienzan a mezclarse inmediatamente después del comienzo de 

la simulación. Una pequeña cantidad de cada clase de moléculas difunde alcanzando la fase opuesta. El proceso 

de intercambio se estabiliza rápidamente pues no se observan desviaciones en el número de auto-coordinación 

después de los primeros ~200 ps, verificando la estabilidad temporal de la mezcla FG-CG.

El número de coordinación global del agua SPC en el esquema híbrido (sistema 1) es, obviamente, menor que el  

calculado para el sistema FG (sistema 2) debido a la presencia de la moléculas CG en la caja de simulación. (Figura  
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4-2.C)  Sin  embargo,  cuando  el  número  total  de  agua  representadas  por  las  moléculas  CG  es  calculado,  los 

números de coordinación para los sistemas 1 y 2 muestran muy buena coincidencia con diferencias máximas en el  

orden o menor al 3% (líneas superiores de la Figura 4-2.C). 

Para caracterizar la estructura del  agua se calculó la densidad numérica de oxígenos alrededor de cualquier 

átomo de oxígeno (O-O) del agua SPC. De la comparación entre los sistemas FG y de resolución dual, surgen  

observaciones interesantes respecto del arreglo estructural del solvente.  De la Figura 4-2.D (izquierda) se puede 

observar que la densidad numérica O-O para los sistemas 1 y 2 muestra buena coincidencia en la posición de las  

esferas de solvatación. La altura de la función es progresivamente subestimada con el aumento de la distancia 

radial en el caso del sistema dual comparado con el sistema FG, debido a la presencia de las moléculas de WT4  

más allá de la interfase híbrida.  Si nos enfocamos en el arreglo de los superátomos de WT4 alrededor de los  

oxígenos FG, el primer pequeño máximo ocurre a ~0.35 nm del oxígeno FG. Luego de dicho pico, se observa un  

suave crecimiento monotónico en la densidad numérica que acompaña la disminución de la densidad O-O. Esto  

sugiere que el agua CG tiene un efecto pequeño en el arreglo de las aguas FG vecinas. El perfil convergente es  

recuperado si el número total de aguas se tiene en cuenta (considerando que cada molécula de WT4 representa  

2.8 aguas reales, ver Figura 4-2.D, izquierda). Esto indica un buen acuerdo entre entre las simulaciones FG y de  

resolución dual. Cabe notar que la convergencia de la curva de densidad numérica indica que el sistema híbrido  

no presenta síntomas de congelamiento. La principal diferencia respecto del sistema atomístico puro se observa  

en la altura del primer máximo de solvatación y la presencia de un leve pico espurio entre las primer y segunda  

esferas de solvatación. La causa de ambos efectos es el posicionamiento de los superátomos de WT4, que se 

encuentra  corrido  levemente  hacia  adentro  respecto  del  segundo  máximo  de  solvatación  (posición  que  le 

correspondería a las moléculas de WT4 por tratarse de un modelo de segunda esfera de solvatación como se  

menciona en el Capítulo II). Sin embargo, como se mostrará más adelante, poca o ninguna desviación puede 

observarse en las características físico-químicas del sistema multiescala respecto de los valores experimentales.

Debe tenerse en cuenta que en los párrafos anteriores se hizo referencia a la densidad numérica en lugar de a la  

comúnmente utilizada función de distribución radial oxígeno-oxígeno (RDF O-O). La RDF es una medida de la 

probabilidad  de  encontrar  un  cierto  número  de  partículas  alrededor  de  un  punto  de  referencia  cuando  se  

aumenta  la  distancia  en  dirección  radial.  La  correcta  normalización  de  esta  función  requiere  considerar  el 

aumento en la dimensión de la superficie de la esfera centrada en el punto de referencia que acompaña el  

aumento de la distancia radial, y también requiere tener en cuenta la densidad en el "bulk" de las partículas que 

se están contando. En el caso del solvente híbrido, no es posible una correcta normalización a la densidad del 
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"bulk" si la densidad de las partículas cambia en la interfase y más allá de ésta. En el sistema de resolución dual, 

si la distribución es normalizada directamente al valor de la densidad del "bulk", sin considerar el número de  

partículas efectivamente representadas por los superátomos de WT4, la RDF resulta espuriamente sobrestimada 

(Figura 4-2.D, derecha). En cambio, si se calcula la densidad numérica de ambas especies moleculares, se las suma 

multiplicando la correspondiente a los superátomos de WT4 por el debido factor de condensación (2.8), y se usa 

el valor de densidad numérica de la suma en un punto luego del cual la misa ya se haya relajado como factor de 

normalización, entonces se evita el problema mencionado. Siguiendo este procedimiento se obtuvo una RDF 

híbrida que se compara muy bien con su contraparte atomística (Figura 4-2D, derecha).

Adicionalmente a la  RDF,  el  arreglo  estructural  de un líquido  polar  puede caracterizarse por  la  correlación 

dipolo-dipolo entre las moléculas de agua. Esto puede lograrse mediante el calculo del factor de Kirkwood (g k) 

para sistemas infinitos. Para líquidos no-polares o moderadamente polares, gk no se desvía significativamente de 

la unidad, dado que las moléculas de un solvente no-polar no impone una orientación preferencial a sus vecinos. 

Sin embargo, para líquidos cuya cohesión involucra enlaces de hidrógeno, como es el caso del agua, se observan 

valores de gk que se desvían considerablemente de la unidad. Esto se relaciona con la fuerte influencia de los 

enlaces de hidrógeno en la orientación relativa de las moléculas en el líquido. El valor calculado de g k para el 

agua SPC,   que está en acuerdo con reportes  previos,15 presenta una subestimación leve respecto del  valor 

experimental  (2.9021 ).  Sin embargo, los  factores de Kirkwood calculados en el  sistema híbrido muestran un 

incremento respecto del valor en el sistema FG, que lo acerca a los valores experimentales. (Tabla 4-3) 

Figura  4-4.  Distribución  de  coeficientes  de  difusión.  A-  Las 2002 moléculas de agua FG del sistema 2 se subdividieron en 50 grupos y los  

coeficientes de difusión promediados en dentro de cada grupo se presentan en forma de histograma.
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En base a este resultado, se investigó si las propiedades dieléctricas del líquido híbrido, como un todo, eran bien 

reproducidas.  En acuerdo con datos presentes en la literatura,15 se obtuvo un valor de permitividad para el 

modelo de agua SPC (sistema 2) de 65, que representa un error relativo de 17% respecto del valor experimental 

que es 78.4.22 En el mismo sentido que el resultado obtenido para los factores de Kirkwood, la permitividad 

dieléctrica calculada para el sistema híbrido es de 84, es decir sobrestima en un 7% el valor experimental.

Posteriormente,  se  determinaron  algunas  características  dinámicas  de  la  representación  multiescala. 

Concretamente se midieron dos parámetros para corroborar la correcta representación de dichas características: 

el coeficiente de difusión y el tiempo de relajación rotacional. 

