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Prologo 

El conocimiento científico aplicado con múltiples objetivos ha dado como producto 

el impresionante desarrollo tecnológico que caracteriza al presente siglo, en donde los sis-

temas computacionales han influido de manera notoria. La computación se ha convertido 

en una valiosa herramienta para (liversas áreas (le estudio; por un lado facilita el cálculo 

y apoya con utilerias gráficas la interpretación de resultados. Por otra parte, es también 

eficiente en el control, el procesamiento de datos y las telecomunicaciones, con los que se 

agiliza el manejo y obtención de información. En particular, la física contemporánea hace 

USO del cómputo en múltiples actividades tanto teoricas como experimentales. A partir de 

los cursos que tome en la Facultad de Ciencias, en los que se ha enfatizado el cómputo como 

una herramienta útil para la Física y otras áreas afines, me surgió el interés por el desarrollo 

de la presente tesis. Esto motivado, como mencionaré a lo largo del texto, por el apoyo que 

las aplicaciones de la Física y el cómputo dan en arcas como la Química, Biología e incluso 

la Medicina. 

La tesis consta de una introducción que ubica al lector en el tema de estudio y 

da un panorama general, de su interés biomédico. Posteriormente los siguientes capítulos se 

dividen en dos partes; la primera de antecedentes donde menciono aspectos importantes 

que me sirvieron para conocer algunas generalidades sobre la estructura del ADN y los 

modelos moleculares ya existentes. En la segunda parte, describo la metodología usada, 

el desarrollo, el análisis y los resultados obtenidos del presente estudio, junto con el 

análisis hago una pequeña discusión de cada uno de los puntos que conforman mi inter-

pretación de los resultados y por último, el capítulo de las conclusiones que hago sobre el 

desarrollo de todo el trabajo. Debo mencionar que aún cuando las interpretaciones que doy 

me producen ciertas dudas e inquietudes en aspectos relacionados con la Biología, Química 

y Medicina, las presento tal cual las he pensado. 



Capítulo 1 

Introducción 

El tema de la presente tesis es de interés para la Medicina dada la necesidad 

de obtener fármacos para atacar enfermedades. Actualmente se sabe que algunas proteínas 

están involucradas o favorecen distintos tipos de enfermedades, con esto en mente se ha bus-

cado diseñar drogas capaces de llegar e interactuar en sitios específicos de estas proteínas 

para inhibir su actividad. Recientemente se ha tornado la atención por otro tipo de fármacos 

con la propiedad de seleccionar sitios especificos de los ácidos nucleicos (ADN y ARN) e in-

hibir la síntesis de dichas proteínas, peculiaridad que se ha encontrado en pequeños fragmen-

tos de cadenas de ADN llamados oligos, a los que me referiré posteriormente. Aprovechando 

este hecho se ha trabajado en dos estrategias que impiden la síntesis de proteínas a diferen-

tes niveles, llamadas antigene y antisense. Es decir, tomando en cuenta que el mecanismo 

para la síntesis de proteínas consiste; en primer lugar en transcribir el código de un gens 

en el ADN a un ARN mensajero (ARNm) y posteriormente traducir dicha información del 

ARNm a la proteína (fig. 1.1). La estrategia llamada antigene bloquea la transcripción por 

la adición de un oligo a la estructura del ADN, formándose una estructura triple (ADN-

triplex) que no es reconocida por la ARN polimerasa, enzima que transcribe el código al 

ARNm, inhibiendo de esta forma la síntesis de la proteína. La antisense, de forma semejante 

bloquea la traducción añadiendo para ello un oligo al ARNm y de esta forma el ribosorna 

no sintetiza la proteína. Con estas estrategias se ha logrado disminuir los efectos in vitro e 

in vivo de algunos virus y otros tipos de enfermedades [Cohen,et a1,1994]. 

No obstante, existen limitaciones que disminuyen su efectividad [Stein,et al,1993j, 

de donde surgen interrogantes como las siguientes; ¿Cómo sintetizar fácilmente los oligos?; 

'Un gen contiene la información necesaria para sintetizar la proteína. 

ti 
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Figura. 1.1: Esquema que representa diferentes fases en el flujo de información genética. 

¿Cómo hacer que los oligos entren y se retengan en el interior de las células?: ¿Cómo hacer 

para que las estructuras triplex se formen y se mantengan estables in vivo? ó ¿Cómo impedir 

que el oligo interactue con otras zonas del ADN y ARNm o con otras macromoléculas?. 

Respuestas a todas estas interrogantes son difíciles de proporcionar, sin embargo pueden 

provenir desde muy diversas fuentes. 

A partir de que en 1940 se identificara el ácido desoxiribonucleico (ADN) como 

material genético, entre los años 50 y 60 se desencadenaron una serie de estudios relacionados 

tanto con su estructura como con la forma en que este codifica y transmite la información 

hereditaria, preguntas tales como: ¿Cómo hace el ADN para reproducirse y transmitir la 

información genética de generación en generación?: ¿Cuál es el mecanismo para la síntesis 

de proteínas y que sistema es usado para relacionar una secuencia de nucleótidos del ADN 

con una secuencia de aminoácidos de una proteína?, no podían ser contestadas hasta que en 

1953 James D. Watson y Francis Crick [Watson-Crick,et a),1953] lograron conjuntar toda 

la información obtenida al respecto sobre las propiedades biofísicas y fisicoquímicas, para 

así proponer la estructura secundaria de doble hélice (duplex) del ADN. De la misma 

manera, considero que el mejor conocimiento de estas propiedades pueden propocionar 

guías o pequeñas soluciones para aumentar la efectividad de las estrategias. Con esto 
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en mente se propuso el desarrollo de una simulación computacional de una estructura 

ADN-t►iplec, de la cual se cuenta con información experimental, para familiarizarme con este 

tipo de problemas, entender, buscar y en lo posible complementar información referente a la 

estabilidad de su estrucutra. Para ello me he basando en modelos teóricos que representan 

los fenómenos físicos característicos de este tipo de sistemas, que han sido desarrollados 

con estos propósitos. Estudios de este tipo considero que son de gran utilidad, ya que 

proporciona información complementaria y de gran ayuda para métodos experimentales que 

no tengan acceso a este nivel de estudio; y en segundo lugar, comparando los resultados con 

observaciones experimentales, es posible medir la exactitud y las capacidades del modelo 

teórico, con objeto de saber su confiabilidad. De esta forma se retroalimentan tanto los 

modelos teóricos como los procedimientos experimentales, interpretando adecuadamente 

los fenómenos naturales. En el esquema (1.1) se ilustran los aportes y beneficios que se 

obtienen con el desarrollo de una simulación computacional. 

simulación 
modelo 	 validación 

solución numérica 	 predicción 

teoría 
	interpretación 

representación 
experimento 



Parte 1 

Antecedentes 



Capítulo 2 

Estructura molecular del ADN 

Para familiarizarme con algunas de las propiedades físicas del ADN y poder desa-

rrollar el presente estudio, fue necesario hacer un repaso sobre su estructura molecular. En 

el presente capítulo pretendo exponer algunos de los aspectos estructurales del ADN, así 

como los factores que se sabe están involucrados con su estabilidad, introduciendo algunas 

de las definiciones con la nomenclatura comúnmente usada en este tipo de sistemas. 

Los genes que controlan las características hereditarias y la síntesis de las proteínas 

son moléculas de ácido nucleico; desoxirribonucleico (ADN) y ribonucleico (ARN). Estos 

ácidos nucleicos, al igual que las proteínas son macromoleculas que constituyen la materia 

viviente. Una característica general de estos sistemas macromoleculares es la formación de 

diferentes estructuras, a las que me referiré a continuación. 

2.1 Estructura primaria 

Con algunos datos fisicoquímicos (e.g. sedimentación, difusión, dispersión de luz y 

medidas de viscosidad [\Vatson-Crick,et a1,19531) junto con la observación de las estructuras 

cristalinas, que inició Furberg en 1951 [Saenger), se pudo deducir que los ácidos nucleicos 

son fibras largas y delgadas que están formadas con unidades monotnérims llamadas nu-

cleótidos. Estas fibras son en realidad heteropolímeros, puesto que están constituidas por 

cuatro nucleótidos diferentes. Cada nucleótido contiene tres componentes; un azúcar (de-

soxirribosa), un grupo de fosfato (fosfodiester) y una base de nitrógeno. En el ADN las 

bases son Timina Cansina Adenina y Guanina, donde las dos primeras bases son 

monocíclicas piriniidinas y las dos últimas bicíclicas purinas (fig. 2,1). El azúcar y el 

10 
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Figura 2.1: Bases de nitrógeno del ADN. La R en las moléculas es el lugar donde se une al 

azúcar. 

fosfato se van alternando a lo largo de la fibra formando una cadena continua, unidos en 

los carbonos del azúcar en los sitios llamados 3' y 5'. Cada azúcar tiene unida una base de 

nitrógeno que sale de este (fig. 2.2), esta cadena es llamada estructura primaria de las 

moléculas de ADN. El ARN es similar a una cadena del ADN, excepto que el azúcar es una 

ribosa en lugar de desoxirribosa y tiene una base de Uracilo en lugar de tintina. 

