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Resumen

El proceso de disociación del complejo formado por la proteína ribosómica S8 y su aptámero

de ARN se estudió por medio de simulaciones de Dinámica Molecular. El muestreo de las

configuraciones accedidas por el complejo durante el proceso de disociación forzada per-

mitió encontrar el potencial de fuerza media PMF. En primer lugar, el complejo se colocó

en una caja con moléculas de agua lo suficientemente grande para simular la disociación.

Una vez que el sistema fue equilibrado, se efectuó la disociación al aplicar una fuerza ex-

terna con velocidad constante de 0.25 ( Å/ps ) en la dirección z. Esta fuerza fue aplicada

sobre los Cα de los aminoácidos THR35, LY S54, LY S113 y SER130 de la proteína. La

aplicación de la fuerza externa indujo la disociación del complejo en un tiempo de 160 ps.

Para obtener el PMF, se definió la coordenada de reacción ξ como la distancia que une los

centros de masa del ARN y de la proteína a lo largo del eje z. El muestreo de ξ se lo re-

alizó utilizando 12 subintervalos (ventanas) comprendidos entre 22.4 y 36.8 Å. El PMF,

calculado mediante la ponderación de histogramas WHAM, reveló que el costo energético

requerido para disociar el complejo fue de 21.3 kcal/mol. Finalmente, la existencia de

regiones con valores constantes del PMF revelaron la presencia de contactos críticos en la

formación del complejo. Los contactos críticos identificados fueron aquellos formados por

los residuos de la proteína ALA114, SER132,GLN80& THR27 con sus contrapartes en

el ARN, CY T17, ADE24, URA5 & ADE4, respectivamente.

xiii



Abstract

The dissociation process of the complex between S8 ribosomal protein and its RNA ap-

tamer was studied with Molecular Dynamics simulations. By sampling the configurations

accessed by the complex during the forced dissociation, the corresponding potential of mean

force (PMF) was determined. First, the complex was placed in a water box large enough

to simulate the dissociation. After the system reached equilibrium, the dissociation was in-

duced by applying an external force with constant speed of 0.25 ( Å/ps) in the z direction.

Such force was applied on the Cα of THR35, LY S54, LY S113 and SER130 aminoacids

of the S8 ribosomal protein. The application of the external force induced the dissociation of

the complex in 160 ps. In order to obtain the PMF, the reaction coordinate ξ was defined as

the distance between the RNA and protein centers of mass along the z-axis. ξ was sampled

on 12 intervals (windows) between 22.4 and 36.8 Å. The PMF calculated by the weighted

histogram analysis method WHAM, revealed that the energy cost required to dissociate the

complex was 21.3 kcal/mol. Finally, the existence of regions of constant PMF revealed

the presence of contacts critical for the formation of the complex. The identified critical

contacts are formed by the protein residues ALA114, SER132, GLN80 & THR27 with

their RNA counterpart CY T17, ADE24, URA5 & ADE4, respectively.

xiv
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Capítulo 1

Introducción

Los aptámeros son oligonucleótidos de cadena simple de ADNoARNque presentan una es-

tructura tridimensional definida la cual les permite enlazarse a ciertos blancos moleculares

[1]. En 1990 tres grupos independientes de investigación mostraron la posibilidad de aislar

moléculas de ARN y ADN capaces de reconocer distintos blancos por medio del proceso

conocido como SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment) [1–

3]. Este método usa la química combinatoria para seleccionar ácidos nucleicos dentro de

una librería de 1015 componentes que puedan reconocer y unirse a moléculas específicas.

Las cadenas de ácidos nucleicos derivados de la metodología SELEX se denominaron “ap-

támeros”.

A partir de la invención de la técnica SELEX [1, 3], se han producido aptámeros para dis-

tintos blancos entre los que se distinguen moléculas pequeñas, proteínas, virus, bacterias,

células e incluso tejidos celulares [4, 5]. Los aptámeros se unen selectivamente a sus blan-

cos con constantes de disociación en el orden de los picomoles (pM) hasta los nanomoles

(nM) [5]. El reconocimiento de un blanco por parte de su aptámero se da primordialmente

por interacciones electrostáticas y enlaces hidrógeno, los cuales surgen por diferentes con-
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tactos a lo largo de las superficies interactuantes [6].

El carácter específico de las interacciones asociadas a los aptámeros ha incentivado el de-

sarrollo de herramientas moleculares útiles en el diseño de biosensores [7] o en biomedicina

[8]. Existen estudios para el desarrollo de aplicaciones concernientes al área de antiinfección

e inmunoterapia [9], o la acción de aptámeros como agentes de difusión de biomarcadores

en células y tejidos [10]. Además, los aptámeros no requieren de ensayos con animales o

una respuesta inmune para su reproducción; de hecho, el protocolo in vitro SELEXmuestra

ventajas con respecto a la generación de anticuerpos al no emplear sustancias tóxicas que

afectarían al animal [11].

1.1 Aptámeros de ARN

Los aptámeros de ARN son oligonucleótidos de cadena simple que no suelen formar ca-

denas dobles extensas. La especificidad de sus estructuras les permiten distinguir varios

blancos moleculares como las proteínas. Técnicas experimentales como la cristalografía

de Rayos X y la resonancia magnética nuclear (NMR) suministran información adicional

sobre las regiones o dominios de unión entre aminoácidos y nucleótidos dentro de los com-

plejos ARN-proteína. El conjunto de datos generados por las técnicas experimentales men-

cionadas permiten determinar el tipo de interacción intermolecular conjuntamente de los

aminoácidos involucrados en los dominios RBP (RNA Binding Protein) [12, 13].

La generación de aptámeros a través de la técnica SELEX ha permitido la identificación de

mecanismos de unión y funciones específicas del ARN, las cuales requieren que un conjunto

de ácidos nucleicos posean estructuras definidas [1, 3]. Las estructuras de los aptámeros de

ARN muestran que ciertas secuencias de ácidos nucleicos se enlazan selectivamente a re-
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giones dentro de las proteínas siendo capaces de reconocer lugares cargados positivamente,

incluso con ausencia de ligandos de ácidos nucleicos [14].

Los complejos proteína-ARN se caracterizan por poseer contactos, principalmente entre

los aminoácidos con carga positiva y los ácidos nucleicos con carga negativa [15]. Es-

tas interacciones moleculares incluyen enlaces hidrógeno, interacciones iónicas, de Van

der Waals e interacciones de apilamiento ππ [14, 16]. La especificidad de unión entre ap-

támeros de ARN y proteínas se debe primordialmente a enlaces hidrógeno y puentes salinos.

Los componentes de la proteína que presentan mayor afinidad son los residuos con carga,

tanto positiva (Arginina y Lisina), como negativa (Asp y Glu)[17].

Estudios sobre el reconocimiento de proteínas por parte de aptámeros de ARN se han cen-

trado principalmente en los ribosomas de la bacteria Escherichia Coli [17]. Las proteí-

nas ribosomales dentro de esta bacteria poseen un rol importante en la formación de sitios

funcionales y en los estados iniciales del ensamblaje ribosomal [17]. La proteína ribosómica

S8 de la bacteria E. Coli tiene un papel crucial en la formación de la subunidad ribosomal

30S, ya que interacciona con el grupo fosfato de la hélice H21 del ARN ribosomal 16S.

Por lo tanto, el estudio del complejo (proteína S8 - aptámero de ARN) puede brindar in-

formación adicional sobre la organización y funcionamiento de los ribosomas dentro de la

bacteria E. Coli. Puesto que la proteína S8 es esencial para la síntesis de proteínas, el estudio

del complejo puede ser de utilidad en el diseño de nuevos fármacos para tratar infecciones

ocasionadas por esta bacteria.

Una forma de caracterizar el mecanismo de interacción en un complejo molecular es la

determinación de su potencial de fuerza media (Potential of Mean Force, PMF). El PMF

de un sistema molecular es el potencial asociado al promedio de las fuerzas entre los gru-
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pos moleculares de interés [18, 19]. Adicionalmente, el PMF cuantifica la energía libre

de un sistema en función de cierta coordenada, denominada coordenada de reacción [20] y

puede ser obtenido mediante técnicas especiales de muestreo como: fuerza de sesgo adap-

tativo (Adaptative Biasing Force, ABF) [21] o la igualdad de Jarzynski [20]. El PMF de

un sistema puede obtenerse mediante la aplicación de dichas técnicas a las trayectorias de

dinámica molecular correspondientes.

En este trabajo se utilizará comomodelo de interacción aptámero-receptor aquel correspon-

diente al archivo pdb 4PDB (Fig. 1.1). El complejo escogido corresponde al aptámero de la

proteína ribosomal S8, sobre el cual existe información estructural [22] al ser un aptámero

representativo de ARN. Partiendo de la estructura tridimensional del complejo, se determi-

nará el potencial de fuerza media para esta interacción mediante el análisis de trayectorias

de dinámica molecular.

Figura 1.1: Complejo aptámero-proteína. Código 4PDB. Figura generada con VMD [23].
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Capítulo 2

Marco Teórico

2.1 Bases Biofísicas

La afinidad entre grupos moleculares dentro de sistemas biológicos se debe principalmente

a interacciones no covalentes asociadas a las fuerzas de atracción electrostáticas entre iones

y grupos moleculares. A pesar de que los enlaces no covalentes son débiles, el efecto acu-

mulativo de los mismos brinda cierta estabilidad a los complejos moleculares [24–26]. Las

interacciones no covalentes predominantes dentro de los sistemas biológicos se deben pri-

mordialmente a enlaces iónicos, enlaces de hidrógeno e interacciones de Van derWaals. Los

detalles de estas interacciones a nivel atómico pueden estudiarse con ayuda de las estruc-

turas de los complejos correspondientes, determinadas principalmente con cristalografía de

rayos X y con simulaciones de dinámica molecular de estas estructuras [27].

2.2 Simulaciones de Dinámica Molecular

Estas simulaciones describen la dinámica de un sistema de partículas que interactúan en-

tre sí mediante la resolución de sus ecuaciones de movimiento. Las interacciones entre
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partículas son definidas a través de los llamados campos de fuerza, los cuales son determi-

nados con base en datos experimentales [28, 29]. Las simulaciones de dinámica molecular

permiten el análisis del comportamiento promedio de un sistema con muchas partículas, el

cual, se desarrolla bajo la suposición de que la hipótesis ergódica se cumpla [30, 31]. Estas

simulaciones usualmente toman pasos de 1 femtosegundo [28, 32]. Particularmente, las

simulaciones de DM permiten estudiar diversas funciones biológicas de macromoléculas

aportando con información que sería difícil de alcanzar de forma experimental [27, 33].

Así, existen notables aplicaciones de la Dinámica Molecular como el análisis referente a

cambios conformacionales [34], diferencias en energía libre [20] y el estudio con respecto

a la estabilidad estructural y dinámica de diversos complejos moleculares [29].

2.2.1 Integración Numérica

Las trayectorias de un conjunto de partículas en DM están determinadas por la integración

numérica de las ecuaciones de movimiento [29, 35]. Al conocer las condiciones iniciales

r⃗i(0) y ˙⃗ri(0) del sistema de estudio, se puede determinar las posiciones r⃗i(t) y velocidades

˙⃗ri(t) para un tiempo t. Dado el potencial de interacción U , las ecuaciones de movimiento

de un sistema de partículas son:

−∇r⃗iU(r⃗i) = mi
¨⃗ri (2.1)

La integración numérica de la ecuación (2.1) se puede efectuar por medio del algoritmo de

Verlet [30, 36, 37], el cual, discretiza las posiciones y velocidades de los átomos mediante:

r⃗i(t+∆t) = 2r⃗i(t)− r⃗i(t−∆t) + (∆t)2a⃗i(t) (2.2)

v⃗i(t) =
r⃗i(t+∆t)− r⃗i(t−∆t)

2 ∆t
(2.3)
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Donde,∆t es el intervalo de tiempo empleado para integrar las ecuaciones (2.2, 2.3). En el

algoritmo de Verlet las posiciones y velocidades de las partículas se actualizan en diferentes

tiempos, lo cual conduce a la acumulación de errores en simulaciones largas. Además,

este algoritmo no es de utilidad para una simulación que se inicializa únicamente con las

posiciones de las partículas. Alternativamente, se puede utilizar la version velocidad del

algoritmo de verlet. El software NAMD emplea la version velocidad de este algoritmo

donde la posición y velocidad de cada partícula se actualizan mediante [38]:

r⃗i(t+∆t) = r⃗i(t) + v⃗i(t)∆t+
1

2
a⃗i(t)(∆t)2 (2.4)

v⃗i(t+∆t) = v⃗i(t) +
1

2

[
a⃗i(t+∆t) + a⃗i(t)

]
(2.5)

Matemáticamente, los dos algoritmos son equivalentes con la ventaja de que en este úl-

timo las posiciones y velocidades se calculan para el mismo instante de tiempo. De esta

manera, teniendo en cuenta las condiciones iniciales del sistema junto con las interacciones

interatómicas y la aplicación iterativa de las ecuaciones (2.4) & (2.5) la evolución de un

sistema biomolecular puede ser simulado.