La Tabla 4-3 muestra el valor de coeficiente de difusión para el SPC tanto en la simulación FG como la híbrida.  

Coincidente con lo reportado en la literatura,15 se obtuvo un valor de 4.3x10-5 cm2s-1 en comparación con el valor 

experimental que es 2.3x10-5 cm2s-1. Este parámetro calculado para el sistema híbrido muestra una importante 

reducción en relación con el valor del sistema FG. Sin embargo, el resultado del solvente híbrido es  más cercano 

al valor experimental. Una duda razonable respecto del coeficiente de difusión en el sistema de resolución dual,  

es que la medida podría resultar del promedio de dos distribuciones diferentes, una correspondiente a moléculas 

de agua SPC en la región FG moviéndose a velocidad normal y otra relacionada con moléculas de SPC en contacto 

o dentro de la fase CG, que se muevan sustancialmente más lento o que estén de hecho congeladas. De ser ese el  

caso, la distribución de coeficientes de difusión obtenida dividiendo el sistema en pequeños grupos de aguas  

debería estar compuesta por dos picos, uno centrado en el valor del coeficiente de difusión intrínseco del modelo 

SPC (4.3x10-5 cm2s-1) y otro a un valor menor que el experimental. Para poner a prueba dicha hipótesis, se calculó 

la distribución de coeficientes de difusión de 40 grupos, cada uno conteniendo 50 moléculas de aguas elegidas 

aleatoriamente. La distribución obtenida presenta un solo pico (Figura 4-4), proveyendo de evidencia a favor de 

un solo régimen difusivo, y verificando una reducción global del proceso de difusión del agua FG en presencia de  

WT4.

El segundo parámetro estudiado para caracterizar el comportamiento dinámico de la mezcla FG-CG es el tiempo 

de relajación rotacional (conocido también como “tumbling time”) que es el tiempo que tarda una molécula en 

reorientarse  en  un  grado,  en  un  medio  dado.  Podría  esperarse  que  la  interfase  híbrida  alterase  el 

comportamiento dinámico del agua FG. De hecho, medidas de espectroscopia IR sugieren que la sola presencia 

de una interfase de naturaleza arbitraria es más importante en la disminución de la dinámica de formación y 

ruptura de enlaces de hidrógeno, que la naturaleza química o la geometría de la interfase. 23 Los tiempos de 
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relajación del agua bajo diferentes condiciones de confinamiento muestran un incremento de entre 2 y diez

Tabla 4-3.  Propiedades fisico-químicas del agua pura

factor de 
Kirkwooda

tiempo de 
relajación 

(τHH
2/τOH

2) (ps)

permitividad 
relativa

coeficiente de 
difusión

(10-5 cm2s-1)

compresibilidad 
isotérmica

(GPa-1)

capacidad 
calorífica 

(kJmol-1K-1)

tensión 
superficial 

(mNm-1)

SPC 2.53 1.0/0.9 65 4.3 0.534 (38) 0.074 (38) 53.4 (37)

Multiescala 
(SPC-WT4)

2.9 1.2/1.0 84 2.9 0.52 0.043 52

WT4 ...b ...b 110 2.23 2.43 17

Exp. 2.9 (43) 1.95 (44) 78.4 (45) 2.27 (46) 0.46 0.075c 71.2 (47)
a Calculado luego de 5 ns de simulación. b Los factores de Kirkwood y el tiempo de relajación no puede calcularse para las moléculas de WT4. c 
Tomado de la referencia 38.

veces.  La Tabla 4-3 muestra los valores obtenidos para el modelo FG y el de resolución dual.  El modelo SPC 

subestima el tiempo de relajación en comparación con los valores experimentales (38).15 Los valores calculados 

para el agua SPC en la mezcla con WT4 son similares a los del SPC puro, con un leve incremento (más cercanos al  

valor experimental), indicando que el WT4 no genera efecto de confinamiento alguno sobre agua atomística.

En conjunto estos resultado sugieren que la presencia de la fase CG introduce un pequeño incremento en la 

correlación dipolo-dipolo y en el tiempo de relajación del modelo de agua FG, que ligeramente disminuyen la 

difusión de las moléculas de agua atomística. Sin embargo, el efecto neto de la representación dual del líquido 

lleva a un ligeramente mejor acuerdo entre el comportamiento del agua FG y varias propiedades determinadas 

experimentalmente.

Otra propiedad importante del agua es la compresibilidad isotérmica. Como se muestra en la Tabla 4-3, el valor 

de dicha propiedad para el sistema híbrido se compara bien con el valor reportado para el modelo SPC puro 24 y 

está en buen acuerdo con el valor experimental (0.46 GPa -1). Este resultado parece indicar que a pesar de la alta 

compresibilidad observada para el WT4 puro,2 el valor resultante en el sistema híbrido lleva a una respuesta 

global frente a las fluctuaciones de la presión externa, que se parece a la del sistema SPC puro.

La tensión superficial es otra propiedad clave del agua y un ingrediente importante para dirigir procesos de auto-

ensamblaje, que revisten gran importancia biológica. La tensión superficial del modelo WT4, como se comentó 

en el Capítulo I, es baja (17 mNm-1) comparada con el valor experimental (71.2 mNm-1). Esto genera serias dudas 

acerca del modelado de fenómenos de auto-ensamblaje usando el solvente de resolución dual aquí presentado.  

Sin embargo, como muestra la Tabla 4-3, la tensión superficial del solvente híbrido, calculada en el sistema 3 está 
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muy cercano al valor de 53.4 mNm-1 reportado para el SPC puro (37).14 De acuerdo con este análisis, las moléculas 

de WT4 en la representación dual generan solo un efecto moderado en la tensión superficial en la fase FG. Por lo  

tanto, la aplicación del método híbrido a sistemas biológicos no debería generar problemas, al menos en este 

sentido.  De  hecho,  no  se  detectan  diferencias  significativas  entre  el  tratamiento  con  solvente  híbrido  y  el  

puramente atomístico en simulaciones de sistemas de membranas (ver sección 3).

Por  último,  se  calculó  la  capacidad calorífica  (Cp)  con el  objetivo de caracterizar  la  respuesta  del  sistema a 

fluctuaciones de la temperatura (Tabla 4-3).  La evaluación de Cp se realizó a partir de la diferencia entre la 

energía total por molécula efectiva de agua a 298 K y a 318 K. La capacidad calorífica observada para el sistema  

híbrido subestima los valores para SPC y experimental25 en ~60%. Esta incongruencia es  esperable ya que el 

sistema híbrido como un todo pierde partículas y grados de libertad. Esta disminución de entropía se refleja en la 

reducida capacidad del sistema híbrido para almacenar energía térmica.