2.2 Estructura secundaria; duplex y triplex 

La forma en la que el azúcar y los fostatos se unen ocasiona que el ADN tenga 

dos extremos diferentes, caracterizados por las posiciones 3'y 5' antes mencionadas'. La 

estructura secundaria del ADN más común, esta formada por cadenas antiparalelas 

(3'-5') y (5'-3') en forma de duplex, en donde las cadenas se encuentran ligadas mediante 

puentes de hidrógeno entre cada una de sus bases. Por requerimientos estéricos es más 

probable2  formar estos puentes entre T:A y C:G, por lo que cada cadena es complemento de 

'Esto ayuda a que la transcripción del código genético sólo pueda hacerse en una dirección (5'--'3') 

(Mat hews). 
2Eventuahnente ocurre la formación de los llamados mismatch en los cuales se forman puentes de 

hidrógeno más débiles (e.g. A:A, G:G, C:C+ , T:G, (Mergny,et a1,1991)), esto puede provocar que el oligo se 
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Terminación 5' 

Aricar • 
71  

Fosfato \ 
(carga •I) / P  

Terminación 3' 

Figura 2.2: Esquema en el que se muestran los grupos principales que conforman la estruc-

tura primaria del ADN. 

la otra. Al par de bases enlazadas de esta forma se les conoce con el nombre de Watson-

Criek existiendo también la posibilidad de formar puentes de hidrógeno entre las bases en 

orden inverso A:T conocido con el nombre de Hoogsteen (fig. 2.3). Motivado por fuerzas 

de dispersión y efectos hidrofóbicos, las bases en el ADN-duplex, se apilan a lo largo de 

las cadenas formándose dos surcos, conocidos como mejor groove y minor groove (fig. 2.5). 

Características estructurales (e.g. ángulos formados entre enlaces, distancias entre bases y 

anchos del mejor y minor groove) determinan el polimorfismo estructural3  del ADN, 

esto se ha obtenido mediante estudios experimentales hechos con difracción de rayos X en 

fibras de ADN, catalogándose en tres grupos representativos llamados A-ADN, B-ADN y 

Z-ADN, en donde cada forma depende de la humedad relativa, la concentración ionica del 

ambiente y de la propia secuencia, ((Saenger1 p. 253). Para las estructuras secundarias de 

ADN-triplex aún no existen suficientes estudios de esta naturaleza ELaughton,et a1,19921. 

La estructura secundaria ADN-triplex mejor conocida es formada con homopolynu-

eleótidos4, ocurre debido a que en el mejor groove de una ADN-duplex homopirimi- 

una erroneamente en secuencias muy semejantes a la cual se dirija. 

`Capacidad que tiene la estructura de adoptar diversas formas, 

4 Cuando una cadena o fragmento de ella, esta formada solamente de purinas es llamada homopurina, 
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'11, 

Watunt•Crick 
(h) 

Figura 2,3: Unión par de las bases. a) T:A (Watson-Crik) y A:T (Hoogsteen), b) 

(Watson-Crik). 

dina/homopurina, enlazada con puentes Watson-Crick, hay el espacio suficiente para es-

tabilizar mediante puentes de hidrógeno tipo floogsteen un oligodeoxyntieleótido (oligo5) 

homopirimidina, en orientación paralela con respecto a la cadena homopurina de la du-

plex. Esta estructura fue observada por primera vez en 1957 (Felsenfeld,et a1,1957). En 

ocasiones sucede naturalmente, que una cadena homopirimidina de la propia doble hélice 

se dobla y se enrolla su major groaue, dando origen a una estructura triplex conocida 

como H-ADN, que se cree juega un papel importante en la autorregulación de la expresión 

genética (Laughton,et a1,19921. No obstante en este tipo de formación natural se encuen-

tra otra limitante, debido a que sólo se forma con la unión triple de bases T:A:T y 

no da lugar a la formación de secuencias alternantes (fig. 2.4 (a)). Sobre estructuras for-

madas con las uniones T:A:T se cuenta con información obtenida por difracción de fibra 

[Arnott,et al,1974-76], clasificandose su forma en un A-ADN. 

Con el fin de ampliar la posibilidad de las estrategias se han buscado nucleótidos 

de la misma forma, si esta formada con pirimidinas son llamadas homopirimidinas, 
6Se le llama oligo, por la poca cantidad de nucleótidos (decenas), comparado con los que tiene una cadena 

del ADN (dependiendo del organismo, cientos, miles, millones, etc.). 



CH 

Hs 

—R 
\ H  

N' 
H 

 

/L:" 
Watson-Crick N N 

.11 	o 

lioo8steen 

(b) 

14 

capaces de establecer puentes de hidrógeno entre el oligo y el ADN-duplex, una forma 

de lograr esto es mediante la protonación6  de los nucleótidos C del oligo creandose la 

unión triple de bases C:G:C+ con puentes de hidrógeno tipo Hoogsteen (fig. 2.4 (b)). No 

obstante. aún cuando la protonación del nucleótido ocurre con el aumento de acidez del 

medio, lo cual disminuye las posibilidades de la estrategia antigene [Laughton,et al,1992], 

(Dervan,et a1,1989] y [Radhakrislinan,et al,19911, consideramos que inciar con el estudio 

de este tipo de sistemas nos proporcionará la información necesaria para continuar con la 

busqueda de estructuras más estables, dada la importancia de sus propiedades. 

o
A 	

[loqueen 

Watson-Crick 
N 

tal 

Figura 2.4: Unión triple de las bases. a)T:A:T y b) C:G:C+, mostrando los puentes de 

hidrógeno formados. 

Variaciones de temperatura o cambios de acidez (p11) del medio Pervan,et a1,19891 

pueden provocar la pérdida de la estructura secundaria del ADN en cadenas simples, a este 

proceso se le llama desnaturalización. La naturaleza electrolítica del ADN origina una 

fuerte repulsión electrostática entre las cadenas, esto es debido a que el ADN al estar 

en solución a p1-1 fisiológico su grupo fosfato se ioniza formándose aniones a lo largo de las 

6La protonación consiste en agregar un protón (núcleo del hidrógeno) al nucleótido. 
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cadenas (polianiones), no obstante gracias a la presencia en el medio de contraiones7, de la 

formación de los puentes de hidrógeno, así como de la interacción con el solvente del medio, 

las estructuras secundarias del ADN se mantienen estables bajo condiciones fisiológicas y 

no se desnaturalizan. De aquí que los factores más importantes que favorecen la estabilidad 

de la estructura secundaria de las moléculas de ADN, sean los puentes de hidrógeno, 

las fuerzas de Van der Waals y los efectos hidrofóbicos. Como ya se mencionó los 

puentes de hidrógeno unen las bases entre las cadenass, en general un puente de hidrógeno 

será representado X— H•••Y y es debido a que un átomo de hidrógeno 11 conecta dos 

átomos X y Y de gran electronegatividad. Por esto último tiene un carácter principalmente 

electrostático y su intensidad depende de las cargas atómicas de X, H y Y, esto se refleja en 

la separación entre H•••Y (normalmente entre 2-3 A). Al grupo X — H se le conoce como 

grupo donador y a Y como aceptor. A diferencia de los enlaces covaleutes, los puentes 

de hidrógeno son de 20 a 30 veces más débiles y poco direccionales. Incluso puede formarse 

cooperación entre 2 ó más receptores, 

...Yi  
X— H• 

." Y2 

Las interacciones de puentes de hidrógeno entre las bases del ADN son del tipo 

N —H•••Ny N—H•••0, [Saenger). 

7[ones de signo contrario, en este caso cationes (como Ie , Na}, 	Ca2+ y Li+). 
sUn punto que es interesante mencionar en este aspecto, del cual no me ocupare en este momento, es la 

proposición de Liidwin acerca de que las mutaciones que suceden de forma natural pueden ser debidas al 
efecto túnel de uno ó más protones de los puentes de hidrógeno del ADN de una base sobre una cadena a la 
base correspondiente sobre la otra cadena ((Levine), 2a. ed., 1974). 