2.2.2 Energía en la Dinámica Molecular

La energía potencial U en DM está representada a través de campos de fuerza en los cuales

se expresa de manera explícita la interacción entre los átomos del sistema [29, 39, 40].

Así, la energía potencial, se expresa como una función U(r⃗1, r⃗2, . . . , r⃗N) que describe los

enlaces, ángulos e interacciones electrostáticas y de Van derWaals de un átomo con respecto

a los demás.
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U(r⃗1, . . . , r⃗N) =
∑
enlace

kenlace
i (ri − r0)

2

︸ ︷︷ ︸
Uenlace

+ (2.6)

∑
angulos

kangulo
i (θi − θ0)

2

︸ ︷︷ ︸
Uangulos

+ (2.7)

∑
torsion

kangulo
i [1 + cos(niϕi + δi)] +

∑
torsion

kangulo
i (ϕi − δi)

2

︸ ︷︷ ︸
Utorsion

+ (2.8)

∑
i

∑
j ̸=i

4εij

[(
σij

rij

)12

−
(
σij

rij

)6
]

︸ ︷︷ ︸
UvdW

+ (2.9)

∑
i

∑
j ̸=i

qiqj
εrij︸ ︷︷ ︸

UCoulomb

(2.10)

El término Uenlace, corresponde a la interacción armónica entre pares de átomos (i, j) con

enlace covalente. Donde ri− r0 es la distancia que un átomo se ha desplazado con respecto

al equilibrio. El segundo término Uangulos, está asociado a los ángulos de enlace entre tres

átomos. Uangulos describe el potencial vibracional angular en la tripleta de átomos (i, j, k),

donde θ es el ángulo entre los vectores r⃗ij = r⃗j − r⃗i y r⃗kj = r⃗j − r⃗k, θ0 es el ángulo de

equilibrio y kangulo
i es la constante angular. El tercer y cuarto término están asociados a los

ángulos de torsión. El primero de ellos corresponde al potencial de torsión, este describe el

comportamiento angular armónico entre los planos formados por los tres primeros átomos

de los enlaces consecutivos dentro de la cuádrupla (i, j, k, l). El ángulo entre los planos

(i, j, k) y (j, k, l) se lo denota con la letra ϕ , δ es el ángulo de desfase y n es un número

entero e indica la periodicidad. Mientras que el segundo término relacionado con el po-

tencial de torsión, corresponde a un potencial sinusoidal para ángulos diedros impropios
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donde δ actúa como ángulo equilibrio. Las dos últimos contribuciones UvdW y UCoulomb

son las contribuciones no enlazantes, las cuales están asociadas a la interacción entre pares

mediante interacciones electrostáticas por medio del potencial Coulombiano y del potencial

de Lennard-Jones. El potencial de Lennard-Jones se lo expresa en función del radio de van

der Waals σ y de la profundidad del potencial ε [5, 28].

2.2.3 Control de Temperatura y Presión

En las simulaciones de Dinámica Molecular, una vez que se ha definido la energía de in-

teracción, es importante considerar el tipo de ensamble estadístico que se va a muestrear

conjuntamente del control que se ejercerá sobre ciertas variables termodinámicas. El control

de los parámetros macroscópicos dentro de una simulación DM define el tipo de ensamble.

Temperatura Constante. Los métodos para controlar la temperatura de una simulación

DM llevan el nombre de “termostatos”. En DM varios termostatos típicos han sido imple-

mentados como el de Berendsen [41], reescalamiento de velocidad [42] el termostato de

Nosé–Hoover [43, 44] y la dinámica de Langevin [45]. Todos estos tienen en común en

que la velocidad de las partículas se ajustan tal que la temperatura del sistema permanezca

constante. En este trabajo se empleó la dinámica de Langevin implementada por NAMD

[28]. La dinámica de Langevin reproduce la interacción del sistema con un reservorio de

calor a cierta temperatura al agregar dos términos adiciones a la ecuación de movimiento

(Ec. 2.1). Los términos adicionales corresponden a la fuerza de fricción ejercida por el

medio y a una fuerza aleatoria.

Presión Constante. Los métodos para controlar la presión de una simulación DM llevan el

nombre de “barostatos”, entre los cuales está el de Parrinello-Rahman [46], y el barostato
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de Nosé-Hoover [47] . Los barostatos mantienen la presión del sistema en cierto valor

al reescalar las posiciones de las partículas y el volumen de la celda simulada. En este

trabajo se empleó la metodología híbrida denominada “Nosé-Hoover Langevin piston” para

el control de presión y temperatura en el ensamble NPT la cual esta implementada por

NAMD [28].

2.3 Dinámica Molecular Dirigida (SMD)

La Dinámica Molecular Dirigida (Steered Molecular Dynamics, SMD) es un subgrupo de

simulaciones DM que permiten aplicar fuerzas a átomos específicos dentro de un sistema

[48]. Mediante la aplicación de estas fuerzas se logra que un átomo permanezca en un lu-

gar o, a su vez que este se mueva. Las simulaciones “SMD” permiten estudiar diferentes

propiedades de enlace entre biomoléculas ante una manipulación externa [48]. Así, “SMD”

figura como una herramienta útil para explorar eventos de unión/desunión asociados a las

interacciones moleculares.

La fuerza externa aplicada permite acelerar procesos de transición entre estados. Esta fuerza

puede ser aplicada de dos maneras, la primera es halando o empujando un grupo de átomos

a velocidad constante y la segunda es cuando la fuerza empleada es constante. Para las

simulaciones SMD a velocidad contante, es necesario aplicar la fuerza externa a ciertos

átomos (átomos SMD) los cuales se encuentran unidos a otro grupo de átomos (átomos

dummy) mediante un resorte virtual (Fig. 2.1). En este caso, los átomos SMD serán los Cα

de los residuos que están en contacto directo con el ARN.

En las simulaciones a velocidad constante, los átomos SMD perciben una fuerza que de-

pende de las distancias entre un tiempo inicial t0 y un tiempo t. La fuerza que experimenta
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Figura 2.1: Simulación SMD a velocidad constante para el caso unidimensional. El átomo
“dummy” se encuentra de color salmón, mientras que el átomo SMD está de color cyan oscuro.
A medida que el átomo dummy se mueve a velocidad constante el átomo SMD experimenta una
fuerza que depende la distancia entre estos átomos.

el átomo SMD con respecto al dummy se determina mediante:

F⃗ = −∇U (2.11)

U =
1

2
k[vt− (r⃗ − r⃗0) · n⃗]2 (2.12)

Donde, F⃗ representa la fuerza externa, U es la energía potencial, k es la constante elástica,

v velocidad de empuje, t tiempo, r⃗0 posición inicial del átomo SMD, r⃗ posición del átomo

SMD al tiempo t y n⃗ es la dirección de empuje.

2.4 Cálculo de la Energía Libre

El cambio en energía libre entre estados que se encuentran en equilibrio se fundamenta en

la igualdad de Jarzynski [49]. La igualdad de Jarzynski (Ec. 2.13) relaciona el cambio en

energía libre ∆F entre dos estados de equilibrio, con el trabajo W realizado en el sistema
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durante un proceso de no equilibrio [49, 50].

〈
e−βW

〉
= e−β∆F (2.13)

Donde β = 1/kBT con T temperatura del sistema y kB constante de Boltzmann. La igual-

dad de Jarzynski está definida dentro de un ensamble canónico, sin embargo esta igualdad

puede ser extendida para un ensamble NPT, en el cual la energía libre asociada a dicho en-

samble es la energía libre de Gibss G [51].

La igualdad de Jarzynski se la extiende a simulaciones de dinámica molecular al establecer

de forma explícita un parámetro λ el cual relaciona la topografía molecular entre los estados

inicial y final de un sistema [52]. Generalmente, λ se lo considera como un parámetro

generalizado que permite cuantificar el progreso de un sistema a lo largo de un trayecto

entre estos estados [52]. Asumiendo que la energía E del sistema depende de λ tal que

E(λ) transita suavemente de E0 a E1, la energía libre A(λ) se define como:

A(λ) = − 1

β
lnQ (2.14)

Teniendo en cuenta todos los grados de libertad respecto a λ, la distribución de probabilidad

se expresa como [53]:

Q(λ) =

∫
δ[λ(r)− λ] exp{−βE} dNr∫

exp{−βE} dNr
(2.15)

Q(λ)dλ se interpreta como la probabilidad de encontrar al sistema en un pequeño intervalo

alrededor de λ. En simulaciones de dinámica molecular, la integral en el espacio de fases

de la Ec. (2.15) es difícil de lograrla. No obstante, si el sistema es ergódico, y al tener en
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cuenta la ocurrencia de λ dentro de un intervalo (ρ(λ)); Q(λ) es igual a [53]:

P (λ) = lim
t→∞

1

t

∫ t

0

ρ[λ(t′)]dt′ (2.16)

En otras palabras, el promedio en el ensamble Q(λ) es igual al promedio temporal P (λ).

2.4.1 Muestreo “Umbrella”

El muestreo “Umbrella” o Umbrella Sampling (US), es una técnica computacional asociada

al muestreo conformacional de sistemas moleculares empleada para el cálculo de la energía

libre en procesos de asociación-disociación. Durante estos procesos, diferentes trayecto-

rias pueden explorarse. Así, si se establece un “potencial artificial” que guíe al sistema

biomolecular por ciertos trayectos el correspondiente cambio en energía libre puede ser

obtenido. La técnica US añade este potencial, conocido también como potencial de sesgo, a

la energía potencial del sistema [54]. El potencial de sesgo se sitúa enmúltiples regiones a lo

largo del camino de disociación para, posteriormente realizar un muestreo conformacional

en intervalos consecutivos conocidos como “ventanas” [53]. Precisamente, el camino de

disociación define la coordenada de reacción ξ, siendo ξ un parámetro continuo que dis-

tingue cambios conformacionales dentro del sistema molecular.

Generalmente, el potencial de sesgo empleado en el muestreo US es un potencial armónico

de la forma:

wi = ki(ξ − ξi)
2 (2.17)

Donde el subíndice i indica la ventana en la que se aplicará potencial de sesgo, ξi es la posi-

ción referencial dentro de la ventana i, y ki es la constante elástica empleada para mantener

el sistema de estudio dentro de cada ventana. Para cada ventana el potencial es escogido de
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forma adecuada, tal que, este fuerce al sistema a encontrarse en ciertas posiciones deseadas

con respecto a ξ [54]. El potencial wi se añade a la energía potencial del sistema mediante

[53]:

U ′(r) = U(r) + wi(ξ) (2.18)

La distribución de probabilidad no sesgada del sistema se calcula al integrar sobre todo el

espacio teniendo en cuenta los N grados de libertad con respecto a ξ [53].

Pi(ξ) =

∫
exp{−βU(r)}δ[ξ(r)− ξ] dNr∫

exp{−β[U(r)} dNr
(2.19)

Las simulaciones DM proveen una distribución de probabilidad conocida también como

distribución sesgada a lo largo de la coordenada de reacción [53].