2.  Electrolitos  en  S olución  Acuosa.    En esta sección, se hará hincapié en la reproducción de propiedades 

relacionadas con electrolitos simples en solución acuosa, por ser un componente fundamental de los sistemas 

biológicos. Para analizar la efectividad de esta aproximación, se construyo un sistema de simulación conteniendo 

una mezcla 1:1 de SPC/WT4 y 0.3 M Na+Cl- (Tabla 4-1 y Figura 4-5.A). Cabe notar que la concentración Iónica en 

ambas fases del líquido se ajustó para que sea la misma.

Como se mencionó en el Capítulo II, los iones CG son superátomos efectivos, con carga, masa, y parámetros de  

Lennard-Jones  representando  un  electrolito  simple  que  transporta  implícitamente  su  primera  esfera  de 

solvatación que corresponde a seis moléculas de agua.25 Por lo tanto, la introducción de los iones CG dentro del 

medio acuoso FG, podría resultar en interacciones espurias dado que el tamaño mínimo entre el agua FG y el ion 

CG es menor que la distancia mínima entre un superatomo de WT4 y el ion CG. Esto genera una mayor ganancia  

en la energía electrostática cuando un ion CG es solvatado por agua SPC relativa a la solvatación por moléculas  

de WT4. Una corrección directa para este problema es forzar al agua SPC a colocarse en la segunda esfera de  

solvatación del ion, ajustando la interacción de Lennard-Jones entre los iones CG y el agua FG (Figura 4-6). Tal 

corrección es  suficiente para  asegurar  que los  iones  CG permanezcan en la  fase CG.  Esto puede observarse  

directamente de la densidad promedio de lo largo del eje ortogonal a la interfase (Figura 4-5.B). La inclusión de 

los  electrolitos no  introduce diferencias  significativas  en la  partición de las  especies  FG y  CG en la  caja  de 

simulación. El perfil de densidad de las moléculas de agua FG y CG en el sistema 3 se asemeja al observado para  

el sistema 2 (Figura 4-5.B), con una suave transición entre ambas fases. Análogamente, los perfiles de densidad  
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de las especies iónicas indican que todos los electrolitos permanecen dentro de su respectiva fase.

Figura  4 -5.  S oluciones  de  electrolitos  simples.  A-  Foto del sistema 

5 luego de 10 ns de simulación de DM. Las moléculas de agua FG SPC se 

muestran con la representación cilíndrica en rojo y blanco; esferas de vdW 

verde claro y amarillo indican los iones FG Na+ y  Cl-,  respectivamente; la 

representación CPK/superficie envolvente se usa para indicar las moléculas 

de WT4; los iones CG NaW+ y ClW- se representan con esferas de vdW verde 

oscuro  y  naranja,  respectivamente.  B-  Perfiles  de  densidad  de masa  a  lo 

largo de la dirección ortogonal  a la interfase FG-CG para el  sistema 5.  El 

correspondiente perfil para el sistema equivalente FG (sistema 4) se muestra  

como referencia. Las líneas punteadas verticales indican los l ímites entre las 

regiones FG-interfase y CG-interfase. Los paneles A y B están en la misma 

escala.  C-  Números  de  coordinación  ión-oxígeno.  Se  muestran  las  series 

temporales del número de átomos de oxígeno a 0.4 nm respecto de cualquier 

ión FG, para el sistema FG de referencia (sistema 4) así como para el sistema  

multiescala equivalente (sistema 5). D- Densidades numéricas Na+-O y Cl--O 

(izquierda) y Na+-Cl- (derecha), medida para los sistemas 4 y 5.

Figura  4 -6.  Interacción  SPC-  iónes  CG.  La interacción entre el agua 

FG  y  los  iónes  CG  fue  ajustada  para  reproducir  la  segunda  esfera  de 

solvatación de los iónes CG. Esta parametrización asegura que los iónes CG 

se mantengan en la fase CG.

Las oscilaciones más notables en las líneas correspondientes a los iones se relacionan muy probablemente con el  

reducido  número  de  partículas,  lo  cual  disminuye  el  muestreo  estadístico.  Esta  hipótesis  es  confirmada  al 

comparar con las líneas obtenidas a partir de una simulaciones puramente atomísticas (sistema 4), en la que las 
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amplitudes  de las  oscilaciones de la  densidad son de la  misma magnitud que las  observadas  en el  sistema 

híbrido.  (Figura  4-5.B,  izquierda)  En contraste  a  las  moléculas  de  agua,  las  cuales  son capaces  de  cruzar  la 

interfase, la penetración de iones FG en la fase CG y viceversa no se observa. En ambos casos, la densidad cae a  

cero en la región de interfase.

El cálculo del número de coordinación de aguas SPC alrededor de Na+ y Cl- muestra perfiles indistinguibles entre 

ambos esquemas de solvatación (Figura 4-5.C). Adicionalmente, se observa que la estabilización es muy rápida en  

ambos casos ocurriendo dentro del tiempo de termalización/presurización. Esta observación agrega evidencia en 

el sentido de que los iones no muestran tendencia alguna a cambiar de fase. De hecho, las curvas de densidad 

numérica de oxígenos SPC alrededor de cualquiera de los electrolitos FG se superponen casi perfectamente al  

comparar ambos métodos de solvatación (Figura 4-5.D, izquierda). Esta coincidencia indica que, a pesar de las  

diferencias en la carga eléctrica y el tamaño, las perturbaciones que ambas especies iónicas introducen en la  

estructura del líquido, tanto en la representación atomística como en la híbrida, son prácticamente idénticas. Tal 

similitud estructural sugiere que la solvatación híbrida que se propone no modifica las interacciones del agua FG 

con el soluto, en comparación con el caso puramente atomístico. La buena superposición de las RDFs Na+-Cl- 

(Figura 4-5.D, derecha) es otro fuerte indicio de dicha similitud. 

Análogamente  al  resultado obtenido para  el  caso  del  agua  pura  en  la  sección  anterior,  los  coeficientes  de 

difusión de los electrolitos simples en el esquema híbrido están subestimados respecto de la simulaciones FG  

(Tabla  4-4),  siendo  más  notoria  la  discrepancia  en  el  caso  del  Na+.  Sin  embargo,  cuando  se  toman  en 

consideración los datos experimentales, los valores obtenidos en la simulación FG revelan una sobrestimación del 

comportamiento  difusional,  mientras  que  el  sistema  multiescala  induce  una  difusión  más  lenta,  lo  cual  se  

evidencia por los valores de coeficiente de difusión de Na+ y  Cl- que están más cercanos al valor experimental.

Tabla 4-4.  Propiedades fisico-químicas de las soluciones de electrolitos simples.

coeficiente de difusión del Na+ 
(sistemas 4 y 5) 

(10-5 cm2s-1)

coeficiente de difusión del Cl- 

(sistemas 4 y 5) 
(10-5 cm2s-1)

presión osmótica 
(sistemas 6 y 7a) 

(bar)

FG 2.2 +/- 0.1 2.3 +/- 0.3 20 +/- 11

FG-CG 1.1 +/- 0.2 1.8 +/- 0.1 26 +/- 11

Exp. 1.35 +/- 0.038b 1.91 +/- 0.025c ~25 (tomado de Luo et al16 )
a La concentración iónica en los sistemas 6 y 7 corresponde a 0.5M en el volumen determinado por las restricciones de 
distancia sobre los iónes. b Concentración de Na+Cl- : 0.3M. c Concentración de Na+Cl-: 0.25M (54).26
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Tal disminución del coeficiente de difusión de los iones era esperable, de acuerdo con el enlentecimiento de la  

difusión del agua FG inducida por la aproximación híbrida, como se mencionó previamente.