Capítulo 3 

Modelado molecular 

La descripción teórica de un fenómeno físico usualmente se basa en un modelo 

que haga abstracción de este, a partir de las observaciones que se han hecho de él en 

la naturaleza. Para ser aceptado físicamente, el modelo debe basarse en alguna teoría 

y comúnmente tener una representación matemática. Una simulación molecular puede 

recurrir a modelos moleculares basados en teorías, desde los mecánico-cuántico-relativistas 

hasta las clásicas, donde la utilidad de cada uno depende de la naturaleza del problema. Al 

describir sistemas macromoleculares biológicos, regularmente se recurre a una aproximación 

clásica. 

En este capítulo hago un corto repaso tanto de los modelos cuánticos como modelos 

clásicos que usé durante el desarrollo de la simulación, lo cual también fue útil para dar 

una interpretación de los resultados obtenidos. Este repaso se consideró conveniente para 

iniciar el trabajo con antecedetes de algunos puntos importantes de los modelos y métodos 

usados. 

3.1 Física molecular 

Para hacer un estudio de un sistema molecular como el que ahora nos interesa, 

no contamos con una teoría molecular completamente satisfactoria que incluya fenómenos 

cuántico-relativistas ([Cohen-TI, p. 9). No obstante, aún cuando los efectos relativistas 

añaden correcciones a sistemas tan simples como los átomos hidrogenoides ([Peña], p. 711), 

una aproximación cuántica es suficiente para describir un gran número de sistemas in-

cluyendo los biológicos, por lo que la mecánica cuántica no relativista se considera un buen 

17 
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punto de partida Peissbluthl. 

3.1.1 Aproximación cuántica (Born-Oppenheimer) 

Una aproximación cuántica implica que debemos encontrar la solución de la ecuación 

de Schradinger, 

Hkli(r,R) = ExP(r,R). 

La cual se ha considerado independiente del tiempo por simplicidad. En donde I/ 

es el operador hamiltoniano de un sistema de electrones y núcleos descritos por los vectores 

de posición r y II respectivamente. Un hamiltoniano que contiene las interacciones más 

importantes para una molécula de n-electrones en ausencia de campos externos, es: 

H 	Ilo + Hl+ 112, 

0011; 

N 	Al 	 N Al 

= — E 1'71— E 1 EE 
i=1 	ii=1 	 i=1A=1 

N N 	Al Al 
H1 =EEE E RA„ 

A=IB> A 
N 

	

H2 =E 	• si. 
i=1 

Donde riA es la distancia del núcleo A al i-ésimo electrón, ro es la distancia entre 

los electrones 1-ésimo y j-ésimo, MA la razón de la masa del núcleo A a la masa de un 

electrón y ZA el número atómico del núcleo A. El término Ho contiene la energía cinética y 

potencial de los núcleos y electrones, H1  representa la repulsión coulombiana entre pares de 

electrones y de núcleos; 112 es la interacción espín-órbita, que bajo ciertas consideraciones 

de simetría es posible incluir en la descripción molecular ((Weissbluthj, p. 561). 

Las contribuciones debidas a H1  y 1/2  dependen del número atómico, para Z 

pequeño es dominante Hl  comparado con 112 y contrariamente para Z mayores H2 es 

dominante comparado con H1 . En los casos límite tendremos los siguientes Hamiltonianos. 

= 	Hl, 

1111 = Ho + H2. 
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Debido a que en general los sistemas biológicos están constituidos de átomos 

ligeros, Z pequeños, es razonable tomar el primer límite 11/  para representar el Hamil-

toniano total del sistema. 

Por lo cual el Hamiltoniano total que consideraremos para N electrones y M núcleos 

es en unidades atómicas, 

N 1 	1 	NAl z 
	

N N 	Al Al zz  . 
H=H1=—E ;5 \7f - 	EE 	EE 	E E n't 	(3.2) 

i=1 	A=1 	 i=1:1=1 	i=1 j>i 	 .-1 " "1=1 /3› A 8  

Para resolver la ecuación (3.1) con el Hamiltoniano (3.2) de un sistema molecular, 

se recurre a una aproximación conocida con el nombre de Born-Oppenheimer. Una 

discusión cualitativa de esta aproximación se basa en el siguiente hecho: 

'Los electrones por moverse muda) más rápido que los núcleos atómicos, al ser 

estos últimos más pesados, es posible desacoplar su movimiento del movimiento nuclear.' 

Es decir, podemos separar la ecuación (3.1), en una ecuación para el problema 

electrónico y otra para el problema nuclear, mediante el siguiente procedimiento: 

1. Consideraremos que los electrones se mueven bajo el campo producido por los núcleos 

fijos con coordenadas R', por lo que en el Hamiltoniano (3.2), se puede despreciar el 

término de energía cinética del movimiento nuclear y el término de repulsión nuclear 

será considerado como una constante. Definiendose el Hamiltoniano electrónico como: 

AtAl 7 Z
r(J,4 <i 

N 	N Al 

He — E -71- EE 
z  , 

E

N 

E

N 

-+ A=1f3
-  AB 

i=1 	A  i=lj>i  
Constante 

2. Rescribiendo la ecuación de Schródinger bajo la suposición anterior, se obtiene: 

11,'I', (r; 	Ec(RI)T e(r; 171. 	 (3.4) 

Donde la función ',(7.; lig es una función de onda electrónica la cual depende paramétricamente 

de las posiciones nucleares y k.7,(R9 es el eigenvalor de energía correspondiente a cada 

configuración nuclear R'. 

3. Proponiendo a la función de onda como el producto de una función de onda electrónica 

y una función de onda nuclear, 

R) = Te(r; R)T„(R). 	 (3.5) 

(3.3) 



De la ecuación (3.1) y (3,4) se obtiene que 

„(R) = EIPH(R). 

definiendo a: 
Al 

1-1„ = - 	E„. 

El significado físico de esta aproximación es que la función de onda nuclear de 

la ecuación (3.6) es calculada debido al potencial efectivo electrónico E,„ el cual es 

obtenido a partir de la ecuación (3.4) para cada configuración nuclear. 

Bajo este esquema ahora nos ocuparemos de resolver las ecuaciones (3.4) como el 

problema electrónico y 3.6 como el problema nuclear por separado. 

3.2 Problema electrónico 

La búsqueda de la solución por diferentes métodos de la ecuación (3.4) ha dado 

lugar a una gran cantidad (le códigos de programación debido a su complejidad. Estos 

códigos en general se agrupan en (los tipos de cálculos moleculares conocidos con los nombres 

de ab initio y semiempíricos. Los métodos semiempíricos usan un hamiltoniano más 

simple que el hamiltoniano molecular correcto y usan parámetros cuyos valores son ajustados 

con (latos experimentales o resultados de cálculos ab initio, ((Levine], p.455). En contraste 

los métodos ab initiol , generalmente usan el hamiltoniano electrónico de la misma forma en 

que se encuentra en la ecuación (3.3). En general ambos métodos han demostrado ser muy 

útiles, sin embargo la elección del método más apropiado depende tanto de la cantidad de 

átomos que tenga el sistema molecular, del número atómico de cada uno de ellos y en el 

caso de los métodos semiempíricos del tipo de sistema que se esté estudiando. 

En el apéndice 6.3 se muestra el método de Hartee-Fock, en él puede observarse 

que para encontrar las funciones de onda necesarias para resolver el problema electrónico, 

se tienen que evaluar un considerable número de integrales. Lo cual ocasiona que el tiempo 

de cómputo necesario para llevarlas al cabo se incremente conforme al número de electrones 

que tenga el sistema. En general esto ocurre en los métodos ab initio, por lo que para 

ahorrar tiempo se recurre a los métodos semiempíricos, Los métodos semiempíricos que 

nombre ab initio, proviene de la misma palabra en latín que significa "desde el principio" e indica 
que los cálculos son basados en los principios fundamentales. Ibidon. 
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comúnmente son usados en sistemas biomoleculares como los que estonios estudiando son 

NINDO (Modified neglect of diatomic overlopp), AMI (Austin model 1) y PM3, por repre-

sentar adecuadamente SUS propiedades moleculares ya que sus parámetros son ajustados 

con datos de experimentos en moléculas de este tipo (tLevinel, p, 448). 

3.3 Problema nuclear, aproximación para sistemas macro-

moleculares 

A partir de la separación hecha en la sección 3.1.1, con la aproximación Born-

Oppenheimer se encuentra que la ecuación que describe el movimiento nuclear es (U). 

Sin embargo, calcular el potencial efectivo electrónico E, implica un gran esfuerzo com-

putacional para una sola configuración nuclear R, como se ha visto en la sección 3.2. En 

moléculas diatómicas, triatómicas o sistemas periódicos, es razonable calcular E,(1?i) para 

distintas configuraciones Ri y con esta información ajustar un potencial análitico V(R) tal 

que V(/?i) = E,(Ri), obteniendo de esta manera una hipersuperficie de energía potencial con 

la que sea posible resolver la ecuación (3.6). El procedimiento para resolver esta ecuación 

es conocido como dináinica cuántica ya que para encontrar la evolución temporal de la 

molécula, es decir las diferentes configuraciones dependientes del tiempo, basta multiplicar 

a la función de onda ki,„ del problema nuclear por el término temporal adecuado. 