P ′
i (ξ) =

∫
exp{−β[U(r) + wi(ξ)]}δ[ξ(r)− ξ] dNr∫

exp{−β[U(r) + wi(ξ)]} dNr
(2.20)

La distribución de probabilidad no sesgada se relaciona con la distribución de probabilidad

sesgada por medio de [53]:

Pi(ξ) = P ′
i (ξ) exp{βwi(ξ)} ⟨exp{−βwi(ξ)}⟩ (2.21)

A partir de la Ec. (2.21), dado que se tiene una función de distribución respecto a ξ, la

energía libre puede ser evaluadamediante la ec. (2.14) [53]. La energía libreAi(ξ) obtenida,

también se la denomina como el Potencial de Fuerza Media “Potential of Mean Force”

(PMF) [54].

Ai(ξ) =− 1

β
lnP ′

i (ξ)− wi(ξ)−
1

β
ln ⟨exp{−βwi(ξ)}⟩

=− 1

β
lnP ′

i (ξ)− wi(ξ) +Gi (2.22)
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Si se tiene en cuenta dos estados (etiquetados como 1 y 0), la diferencia en energía libre

entre estos es ∆A(ξ) = A1(ξ) − A0(ξ), la cual, al considerar la relación encontrada en la

Ec. (2.22) se escribe como:

∆A(ξ) = − 1

β
ln
(
P ′
1

P ′
0

)
− w1(ξ) + w0(ξ)−

1

β
ln
(
⟨exp{−βw1(ξ)}⟩
⟨exp{−βw0(ξ)}⟩

)
(2.23)

El términoGi de la Ec. (2.22) debe ser calculado. Para ello es necesario tener en cuenta que

las curvas de energía libreAi(ξ) asociadas a cada ventana necesitan ser combinadas. Gi está

asociado con el potencial de sesgo, y es el encargado de conectar las curvas de energía libre

Ai(ξ) de cada ventana. Así, teniendo en cuenta la distribución de probabilidad no sesgada

P (ξ), Gi puede ser calculado mediante [53]:

exp{−βGi} = ⟨exp{−βwi(ξ)}⟩ (2.24)

=

∫
P (ξ) exp{−βwi(ξ)}dξ (2.25)

La Ec. (2.24) se considera como un caso límite del teorema de Jarzynski [53]. Por medio

de la metodología de perturbación de energía libre FEP (Free Energy Perturbation) [55]

se extiende la igualdad de Jarzynski; tal que, el promedio exponencial del potencial w es

semejante al promedio exponencial del trabajoW .
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Capítulo 3

Metodología

3.1 NAMD: NAnoscale Molecular Dynamics

NAMD (NAnoscale Molecular Dynamics) [56] es un software de acceso libre que per-

mite realizar simulaciones MD de alto rendimiento para distintos sistemas biomoleculares

[29]. Está escrito en C++ y se basa en el sistema de programación en paralelo Charm++,

el cual permite balancear las tareas realizadas entre procesadores [29, 56]. Este software

trabaja con campos de fuerza de simulación biomolecular como AMBER o CHARMM. En

este trabajo se utilizó el campo de fuerza CHARMM 27 [57] junto con la versión NAMD

2.15alpha2 para Linux x86-64 multicore. NAMD junto con el programa de visualización

y modelamiento molecular VMD (Visual Molecular Dynamics) [23], ejecutan varias ac-

tividades como la configuración de simulaciones, análisis de trayectoria o la generación de

archivos de coordenadas. Para ejecutar una simulación deDinámicaMolecular, el programa

NAMD requiere los siguientes archivos:

• Archivo de coordenadas en formato “pdb” (protein data bank) [58]. Este archivo

contiene las coordenadas de todos los átomos del complejo molecular.
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• Archivo PSF (protein structure file). Archivo que contiene información estructural

del complejo molecular. En este archivo se detallan las características sobre los tipos

de átomos, enlaces, ángulos, ángulos dihedros, torsiones impropias y términos cruza-

dos.

• Archivo de parámetros de campo de fuerza. Este archivo contiene información con-

cerniente a las fuerzas que experimentan los átomos del sistema de estudio. En el

presente trabajo se empleó el campo de fuerza CHARMM27 [57].

• Archivo de topología de campo de fuerza. En este archivo se define las características

usadas por el archivo de campo de fuerza. Dentro de este archivo se define la manera

en que los átomos se encuentran conectados junto con la carga y el tipo de enlace

que hay entre ellos. Además, este archivo contiene coordenadas internas las cuales

permiten la asignación de coordenadas a los átomos de hidrógeno y otros átomos

faltantes en el archivo de coordenadas.

• Archivo de configuración. Este archivo contiene todas las especificaciones referente

a las opciones que NAMD debe emplear durante la ejecución de la simulación. En

este archivo se escribe de forma explícita el archivo de parámetros, el control de

temperatura, las condiciones de contorno entre otras restricciones.

3.2 Ensamble NPT del Complejo Molecular

La figura 3.1 muestra esquemáticamente el procedimiento para obtener el ensamble NPT

del complejo. La estructura cristalina del complejo estudiado se la obtuvo del Protein Data

Bank con código pdb: 4PDB. La obtención del ensamble NPT consta de 4 etapas.
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Figura 3.1: Diagrama de flujo del proceso simulado para la obtención del PMF concerniente a la
disociación del complejo proteína ribosomal S8 y su aptámero de ARN.
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Etapa I. Redefinición de los elementos del complejo

A partir del archivo 4PDB se identificó los segmentos correspondientes a la proteína y a la

cadena de ARN. La separación y escritura de las moléculas en archivos pdb se las efectuó

mediante la ejecución del script en tcl extract (Anexo A.1). De esta manera se generaron

los archivos arn.pdb y protein.pdb.

Etapa II. Generación de archivos psf para las biomoléculas

Con los archivos de coordenadas independientes de la proteína y del ARN, se procedió a

generar los archivos PSF y PDB del complejo. Los archivos PSF y PDB cumplen con la

nomenclatura y especificaciones del campo de fuerzas CHARMM 27. La generación de los

nuevos archivos PSF y PDB se logró al ejecutar el script generator (Anexo A.2).

Etapa III. Solvatación del complejo

Con la finalidad de simular un medio fisiológico, se colocó el complejo dentro de una caja

con moléculas de agua lo suficientemente grande tal que, durante el proceso de disociación,

las biomoléculas permanezcan dentro de dicha caja. Mediante el paquete solvate del pro-

grama VMD, se situó al complejo en una caja con moléculas de agua, donde los átomos

más apartados del complejo distan en 10 Å en las direcciones x y; mientras que en la di-

rección +z se estipuló un margen de 25 Å. Previamente a la solvatación, el complejo fue

alineado con respecto al eje z. Para esto, el vector que une los centros de masa de la pro-

teína y del ARN fue orientado en la dirección+z. En los anexos A.3, A.4 se encuentran los

“scripts” empleados para alinear y solvatar al complejo respectivamente. Como resultado

se obtuvieron los archivos aptamer_alg_wb.psf y aptamer_alg_wb.pdb.
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Etapa IV. Neutralización del sistema

Mediante el paquete autoionize de VMD, se añadieron iones de Na+ y Cl− al complejo

solvatado de modo que la carga final fue cero. Los iones fueron añadidos con una concen-

tración de 100 mM . El sistema resultante se muestra en la Figura 3.2.

Figura 3.2: Complejo solvatado y neutralizado. La proteína ribosómica S8 se muestra como una
superficie roja mientras que el aptámero de ARN se esquematiza de color azul. El complejo se
encuentra inmerso en una caja con moléculas de agua. Los iones de sodio y cloro se muestran como
esferas de color amarillo y celeste respectivamente. Figura generada con VMD.

3.2.1 Minimización de la Energía del Sistema

El método de minimización empleado por NAMD es el denominado método del gradiente

conjugado [28]. El proceso de minimización de la energía para el sistema de estudio se
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realizó en 1000 pasos. Las coordenadas de los átomos del sistema se salvaron en un archivo

binario cada 100 pasos, mientras que la energía se salvó cada 50 pasos. La restricción del

sistema consistió en fijar los fósforos con residuos 1, 10 y 19 (Anexo B).

3.2.2 Calentamiento del Sistema

Posterior a la minimización, se procedió a calentar el sistema a una temperatura de 310 K

manteniendo las mismas restricciones de la minimización. El sistema se calentó de 0 a

310K en 20000 pasos de 1fs, de modo que las temperaturas se reasignaron en incrementos

de 0.3878K cada 25 pasos. NAMD reasigna la temperatura del sistema al incrementar

de forma gradual la velocidad de los átomos [28]. Entre cada incremento, el sistema se

mantuvo a temperatura constante al emplear la Dinámica de Langevin, como se explicó en

la Sección 2.2.3. El archivo de configuración utilizado para calentar el sistema se muestra

en el Anexo C.

3.2.3 Equilibración

El sistema resultante del calentamiento se lo equilibró por 1 ns. Se aplicó una restricción

armónica a los átomos de fósforo de los residuos 1, 10 y 19 de la molécula de ARN. La

constante armónica empleada fue de 5 kcal/mol/ Å2. Se almacenaron las coordenadas del

sistema cada 1000 pasos equivalente a conocer las posiciones de cada uno de los átomos

del sistema cada 1ps. La presión del sistema se mantuvo constante a 1 atm, empleando un

coeficiente de amortiguamiento γ = 1ps−1. Todos estos detalles mencionados se encuen-

tran en el Anexo D.
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3.3 Simulaciones SMD

Una vez que el sistema se ha equilibrado a 310 K, se simuló el proceso de disociación al

halar los átomos Cα de los aminoácidos THR35, LY S54, LY S113 y SER130 con veloci-

dad constante de 0.25 Å/ps. Tres de los átomos escogidos (LY S54, LY S113 y SER130)

se encuentran en la zona de enlace del complejo; mientras que el átomo restante (THR35),

se lo escogió debido a que el lazo libre en el que se encuentra presentó oposición a la

disociación. La figura 3.3 muestra la distribución geométrica de los átomos SMD en el

plano XY con respecto a la estructura del complejo. Se puede observar que los átomos

SMD (Cα 35 54 & 130) se encuentran distribuidos geométricamente alrededor del centro

de masa de la proteína.

Figura 3.3: Ubicación de los los átomos Cα de residuos 35 54 113 130 en el plano XY. En
color cyan se resaltan los átomos SMD seleccionados, mientras que el punto cuadrangular de color
amarillo representa el centro de masa del “backbone” de la proteína S8 dentro del plano XY.
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La simulación SMD empleada para disociar el complejo se ejecutó durante 200000 pa-

sos de 1 fs. Durante la simulación SMD se aplicó una fuerza elástica con constante k =

5 kcal/mol/ Å2 manteniendo fijo al fósforo del ARN con residuo 10. Las coordenadas de

los átomos constituyentes del sistema se almacenaron cada 100 pasos equivalente a cono-

cer la estructura del sistema cada 100 fs. El archivo de configuración empleado para la

simulación SMD se encuentra en el Anexo E.

3.4 Cálculo del Potencial de Fuerza Media PMF

El PMF referente a la disociación del complejo involucra la definición de la coordenada de

reacción ξ. En base a la información obtenida de la simulación SMD, se definió la coorde-

nada de reacción ξ como la distancia que une los centros de masa del ARN y la proteína a

lo largo del eje z. Una vez definida la coordenada de reacción, se establecieron intervalos

equidistantes dentro de ξ. Estos intervalos, conocidos como “ventanas” [53], corresponden

a regiones en las que el sistema se equilibrará independientemente. Para cada ventana se

estableció un ancho de 1.2 Å comprendidas desde 22.4 Å hasta 36.8 Å. Se tomó como

nodo inicial al lugar dentro de la coordenada de reacción que diste 0.2 Å de la configu-

ración inicial, mientras que el nodo final se estableció como la región en la cual el complejo

se ha disociado. De esta manera, al tomar 12 ventanas con un ancho de 1.2 Å se recorrió

todo el dominio explorado por ξ.

Seguidamente, se buscó estructuras cuyo valor de ξ sea el punto medio de cada ventana.