Para  concluir  el  estudio  de  las  propiedades  de  los  electrolitos  en  solución  acuosa,  se  corroboró que  la 

coexistencia de dos fases conteniendo electrolitos modelados con diferentes parametrizaciones no creara un 

artefacto  en  la  presión  osmótica.  Para  excluir  dicha  posibilidad,  se  calculo  dicha  propiedad  en  un  sistema 

completamente FG y en uno de resolución dual, de acuerdo con el procedimiento propuesto por Luo y Roux. 16 

Para esto,  se construyeron los  sistemas 6  y 7  (Tabla 4-1).  Como se  puede observar en la Tabla 4-4,  el  valor  

promedio  de la  presión osmótica  medida  en ambos  sistemas coincide  con  las  estimaciones  experimentales, 

dentro del relativamente grande error intrínseco al método.

Considerando  los  resultado  obtenidos  para  el  agua  pura  y  para  electrolitos  simples  en  solución  acuosa,  es  

esperable  que  el  esquema  de  solvatación  multiescala  propuesto  funcione  correctamente  en  sistemas 

biomoleculares complejos. Esta hipótesis sera efectivamente puesta a prueba en la siguiente sección, donde la 

simulación de un complejo proteico de gran tamaño embebido en una doble bicapa lipídica será estudiada.

3.  EL Complejo de Fusión de Membrana SNARE.  La maquinaria de fusión mínima del complejo SNARE se 

compone de tres  cadenas  polipeptidicas.6 Estas  son las  proteínas,  sinaptotagmina (SB),  sintaxina (SX)  y  dos 

hélices alfa de SNAP25 (SN1 y SN2) asociadas mediante su parte citoplasmática por la formación del motivo  

estructural  denominado  “coiled-coil  four  helix  bundle”  o  en español  “haz  de   hélices”  (Figura  4-1.D).27  La 

asociación  de  dicho  haz  de  hélices  está  mediada  por  el  reconocimiento  de  residuos  conservados  formando 

contactos hidrofóbicos en en el lado interior de cada proteína y una serie de enlaces de hidrógeno y puentes  

salinos  desde la cara externa externa (Figura 4-1.D, derecha). SX y SB están ancladas a las membranas plasmática 

y vesicular, respectivamente. Información general respecto del proceso de fusión de membranas mediado por el  

complejo SNARE,  desde la perspectiva de las  simulaciones moleculares,  es  revisada por  Risselada et  al. 28 En 

trabajos previos, se caracterizaron las propiedades de los componentes del complejo por separado. Se mostró que 

el  haz  de  hélices  citoplasmático  actúa  como  un  velcro  molecular,  que  se  mantiene  ligado  por  una  red  de 

interacciones  de enlace de hidrógeno y  puentes salinos específicos.29 Estas interacciones fuertes  inducen un 

comportamiento de “varilla rígida”, es decir un arreglo molecular muy rígido impuesto por la topología de tipo 

haz de hélices. Los dominios transmembrana muestran una robusta inserción en la bicapa lipídica, con alto grado 

de  independencia  en  las  variaciones  de  secuencia.30 Información  proveniente  de  experimentos  de  MFA 
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(Microscopía de Fuerza Atómica) sugiere que un único complejo SNARE es capaz de mantener dos bicapas ligadas  

con una separación de 5 nm.31 Usando esta información se construyó un modelo completo del sistema mínimo de 

fusión de membrana como se ilustra en la Figura 4-1.D. Esta configuración fue previamente equilibrada, y se 

utilizó como estructura de partida para comparar el método de solvatación híbrida con la solvatación puramente 

atomística, como ejemplo práctico y realista de aplicación. Se caracterizaron las mismas propiedades que en los 

sistemas individuales con el  objetivo de estudiar la  similitud entre ambos esquemas de solvatación para un 

sistema complejo.  

Como  punto  de  partida  para  las  simulaciones  del  presente  trabajo  se  tomó la  conformación  final  de  la 

equilibración de 44 ns del sistema 8 mencionada previamente. Se extendió el tiempo de simulación por otros 20 

ns, tanto usando solvatación atomística (sistema 8) como dual (sistema 9).  La construcción del este último se 

hizo como se detalla en los Métodos. La Figura 4-7.A ilustra el mismo una vez construido. Los primeros 5 ns de la  

extensión de 20 ns (del ns 44 al ns 49)  fueron utilizados para alcanzar la convergencia de la temperatura, presión  

y en particular de la permitividad. Los subsiguientes 15 ns (del  ns 49 al ns 64) corresponden a los datos de 

producción utilizados para el análisis.

Análogamente a los casos previamente analizados, el solvente híbrido se particiona en dos regiones del espacio 

separadas por una suave interfase donde ambas especies acuosas coexisten. Una comparación general de los 

perfiles de densidad entre los sistemas atomístico e híbrido sugiere una buena conservación de las principales  

características estructurales (Figura 4-7.B). La localización del agua en el caso atomístico (sistema 8) muestra la 

esperada distribución de una topología de doble bicapa. Los niveles de densidad alcanzan valores máximos en los  

dos  compartimientos  exteriores,  cae  en  la  región  ocupada  por  los  lípidos,  y  aumenta  nuevamente  en  el 

compartimiento  interno.  La  pequeña  depresión  observada  a  la  izquierda  de  la  sección  de  agua  central  es  

generada por la presencia del complejo proteico. Si se enfoca la atención en el solvente híbrido, se observa que el 

agua  SPC  está  presente  sólo  en  las  cercanías  de  la  membrana  y  las  proteínas.  El  resto  del  espacio,  que 

correspondería  con el  agua "bulk",  es  ocupado por  el  WT4.  La  suma de los  perfiles  de densidad de  ambos 

modelos de agua SPC y WT4 resulta en una buena reproducción de la densidad de agua total medida en el caso 

completamente atomístico (Figura 4-7.B). Siendo la diferencia adjudicable a la subestimación de la densidad de 

masa en el "bulk" inherente al modelo SPC. Pequeños picos de densidad se observan cerca de la interfase, al  

igual que en  el sistema híbrido de agua pura (Figura 4-2.B). Una primera medida del efecto del solvente híbrido 

sobre 
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Figura  4 -7.  Sistema  del  complejo  SNARE  (perfiles  de  densidad).  