Desafortunadamente cálculos como los anteriores sólo son posibles para moléculas 

pequeñas y en la actualidad para sistemas de estado sólido2 , No siendo así para sistemas 

macromoleculares biológicos como el que ahora nos interesa, por su gran cantidad de átomos 

y su falta de simetría. No obstante, el potencial analítico V(R) que genera el campo de 

fuerzas que siente cada núcleo puede ser utilizado para resolver nuestro problema macro-

molecular, haciendo para ello una aproximación clásica del modelo cuántico con ayuda del 

teorema de Hellman-Feynmann3  de la siguiente manera: Por ser los núcleos atómicos ob-

jetos relativamente pesados, despreciaremos sus efectos cuánticos, aproximando la ecuación 

(3.6) por las ecuaciones de movimiento de Newton ecuación (3.8), de manera análoga a la 

cuántica este procedimiento es llamado dinámica molecular (DM). 

2Con algunas modificaciones al esquema que estoy planteando, ha sido posible usando los algoritmos de 
Car y Parrinello, R.Car & M.Parrinello, Phys. Rev. Lett, vol. 55, 2471, 1985. 

2 E1 Teorema de 1Iellman-Feynmann (1937,1938), nos dice que mediante la aproximación de Boni-
Oppenheimer las fuerzas que actuar sobre un nucleo son derivables del potencial clásico V(R) y la función 
de onda electrónica.Weissbluth, op. cit., p. 555. 
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En el potencial analítico V(R) es conveniente incluir términos relacionados con los 

átomos unidos con enlaces Vugad„, y los no-ligados 	De tal forma que, 

(R) = Vligados 	lito-ligados• 

Para ajustar cada término se toman fragmentos (grupos) de la macromolécula 

como moléculas de referencia y se obtiene su potencial efectivo E, calculado cuáriticarnente 

para diferentes configuraciones o mediante información proveniente de análisis experimen-

tales (iLipkowitzl, p. 297, [McCammon], p. 38, [Gunsteren,et a1,1992], p. 946). 

Otros métodos que utilizan este tipo (le potenciales, pero que a diferencia de DM 

no consideran el tiempo, son mecánica molecular (MM) y los métodos de Monte 

Carlo (MC). El método de MM es muy utilizado en simulaciones computacionales de 

cualquier tipo de moléculas y se basa en la búsqueda la configuración de energía poten-

cial mínima del sistema como función de las coordenadas atómicas ([Lipkowitz], p. 298, 

[McCammon], p. 44). Por otra parte el método de MC es frecuentemente utilizado en 

estudios de mecánica estadística computacional, este método es probabilista a diferencia de 

la DM que es determinista 	p 13). Con los métodos de MC y DM es posible calcular 

propiedades termodinámicas de los sistemas mediante promedios configuracionales, en el 

primer método y promedios temporales en el segundo. Las propiedades termodinámicas 

calculadas con ambos métodos se relacionan mediante el teorema ergódico. 

Inevitablemente con toda aproximación se introducen algunas limitaciones, para 

este tipo de aproximación clásica no es posible observar o describir adecuadamente: 

• Transiciones electrónicas (absorción y emisión de fotones). 

• Fenómenos de transporte electrónico (transferencia de carga). 

• Formación y rompimiento de enlaces4. 

• Efecto tunel. 

'tato es posible modelarlo desde un punto de vista clásico, sin embargo un método cuántico provee de 
información más detallada y confiable dado la naturaleza del fenómeno, 
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No obstante, es posible obtener aceptablemente algunos elementos importantes 

del comportamiento de sistemas macromoicculares que en base a un método cuántico 

sería prácticamente imposible y de esta manera, complementar información proveniente de 

métodos experimentales en donde frecuentemente hay inaccesibilidad en detalles atómicos 

[Gunsteren,et; al,1992]. 

3.3.1 Campo de fuerza para moléculas biológicas, AMBER 

En la literatura encontré que campos de fuerza como los mencionados en la sección 

anterior son usados frecuentemente en estudios teoricos de sistemas bionioleettlares ([Gunsteren,et a1,1992], 

[Liplmwitz], p. 295, (McCa►nmon], p. 181), los cuales están implementados en diversos 

códigos para hacer simulaciones. Estos campos de fuerza han sido ajustados para represen- 

tar diferentes tipos de moléculas biológicas, donde los más comúnmente usados son: 

AMBER, desarrollado en la Universidad de California en San Francisco (Wáter 

Kollman, 1981); 

CEDAR, desarrollado en la Universidad del Norte de Carolina (Carson & Heer- 

tifus, 1985 [Heermans]); 

CHARMM, desarrollado en la universidad de Harvad (Brooks, 1983); 

GRUMOS, desarrollado en la Universidad de Groningen (van Gunsteren, 1983). 

En particular AMBER es ajustado para el estudio de ácidos nucleicos y proteínas, 

empleando en dicho ajuste tanto métodos cuánticos como datos experimentales. Por lo 

anterior consideramos que es lo suficientemente completo y conveniente para usarlo en 

las simulaciones que se hicieron en el presente estudio. El campo de fuerzas AMBER es 

incorporado, con todas sus librerías, en un paquete comercial de software llamado discover, 

elaborado por la compañia Biosym Tec. Inc. [Discover]. Este paquete fué usado para el 

desarrollo de las dinámicas moleculares que aquí se reportan. 

AMBER 

El campo de fuerza AMBER fue hecho por el grupo de trabajo de Kollman y se ac-

tualiza constantemente, incluyendo modificaciones a diversos parámetros (Weiner,et a1,19841. 
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El potencial que genera el campo de fuerza AMBER es el siguiente: 
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1/ligados (3,9) 

Vno—ligados 

<.> 
(2) (3) 

V ligados 

(4) y (5) 
	

(6) 

V no-ligados 

Figura 3.1: Representación esquematica de cada término del potencial de AMBER. 

El término (1) representa cada enlace covalente en la molécula, el término (2) las 

deformaciones angulares entre dos enlaces covalentes en un átomo dado y el término (3) las 

torsiones (6 ángulo diedral5). Los restantes tres términos corresponden a la dispersión e 

interacciones coulombianas entre pares de átomos separados una distancia r, 

5Angulo formado entre los planos abc y bcd. 
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Los términos (1) y (2) son tratados como osciladores armónicos con constantes 

de fuerza Kr  y K0  teniendo plintos de equilibrio en Bel  y 0,/, este término se considera que 

es una buena aproximación para representar enlaces covalentes en temperaturas biológicas 

normales, donde la amplitud de las fluctuaciones en los enlaces son muy pequeñas. El 

término (3) se incluye para describir y mantener apropiadamente la naturaleza estructural de 

las cadenas de los ácidOs nucleicos y las proteínas ([McCammon], p 40). En general estos tres 

términos representan las variaciones energéticas en los enlaces covalentes Vi i,j„d„,, es decir, 

la estructura primaria de los sistemas macromoleculares mencionados. Los términos (4) y 

(5) toman en cuenta las interacciones de van der Waals y electrostáticas. Para aumentar 

la naturaleza electrostática de los puentes de hidrógeno (ídem, [McCammon] y [Paulingp, 

se incluye el término (6), el cual se remplaza por el (4) en átomos de los grupos donadores 

y aceptores que cumplan condiciones angulares y de distancia para formar dichos puentes 

(fig. 3.1), en discover estas condiciones se fijan a 23° y 1.4 A respectivamente. 