Cada estructura se la obtuvo a partir de la simulación SMD, en donde se seleccionaron los

archivos referentes a las coordenadas del sistema junto con la dimensión de cada celda. Las

estructuras seleccionadas para cada ventana fueron equilibradas durante 2 × 105 pasos de

1 fs, con restricciones idénticas a las empleadas durante la equilibración (Sección 3.2.3).
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Adicionalmente, en cada ventana se estableció una constante elástica de 2.5 kcal/mol/ Å2

(Anexo F.2) referente al potencial sesgado (Ec. 2.17). Las coordenadas de los sendos sis-

temas se almacenaron cada 100 pasos de 1 fs. El script empleado para la equilibración de

cada ventana se encuentra en el Anexo F.1. Una vez que se ha equilibrado el sistema en

cada una de las ventanas, se procedió a calcular el PMF a través del análisis de los valores

de ξ (ver Fig. 3.1). A partir de las trayectorias de las 12 ventanas, conjuntamente de la pon-

deración de histogramas “WHAM” (Weighted Histogram Analysis Method) [59] se obtuvo

el perfil de energía libre.

3.4.1 Método de Histogramas Ponderados

El análisis de los resultados del muestreo “Umbrella” se efectúa al considerar el aporte

ponderado de los histogramas obtenidos para cada ventana. El método de histogramas pon-

derados expresa la probabilidad de distribución global no sesgada como la superposición

de la distribución de cada ventana [53, 59].

P (∗)(ξk) =
S∑
i

ai(ξk)P
(∗)
i (ξ) (3.1)

=
S∑
i

ai(ξk) exp{βwi(ξk)} ⟨exp{−βwi}⟩P
′(∗)
i (ξk) (3.2)

P ∗
k =

S∑
i

aik cik fi P
′(∗)
ik (3.3)

Donde:

∗ : indica que la cantidad es estimada.

S : número de ventanas o simulaciones.

ξk : posición del bin k a lo largo ξ.

aik : pesos estadísticos que minimizan el error de la distribución dentro de la ventana
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i para el bin k.

La ecuación (3.3) se la obtiene empleando la relación entre las distribuciones sesgadas y

no segadas (Ec. 2.21) dentro de la distribución global (Ec. 3.1). A continuación se pre-

sentan un conjunto de ecuaciones denominadas como “ecuaciones wham” [19], las cuales

permiten estimar los factoresGi de la expresión (2.22). Así, bajo la condición
∑

aik = 1 y

considerando los factores nik como los puntos de datos asociados a la ventana i, la primera

ecuación se expresa como [60]:

P ∗
k =

S∑
i=1

nik

S∑
j=1

Mj exp{−βwjk + βGj}
(3.4)

DondeMj es el número total de puntos de datos muestreados para cada ventana [59, 60].

La segunda ecuación proviene del Teorema de Jarzynski (Ec. 2.24).

exp{−βGi} = ⟨exp{−βwik}⟩

Gi = − 1

β
ln
∣∣∣∫ P (ξ) exp{−βwi(ξ)}dξ

∣∣∣ (3.5)

De forma práctica una distribución de probabilidad exacta es difícil de lograrla. Por lo

cual, es necesario discretizar P (ξ). La discretización se realiza al definir intervalos dis-

cretos donde se agrupe ξ. Establecido el número de intervalos o bins, la última integral se

transforma en la denominada segunda ecuación wham [60].

Gi = − 1

β
ln
∣∣∣∑

k

P ∗
k exp{−βwik}

∣∣∣ (3.6)

Las ecuaciones wham son un conjunto de ecuaciones implícitas cuya resolución se da de
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forma iterativa [53, 60]. Usualmente se inicia con un intento deGi, luego se usa la primera

ecuación (Ec. 3.4) para obtener la distribución P ∗
k . Después, se emplea P ∗

k en la segunda

ecuación (Ec. 3.6) y así obtener una mejor estimación de Gi. Este proceso se efectúa

reiteradamente hasta su convergencia. Finalmente el PMF es obtenido a través de la relación

entre energía libre y la distribución de probabilidad (Ec. 2.14):

A(ξk) = −kBT ln(P ∗
k ) (3.7)

La implementación de la distribución global descrita conjuntamente de la obtención del

PMF se la efectuó con el programa wham1 desarrollado por A. Grossfield.

Al combinar el muestreo “Umbrella” con la metodología WHAM se realiza un muestreo

de estados de alta energía del sistema, lo que permite efectuar una construcción precisa del

perfil de energía libre [53]. Al usar el esquema de ponderación de histogramas es necesario

definir una coordenada de reacción específica, y, evaluar el método por vías de transición

confiables como el análisis de parámetros (RMSD, RG). Cabe resaltar que una adecuada

selección y análisis de ξ permite estudiar cambios conformacionales del sistema de estudio.

3.5 Características Estructurales del Complejo

La evaluación de las características del complejo se las efectuó mediante el análisis de ξ,

el ángulo θ formado por el vector que une los centros de masa del complejo molecular con

el eje z, la distancia RMSD y el radio de Giro. La evolución temporal de estas cantidades

permitieron describir cuantitativamente el complejo de estudio. Los parámetros RMSD y

RG describen la estabilidad como la compacidad del ARN y de la proteína S8.
1Grossfield, A, “WHAM: an implementation of the weighted histogram analysis method”,

http://membrane.urmc.rochester.edu/content/wham/, version 2.0.10
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3.5.1 Caracterización de las trayectorias de DM

Raíz de la Desviación Cuadrática Media RMSD

La raíz de la desviación cuadrática media (Root Mean Square Deviation RMSD), es una

magnitud que evalúa la distancia promedio entre los átomos de un sistema. El RMSD cal-

cula la desviación estructural de un sistema con respecto a una estructura referencial. Esta

cantidad se expresa como:

RMSD =

√√√√ 1

N

N∑
i=1

(r⃗i(t)− r⃗i(t0)) (3.8)

Donde, N es el número de átomos del sistema, r⃗i(t) posición del átomo i a un tiempo t y

r⃗(t0) es la posición del átomo i al tiempo referencial t0 [28].

Radio de Giro RG

El radio de giro es una medida que describe la distribución de los átomos de un sistema con

respecto a su centro de masa. Se define como:

RG =

√√√√√√√√√
N∑
i=1

mi(r⃗i − r⃗CM)2

N∑
i=1

mi

(3.9)

Donde N es el número total de átomos, mi y r⃗i son la masa y posición del átomo i, r⃗CM

posición del centro de masa del sistema analizado. El radio de giro usualmente es empleado

como un estimador de la compacidad de un sistema molecular [61].
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Capítulo 4

Resultados

El sistema molecular obtenido al final de la preparación (Sección 3.2) contó con un total de

40260 átomos de los cuales 12288 corresponden al solvente (agua). Las moléculas de agua

que bordean al complejo forman una paralelogramo de dimensiones (61.65, 73.51, 95.71) Å.

El sistema tuvo una carga neta de 3.649× 10−6 e.

4.1 Minimización y Calentamiento

Durante laminimización, el sistema alcanzó la configuración conmínima energía en−161797

kcal/mol; mientras que al final del calentamiento su energía fue de −110120.24 kcal/mol. El

comportamiento del sistema fue analizado a través de la evolución temporal del RMSD y

del RG. El RMSD calculado para la etapa de calentamiento del sistema, fue obtenido con

respecto al estado final de la minimización; es decir, se tomó como estructuras referenciales

aquellas alcanzadas al final de la minimización. La figura 4.1 muestra la evolución tempo-

ral del RMSD y del RG obtenidas para la proteína S8 y el ARN respectivamente durante el

calentamiento del sistema. En ambos casos el RMSD tiende a crecer rápidamente durante

la etapa de inicial del calentamiento. El comportamiento mostrado del RMSD, se debe a
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las nuevas posiciones que adquiere la proteína juntamente del ARN a lo largo de la simu-

lación. Por su parte el radio de giro, tanto para la proteína cuanto para el ARN, alcanzó un

valor cuasi constante en la etapa de calentamiento. Así, RG para la proteína se estabilizó

en 14.6 Å mientras que para el ARN el RG se estabilizó en 18.35 Å (Fig. 4.1).
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Figura 4.1: Evolución temporal del RMSD y RG para la proteína ribosómica S8 y su aptámero de
ARN obtenido durante el calentamiento a 310 K.

4.2 Equilibración

Con el sistema equilibrado a 310 K y 1 atm de presión, se procedió a analizar el compor-

tamiento del RMSD para el “backbone” de la proteína S8 y los grupos fosfato del ARN.

Junto con el RMSD se analizó la evolución temporal del radio de giro para los dos grupos

moleculares mencionados. La evolución temporal del RMSD y el radio de giro (RG) para

la proteína S8 y el ARN se presentan en la figura 4.2. El RMSD obtenido durante la equili-

bración, fue calculado con respecto al estado final del sistema en la etapa de calentamiento.

Se observa que el RMSD de la parte proteica del sistema alcanzó un valor estable alrededor

de 1.25 Å, es decir, a partir de los 0.8 ns. Previo a que el RMSD se estabilice, este mostró un

comportamiento creciente, lo cual refleja que el sistema molecular exploró nuevos estados
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durante la equilibración. Por otro lado, teniendo en cuenta el mismo intervalo temporal en

el que el sistema se ha estabilizado (0.8 − 1 ns ), el RG de la proteína S8 osciló alrededor

de 14.62 Å. En cambio, a partir de los 0.8 ns, el RMSD del ARN se estabilizó alrededor

de 2.64 Å (Fig. 4.2). El radio de giro del ARN creció durante los primeros 0.05 ns, a partir

de este instante el RG osciló alrededor de 18.5 Å.
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Figura 4.2: Evolución temporal de la desviación cuadrática media rmsd y radio de giro RG
obtenidos para la proteína S8 y su aptámero de ARN durante la equilibración del sistema.

El comportamiento en función del tiempo de la coordenada de reacción ξ y el ángulo θ se

muestra en la figura 4.3. Al observar la evolución de ξ durante la equilibración, se puede

inferir que el sistema molecular alcanzó cierto “estado estable” cuando ξ = 22.4 Å, región

en la cual el RMSD de la proteína se estabilizó. Este estado, asociado a un microestado

del sistema, se lo tomó como punto de partida para disociar el complejo. En el intervalo

temporal en el que la proteína del sistema se estabilizó (0.8 − 1 ns), el ángulo θ fluctuó

alrededor de 3.17◦. Además, al analizar el comportamiento de θ en función del tiempo se

observa que el complejo molecular rotó con respecto al eje z. Se observó un incremento

máximo de 4.5◦ aproximadamente, pese a que inicialmente el complejo fue alineado a lo

largo del eje z.
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Figura 4.3: Evolución temporal de la coordenada de reacción ξ (verde) y del ángulo θ (negro)
durante la equilibración del sistema. El ángulo θ corresponde al ángulo formado por el eje z y el
vector que une los centros de masa entre las biomoléculas (proteína S8 y aptámero de ARN).

Adicionalmente, se estudió la evolución de la energía del sistema durante el proceso de

equilibración (Fig. 4.4). En la figura 4.4 se ha esquematizado el valor medio de la energía

referente a los últimos 0.2 ns, intervalo en el cual el RMSD de la proteína se estabilizó.

Así, se muestra que el sistema alcanzó un valor de −111054.41kcal/mol en un tiempo

de 1 ns equivalente a 106 pasos de 1 fs. El comportamiento oscilatorio alrededor de

−111054.41kcal/mol corrobora que el sistema se ha equilibrado, ya que como se observa

en la Fig. 4.4, no existe un crecimiento paulatino de la energía durante la equilibración.

4.3 Simulación SMD

Con el sistema equilibrado, se procedió a disociar el complejo molecular como se detalló

en la sección 3.3. La fuerza disociatoria empleada fue aplicada durante 160 ps. Este tiempo

de simulación fue el suficiente para disociar el complejo molecular en las condiciones es-

tablecidas. Los “snapshots” de las simulación SMD realizada se presenta en la figura 4.5.

En la figura 4.5 se aprecia como la proteína ribosomal S8 varía espacialmente mientras
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Figura 4.4: Evolución temporal de la energía del sistema durante la equilibración a 310K efectuada
durante 106 pasos de 1 fs. La línea punteada corresponde al valor medio de la energía del sistema
durante los últimos 0.2 ns (E = −111054.41kcal/mol).

que el aptámero de ARN tiende a reacomodarse, tal que muestra cierta oposición al pro-

ceso disociatorio. Este hecho se lo asocia a la interacción entre los grupos fosfato del ARN

y amino de la proteína. Visualmente, se nota que en t = 160 ps tanto la proteína como

el aptámero de ARN no interaccionan y el espacio entre estas biomoléculas se llena con

moléculas de agua.