A-  Foto del sistema 9 luego de 20 ns de simulación de DM. Esferas de vdW rojas 

y  blancas:  agua  FG  SPC,  verde  claro  y  amarillo:  iones  FG  Na+  y  Cl-,  

respectivamente,  verde  oscuro  y  naranja:  iones  CG  NaW+  y  ClW-, 

respectivamente,  el  agua  CG WT4 se muestra mediante una  representación 

CPK/superficie envolvente cyan. B-  Perfiles de densidad de masa de proteína, 

lípidos y agua a lo largo de la dirección ortogonal a las membranas para los 

sistemas FG y FG-CG (8 y 9 respectivamente.). C-  Densidad numérica de sodio a 

lo largo del eje ortogonal al plano de las membranas para los sistemas 8 y 9. D -  

Ídem C pero para los iones cloruro. La líneas punteadas verticales indican los  

límites entre las regiones CG-interfase (Notar la diferencia de escala entre el 

panel A y el resto.)   

Figura  4-8.  Perfiles  de  densidad  de  l ípidos  e  iones.  A-  Densidad de 

masa  de  los  lípidos  POPC  recalculada  sobre  una  sección  de  la  membrana 

vesicular  lejos  de  la  influencia  de  la  proteína.  La  normal  a  tal  región  de  

membrana fue alineada con la dirección z de la caja. Esto permite evitar las  

perturbaciones inducidas por la curvatura de la membrana.  B-  Ídem A pero 

para los iones FG Na+ y Cl-.

la conformación global del soluto puede adquirirse de la comparación de los perfiles de densidad. La densidad de 

la proteína en ambos casos es prácticamente indistinguible, lo cual también se observa para los perfiles de los 

fosfolípidos POPS. Diferencias menores se observan solo en el caso de las moléculas de POPC. Esta discrepancia  

puede relacionarse con fluctuaciones de larga escala de la distancia intermembrana y con la curvatura intrínseca 

de ambas membranas. Para corregir dicho problema, se seleccionó una región de unas de las membranas donde 

los  fosfolípidos  no  están  en  contacto  con  ningún  aminoácido.  Esto  permite  medir  el  perfil  de  densidad  y 
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compararlo  con  el  del  sistema  atomístico,  evitando  posibles  problemas  relacionados  a  la  curvatura  de  la 

membrana. La Figura 4-8.A muestra dichos perfiles confirmando una muy buena coincidencia entre ambos. 

El  análisis  de  las  distribución  espacial  de  los  diferentes  electrolitos  muestra  buena  similitud  entre  ambos 

métodos de solvatación (Figura 4-7.C). En el caso del Na+ FG (Figura 4-7.C), los cationes muestran una marcada 

tendencia a localizarse en el borde de ambas bicapas. La distribución de cationes presenta picos definidos cerca 

de la membrana, que pueden adjudicarse a interacciones principalmente con los grupos carbonilo de los lípidos 

POPC, y en menor medida con los grupos fosfato y cabezas carboxílicas de los POPS.32 Al alejarse de la membrana, 

la densidad de Na+ disminuye, convergiendo al valor del "bulk" a ambos lados de las membranas. Por el contrario, 

los iónes Cl- tienden a localizarse lejos de la membrana debido a la repulsión con las fosfolípidos POPS que llevan 

una carga neta negativa.33 Sin embargo, debido a la fuerte localización de Na+ en la bicapa, se puede observar un 

pico débil de Cl- que permanece en la fase acuosa cercana. Dichos iónes Cl-, junto con los grupos carboxílicos de 

los POPS balancean la densidad de carga positiva generada por la acumulación de iónes Na+. Una localización 

similar de Cl- ha sido reportada en la literatura32,34 (Figura 4-7.D).

La distribución iónica en presencia del solvente multiescala (línea punteada en Figura 4-7.C) sigue la misma  

tendencia que su contraparte atomística. Sin embargo, como se observó en la sección anterior (Figura 4-5.B), la 

presencia  de  la  interfase FG-CG,  genera  un vaciamiento  de  electrolitos  en la  región donde ambos modelos  

coexisten. Inevitablemente, esto genera un leve aumento en la concentración iónica en el resto del espacio. Este  

efecto es más pronunciado en el caso del iónes Cl-, que se localiza más cerca a la región de interfase. 

Figura  4-9.  Interacción  ión-soluto.  A-  Figura representativa de la interacciones entre los lípidos y los iones.  B-  Ídem A pero mostrando la 

interacción entre los iones y algunas cadenas laterales de la proteína SNARE. Se utilizo la representación HyperBalls para ilustrar las interacciones de  

coordinación.35
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Análogamente al caso de la densidad de POPC, el acuerdo con el sistema puramente atomístico mejora si se 

calcula el perfil de densidad en una región reducida de la membrana donde la curvatura es menos pronunciada 

(Figura 4-8.B). Adicionalmente se cuantificó el número de contactos entre los iones y los diferentes componentes 

del  sistema. Para esto se contó el  número promedio de iones contenidos en una esfera de 0.4 nm de radio 

alrededor de los átomos que constituyen los lípidos y las proteínas. Ejemplos de interacciones ión-lípido e ión-

proteína se muestran en la Figura 4-9.  Como era  esperable  en base a la  Figura 4-7.C,D,  las  diferencias  más 

grandes se observan para los contactos cloruro-lípido. (Tabla 4-5). A pesar de esta observación, se encuentran 

globalmente  sólo  diferencias  menores  en  el  número  de  contactos  ión-lípido  e  ión-proteína,  que  pueden 

probablemente asignarse a fluctuaciones térmicas. Sin embargo, dado que la adsorción de iones Na+ al borde de 

la membrana ha sido reportada como un factor inductor del aumento en el espesor de la misma (“thickness”) en  

~10%,36 se  calculó esta  propiedad  en  ambos  tipos  de  solvatación  para  descartar  efectos  indirectos  en  las 

propiedades  de las  membranas.  El  espesor  de la  misma promedio  calculado a  lo  largo de la  simulación no 

muestra diferencias significativas entre ambos esquemas (Figura 4-10.A).

Debido a la tensión generada por el complejo SNARE se genera una importante curvatura en ambas membranas.  

La  distancia  intermembrana  puede  analizarse  tanto  como  promedio  temporal  en  gráficos  bidimensionales 

(Figura 4-10.B) que como serie temporal del promedio espacial (Figura 4-10.C). Para la primera, ambos esquemas 

de simulación producen mapas 2D de distancias similares. El sitio de inserción de ambas hélices transmembrana,  

que corresponden a la región de menor distancia, es claramente visible cerca del centro de ambos mapas (Figura 

4-10.B). 

Tabla 4-5.  Contactos entre ión-proteína y ión-lípidos (cutoff: 0.4 nm)

número promedio de contactos

FG FG-CG

Na+ - lípido 188 +/- 4 192 +/- 3

Na+ - proteína 3+/-2 4 +/- 1

Cl- - lípido 12 +/- 3 18 +/- 4

Cl-  - proteína 3 +/- 1 2 +/- 1

proteína - lípido 82 +/- 4 87 +/- 4

Sin embargo, oscilaciones en una larga escala de múltiples-nanosegundos ocurre en ambos sistemas. Esto podría  

ser el  causante de las  pequeñas diferencias aparentes en la distancia intermembrana (Figura 4-10.C, arriba), 
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afectada por la condensación arbitraria de las oscilaciones de la membrana y de los efectos relacionados con la  

curvatura, en un solo número. 