Revisando los artículos [Weiner,et a1,1084] y [Weiner,et a1,19861, donde se repor-

tan las constantes de fuerza calculadas para este campo, encontré que para ajustar los 

parámetros de cada uno de los términos se recurre a: estudios hechos con micro-ondas, 

difracción de neutrones, resonancia magnética nuclear (RMN), métodos cuánticos y MM 

en los términos ligados y empacamiento cristalino en los parámetros no-ligados. Poste-

riormente todos los parámetros se varían y se ajustan siguiendo una metodología de tal 

forma que coincidan con valores calculados de energías conformacionales (en e.g. azúcar, 

bases, apilamiento de las bases, etc.). En los términos (1), (2) y (3), los valores de los 

parámetros de equilibrio Rcq  y Ocy, se toman a partir de estudios hechos con micro-ondas 

y difracción de neutrones, métodos cuánticos y/o MM. El y mediante micro-ondas, 11.MN 

ó estudios MM. Los parámetros no-ligados son derivados con datos empacamiento cristal-

ino. Las cargas atómicas son determinadas con análisis de población de Mulliken apéndice 

6.3, de moléculas de referencia ó alternativamente en versiones más recientes de AMBER 

se usa el modelo de cargas atómicas parciales ajustado para reproducir el potencial elec-

trostático, calculado cuánticamente sobre una malla de puntos alrededor de la molécula de 

referencia mediante cálculos electrónicos, apéndice 3.2. Los parámetros de estructura (e.g. 

coordenadas atómicas, ángulos entre enlaces, etc.) son frecuentemente tomados de datos 

de estructura cristalina, de medidas espectroscópicas o cálculos cuánticos. Actualmente los 

modelos permiten también la adición de solvente (iones y contraiones) para dar realismo a 

este tipo de simulaciones. 
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Metodología y Desarrollo 



Capítulo 4 

Simulación computacional 

En este capítulo describo la metodolgía seguida para el desarrollo de la simulación, 

partiendo de la delimitación y construcción del sistema ADN-triples propuesto para el pre-

sente estudio (cálculo de cargas atómicas parciales, cálculo de la posición de contraiones y 

obtención de la configuración inicial). Posteriormente presento un análisis e interpretaciones 

de algunos de los resultados obtenidos de la simulación. 

4.1 Construcción del sistema 

La secuencia de ADN-triples que se muestra en (4.1), me fue sugerida para el de-

sarrollo de la simulación. Esta se tomó del artículo de Mergny (1991), en donde se reporta 

un estudio de estabilidad hecho mediante el procedimiento experimental que describiré pos-

teriormente en la sección 4.2.1. La secuencia incluye el nucleótido C+ (citosina protonada) 

para la formación de los puentes de hidrógeno tipo Hoogsteen (fig. 2.4). Debido a que no 

contamos con otro tipo de información estructural sobre la molécula, usé el módulo para 

visualización y modelado interactivo para polímeros biológicos (Biopolymer del paquete In-

sigla), para la construcción del sistema lInsightj. Dentro de este paquete se puede controlar 

el programa de dinámica molecular Discover que como mencioné contiene en sus librerías 

el campo de fuerza AMBER usado para el desarrollo de la simulación. Dicho campo cuenta 

con parámetros y constantes de fuerza para cada átomo del ADN con sus diferentes enlaces, 

dadas las particularidades de esta molécula en Insight se utiliza una librería de residuos que 

incluye a los nucleótidos T, A, C y G, así como a las moléculas de agua e iones, tomadas 

de los parámetros calculados para el potencial de AMBER. No obstante, el nucleótido C+ 
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no cuenta con cargas atómicas, por lo que fue necesario asignarlas de acuerdo con su na-

turaleza electrónica. La adición del proton a las citosinas del oligo (protonación), origina 

redistribución de carga en el nucleótido, neutralizandose la carga de este, ya que como he 

mencionado, los fosfatos tienen una carga formal de -1e. 

51  T ACTCTTCCTITTTC AA31 
	

(4,1) 

3' ATG AG AGG 	AAGTT5' 

3‘  CTCTTCCTTITTC51  

El módulo Biopolymer utiliza parámetros cristalográficos obtenidos por difracción 

de fibra [Arnott,et a1,1974-76], para las uniones triples T:A:T como se ha mencionado. Para 

las uniones C:C:C+, debido a que sus librerías no cuentan con información cristalográfica de 

ellos, las construí con dicho módulo remplazando las bases T:A:T por C:G:C en los sitios que 

indica la secuencia, fijando el pH requerido mediante la protonación cle las citosinas del oligo 

con la hibriclización sp2+ del nitrógeno N3 (fig. 4.1), formándose de esta manera los puentes 

de hidrógeno tipo Hoogsteen. Las constantes de fuerza para el nucleotido C+, las tomé de 

las librerías de AMBER usando para ello la simbología descrita en [Weiner,et a1,1984], 

[Weiner,et a1,1986] y [Discover], esta simbología se utiliza para representar los diferentes 

tipos de átomos dadas las características químicas en las que se encuentranl, (tabla 4.1). 

Debido a que las librerías de AMBER no cuentan con cargas atómicas para el nucleotido 

C+, estas las calculé mediante el procedimiento descrito en la sección 4.1.1. 

Atoraos Orden de enlace Potencial de Amber 
N3 C2 
H3 N3 
C4 N3 

1 (simple) 
1 (simple) 
2 (doble) 

N (nitrogeno sp2 en un grupo amide) 
H (hidrogeno amide o imino) 

CM (carbono sp2 en pirimidina, un substituyente) 

Tabla 4.1: Potenciales de AMBER asignados a la Citosina protonada. 

Posteriormente, saturé los enlaces libres de los extremos de las cadenas mediante 

un procedimiento de Biopolymer, el cual reemplaza el fosfodiester por un radical OH en 5' y 

agrega el mismo radical en 3'. Finalmente incluí contraiones y agua como solvente llenando 

una celda unitaria de 50 x 50 x 80 ;13, siguiendo los pasos descritos en las secciones 4.1.2 

y 4.1.3 respectivamente. Para ajustar la estructura en base a las interacciones de todos los 

I  Propiedades estareoquímicas, 
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N-C4  c+ 

N3 	C\\

o 

 

Residuo 

 

  

Figura 4.1: Citosina protonada, H3 es el proton que se agrega a la molécula. 

elementos del sistema se siguio el procedimiento descrito en la sección 4.1.3 obteniendo así 

una configuración de mínima energía (fig. 4.3 a). 

4.1.1 Cálculo de cargas atómicas para C+ 

Inicialmente calculé las cargas atómicas con el análisis de población de Mulliken, 

apéndice 6.3, debido a que es la forma en que se hizo en la versión original de AMBER 

[Weiner,et a1,1984]. Sin embargo, las librerías de AMBER que usa Discover corresponden 

a versiones actualizadas a 6-mayo-94, en donde las cargas atómicas son ajustadas de tal 

forma que reproducen el potencial electrostático, apéndice 6.4 calculando dicho potencial 

con métodos ab-initio como mencioné en el capítulo 3. Considerando que el valor de las 

cargas varía de un método a otro [Singh,et a1,1984], para mantener congruencia con la 

distribución de cargas que usamos en la simulación fue necesario recalcularlas usando el 

potencial electrostático. En la tabla 4.2 se muestran los resultados que se obtuvieron de las 

cargas atómicas para la citosina protonada con ambos métodos, también se muestran las 

cargas parciales de AMBER para la citosina sin protonar calculada en [Weiner,et 41986) 

(versión que usa Discover) y las obtenidas con métodos semiempíricos [Laughton,et a1,1992) 

mediante el procedimiento propuesto por Orozco y Luque [Orozco,et 41990] (en este último 

no se reportan cargas para el grupo fOsfato), con objeto de compararlas. 

Comparando los valores de las cargas atómicas obtenidas, tabla 4.2, entre los dife-

rentes métodos reportados son notorias las diferencias entre los átomos, como se esperaba. 

Por lo que al utilizar el mismo método de AMBER para calcular las cargas del nucleótido 
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C+ su valor se mantendrá congruente, puesto que en el adulo se considera de la misma 

forma el ambiente químico que rodea cada átomo de C+ que en los nucleótidos A, T, C 

C, consecuentemente el campo electrostático generado representará homogeneamente las 

distribuciones de carga que produce la presencia de los nucleótidos C+ a lo largo de la 

molécula. No obstante, aún cuando las cargas atómicas son de relevancia fundamental para 

este tipo de simulaciones es por si mismo un completo tema de estudio y profundizar más en 

este aspecto estaría fuera de los objetivos de lo acordado en el plan de trabajo de la presente 

tesis, dejandolo por el momento para discusiones ó estudios posteriores, ya que considero 

que dada la naturaleza electrostática, tanto de puentes de hidrógeno, de la ubicación de los 

iones presentes en el medio como de la repulsión de las cadenas es un punto muy importante 

que debe retomarse para tener mejores representaciones. 

4.1.2 Posición de contraiones 

Considerando que la posición de un contraion está determinada principalmente por 

su carácter electrostático, para determinar su localización inicial usé las cargas atómicas de 

la molécula de ADN, como una distribución de cargas puntuales qi ,q2, qn  localizadas en 

para calcular el potencial electrostático generado por todo el ADN, mediante 

la expresión: 

N 

Ve(r) = — E 	 
4nco i  —riii 

De esta forma en los mínimos del potencial generado por dicha distribución coloco 

los contraiones con objeto de obtener una configuración inicial "razonable" a partir de la 

cual se pueda iniciar un proceso de minimización de energía que incluya todos los términos 

del potencial. Para esto procedí de la siguiente manera: 

Tomando puntos sobre la superficie cilíndrica dada por. 

x = p cos O, 

y = p sin O , 	 (4.2) 

z = z. 