Durante el proceso de disociación forzada se analizó el comportamiento de los mismos

parámetros estudiados a lo largo de la equilibración del sistema, i.e, ξ, RG, RMSD y θ.

El comportamiento de estas variables se muestra en la figura 4.6. Se observa que ξ toma

valores entre 22.4 y 39.6 Å. A partir de los 30 ps aproximadamente el complejo empieza

a separarse, ya que, en el intervalo de 0 − 30 ps no se evidencia un cambio notorio en

la pendiente de ξ vs. t (Fig. 4.6). Alcanzado los 30 ps de la simulación, se observa que

la pendiente cambia paulatinamente. El cambio observado en la pendiente de ξ vs. t está

relacionado con la ruptura de enlaces y por ende con el proceso de disociación, ya que
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Figura 4.5: Snapshots de la simulación SMD efectuada para disociar el complejo aptámero de
ARN-proteína S8 dentro de una caja de agua. En color cyan junto con ↑ se resaltan los átomos SMD
que fueron halados en la dirección+z durante la simulación, mientras que en la representación CPK
se muestran las moléculas de agua confinadas entre las biomoléculas señaladas.



34

variaciones grandes de ξ representan cambios conformacionales del complejo.

Al analizar la evolución temporal del RMSD del backbone de la proteína S8, se observa

que el RMSD crece durante la disociación tomándole alrededor de 120 ps estabilizarse. El

valor medio alcanzado entre 120 − 160 ps fue de 1.237 Å. Teniendo en cuenta el intervalo

temporal en el que el RMSD se estabilizó, el RG osciló alrededor de 14.50 Å. En cuanto a

la evolución temporal de θ, se observa que este decrece durante la disociación; y además, se

evidenció una notable disminución a partir del instante t = 30 ps. En este mismo instante

se observó un cambio en la pendiente de ξ, por lo que se infiere que la disociación como tal

ocurre alrededor de dicho instante. Adicionalmente, a partir de t = 120 ps, θ se estabilizó

en torno a 1.05◦. Por otro lado, al analizar la evolución del radio de giro del backbone de la

proteína, en líneas generales se infiere que no existe desnaturalización de la proteína ribo-

somal, ya que durante los 160 ps de la simulación SMD el RG mostró un comportamiento

estable.

En la figura 4.7 se muestra la fuerza media de los átomos SMD con respecto a la coordenada

de reacción ξ. La fuerza media alcanzó un valor máximo igual a 3189.65 pN en ξ =

26.47 Å concerniente al paso temporal 86.4 ps. En general, se observa que la fuerza media

de los átomos SMD tiende a crecer de forma rápida durante un primer intervalo (22.44 −

26.47 Å); cuando dicha fuerza alcanza su valor máximo esta tiende a afianzarse alrededor

de 3000 pN . Posteriormente, en ξ = 32 Å la fuerza media de los átomos SMD empieza

a disminuir. El comportamiento observado de la fuerza media de los átomos SMD con

respecto a ξ está en relación con la naturaleza de la misma, ya que esta es una fuerza que hala

los átomos a velocidad constante. Entonces, el hecho de que la fuerza crezca, se estabilice

y finalmente disminuya se debe a que en un principio existe una mayor cantidad de enlaces

moleculares presentes en la interacción del complejo, después cuando la fuerza se estabiliza
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algunos de los enlaces se han roto para finalmente disminuir ya que la mayoría de enlaces

se han disipado.
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Figura 4.6: Parámetros obtenidos durante la simulación SMD del sistema a 310K. Evolución
temporal de la distancia de los centros de masa a lo largo del eje z (verde), radio de giro RG (naranja),
distancia rmsd (azul) y ángulo θ que forma el vector que une los centros de masa con el eje z (negro).
El radio de giro RG y el rmsd fueron calculados para el backbone la proteína ribosomal S8.

Durante la simulación SMD, se evidenció la interacción y posterior ruptura entre gruposmo-

leculares del ARN y de la proteína ribosomal S8. El primer contacto molecular que se diso-

ció fue entreCY T17 conALA114. La distancia entre los centros de masa de estos residuos

presentó un crecimiento no lineal a partir del instante t = 47.8ps. En la figura 4.8 semuestra

la distancia entre los centros de masa de los residuos CY T17−ALA114. Estos mostraron

una interacción directa ya que se observó el enlace molecular entre los grupos fosfato y

amino respectivamente. Por su parte, el aminoácido concerniente al residuo 113 se reorientó

para interactuar conCY T17. La interacción entreCY T17 con LY S113 se dió una vez que
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Figura 4.7: Fuerza media de los átomos SMD en función de la coordenada de reacción ξ

ALA114 se separó de dicha base nitrogenada. El par CY T17 − LY S113 interactuaron

hasta t = 85 ps. Previamente, los residuos concernientes al par ADE24 − SER132 se

apartaron. El enlace entre estos tuvo una duración de 52.8 ps. Precisamente, a partir de este

instante la distancia entre los centros de masa de los residuos ADE24 − SER132 creció

paulatinamente (Fig. 4.8).

La distancia entre los centros de masa de los residuos URA5 − GLN80mostró un cambio

de comportamiento al tiempo t = 100 ps. En este instante se evidenció la ruptura entre

estos residuos (Fig. 4.9). Por su parte, el residuo ADE4 del ARN junto con THR27 de la

proteína estuvieron enlazados a lo largo de 102 ps. Al observar la evolución temporal de

la distancia entre los centros de masa de estos últimos residuos (Fig. 4.9), se evidencia un

cambio de pendiente en dicho instante.

Los pares moleculares, el tiempo, la región dentro de ξ y la fuerza media asociada la ruptura

de los enlaces mencionados se presenta en la tabla 4.1.
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Figura 4.8: Distancia entre los centros de masa de los residuos a) CY T17 − ALA114 y b)
ADE24 − SER132.
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Figura 4.9: Distancia entre los centros de masa de los residuos a) URA5−GLN8 y b) ADE4−
THR27.
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Contactos Tiempo (ps) ξ( Å) F (pN)
CYT17-ALA114 47.8 23.552 2296.00
ADE24-SER132 52.8 24.119 2426.52
CYT17-LYS113 85.0 26.437 3138.09
URA5-GLN80 100.0 28.125 2978.35
ADE4-THR27 102.0 28.644 3021.29

Tabla 4.1: Tiempo asociado a la ruptura de enlaces moleculares entre los grupos fosfato y amino
del ARN y la proteína S8. Junto a los tiempos de ruptura se presenta el valor de la coordenada de
reacción ξ y la fuerza media de los átomos SMD para cada instante de ruptura.

4.4 Potencial de Fuerza Media PMF

El comportamiento de ξ durante la equilibración de cada ventana se muestra en la figura

4.10. Se observa que ξ exploró con mayor frecuencia las regiones aledañas al límite inferior

de cada una de las ventanas. Concretamente, ξ exploró regiones concerniente a la ventana

anterior. La tendencia de ξ en transitar lugares inferiores al punto medio de cada ventana

contribuyó a la obtención de un PMF “suave”. Finalmente cabe analizar el comportamiento

del radio de giro RG y del ángulo θ que forma el eje z con el vector que une los centros de

masa de los constituyentes moleculares (ARN y proteína S8).

La evolución temporal de los parámetros RMSD, RG y θ se muestra en las figuras 4.11,

4.10, 4.12 y 4.13 respectivamente. Para el cálculo del RMSD se tomó como estructura

referencial a la proteína situada en el punto medio de cada ventana. El RMSD del back-

bone de la proteína ribosomal S8 encontrado para cada ventana exhibe un breve incremento

durante los primeros pasos de la simulación. Una vez que se ha superado la etapa rápida

de crecimiento, el RMSD se estabilizó en cada ventana. De hecho, el perfil de energía libre

(Fig. 4.15), se lo obtuvo suprimiendo los primeros 20000 pasos (20 ps). Durante ese tiempo

el sistema aun no se ha equilibrado y el RMSD de la proteína aun no se ha estabilizado.
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Figura 4.10: Evolución temporal de la coordenada de reacción ξ durante la equilibración del sis-
tema en las sendas ventanas. Los límites de cada ventana se los representa con líneas entrecortadas
y el punto medio de cada ventana se lo resaltó con una línea continua de color amarillo.
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De manera general, se observa que el radio de giro de la parte proteica del sistema (Fig.

4.12) tiende a cierto valor constante en cada ventana, dichos valores se los muestra en la

tabla 4.2. En cambio, al analizar la evolución temporal del ángulo θ (Fig. 4.13), se observa

que la proteína sufre una ligera rotación no mayor a 2.7◦ con excepción de las dos primeras

ventanas (Tabla 4.2). No obstante, en todas las ventanas θ no presentó grandes desviaciones

durante la equilibración. Las características que se han descrito con respecto a RMSD, ξ,

RG y θ corroboraron que la proteína S8 no se desnaturalizó durante la equilibración del

sistema en cada ventana.

Ventana RG( Å) σ θ σ

1 14.594 0.066 3.806 0.393
2 14.581 0.061 3.750 0.542
3 14.619 0.048 1.499 0.442
4 14.538 0.062 0.711 0.321
5 14.711 0.064 2.102 0.387
6 14.569 0.065 2.669 0.396
7 14.592 0.055 1.808 0.399
8 14.525 0.052 1.483 0.855
9 14.570 0.069 1.995 0.405
10 14.586 0.075 1.364 0.563
11 14.564 0.056 1.827 0.519
12 14.568 0.078 1.550 0.573

Tabla 4.2: Promedios estadísticos del radio de giro RG y del ángulo θ junto con su desviación
cuadrática media σ encontrados durante la equilibración de cada ventana. Los promedios junto con
σ se encontraron descartando los primeros 20000 pasos.
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Figura 4.11: Evolución temporal delRMSD calculada para el backbone de la proteína ribosomal
S8 durante la equilibración del sistema molecular para cada ventana.
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Figura 4.12: Evolución temporal del RG calculada para el backbone de la proteína ribosomal S8
durante la equilibración del sistema molecular para cada ventana.
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Figura 4.13: Evolución temporal del ángulo θ formado por el eje z y el vector que une los centros
de masa entre las biomoléculas (proteína y ARN) durante la equilibración de cada ventana.
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Los resultados del muestreo de la coordenada de reacción ξ se lo presenta en la Figura 4.14.

Se observa que existieron valores adoptados frecuentemente por el complejo, como es el

caso de las dos primeras ventanas. Esto se debe a que el sistema en las dos primeras ventanas

se encuentra cerca a su configuración de equilibrio. Al tener en cuenta el muestreo de ξ en

cada ventana (Fig. 4.14), vemos que en la vecindad ξ = 24 Å y ξ = 28 Å existen lugares

que ξ no ha explorado; por lo que, dentro del perfil del PMF (Fig. 4.15) se aprecian puntos

que sobresalen del resto de la curva.
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Figura 4.14: Histogramas de la coordenada de reacción para cada ventana. El tiempo de equili-
bración empleado fue de 200 ps. descartando los primeros 20 ps

Los porcentajes de solapamiento se presenta en la tabla 4.3, en ella se corrobora el hecho de

que ciertas ventanas no presentan solapamiento como es el caso de las ventanas 2& 3 junto

con las ventanas 5 & 6. Existe también ventanas aledañas que tienen un porcentaje alto de

solapamiento (ventanas 11 & 12) como otras que poseen un solapamiento bajo (ventanas

8 & 9). La literatura recomienda que el porcentaje de solapamiento entre ventanas vecinas

se encuentre entre el 30% y 40%. El solapamiento requerido es importante para disponer
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de un muestreo adecuado de las configuraciones. Sin embargo, para alcanzar el valor re-

comendado de solapamiento se requiere un mayor tiempo de equilibración del sistema.