Figura  4-10.  S istema  del  complejo  SNARE  (propiedades  de  membrana).  A-  Espesor de membrana en función del tiempo para la bicapa 

celular (arriba) y la vesicular (abajo). Rojo: sistema FG, cyan: sistema FG-CG. B-  Distancia intermembrana en 2D para el sistema FG (izquierda) y FG-CG 

(derecha).  C-  Panel superior: distancia intermembrana en función del tiempo promediada en todo el plano paralelo a la membrana. Panel inferior:  

distancia intermembrana estimada de la separación entre los residuos Tyr64 (SB) y Tyr164 (SX). D -  Orientación de los vectores PN de los lipidos POPC 

relativo a la normal de la membrana, medido sobre un parche de 30 nm 2  (ver Métodos), para ambos sistemas FG (rojo) y FG-CG (cyan). Las líneas  

punteadas corresponden con un ajuste a una función Gaussiana.

Es por lo tanto difícil establecer un indicador preciso de las diferencias en la distancia intermembrana, en la  
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escala  temporal  estudiada.  Una  caracterización  exhaustiva  de  este  pequeño  pero  sensible  efecto  requeriría 

incrementar al menos 10 veces el tiempo de muestreo, lo cual se escapa de los objetivos del presente capítulo. En 

un intento de filtrar estos efectos, se analizó una medida alternativa de la distancia intermembrana (Figura 4-

1.C,  abajo)  utilizando dos  aminoácidos  insertos  en las  membranas,  Y64  e  Y164,  como puntos  de referencia. 

Discrepancias mucho menores, claramente dentro de la fluctuaciones estadísticas, se observan utilizando esta 

ultima medida.

En un esfuerzo aún mayor por comparar las propiedades de las membranas determinadas por ambos esquemas 

de  solvatación,  se  analizaron  algunas  características  estructurales  distintivas  de  los  fosfolípidos.  Para  los 

extremos hidrofóbicos, se evaluó el parámetro de orden, mientras que para los grupos polares, se calcul ó la 

orientación promedio del vector conectando los átomos de nitrógeno y fósforo en referencia al eje ortogonal al  

plano de la membrana (vectores P-N). Dado que la orientación de estos vectores podría verse afectada por la 

curvatura de la membrana, esta medida se realizó en la sección de 30nm2 utilizada previamente para medir el 

perfil  de  densidad  de  los  fosfolípidos  POPC (Figura  4-8).  Se  observa  muy  buen  acuerdo  en  la  distribución 

promedio de los vectores P-N en ambos sistemas (Figura 4-10.D). 

Figura  4 -11.  Parámetros  de  

órden.  El  parámetro  SCD se 

calculó para  las  colas 

hidrofóbicos  de  los  lípidos 

presentes en las membranas que 

componen  el  sistema.  Los  dos 

paneles superiores corresponden 

al lípido POPC para la membrana 

celular  (izquierda)  y  para  la 

membrana  vesicular  (derecha). 

Los  paneles  inferiores  son 

equivalentes  a  los  anteriores 

pero para el fosfolípido POPS.
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Debido a que esta  propiedad depende fuertemente de la  interacción agua/ión con los  grupos  polares,  esta  

coincidencia  agrega  evidencia  a  favor  de  la  equivalencia  entre  la  aproximación  de  solvatación  dual  y  la 

puramente atomística. La comparación entre los perfiles de parámetros de orden calculados a lo largo de las  

cadenas lipídicas muestra también una muy buena coincidencia (Figura 4-11).  Ambos resultados en conjunto 

sugieren que la estructura de los fosfolípidos permanece inalterada a lo largo de la bicapa cuando se comparan 

ambos esquemas de solvatación. 

En los siguientes párrafos se pondrá la atención sobre las propiedades estructurales y dinámicas de las cadenas  

proteicas.  La comparación entre los sistemas atomístico e híbrido resulta en perfiles de RMSD equivalentes,  

sugiriendo que la desviación a partir de la estructura inicial es prácticamente idéntica (Figura 4-12.A). Un perfil  

similar se obtiene de la evaluación de las fluctuaciones cuadráticas medias,  indicando que ambos complejos 

proteicos presentan una flexibilidad similar (Figura 4-12.B). Las principales desviaciones se localizan dentro de 

los “loops” no estructurados que conectan la hélice citoplasmática con el DTM de la proteína SB (Figura 4-12.B),  

mientras que diferencias menores se observan en las regiones estructuradas. La relevancia estructural de esta 

mayor  movilidad  en  el  sistema  atomístico  puede  apreciarse  de  la  superposición  de  las  quince  estructuras 

tomadas en intervalos de un nanosegundo a lo largo de la trayectoria.  A partir de la comparación visual entre los  

confórmeros del sistema FG con el híbrido (Figura 4-12.C), es claro que ambas simulaciones oscilan alrededor de 

posiciones promedio similares con una dispersión menor en el caso del solvente híbrido. De acuerdo con la buena 

conservación estructural, la comparación de ambas trayectorias por medio del RMSD de a pares (comparando 

todos  las  conformaciones  de  unas  simulación  contra  todas  las  de  la  otra),  muestra  varias  regiones  de  

superposición, sugiriendo que el sistema explora configuraciones similares, pero no necesariamente en el mismo 

momento temporal (Figura 4-14).

Estos resultados indican, como era esperable, una conformación del complejo SNARE bastante rígida. Por ende,  

se examinaron las interacciones que subyacen a dicha rigidez, evaluando la formación de puentes salinos (Figura 

4-12.D,E) así como los enlaces de hidrógeno (Figura 4-12.F). El patrón de interacciones observado es muy similar  

con algunas variaciones en la fuerza de algunas interacciones individuales. Globalmente, ambas simulaciones 

exhiben el mismo nivel de cohesión mediada por puentes salinos y enlaces de hidrógeno. 

Una visión complementaria a la interacciones electrostáticas presentadas en las Figura 4-12 se puede obtener 

calculando las matrices de contacto de los complejos, que toma en consideración principalmente los contactos  

hidrofóbicos. 
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Figura  4 -12.  S istema  del  complejo  SNARE  (propiedades  de  la  

proteína) .  A-  RMSD del complejo proteico en función del tiempo (rojo: FG,  

cyan: FGG-CG). B- RMSF para cada residuo del complejo proteico, para ambas 

simulaciones FG y FG-CG (rojo y cyan, respectivamente).  Debajo del eje x se 

indica la correspondencia a cadena polipeptídica que compone el complejo. C- 

Superposición de 15 confórmeros (tomados cada 1 ns de simulación) para el  

sistema  FG  (izquierda)  y  el  sistema  FG-CG  (derecha).  La  variación  de  color 

corresponde a la escala temporal (0ns: azul  15ns: rojo). D- Representación→  

esquemática de los puentes salinos en ambos sistemas (FG: izquierda y FG-CG: 

derecha). Los colores de la barras indican el porcentaje de ocupación de cada 

puente  salino  durante  el  tiempo  de  simulación.  Amarillo,  naranja,  y  rojo 

corresponden a ocupaciones de 0-50%, 50-75% y 75-100%, respectivamente. E- 

Perfil temporal del número total de puentes salinos para ambos sistemas (FG: 

rojo y FG-CG: cyan). F- Ídem E para los enlaces de hidrógeno.