Con p = de tal que contenga totalmente a la molécula encerrada en una superficie 

reticular cilíndrica, podemos evaluar el valor del potencial sobre dicha retícula y buscar la 

posición de los mínimos de potencial electrostático, tomando la retícula lo más densa posible 
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A cap 3' cap 5' 13 C cap 3' cap 5' D cap 3' cap 5' 
P 1.385 1.385 1.513 1.513 1.385 1,385 
01P -0.847 -0.847 -0.814 -0.814 -0.847 -0.847 
02P -0.847 -0.847 -0.831 -0.831 -0.847 -0.847 
05' -0.509 -0.509 -0.404 -0.659 -0.747 -0.747 -0.747 -0.632 -0.632 -0.558 
115' 0.279 0.417 0.346 
C5' 0.118 0.118 0.118 0.213 0.033 0.033 0,033 0.299 0.299 0.299 
115'1 0.021 0.021 0.021 0.044 0.204 0.201 0.204 0.041 0.041 0.041 
115'2 0.021 0.021 0.021 0.044 0.210 0.210 0.210 0.041 0.041 0.041 
C4' 0.036 0.036 0.036 0.095 0.082 0.082 0.082 0.146 0,146 0.146 
114' 0.056 0.056 0.056 0.082 0.231 0.231 0.231 0.068 0.068 0.068 
C3' 0.233 0.233 0.233 0.130 0.144 0.144 0.144 0.581 0.581 0.581 
H3' 0.025 0.025 0.025 0.143 0.158 0.158 0.158 -0.091 -0.091 -0.091 
04' -0.368 -0.368 -0.368 -0.391 -0.676 -0.676 -0.676 -0.558 -0.558 -0.558 
C1' 0.376 0.376 0.376 0.255 0.385 0.385 0.385 0.530 0.530 0.530 
111' 0.009 0.009 0.009 0.188 0.273 0.273 0.273 0.073 0.073 0.073 
C2' -0.307 -0.307 -0.307 -0.308 -0.403 -0.403 -0.403 -0.360 -0.360 -0.360 
H2'1 0.081 0.081 0.081 0.155 0.249 0.249 0.249 0.140 0.140 0.140 
112'2 0.081 0.081 0.081 0.155 0.204 0.204 0.204 0.140 0.140 0.140 
03' -0.509 -0.508 -0.509 -0.641 -0.749 -0.749 -0.749 -0.756 -0.756 -0.756 
1103' 0.306 0.454 0.455 
N1 -0.187 -0.187 -0.187 -0.711 -0.800 -0.800 -0.800 -0.710 -0.710 -0.710 
C2 0.859 0.859 0.859 1.065 1.100 1.100 1.100 1.024 1.024 1.024 
02 -0.508 -0.508 -0.508 -0.494 -0.592 -0.592 -0.592 -0.601 -0.601 -0.601 
N3 -0.860 -0.860 -0.860 -1.034 -0.914 -0.914 -0.914 -0.803 -0.803 -0.803 
113 0.507 0.473 0.473 0.473 0.450 0.450 0.450 
C4 0.935 0.935 0.935 1.309 0.833 0.833 0.833 1.171 1.171 1.171 
N4 -0.834 -0.834 -0.834 -1.257 -0.922 -0.922 -0.922 -1.167 -1.167 -1.167 
1141 0.329 0.329 0.329 0.577 0.443 0.443 0.443 0.527 0.527 0.527 
1142 0.351 0.351 0.351 0.618 0.463 0.463 0.463 0.538 0.538 0.538 
C5 -0.576 -0.576 -0.576 -1.181 -0.398 -0.398 -0.398 -0.753 -0.753 -0.753 
115 0.153 0.153 0.153 0.339 0,296 0.296 0.296 0.264 0.264 0.264 
C6 0.185 0.185 0.185 0.924 0.217 0.217 0.217 0.472 0.472 0.472 
116 0.098 0.098 0.098 0.192 0.331 0.331 0.331 0.152 0.152 0.152 
total -1.000 -0.693 -0.307 0.359 -0.002 0.452 0.547 -0.0827 0.3719 0.646 
3' + 5' -1.000 0.999 1.018 

Tabla 4.2: Cargas atómicas parc'ales calculadas A en AN1BER para la citosina; 13 en 

el artículo Laughton, C mediante el Análisis de Población de Mulliken y D mediante el 

potencial electrostático ChelpG, estas últimas para la citosina protonada. Los cap son 

usados para los extremos de las cadenas, 
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para que los resultados sean más exactos, en este caso tomé dz=0.5 A y ds=pd0 = 0.5, 

dado que el radio ionico del sodio es de -1.5 y sólo se busca una posición aproximada para 

distribuir los contraiones. 

Para simplificar la tarea escribí un programa en Fortran que consta de dos fases: 

• En la primera se calcula una posición aproximada de cada contraion debida a todas 

las cargas, incluyendo los contraiones que ya se han localizado en cada iteración. 

• En la segunda se utiliza un método autoconsist ente, en el cual cada contraion se 

quita y se vuelve a reubicar, buscando el potencial electrostático mínimo en el campo 

producido por el ADN y los contraiones restantes. Esto se hace para cada uno de los 

contraiones hasta que la distancia entre la posición anterior y la que esta calculando, 

no exceda 1 Á de diferencia. Refinándose la posición de los contraiones en cada 

iteración y evitando que el contraion se ubique en una posición ficticia2  de potencial 

electrostático mínimo. 

Estos cálculos se hicieron para superficies cilíndricas con 13 A < p < 17 A ob-

servándose que a 15 A los contraiones se ordenan a la altura de cada fosfato a lo largo 

de las cadenas de la duplex y su número coincide aproximadamente (±1) con la carga de 

cada una de ellas. Para el oligo los contraiones se ubican en diferentes posiciones, lo cual 

es de esperarse, debido a que esta cadena contiene las protonaciones de C+ (cargas posi-

tivas) en distintos sitios. Esto concuerda cualitativamente con lo reportado en el artículo 

[Laughton,et a1,19921. 

El procedimiento para determinar el potencial electrostático mínimo descrito ante-

riormente fue verificado usando otros métodos (e.g., Steepst Descents, Gradientes y criterio 

de Hessiano) y coinciden dentro del error de la retícula seleccionada. Para hacer esta com-

paración se escribieron programas en Fortran basados en los algoritmos antes mencionados 

lostetterj. Sin embargo el método utilizado consume un menor tiempo de cómputo, lo 

cual es útil para el estudio de secuencias mayores o para procedimientos rutinarios. 

4.1.3 Configuración inicial 

La forma en que añadí los contraiones sólo toma en cuenta el término electrostático 

del potencial. Desafortunadamente la forma en que Insight añade el solvente, aún cuando 

2Ficticia, en el sentido de que pudo haber sido una posición mínima en un principio, sin embargo con-

siderando la presencia de todos los contraiones ya no lo sea más, cambiando su posición. 
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toma en cuenta la densidad del agua, no considera la presencia de la molécula triplex y 

contraiones bajo ninguna interacción (unicamente empalme de átomos). Por lo que con-

sideré conveniente distribuir el solvente, los contraiones y finalmente la molécula triplo; 

permitiendo que cada uno se ajuste bajo la influencia del otro de la siguiente manera: 

• Eliminé 43 moléculas de agua cercanas a la molécula de ADN (<2.0 A). puesto que 

estas pueden quedar atrapadas en su interior y deformar la estructura durante la 

simulación [Discover]. 

• Minimización de energía de las moléculas de agua manteniendo fija la estructura del 

ADN y los contraiones. Usando para ello los algoritmos Steepst decents y Gradientes 

Conjugados por 150 y 600 iteraciones, respectivamente. 

• Minimización de energía en la que permitó movilidad a los iones, para que estos se 

ajusten junto con el agua a la estructura del ADN, usando los algoritmos Steepst 

decents y Gradientes Conjugados por 150 y 400 iteraciones respectivamente. 

• Una pequeña dinámica del solvente a baja temperatura, con el único objeto de redis-

tribuir las moléculas de agua e iones agregando un poco de energía cinética en ambos 

para "brincar" pequeñas barreras de potencial manteniendo fijo el ADN. Con 500fs de 

inicialización y 5ps de dinámica a una temperatura de 100K, con un ensamble NPT 

para ajustar el tamaño de la celda. 

• Minimización global del sistema, 100 iteraciones de Steepst decents y 900 de Gradien-

tes Conjugados. Obteniendo una desviación cuadrática media de la derivada de 0.1 

kcal/molÁ, sin fijar ninguna parte del sistema (fig. 4.3 a)). 