Ventanas Aledañas Porcentaje
1-2 1.46 %
2-3 0.00 %
3-4 33.25 %
4-5 8.70 %
5-6 0.00 %
6-7 10.61 %
7-8 18.39 %
8-9 0.50 %
9-10 26.29 %
10-11 5.18 %
11-12 47.76 %

Promedio 13.83%

Tabla 4.3: Porcentaje de solapamiento entre ventanas aledañas con respecto al muestreo de ξ.

El PMF obtenido (Fig. 4.15) se lo representó como función de la distancia de los centros

de masa en el eje+z. El PMF, expresado en función de ξ, muestra que la energía requerida

para disociar el complejo es de 21.3 kcal/mol (∼ 34kBT a 310K). El perfil de energía libre

encontrado crece de forma irregular hasta los 21.3 kcal/mol, valor en el cual el complejo

se ha disociado. Para poner en perspectiva esta magnitud, se puede considerar la hidrólisis

de 1 mol de ATP que, a temperatura ambiente libera alrededor de 7.3 kcal/mol de energía

libre [62]. Al comparar la energía libre requerida para la disociación del complejo con

valores referenciales de importancia biológica se constata que la energía libre encontrada

es aproximadamente 3 veces la energía liberada durante la hidrólisis del ATP.

En la Fig. 4.15 se observa la existencia de mesetas, regiones con PMF constante, compren-

didas entre 23.5 < ξ < 24.2 Å y 28.3 < ξ < 28.9 Å. Justamente, en ξ = 23.55 y 24.11 Å

los residuosCY T17−ALA114 junto conADE24−SER132 se disociaron. La ruptura de

enlaces entre estos dos pares de residuos (Fig. 4.8) está relacionada con la primera meseta
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dentro del perfil del PMF.

Para ξ = 28.13 y 28.64 Å los enlaces U5 - G80 y A4 - T27 se desligaron respectivamente

(Fig. 4.9). La ruptura de los enlaces entre estos dos pares de residuos ocurrió cuasi-

simultáneamente (Tabla 4.1). En consecuencia, el perfil del PMF presentó otra meseta

asociada a estas rupturas. Al relacionar los valores adquiridos por ξ en las mesetas dentro

del PMF, se observa que la fuerza media de los átomos SMD encuentra mínimos locales

(Fig. 4.7). Adicionalmente, si tenemos en cuenta la distribución de la coordenada de reac-

ción en cada ventana (Fig. 4.14), vemos que cerca a ξ = 24 Å y ξ = 27.5 Å existen lugares

que ξ no ha explorado. Sin embargo, este mal muestreo entre las ventanas 2-3 y 5-6 se

contrarrestó al emplear una media móvil con con 4 puntos a los datos del PMF. Con el

tratamiento de los datos mencionado, se suavizó el perfil del PMF el cual se muestra en la

figura 4.15.
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Figura 4.15: Perfil de energía libre (PMF) obtenido durante el proceso de disociación forzado del
complejo 4PDB inmerso en una caja de agua. El PMF encontrado se lo expresa en función de la
coordenada de reacción ξ.
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Capítulo 5

Conclusiones

El cambio de energía libre asociado al proceso de disociación del complejo aptámero de

ARN proteína ribosomal S8 fue caracterizado por medio del potencial de fuerza media. El

perfil del PMF creció hasta el valor energético límite de 21.3 kcal/mol. Dentro del perfil

se observaron fases transitorias en las que el PMF permaneció relativamente constante.

Las mesetas encontradas están asociadas a la ruptura de contactos dentro del complejo

molecular. Estas mesetas mostraron la existencia de contactos energéticamente más al-

tos en comparación con los demás. El perfil encontrado mostró características similares a

aquel obtenido por Yang et al., donde estudiaron el PMF concerniente a la disociación entre

la trombina y su aptámero de ADN [63].

La energía libre requerida para la disociación es comparable con valores energéticos de otros

procesos bioquímicos. En condiciones ambientales, en promedio cada molécula forma 3.5

enlaces hidrógeno con otras moléculas de agua en estado líquido [64]. Teniendo en cuenta

que la energía asociada a un enlace hidrógeno se encuentra entre 3 ∼ 10 kcal/mol [65,

66], se concluye que el número total de enlaces, asociados a la ruptura de contactos, fue

de 15 enlaces aproximadamente. Similarmente, al comparar la energía de disociación con
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la hidrólisis del ATP, se encontró que ∆H(dis) ≈ 3∆H(ATP ). Por lo que se infiere

que existe suficiente energía libre para romper varios enlaces químicos entre ellos, enlaces

hidrógeno.

Las regiones cuasi constantes en el perfil del PMF están asociadas a la ruptura de en-

laces entre los grupos moleculares del complejo estudiado. En ξ = 23.55 y 24.11 Å los

residuosCY T17 yADE24 dejaron de interactuar con los aminoácidosALA114 ySER132

respectivamente. La ruptura de estos enlaces se refleja en la presencia de la meseta en

23.5 < ξ < 24.2 correspondiente a 1.5 kcal/mol. El PMF presentó otra meseta com-

prendida entre 28.3 < ξ < 28.9, en donde se constató que los residuos URA5 GLN80

conjuntamente de ADE4 THR27 se apartaron. Estos últimos residuos se disociaron con

una energía de 11.6 kcal/mol. En las regiones concernientes a la ruptura de enlaces la

fuerza media disociatoria alcanzó mínimos locales.

El radio de giro y el RMSD concernientes al backbone de la proteína ribosomal S8 no

exhibieron cambios considerables durante el proceso disociatorio. El RMSD se estabilizó a

partir de 120ps alcanzando el valor medio de 1.237 Åmientras que el RG fluctuó alrededor

de 14.5 Å. Sin embargo, se pudo constatar que el complejo rotó ligeramente con respecto

al eje z. El ángulo que forma el vector que une los centros de masa del complejo sufrió un

incremento de 4◦ durante la equilibración del sistema. La rotación del complejo se dió a

pesar que la fuerza externa simulada fue aplicada en la dirección +z por lo cual se resalta

la fuerza de enlace en las regiones de unión del complejo.

La fuerza media de los átomos SMD con respecto a ξ reportó un pico máximo cuando

ξ = 26.47 Å para posteriormente disminuir en ξ = 32 Å. Durante este intervalo la fuerza

media de los átomos SMD se afianzó alrededor de 3000 pN , con la peculiaridad de poseer
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un comportamiento lineal. Así, se infirió que la disociación del complejo ocurrió durante

este intervalo. Además, cuando ξ = 32 Å se constató que el espacio comprendido entre

la proteína S8 y el ARN se llenó con moléculas de agua. Es preciso señalar que la fuerza

disociatoria aplicada permitió separar al complejo en ξ = 39.6 Å.

El estudio realizado ha permitido asociar eventos moleculares específicos con las carac-

terísticas del PMF para la disociación del complejo entre la proteína ribosomal S8 y su

aptámero de ARN. Particularmente, las mesetas en el PMF están ligadas a la ruptura de

contactos críticos específicos. Los contactos identificados son aquellos formados por los

residuos de la proteína ALA114, SER132, GLN80 & THR27 con sus contrapartes en

el ARN CY T17, ADE24, URA5 & ADE4, respectivamente. Finalmente, es importante

disponer de una descripción física de los mecanismos de unión entre aptámeros y sus blan-

cos moleculares puesto que, permite categorizar la importancia de los diferentes contactos

moleculares presentes en la interfase.
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Anexo A

Preparación del Sistema

A.1 Script para separar las moléculas del complejo 4PDB

# ! / b i n / sh
# t h e nex t l i n e r e s t a r t s u s i n g t c l s h |
exec t c l s h ”$O” ”$@”

# Main Program
s e t f i l e [ l i n d e x $a rgv 0]
s e t i n f i l e [ open ” $ f i l e . pdb ” ]
s e t o u t f i l e 1 [ open p r o t e i n . pdb w]
s e t o u t f i l e 2 [ open a rn . pdb w]
pu t s $ o u t f i l e 1 ”REMARK pdb f i l e f o r t h e P r o t e i n p a r t o f t h e

complex i n t h e pdb f i l e $ f i l e ( c h a i n A) ”
pu t s $ o u t f i l e 2 ”REMARK pdb f i l e f o r t h e ARN p a r t o f t h e

complex i n t h e pdb f i l e $ f i l e ( c h a i n I ) ”
s e t t e x t {}
wh i l e { $ t e x t != ”ATOM”} {

s e t pos [ t e l l $ i n f i l e ]
g e t s $ i n f i l e l i n e
s e t t e x t [ s t r i n g r ange $ l i n e 0 3 ]

}
seek $ i n f i l e $pos s t a r t
g e t s $ i n f i l e l i n e
wh i l e { [ s t r i n g l a s t ”ATOM” $ l i n e ] != −1} {
pu t s $ o u t f i l e 1 $ l i n e
g e t s $ i n f i l e l i n e

}
pu t s $ o u t f i l e 1 ”END”
g e t s $ i n f i l e l i n e
wh i l e { [ s t r i n g l a s t ”ATOM” $ l i n e ] != −1} {
pu t s $ o u t f i l e 2 $ l i n e
g e t s $ i n f i l e l i n e

}
pu t s $ o u t f i l e 2 ”END”
c l o s e $ o u t f i l e 1
c l o s e $ o u t f i l e 2
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A.2 Script para la generación de los archivos PSF y PDB

del complejo

# ! / b i n / csh

# Run t h e p s f g en program , t a k i n g e v e r y t h i n g u n t i l ”ENDMOL”
# as i n p u t .

p s f g en << ENDMOL

# Read i n t h e t opo l ogy d e f i n i t i o n s f o r t h e r e s i d u e s we
# w i l l c r e a t e .
# Th i s must match t h e p a r ame t e r f i l e used f o r t h e s im u l a t i o n
# as we l l .

t o po l ogy t o p _ a l l 2 7 _ p r o t _ n a . r t f

p d b a l i a s r e s i d u e G GUA
pd b a l i a s r e s i d u e A ADE
p d b a l i a s r e s i d u e C CYT
p d b a l i a s r e s i d u e U URA

pd b a l i a s r e s i d u e HIS HSE
p d b a l i a s atom ILE CD1 CD

# Bu i l d i n g segmen t s o f r e s i d u e s
segment a rn {

f i r s t none
l a s t none
pdb a rn . pdb

}

coordpdb a rn . pdb a rn

segment pro {
pdb p r o t e i n . pdb

}

coordpdb p r o t e i n . pdb pro

gue s s coo r d

w r i t e p s f ap t amer . p s f

# Th i s ends t h e match ing c o o r d i n a t e pdb f i l e . The p s f and pdb f i l e s
# a r e a matched s e t w i th i d e n t i c a l atom o r d e r i n g as needed by NAMD.

wr i t e pdb ap tamer . pdb

ENDMOL
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A.3 Script para alinear el complejo en la dirección z

Este script, escrito en TCL, alinea el vector que une los centros de masa de las partes con-

stituyentes del complejo con respecto al eje +z.