Figura  4-13.  Mapa  de  contactos  del  complejo  proteico.  Diferencia 

entre  el  mapa de auto-interacción de  la  proteína  durante  la  simulación  FG 

(promedio),  respecto  del  mapa  correspondiente  a  la  simulación  FG-CG.  La 

escala de colores indica las diferencias en Angstroms para cada residuo de la 

proteína. 

La resta entre ambas matrices de contacto (matriz de diferencias) obtenidas por medio de las simulaciones FG y  

FG-CG, permite visualizar diferencias en puntos de contacto (asociados con elementos con valor diferente de cero 
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en  dicha  matriz  de  diferencias).  Como  podía  preverse  en  vista  de  los  resultados  anteriores,  la  matriz  de 

diferencias  es  prácticamente  cero  para  más  del  95%  de  los  contactos,  indicando  diferencias  de  interacción 

despreciables (Figura 4-13). Solo cinco residuos localizados en las regiones terminales de las hélices muestran 

pequeñas desviaciones (menores a 0.25nm), que están en el mismo orden de magnitud que las fluctuaciones  

observadas al calcular el RMSF (Figura 4-12.B).

Finalmente, se estudiaron las interacciones proteína-lípido. El cálculo del número de contactos proteína-lípido 

usando un cutoff de 0.4 nm revela diferencias despreciables dentro del desvió estándar (Tabla 4-5), que pueden 

asignarse a fluctuaciones térmicas. Más aún, la inserción de los DTM de SB y SX en sus respectivas bicapas es  

indistinguible cuando se comparan ambos esquemas de solvatación (Figura 4-14). Verificando nuevamente la 

conservación de las interacciones al utilizar la solvatación de resolución dual.

Figura 4 -14.  RMSD bidimensional .  Se compara la estructura del complejo proteico midiendo el RMSD entre los sistemas FG y FG-CG  a cada paso  

de tiempo. La escala de colores mide el RMSD desde valores cercano a 0 nm (rojo) hasta valores cercanos a 0.35 nm (azul).
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Figura  4-14.  Inserción  de  DTM  (Dominios  Trans-Membrana).  La posición a lo largo del eje z de cada residuo de ambos DTM (SX:bicapa 

celular y SB: bicapa vesicular) se indican para ambas simulaciones (FG: rojo y FG-CG: cyan). Las líneas punteadas horizontales indican la posición de las  

cabezas polares de los fosfolípidos. 

Extensión  a  otros  modelos  de  agua  FG.  Dado que el WT4 se basa en la estructura tetraédrica del agua y 

que fue desarrollado en manera independiente de los modelos FG, es esperable que sea también compatible con 

otros modelos de agua atomísticos como TIP3P37  y SPC/E (70).38 La primer evidencia en este sentido proviene 

nuevamente de la termodinámica de mezcla en el sistema FG-CG. La Tabla 4-6 muestra los resultados obtenidos 

para los modelos TIP3P y SPC/E en comparación con SPC. Los cálculos de ∆Gsolv muestran valores negativos de en 

todos  los  casos,  lo  cual  muestra  que  cualquiera  de  los  tres  tipos  de  agua  FG presentan cierta  tendencia  a  

mezclarse con el WT4 y viceversa. Sin embargo, los valores de  ∆∆G[soluto/solvente FG]-[soluto/solvente CG] evidencian, en 

todos los casos, que cada tipo de agua, sea FG o CG, tiene mayor tendencia a quedarse en su propia fase que a  

pasar a la otra. Para esquematizar estos datos se recurre al siguiente ejercicio. Tomemos el eje x y supongamos 

que a la izquierda del cero (valores negativos) se encuentra el solvente FG y a la derecha (valores positivos) se  

encuentra el solvente CG. Una molécula de agua de la izquierda, es decir FG (lo mismo es válido para una de la 

derecha (CG)), estará bajo la influencia de dos tendencias, una que la dirige a la fase CG y otra que la dirige a la  

FG. La resultante de dichas dos tendencias es cuantificada por el valor y signo de ∆∆G y predice hacia donde se 

dirigirá la molécula. Por ejemplo, en el caso de una molécula de WT4 en una mezcla TIP3P-WT4, la tendencia a ir  

hacia la fase FG viene dada por un ∆GWT4/TIP3P = -36.8 kJmol-1 mientras que la tendencia en a ir a la fase CG está 
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dada por ∆GWT4/TIP3P = -50.7 kJmol-1, resultando en un valor de ∆∆G[WT4/TIP3P]-[WT4/TIP3P]= 13.9 kJmol-1. Esto significa que 

en dicha mezcla, la molécula de WT4 tendrá una tendencia neta cuantificada por 13.9 kJmol-1  en ir hacia la fase 

CG (derecha). En consecuencia, estas definiciones permiten utilizar al valor de ∆∆G como cantidad vectorial pues 

su signo es relacionable sin ambigüedades con la dirección hacia donde se dirigirá una molécula teórica. Es decir  

se dirigirá hacia la fase FG si ∆∆G es menor a cero o hacia la fase CG si es mayor. La Figura 4-15 esquematiza los 

resultados que se obtienen en este marco para los tres modelos de agua FG estudiados. Como se puede observar, 

la  combinación que más tendencia tiene a mezclarse  es  TIP3P con WT4,  mientras que SPC/E-WT4 es el  que  

presenta  la  mayor  tendencia  a  separarse.  A  pesar  de  estas  diferencias,  las  tres  representaciones  presentan 

tendencias similares de separación de las fases FG y CG, probando que la aproximación multiescala presentada es 

útil para los tres modelos SPC, SPC/E y TIP3P.

Tabla 4-6.  Energía libre de solvatación de agua FG, CG y FG-
CG para SPC, SPC/E y TIP3P con WT4.

soluto (s) solvente (S)
∆Gsolv 

(kJmol-1)

∆∆G[soluto/solvente FG]-

[soluto/solvente CG]
a 

(kJmol-1)

WT4 SPC -35.6 15.1

SPC/E -33.8 16.9

TIP3P -36.8 13.9

WT4 -50.7 0

SPC WT4 -13.2 -23.6

SPC -36.8 0

SPC/E WT4 -14.7 -29.8

SPC/E -44.5 0

TIP3P WT4 -13.6 -19.8 Figura  4 -15.Esquema  representativo  de  la  termodinámica  

de  mezcla  de  agua  FG  y  agua  CG.  Los vectores indican tendencia 

del agua FG o CG en cada tipo de mezcla (SPC-WT4: superior, SPC/E-WT4: 

medio, TIP3P-WT4: inferior) a ir hacia el solvente FG o CG. El m ódulo y 

dirección de tales vectores viene dado por el valor absoluto y signo de 

∆∆G.