Cl procedimiento anterior se determinó a partir de simulaciones de prueba y 

de resultados de otras simulaciones reportados en los artículos, [Laughton,et a1,1992) y 

[Swaminathan,et al,19911, del libro [McCammon) y (Discover]. 

4.1.4 Simulación con dinámica molecular 

Con objeto de estudiar la estabilidad de las estructuras se desarrollaron simula-

ciones a dos diferentes temperaturas y con diferentes ensambles, apéndice 6.5. Las tempe-

raturas se escogieron a partir de las observaciones experimentales reportadas por Mergny 
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[Mergny,et al,1991) para esta secuencia, en donde a 293 K la estructura de triples es es-

table y a 323 K hay desnaturalización de la estructura triples, (fig. 4.5). Haciendo una 

comparación visual de las simulaciones NVT a 293 K y NPT a 293 K, ambas 2,5 ps de ini-

cialización y 36.2 ps de dinámica, se observa que las moléculas de agua en el ensambe NVT 

se alejan demasiado de el ADN dejando un vado de más de 4 Á. Debido a lo anterior, me 

atrevo a decir que la presión es un factor importante para simular correctamente las condi-

ciones bajo las cuales se encuentra el ADN ya que algunos grupos del ADN son Indrofóbicos 

(Saenger) y con suficiente espacio disponible en NVT, las moléculas de agua se alejan de 

él. Por lo cual supongo que las simulaciones con un ensamble NPT son unís convenientes. 

Para iniciar la simulación fue necesario fijar diversos parámetros, puesto que es la primera 

simulación que hago y no tengo experiencia al respecto, recurrí a algunas sugerencias, datos 

reportados en artículos y simulaciónes previas. Para simular el ensamble NPT es necesario 

incluir condiciones periódicas y una distancia (le corte (cutoff) importante para poner un 

límite en los cálculos (fig. 4.3 b)). Las condiciones periódicas usadas para estas simulaciones 

usan la convención de imagen mínima, es decir, solo se considera una vez las interacciones 

de cada átomo con el resto de los átomos que estera dentro (le la distancia de corte, ya 

sea con un átomo real o su imagen. Para evitar cortes abruptos en la energía se usa una 

función interruptor (switch), la cual vale uno hasta cierta distancia (cutdis-swtdis), después 

es llevada a cero suavemente hasta un valor fijo antes de la distancia de corte (cutdis), con 

un polinomio de quinto grado (fig. 4.2). Esta distancia se recomienda que se fije midiendo 

las distancias entre los grupos cargados [Discover), por lo que para nuestra molécula los 

valores que fijé son: cutoff.13 A, cutdis=12 A y swttlis=3.5 Á. 

De acuerdo con lo anterior se llevaron al cabo las siguientes simulaciones: 

1. NPT, 293 K con 2.5ps de inicialización y 36.2ps de dinámica. 

2. NPT, 323 I( con 5.5ps de inicialización y 9.2ps de dinámica. 

Los tiempos de inicialización me fueron sugeridos tomando en cuenta que: "a 

mayor temperatura el sistema tarda más en estabilizarse". 
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Figura 4.2: Gráfica que esquematiza el efecto de la función interruptor (switch) en la enegía. 

Tomado de [discoveri. 

4.2 Análisis e interpretación de resultados 

En la presente sección hago un pequeño análisis de cuatro puntos que considero 

importantes sobre los resultados de la simulación, presentando también la interpretación 

que tengo de ellos. Debo mencionar que esto ha sido el fruto de la revisión del material 

bibliográfico y de multiples discusiones que se han hecho al respecto del tipo de información 

que se pueda extraer de la simulación. Tanto el análisis como la interpretación tienen 

el fín de estudiar factores relacionados con la estabilidad de la estructura secundaria del 

ADN-triplex, correspondiente con lo esbozado en el plan de trabajo de la tesis. 

Antes de iniciar el análisis es conveniente observar la gráfica de energía potencial 

del sistema a lo largo de la simulación (fig. 4.4), ya que para asegurar el equilibrio ter-

modinámico del sistema es necesaria su estabilidad energética. La gráfica fue calculada con 

las posiciones y velocidades atómicas de las simulaciones a 293 K y 323 K para cada tiempo 

usando para ello el paquete Insight. La energía potencial del sistema en ambas temperaturas 

no ha llegado a un valor constante, sin embargo tiende a un valor muy cercano a la asíntota 

de la curva ajustada por mínimos cuadrados. Este punto lo menciono, por que pienso que 

es conveniente aumentar el tiempo de equilibrio (inicialización) en simulaciones posteriores. 

No obstante, consideramos aceptables estos valores ya que existen simulaciones más largas 
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(ns), e. g. [Swaminathan,et ;11,19911, en donde aún a estos tiempos se observa un pequeño 

decaimiento exponencial hacia la constante. 

10 	20 	30 	40 	50 

tiempo (ps) 

Figura 4.4: Energía potencial del sistema a las temperaturas indicadas. 

4,2.1 Parámetros intermoleculares 

Con el propósito de comparar la estabilidad de la estructura secundaria del ADN-

triplex a diferentes temperaturas, calculé la energía de interacción intermolecular entre las 

cadenas, el número y distancias de separación de los puentes de hidrógeno formados entre 

las bases. Para ello, escribí un programa macro con el lenguaje BCL (Biosym, command 

language) de Insight y usé un programa en Fortran que calcula la energía intermolecular del 

término 10-12 de la ecuación (3.9) usando las constantes de fuerza de las librerías de AM-

BER. Los promedios temporales de estos parámetros obtenidos después de la iniciailización 

se muestran la tabla 4.3. A partir de estos parámetros, se observa que a 293 K el número 

de puentes formados entre las cadenas 1-3 es mayor que a 323 K, lo mismo que la energía 

de interacción, en donde la diferencia es notable comparada con cualquier valor obtenido, 

por lo que es posible que este hecho se relacione mucho con la desnaturalización del ADN-

triples (fig. 4,5). Por otra parte, la energía total intermolecular entre las cadenas 1-3 es 

mayor que entre 1-2 a 293 K, ocurriendo lo contrario a 323 K. Así también a 293 K el 
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número de puentes de hidrógeno formados entre las cadenas 1-2 es menor que a 323 K. 

Estas dos observaciones pueden estar relacionados con la desestabilización local que la pre-

sencia del oligo haga sobre la estructura duplex, Las distancias promedio de los puentes de 

hidrógeno no nos proporcionan mucha información al respecto, debido a que son promedios 

sobre los puentes de hidrógeno formados bajo el criterio de distancia y ángulo mencionado 

en modelado molecular. 

Propiedades Moleculas 1-2 Moleculas 1-3 Moleculas 1-2 Moleculas 1-3 
293 K 293 K 323 K 323 K 

Coulomb (Kcal/mol) 139.29 79.01 130.37 77.31 

E Puentes de H. (Kcal/mol) -10.71 -8.33 -11.51 -6.81 
Van der \Vals (Kcal/mol) -25.19 61.59 -22,53 -68.86 

E. Total. (Kcal/mol) 103.39 132.27 96.33 1.67 
Num. de Puentes de I-1. 45 28 49 24 

Dist. Promedio (A) 2.08 2.06 2.10 2.04 

Tabla 4.3: Promedios tempora es de las energías intermoleculares y parámetros correspon-

dientes a los puentes de hidrógeno de las dinámicas a 293 K y 323 K 

En la simulación a 323 K no observamos la separación del oligo (desnaturalización), 

debido a que este proceso experimentalmente toma del orden de segundos [McCammonl, 

aun cuando se caliente subitamente la solución. No obstante, con una dinámica de corto 

tiempo, es posible describir algunos elementos del proceso de desnaturalización, lo cual 

puede ser aprovechable para diferenciar entre oligos más o menos estables de forma analoga 

a la experimental. 

4.2.2 Estructura secundaria del ADN-triples 

Para observar la flexibilidad de las cadenas del ADN calculé los angulos de torsión 

definidos a lo largo de las cadenas y en el azúcar (tabla 4.4 y fig. 4.6). Adicionalmente con 

estos valores se puede determinar la forma de la estructura secundaria que adopta, para 

clasificar al ADN como he mencionado en la sección 2.2 (polimorfismo estructural). 