############################################################
# P roc edu r e t o f i n d t h e ang l e between two v e c t o r s
p roc a g l {v1 v2} {

i f { [ l l e n g t h $v1 ] != [ l l e n g t h $v2 ]} {
e r r o r ” Vec t o r s must have same d imens ion ”

}
s e t p i [ exp r a t a n ( 1 . 0 )* 4 ]
# s e t p i [ exp r acos ( − 1 . 0 ) ]

s e t mod1 [ v e c l e n g t h $v1 ]
s e t mod2 [ v e c l e n g t h $v2 ]
s e t do t p r od [ vecdo t $v1 $v2 ]

s e t f r a c [ exp r $do t p rod / ( $mod1*$mod2 ) ]
s e t a ng l e [ exp r acos ( $ f r a c ) ]
s e t a ng l e [ exp r $ang l e *180/ $p i ]

r e t u r n $ang l e
}
############################################################
s e t molname ap tamer

mol new ${molname } . p s f
mol a d d f i l e ${molname } . pdb

s e t eve ryone [ a t om s e l e c t t op a l l ]
s e t p r o t [ a t om s e l e c t t op ” p r o t e i n ” ]
s e t a r n [ a t om s e l e c t t op ” n u c l e i c ” ]

s e t com_prot [ measure c e n t e r $ p r o t we igh t mass ]
s e t com_arn [ measure c e n t e r $a rn we igh t mass ]
s e t vec [ vecsub $com_prot $com_arn ]

#
# s e t Mvec [ t r a n s v e c i n v $vec ]

# $eve ryone move $Mvec
# s e t $Mvec [ t r a n s a x i s y −90]
# $eve ryone move $Mvec

$eve ryone move [ t r a n s v e c i n v $vec ]
$eve ryone move [ t r a n s a x i s y −90]

$eve ryone w r i t e p s f ${molname} _a l g . p s f
$eve ryone wr i t e pdb ${molname} _a l g . pdb

mol d e l e t e t op

### Load t h e sys tem a l i g n e d t o z− a x i s
mol new ${molname} _a l g . p s f
mol a d d f i l e ${molname} _a l g . pdb

s e t p r o t [ a t om s e l e c t t op ” p r o t e i n ” ]
s e t a r n [ a t om s e l e c t t op ” n u c l e i c ” ]
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s e t com_prot [ measure c e n t e r $ p r o t we igh t mass ]
s e t com_arn [ measure c e n t e r $a rn we igh t mass ]

s e t zvec {0 0 1}
s e t Mvec [ vecsub $com_prot $com_arn ]

s e t angu lo [ a g l $zvec $Mvec ]

p u t s ” ang l e between v e c t o r s i s : $angu lo ”

A.4 Script de Solvatación del Complejo

Este script, escrito en lenguaje TCL, permite situar al complejo en una caja con agua.

s e t molname ” ap t ame r_ a l g ”
mol new ${molname } . p s f
mol a d d f i l e ${molname } . pdb

package r e q u i r e s o l v a t e

s o l v a t e ${molname } . p s f ${molname } . pdb − t 10 +z 25 −o ${molname}_wb
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Anexo B

Minimización de la Energía

#############################################################
## MINIMIZACION ##
#############################################################

# Min im i z a t i on o f ap tmae r complex , R COM ve c t o r between p r o t e i n
# and RNA i s a l i g n e d t o z− a x i s
# The mo l e cu l a r complez i s n e u t r a l i z e d i n a wa t e r box
# 3 Phosphu re s atoms of RNA were f i x e d ( r e s 1 , 10 y 19)

#############################################################
## ADJUSTABLE PARAMETERS ##
#############################################################

s e t inpu tname neuSystem

s t r u c t u r e . / i n p u t / $ inpu tname . p s f
c o o r d i n a t e s . / i n p u t / $ inpu tname . pdb

s e t t emp e r a t u r e 0
s e t ou tpu tname ${ inpu tname }_min
f i r s t t i m e s t e p 0

########################################################
## SIMULATION PARAMETERS
########################################################

paraTypeCharmm on
p a r ame t e r s . . / common / p a r _ a l l 2 7 _ p r o t _ n a . prm

## NOTE: don ’ t use t emp e r a t u r e f o r i n i t i a l v e l o c i t i e s when
## . v e l f i l e i s s p e c i f i e d !
## Cons i d e r t h a t i n m i n im i z a t i o n t h i s p a r ame t e r i sn ’ t used
t emp e r a t u r e $ t empe r a t u r e

# Force − F i e l d P a r ame t e r s
ex c l ude s c a l ed1 −4
1−4 s c a l i n g 1 . 0
c u t o f f 11 . 0
sw i t c h i n g on
s w i t c h d i s t 9 . 0 ; # c u t o f f −2
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p a i r l i s t d i s t 13 . 0 ; # c u t o f f +2
margin 1 . 0

# I n t e g r a t o r P a r ame t e r s
t im e s t e p 1 . 0 ; #1 f s / s t e p
r i g i dBond s a l l
nonbondedFreq 1
f u l l E l e c t F r e q u e n c y 5
s t e p s p e r c y c l e 10

# P e r i o d i c Boundary Cond i t i o n s
c e l l B a s i sV e c t o r 1 61 .7 0 . 0 0 . 0
c e l l B a s i sV e c t o r 2 0 . 0 73 . 6 0 . 0
c e l l B a s i sV e c t o r 3 0 . 0 0 . 0 95 . 7
c e l l O r i g i n 9 .029 −25.442 −10.964

wrapAl l on

# E l e c t r o s t a t i c Force Ev a l u a t i o n
#PME ( f o r f u l l sys tem p e r i o d i c e l e c t r o s t a t i c s )
PME yes
PMEGridSizeX 64
PMEGridSizeY 75
PMEGridSizeZ 100

# R e s t r i c t i o n s
f ixedAtoms on
f i x e dA t omsF i l e . / i n p u t / aux_atoms . pdb
f ixedAtomsCol B

#Outpu t
outputName $outpu tname
r e s t a r t f r e q 100
d cd f r e q 100
o u t p u t E n e r g i e s 50

#########################################################
## EXTRA PARAMETERS ##
#########################################################

#########################################################
## EXECUTION SCRIPT ##
#########################################################

#Min im i z a t i on
min imize 1000
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Anexo C

Calentamiento del Sistema

#############################################################
## HEATING ##
#############################################################

# Hea t i ng o f ap tmae r complex whose R COM between p r o t e i n and RNA
# i s a l i g n e d t o z− a x i s
# Complex i s n e u t r a l i z a e d i n a wa t e r box .
# 3 Phosphorus o f RNA were f i x e d ( r e s 1 , 10 y 19)

#############################################################
## ADJUSTABLE PARAMETERS ##
#############################################################

s e t inpu tname neuSystem

s t r u c t u r e . / i n p u t / $ inpu tname . p s f
c o o r d i n a t e s . / i n p u t / min_ f r9 . pdb
b i n c o o r d i n a t e s . . / 1 −5 − min im i zac i on / ${ inpu tname }_min . coo r
s e t t emp e r a t u r e 0
s e t ou tpu tname ${ inpu tname } _he a t
f i r s t t i m e s t e p 0

########################################################
## SIMULATION PARAMETERS
########################################################

paraTypeCharmm on
p a r ame t e r s . . / common / p a r _ a l l 2 7 _ p r o t _ n a . prm

## NOTE: don ’ t use t emp e r a t u r e f o r i n i t i a l v e l o c i t i e s when
## . v e l f i l e i s s p e c i f i e d !
## Cons i d e r t h a t i n m i n im i z a t i o n t h i s p a r ame t e r i sn ’ t used

# Force − F i e l d P a r ame t e r s
ex c l ude s c a l ed1 −4
1−4 s c a l i n g 1 . 0
c u t o f f 11 . 0
sw i t c h i n g on
s w i t c h d i s t 9 . 0 ; # c u t o f f −2
p a i r l i s t d i s t 13 . 0 ; # c u t o f f +2
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margin 1 . 0

# I n t e g r a t o r P a r ame t e r s
t im e s t e p 1 . 0 ; #1 f s / s t e p
r i g i dBond s a l l
nonbondedFreq 1
f u l l E l e c t F r e q u e n c y 5
s t e p s p e r c y c l e 10

# P e r i o d i c Boundary Cond i t i o n s
ex t endedSys t em . . / 1 −5 − min im i zac i on / ${ inpu tname }_min . xsc
wrapAl l on

# E l e c t r o s t a t i c Force Ev a l u a t i o n
#PME ( f o r f u l l sys tem p e r i o d i c e l e c t r o s t a t i c s )
PME yes
PMEGridSizeX 64
PMEGridSizeY 75
PMEGridSizeZ 100

# R e s t r i c t i o n s
f ixedAtoms on
f i x e dA t omsF i l e . / i n p u t / aux_atoms . pdb
f ixedAtomsCol B

#Outpu t
outputName $outpu tname
r e s t a r t f r e q 400 ; # 400 s t e p s
d c d f r e q 400
o u t p u t E n e r g i e s 100

#########################################################
## EXTRA PARAMETERS ##
#########################################################

#########################################################
## EXECUTION SCRIPT ##
#########################################################

#Hea t i ng P r o t o c o l
t emp e r a t u r e $ t empe r a t u r e
r e a s s i g n F r e q 25
r e a s s i g n I n c r 0 .3875
r e a s s i g nHo l d 310

# Execu t i on
run 20000
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Anexo D

Equilibración del Sistema

#############################################################
## EQUILIBRATION ##
#############################################################

# E q u i l i b r a t i o n o f ap t amer complex whose R COM between
# p r o t e i n and RNA i s a l i g n e d t o z− a x i s
# Complex i s n e u t r a l i z a e d i n a wa t e r box .
# 3 phospho rus RNA atoms were r e s t r i c t e d a an e l a s t i c
# c o n s t a n t o f 5 k c a l / mol
# Eq . t ime 1 ns

#############################################################
## ADJUSTABLE PARAMETERS ##
#############################################################

s e t inpu tname neuSystem

s t r u c t u r e . / i n p u t / $ inpu tname . p s f
c o o r d i n a t e s . / i n p u t / h e a t _ f r 4 9 . pdb
b i n c o o r d i n a t e s . . / 1 −6 − c a l e n t am i e n t o / ${ inpu tname } _he a t . coo r
b i n v e l o c i t i e s . . / 1 −6 − c a l e n t am i e n t o / ${ inpu tname } _he a t . v e l

s e t t emp e r a t u r e 310 ; # f o r Langevin Con t r o l
s e t ou tpu tname ${ inpu tname }_eq
f i r s t t i m e s t e p 0

########################################################
## SIMULATION PARAMETERS ##
########################################################

paraTypeCharmm on
p a r ame t e r s . . / common / p a r _ a l l 2 7 _ p r o t _ n a . prm

## NOTE: don ’ t use t emp e r a t u r e f o r i n i t i a l v e l o c i t i e s when
## . v e l f i l e i s s p e c i f i e d !
## Cons i d e r t h a t i n m i n im i z a t i o n t h i s p a r ame t e r i sn ’ t used

# Force − F i e l d P a r ame t e r s
ex c l ude s c a l ed1 −4
1−4 s c a l i n g 1 . 0
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c u t o f f 11 . 0
sw i t c h i n g on
s w i t c h d i s t 9 . 0 ; # c u t o f f −2
p a i r l i s t d i s t 13 . 0 ; # c u t o f f +2
margin 1 . 0

# I n t e g r a t o r P a r ame t e r s
t im e s t e p 1 . 0 ; #1 f s / s t e p
r i g i dBond s a l l
nonbondedFreq 1
f u l l E l e c t F r e q u e n c y 5
s t e p s p e r c y c l e 10

# P e r i o d i c Boundary Cond i t i o n s
ex t endedSys t em . . / 1 −6 − c a l e n t am i e n t o / ${ inpu tname } _he a t . xsc
wrapAl l on

# E l e c t r o s t a t i c Force Ev a l u a t i o n
#PME ( f o r f u l l sys tem p e r i o d i c e l e c t r o s t a t i c s )
PME yes
PMEGridSizeX 64
PMEGridSizeY 75
PMEGridSizeZ 100

## R e s t r i c t i o n s
# f ixedAtoms on
# f i x e dA t omsF i l e . / i n p u t / f i x _ a t oms . pdb
# f ixedAtomsCol B

c o n s t r a i n t s on
consexp 2
c o n s r e f . / i n p u t / c on s t r a i n a t omsK5 . pdb
c o n s k f i l e . / i n p u t / c on s t r a i n a t omsK5 . pdb
con sk co l O

# Add i t i o n a l c o n s t r a i n t f o r movemente i n z d i r e c t i o n
s e l e c t C o n s t r a i n t s on
s e l e c t C o n s t r Z o f f
s e l e c tC o n s t rX on
s e l e c tC o n s t rY on

# Con t r o l f o r c o n s t a n t t emp e r a t u r e
l a n g e v i n on
langev inDamping 1 ; # gamma c o e f f i c i e n t 1 / ps
langevinTemp $ t empe r a t u r e
l angev inHydrogen o f f

# Con t r o l f o r c o n s t a n t p r e s s u r e
u s eGroupP r e s s u r e yes ; # needed f o r r i g i d bonds
u s e F l e x i b l e C e l l no
u s eCon s t an tA r e a no

l a n g e v i n P i s t o n on
l a n g e v i n P i s t o n T a r g e t 1 .01325 ; # p r e s s u r e i n ba r −> 1 atm
l a n g e v i n P i s t o n P e r i o d 200
l a n g e v i nP i s t o nDe c a y 50
l angev i nP i s t onTemp $ t empe r a t u r e