TIP3P -33.4 0
a Por conveniencia se considera como estado final el solvente FG y el inicial  
el solvente CG.
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Conclusiones.

La consideración explícita de los efectos de solvatación en los sistemas moleculares es de fundamental relevancia 

para alcanzar una descripción precisa a nivel atómico de los procesos biofísicos. Sin embargo, la gran abundancia 

de agua en los sistemas biológicos impone serias limitaciones en las escalas espacio-temporales que pueden 

estudiarse mediante las simulaciones de dinámica molecular. El uso de aproximaciones CG representa una buena 

oportunidad para atacar dicho problema al reducir la complejidad de los sistemas atómicos a cambio del precio  

de perder cierto nivel de precisión.24 A mitad de camino entre una aproximación completamente FG y una CG, se  

encuentran los métodos híbridos o de multiescala, que ofrecen una forma alternativa de mantener el detalle 

atómico en regiones de interés del sistema molecular bajo estudio. En el presente capítulo, se presentó un nuevo  

esquema de solvatación que pertenece a esta categoría de método híbrido. En éste se utiliza el modelo de agua 

atomística SPC en combinación con el modelo de agua CG WT4 presentado en el Capítulo II. 

Se muestra que esta aproximación de solvatación dual logra una buena descripción de las propiedades fisico-

químicas del agua pura y de las soluciones de electrolitos. Finalmente, esta aproximación es puesta a prueba con  

un sistema molecular conteniendo un complejo proteico trimérico, insertado en una doble bicapa lipídica. La 

comparación sistemática del sistema completamente atomístico con el de solvatación dual arroja esencialmente 

resultados idénticos en términos de estructura y dinámica tanto de las proteínas como de las membranas. Más 

aún,  las  interacciones  entre  los  diferentes  componentes  del  sistema  permanecen  inalteradas  o  presentan 

desviaciones menores, que son compatibles con el ruido térmico.

Claramente, la utilidad del método de solvatación propuesto depende de la potencial aceleración que puede 

obtenerse respecto una simulación atomística. La aceleración depende de muchos factores como el programa 

particular  empleado,  la  arquitectura del  computador,  el  nivel  de paralelización,  etc..  En el  caso del  sistema 

SNARE embebido en una doble membrana, los cálculos fueron llevados a cabo usando el programa GROMACS 4.5,  

en el supercomputador Curie en Francia (sistema x86-64 French Tier0 con picos de desempeño de 2 PetaFlops 

conteniendo  procesadores  de  8  cores  Intel  Sandy  Bridge  EP  E5-2680  de  2.7GHz).  Bajo  estas  condiciones,  la  

aceleración relativa al  sistema atomístico vario entre 30% y  50%, dependiendo del  número de procesadores  

utilizados.39  En la implementación de GROMACS utilizada, la ventaja del método radica casi exclusivamente en el 

cálculo de las fuerzas.39 Estos resultados eran esperables del punto de vista de que se ha observado que las  

simulaciones usando modelos CG son particularmente desafiantes de paralelizar debido a la baja densidad y/o 

inhomogeneidades.40 Sin  embargo,  es  esperable  que  futuras  implementaciones  puedan  mejorar  estas 
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limitaciones. Por ejemplo, un mejoramiento en la eficiencia de etiquetamiento en la construcción de las listas de  

vecinos para calcular las interacciones, como fue reportado por Meloni et al41 podría aplicarse al esquema híbrido 

presentado, aprovechando la ventaja de la difusión más lenta asociada al solvente CG. Por lo tanto la lista de 

vecinos  del  solvente  CG  no  necesitaría  ser  actualizada  tan  frecuentemente  como  la  correspondiente  a  las  

partículas atomísticas.  De forma similar,  el  presente método de solvatación dual  se podría ver fuertemente  

beneficiado de nuevos y prometedores algoritmos de pasos de tiempo múltiples.42

En los casos de prueba presentados en este trabajo, el uso del WT4 para representar el agua "bulk" permite una  

reducción del 45% del número de átomos del sistema, pero esta ganancia aumenta a 65% si sólo se considerase el 

dominio citoplasmático del complejo SNARE.29 Dado que la cantidad de agua atomística depende de la superficie 

expuesta del soluto, los sistemas globulares serian más convenientes que las membranas. En sistemas altamente 

hidratados como el caso del ribosoma,43 conteniendo alrededor de 300000 moleculas de agua e iónes,  el método 

propuesto permitiría una reducción de alrededor del 75% del tamaño del sistema. Otras aproximaciones mixtas, 

como es el caso del uso de un campo de reacción (“reaction field”) luego de cierta distancia desde el soluto,44 

podrían proveer una ganancia similar. Sin embargo, dicho método no es aplicable para sistemas extendidos como 

las  membranas  biológicas.  Más  aún,  el  método  dual  aquí  presentado  permite  el  calculo  de  interacciones 

electrostáticas  a  larga  distancia  por  medio  del  método  PME  y  podría  usarse  para  disminuir  problemas 

relacionados con las interacciones entre replicas periódicas,45 dado que aumentos significativos en el tamaño 

del sistema implicarían solo un modesto costo computacional. Recientemente se presentó un modelo híbrido 

para simular ADN a dos niveles de resolución en una misma hebra de ADN. 46 La combinación de ambos métodos 

abre la posibilidad de considerar solo una pequeña región de interés, por ejemplo, una región de interacción 

proteína-ADN, a nivel atomístico, mientras que el resto de una potencialmente larga fibra de ADN con proteínas, 

solvente y contra-iónes explícitos podría tratarse a nivel CG.

Actualmente, la principal limitante del método reside en el hecho de que, mientras que las moléculas de agua  

pueden  fácilmente  salir  y  volver  de  la  región  FG,  los  iónes  no  pueden.  Por  lo  tanto  el  número  de  iónes 

atomísticos a incluir en la simulación debe decidirse al comienzo de la misma y estos solo difundirán por la fase 

FG.  A pesar  de que esto no genera efectos espurios,  puede anticiparse que esta restricción podría plantear 

dificultades particulares en el caso de superficies o para sistemas que involucran procesos de permeación.

Por último, cabe destacar que la implementación de este método de solvatación dual es directa en cualquier 

paquete estándar de simulaciones de dinámica molecular, solo requiriendo los parámetros de interacción del  

modelo WT4 y de los iones CG. 
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La extensión presentada para los solventes TIP3P y SPC/E evidencia la transferabilidad general de este método al 

uso de cualquier campo de fuerza.
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