#Outpu t
outputName $outpu tname
r e s t a r t f r e q 1000
d cd f r e q 1000
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ve lDCDf i l e $ou tpu tname . v e l d cd
velDCDfreq 1000
o u t p u t E n e r g i e s 500

#########################################################
## EXTRA PARAMETERS ##
#########################################################

#########################################################
## EXECUTION SCRIPT ##
#########################################################

run 1000000 ; # 1 ns
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Anexo E

Simulación SMD

###############################################################
## SMD ##
###############################################################

## SMD on p r o t e i n . 1 RNA atom i s f i x e d ##
## c o n s t a n t k=5 ##
## smd atoms a r e CA of r e s i d i u e s 35 54 113 130 ##
## f o r c e w i t c o n s t a n t v e l o c i t y o f 0 .00025

###############################################################
## ADJUSTABLE PARAMETERS ##
###############################################################

s e t inpu tname neuSystem

s t r u c t u r e . / i n p u t / $ inpu tname . p s f
c o o r d i n a t e s . / i n p u t / e q_ f r 999 . pdb

b i nCoo r d i n a t e s . / i n p u t / ${ inpu tname }_eq . coo r
b i n V e l o c i t i e s . / i n p u t / ${ inpu tname }_eq . v e l
ex t endedSys t em . / i n p u t / ${ inpu tname }_eq . xsc

s e t t emp e r a t u r e 310
s e t ou tpu tname smd r e f i _ f e r i _ c h

p roc g e t _ f i r s t _ t s { x s c f i l e } {
s e t fd [ open $ x s c f i l e r ]
g e t s $ fd
g e t s $ fd
g e t s $ fd l i n e
s e t t s [ l i n d e x $ l i n e 0 ]
c l o s e $fd
r e t u r n $ t s

}

s e t f i r s t t i m e [ g e t _ f i r s t _ t s . / i n p u t / ${ inpu tname }_eq . xsc ]

f i r s t t i m e s t e p 0

###############################################################
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## SIMULATION PARAMETERS ##
###############################################################

# I n p u t
paraTypeCharmm on
p a r ame t e r s . . / common / p a r _ a l l 2 7 _ p r o t _ n a . prm

## t emp e r a t u r e $ t empe r a t u r e
##don ’ t use t emp e r a t u r e f o r i n i t i a l v e l o c i t i e s when . v e l f i l e i s s p e c i f i e d !

# Force − F i e l d P a r ame t e r s
ex c l ude s c a l ed1 −4
1−4 s c a l i n g 1 . 0
c u t o f f 11 . 0
sw i t c h i n g on
s w i t c h d i s t 9 . 0 ; # c u t o f f −2
p a i r l i s t d i s t 13 . 0 ; # c u t o f f +2
margin 1 . 0

# I n t e g r a t o r P a r ame t e r s
t im e s t e p 1 . 0 ; #1 f s / s t e p
r i g i dBond s a l l
nonbondedFreq 1
f u l l E l e c t F r e q u e n c y 5
s t e p s p e r c y c l e 10

# Con s t a n t Tempera tu r e Con t r o l
l a n g e v i n on
langev inDamping 1 ; # gamma c o e f f i c i e n t 5 / ps
langevinTemp $ t empe r a t u r e
l angev inHydrogen o f f

# P e r i o d i c Boundary Cond i t i o n s
# I t ’ s no t n e c c e s a r y t o s e t c e l l B a s i sV c e t o r 1 , 2 , 3 and c e l l O r i g i n
# beceau s e t h i s i n f o rm a t i o n a r e i n . r e s t a r t and . xsc f i l e s i n Ad j u s t a b l e P a r ame t e r s

wrapAl l on

# E l e c t r o s t a t i c Force Ev a l u a t i o n
#PME ( f o r f u l l sys tem p e r i o d i c e l e c t r o s t a t i c s )
PME yes
PMEGridSizeX 64
PMEGridSizeY 75
PMEGridSizeZ 100

# Con t r o l f o r c o n s t a n t p r e s s u r e ( v a r i a b l e volume )
u s eGroupP r e s s u r e yes ; # needed f o r r i g i d bonds
u s e F l e x i b l e C e l l no ; # no f o r wa t e r box
u s eCon s t an tA r e a no ; # no f o r wa t r e r box

l a n g e v i n P i s t o n on
l a n g e v i n P i s t o n T a r g e t 1 .01325 ; # p r e s s u r e i n ba r −> 1 atm
l a n g e v i n P i s t o n P e r i o d 200
l a n g e v i nP i s t o nDe c a y 50
l angev i nP i s t onTemp $ t empe r a t u r e
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#Outpu t
outputName ${ outpu tname }_01

r e s t a r t f r e q 100
d cd f r e q 100
x s t F r e q 100

o u t p u t E n e r g i e s 50
o u t p u t P r e s s u r e 50

#########################################################
## EXTRA PARAMETERS ##
#########################################################

### c o l v a r s on
### c o l v a r sCon f i g r e s t r a i n . i n

# c o n s t r a i n t s on
# consexp 2
# c o n s r e f . / i n p u t / c o n s t r a i n a t omsK5_ f r 1 0 . r e f
# c o n s k f i l e . / i n p u t / c o n s t r a i n a t omsK5_ f r 1 0 . r e f
# con sk co l O

# R e s t r i c t i o n s
f ixedAtoms on
f i x e dA t omsF i l e . / i n p u t / f i x _ a t oms . pdb
f ixedAtomsCol B

s e l e c t C o n s t r a i n t s on
s e l e c t C o n s t r Z o f f
s e l e c tC o n s t rX on
s e l e c tC o n s t rY on

SMD on
SMDFile . / i n p u t / smd04 . r e f
SMDk 5
SMDVel 0 .00025
SMDDir 0 0 1
SMDOutputFreq 100

#############################################################
## EXECUTION SCRIPT ##
#############################################################

run 200000
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Anexo F

Equilibración del sistema para cada

ventana

F.1 Archivo de configuración

###############################################################
## UMBRELLA SAMPLING ##
###############################################################

## US of COM between ARN & PROTEIN , window 0 ##
## ##
## ##

###############################################################
## ADJUSTABLE PARAMETERS ##
###############################################################

s e t inpu tname aptamer_a lg_wb_n

s t r u c t u r e . . / . . / i n p u t / $ inpu tname . p s f
c o o r d i n a t e s . . / . . / i n p u t / e q_ f r 99 . pdb

b i nCoo r d i n a t e s . . / . . / i n p u t / rename /COMs−${num} . r e s t a r t . coo r
ex t endedSys t em . . / . . / i n p u t / rename /COMs−${num} . r e s t a r t . xsc

s e t t emp e r a t u r e 310
s e t ou tpu tname win${num}

f i r s t t i m e s t e p 0

#############################################################
## SIMULATION PARAMETERS ##
#############################################################

# I n p u t
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paraTypeCharmm on
p a r ame t e r s . . / . . / common / p a r _ a l l 2 7 _ p r o t _ n a . prm
t emp e r a t u r e $ t empe r a t u r e

# Force − F i e l d P a r ame t e r s
ex c l ude s c a l ed1 −4
1−4 s c a l i n g 1 . 0
c u t o f f 11 . 0
sw i t c h i n g on
s w i t c h d i s t 9 . 0 ; # c u t o f f −2
p a i r l i s t d i s t 13 . 0 ; # c u t o f f +2
margin 1 . 0

# I n t e g r a t o r P a r ame t e r s
t im e s t e p 1 . 0 ; #1 f s / s t e p
r i g i dBond s a l l
nonbondedFreq 1
f u l l E l e c t F r e q u e n c y 5
s t e p s p e r c y c l e 10

# Con s t a n t Tempera tu r e Con t r o l
l a n g e v i n on
langev inDamping 1 ; # gamma c o e f f i c i e n t 5 / ps
langevinTemp $ t empe r a t u r e
l angev inHydrogen o f f

# P e r i o d i c Boundary Cond i t i o n s
# I t ’ s no t n e c c e s a r y t o s e t c e l l B a s i sV c e t o r 1 , 2 , 3 and c e l l O r i g i n
# beceau s e t h i s i n f o rm a t i o n a r e i n . r e s t a r t and . xsc f i l e s i n Ad j u s t a b l e P a r ame t e r s

wrapAl l on

# E l e c t r o s t a t i c Force Ev a l u a t i o n
#PME ( f o r f u l l sys tem p e r i o d i c e l e c t r o s t a t i c s )
PME yes
PMEGridSizeX 64
PMEGridSizeY 75
PMEGridSizeZ 108

# Con t r o l f o r c o n s t a n t p r e s s u r e ( v a r i a b l e volume )
u s eGroupP r e s s u r e yes ; # needed f o r r i g i d bonds
u s e F l e x i b l e C e l l no ; # no f o r wa t e r box
u s eCon s t an tA r e a no ; # no f o r wa t r e r box

l a n g e v i n P i s t o n on
l a n g e v i n P i s t o n T a r g e t 1 .01325 ; # p r e s s u r e i n ba r −> 1 atm
l a n g e v i n P i s t o n P e r i o d 200
l a n g e v i nP i s t o nDe c a y 50
l angev i nP i s t onTemp $ t empe r a t u r e

#Outpu t
outputName $outpu tname

r e s t a r t f r e q 200
d cd f r e q 100
x s t F r e q 100

o u t p u t E n e r g i e s 200
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o u t p u t P r e s s u r e 200

#############################################################
## EXTRA PARAMETERS ##
#############################################################

c o l v a r s on
c o l v a r sCo n f i g US−win${num} . i n

c o n s t r a i n t s on
consexp 2
c o n s r e f . . / . . / i n p u t / r e s t 0 1 . r e f
c o n s k f i l e . . / . . / i n p u t / r e s t 0 1 . r e f
c on sk co l O

s e l e c t C o n s t r a i n t s on
s e l e c t C o n s t r Z o f f
s e l e c tC o n s t rX on
s e l e c tC o n s t rY on

#############################################################
## EXECUTION SCRIPT ##
#############################################################

run 105000

F.2 Archivo Colvars
c o l v a r s T r a j F r e q u e n c y 20
## c o l v a r s R e s t a r t F r e q u e n c y 20000

c o l v a r {
name T r a n s l o c a t i o n

wid th 0 . 1

lowerbounda ry 20 .2
uppe rbounda ry 37 .3

lowerWal l 20 . 2
upperWal l 37 . 3

l ow e rw a l l c o n s t a n t 100 .0
u p p e rw a l l c o n s t a n t 100 .0

d i s t a n c eZ {
main {

atomnumbers {
1224 1238 1252 1264 1283 1293 1305 1322 1341 1355 1379 1398 1422 1436 1446 1460 1477
1493 1517 1534 1549 1571 1590 1605 1623 1635 1645 1656 1678 1697 1719 1741 1756 1775
1785 1800 1819 1838 1860 1884 1899 1906 1926 1945 1969 1981 1997 2012 2033 2052 2067
2079 2093 2115 2132 2139 2158 2177 2201 2220 2240 2259 2281 2302 2309 2319 2333 2347
2362 2386 2402 2421 2435 2442 2461 2483 2507 2526 2537 2561 2573 2580 2599 2623 2639
2660 2670 2692 2702 2714 2729 2747 2759 2783 2799 2818 2832 2839 2858 2865 2884 2894
2913 2929 2940 2954 2965 2987 2994 3010 3027 3041 3053 3075 3087 3097 3121 3138 3157
3174 3188 3195 3202 3217 3233 3249 3259 3280 3296
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}
}
r e f {

atomnumbers {
1 35 69 103 136 66 200 231 261 292 325 359 389 423 456 486 517 548 578 608
639 673 707 741 774 804 837 867 898 931 965 999 1033 1064 1097 1127 1158 1189

}
}
a x i s ( 0 . 0 , 0 . 0 , 1 . 0 )

}
}

harmonic {
name Z
c o l v a r s T r a n s l o c a t i o n
c e n t e r s CENTER
f o r c eCo n s t a n t 0 . 0 2 5 ; # 2 . 5 * 0 .1^2 = 0 .025

}
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