Las diferentes conformaciones que puede tener el azúcar para geometrías ide-

ales del anillo, pueden describirse de forma analítica con el ciclo de pseudorotación 

jAltona,et a1,1974-941. Esto es debido a la forma pentagonal que forman sus enlaces cuyos 

ángulos de torsión se encuentran altamente correlacionados, de tal forma que es posible 

comprobar que: 
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Figura 4.5: Absorción óptica a 2GOnm como función de la temperatura de ADN-duplex e, 

ADN-triplex O y triplex con mismatch 	Con la absorción óptica es posible determinar la 

desnaturalización debido al hipercromismo observado a ciertas temperaturas, en O también 

se observa la trancisión de triplex a duplex. Tornado de Mergnyl. 
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ángulo átomos involucrados 

a 

a 

y 

(„_ 003, — P — 05 ,  — (75 , 

P — 05 , — (75 ,  — C,I, 
05,  — es,  — Ca, — (73,  

(5 Cs,  — Ct ,  — C3' — 03' 

C C,I, — C3, — 03, — P 

( 03' — 03' — P — 05'(1+1) 

X 04,  -- Ci,  — Ni — C2 (pirimidinas) 
04, — el , — No  — C4  (purinas) 

vo 

v3  

ii3 

vi 

 C4,  — 04,  — CI,  — Ca,  

Q. — C1,  — (72,  — (13,  
C,, — Cv  — C3, — (74, 

(72,  — (73, — C4,  — 04,  

1)4 C3,  — C4,  -- 04,  — Ci,  

Tabla 4.4: Definición de angulos de torsión a lo largo de la estructura primaria del ADN. 

Vo + + V2 + 1)2 + V4 = 0, 

vj = vm,„. cos(P + j y), 

Vmax = vol cos P. 

La definición original de ángulo fase es dada en términos de las torsiones del anillo 

de azúcar, donde vi,3  es la amplitud máxima, vi es el j-ésimo ángulo de torsión (j=0,4), P 

es el ángulo fase y y = 144°, [McCammon). 

P se define como: 

(v4 + vi) — (v3 + yo)  tan P — 	 (4.3) 
2 	(sin 36° + sin 72°) 

El ángulo fase P=0° es tomado como el máximo ángulo de torsión positivo de //2  [Saenger). 

En las figuras 4.7, 4.8 y 4.9, se muestran las gráficas de los ángulos de torsión y 

pseudorotación tomados de la simulación a 293 K para cadenas 1, 2 y 3 respectivamente. 

En estas gráficas la variación radial representa el tiempo y la angular la torsión ó pseu-

dorotación correspondientes a cada uno de los nucleótidos de las cadenas. Para hacer estas 

gráficas escribí un programa macro en BCL que mide los ángulos de torsión usando decipher 

(programa manejado por Insight) junto con otro programa en C que calcula el ángulo P y 

hace las gráficas usando las librerías XGL del sistema operativo de UNIX. 

En cuanto a la flexibilidad de las cadenas podemos obervar que existe poca variación 

en la amplitud y que fluctua alrededor de valores medios en todas las cadenas, sin embargo 



Figura 4.6: Esquema que representa los ángulos de torsión. 

en la cadena 3 (fig. 4.9) se observan oscilaciones muy amplias en el ángulo P y en menor 

grado en el ángulo a de algunos nucleótidos. Comparando nuestros resultados con los va-

lores descritos para un A-ADN y un B-ADN jOlsoni, que se muestran en la parte inferior 

de las figuras, las oscilaciones de los nucleótidos T2 y C8 en el ángulo P ocurren entre 

las conformaciones del azúcar C3,-endo<=1,04,-endo44,C2,-endo (fig. 4.10), siendo la primera 

y la última común para estructuras A y B-ADN, y la segunda es un punto de transición 

inestable energéticamente entre las otras dos configuraciones (fig. 4.11) [Saengeri. 

Al respecto de la forma de la estructura secundaria que adopta el ADN-triplex, du-

rante la simulación la mayoría de los ángulos (le torsión y pseudorotación de los nucleótidos 

se mantienen en un A-ADN, estructura que se construyó inicialmente. Sin embargo, es 

notorio que en la cadena 2 (fig. 4.8) se dan transiciones, aparentemente correlacionadas 

en tiempo, de los ángulos de torsión y pseudorotación a un B-ADN únicamente en los 

nucleótidos T6 y T10 que tienen una vecindad con C5 y C9 respectivamente, por lo que 

supongo que este cambio de conformación depende fuertemente de la secuencia y ya que 

sucedan prácticamente al mismo tiempo, es posible que una transición motive a la otra 

[McCammonj. Con estudios de resonancia tuagnetica nuclear (R1VIN)3, se han determinado 

3  Esto se infiere, a partir de la determinación de la distancia relativa interprotónica entre las bases usando 

4 I 
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Figura 4.7: Angulos de torsión y pseudorotación obtenidos para la cadena 1 a 293 K. En la 

parte inferior se muestran los mismos ángulos característicos (le las estructuras secundarias 

A y 13-ADN [Olsonj. 
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Figura 4.8: Angulos de torsión y pseudorotación obtenidos para la cadena 2 a 293 K. En la 

parte inferior se muestran los mismos ángulos característicos de las estructuras secundarias 

A y B-ADN [Olson]. 
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Figura 4.9: Angulos de torsión y pseudorotación obtenidos para la cadena 3 a 293 K. En la 

parte inferior se muestran los mismos ángulos característicos de las estructuras secundarias 

A y B-ADN [Olsonl. 
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Figura 4,10: Esquema que representa la transición entre distintas configuraciones del azúcar, 

descritas mediante el ángulo de pseudorotación (Saenger). 
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Figura 4.11: Energía vs. ángulo P, en ella se obervan dos mínimos de energía que coinciden 

con las configuraciones obtenidas en nuestra simulación [Saenger). 
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conformaciones del azúcar correspondientes a un B-ADN (C2,-endo) en estructuras triples 

que contienen tripletes C:G;C+ [Laughton,et 410921. Estas variaciones en la conformación 

del azúcar es un punto de actual controversia en investigaciones experimentales; por una 

parte debido a que en el modelo de difracción (le fibras todas las azúcares tienen una es-

tructura tipo A-ADN (la conformación C3,-endo) [Arnott,et al.„1974-76] y por otra a que 

en estudios de RN1N se encuentran algunas correspondientes al tipo l3-ADN (C2,-endo), 

lo cual es aceptable ya que ambos puntos son estables energéticamente como mencioné 

anteriormente (fig. 4.14 

Para 323 K se puede observar esencialmente lo mismo que en las gráficas descritas 

anteriormente, incluso las transiciones que dependen de la secuencia. No obstante, dado a 

que en esta temperatura experimentalmente se sabe que el oligo se "despega" de las cadenas, 

yo esperaría observar fuertes oscilaciones o valores fuera de los característicos (le los ángulos 

de torsión, esto confirma que para obervar completamente un proceso de desnaturalización 

es necesario hacer simulaciones de mayor tiempo (figs. 4.12, 4.13 y 4.14). 

4.2.3 Estructura electrónica molecular 

Los cálculos de estructura electrónica molecular a nivel cuántico, los utilicé para 

estudiar las características del enlace formado por los puentes de hidrógeno correspondientes 

a la unión entre las bases tipo Hoogsteen, en distintos segmentos de la molécula. Para este 

estudio eliminé a las bases los grupos fosfato, saturando con hidrógenos todos los enlaces 

abiertos, por lo que en el cálculo no son considerados los grupos cargados de las moléculas. 

Los cálculos se realizaron a nivel semiempírico empleando los parámetros AM1 implemen-

tados en el programa UNICHEIVIT", se eligió este método debido a la cantidad de átomos 

utilizados ("90 átomos) y a que los parámetros han sido ajustados para reproducir correc-

tamente las interacciones atómicas de muchos sistemas biológicos, incluyendo la formación 

de los puentes de hidrógeno intermoleculares ([Levinej, p582). 

En la tabla 4.5 se muestran las energías de las bases de triples mencionadas, cuyas 

coordenadas son las obtenidas de la configuración inicial descrita en la sección 4,1.3. 

Observamos que las energías totales para el T:A:T en los sitios a) y b) (los cuales 

son vecinos) son muy similares, sin embargo la energía en la posición d) de la misma unión 

es mayor que las anteriores, pero a diferencia este tiene un vecino C:G:C+. Por lo que 

el efecto NOE (Nuclear Overhauser Effect) entre sus protones aromáticos. 
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Figura 4,12: Angulos de torsión y pseudorotación obtenidos para la cadena 1 a 323 K. En la 

parte inferior se muestran los mismos ángulos característicos de las estructuras secundarias 

A y B-ADN [Olson]. 
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Figura 4.13: Ángulos de torsión y pseudorotación obtenidos para la cadena 2 a 323 K. En la 

parte inferior se muestran los mismos ángulos característicos de las estructuras secundarias 

A y I3-ADN 10150111. 
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Figura 4.14: Angulos de torsión y pseudorotación obtenidos para la cadena 3 a 323 K. En la 

parte inferior se muestran los mismos ángulos característicos de las estructuras secundarias 

A y B-ADN [OlsonJ. 
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Nucleotidos Energia Total (eV) 
a) T13115113 -10419.33 
b) TI2 A6 TI -10420.64 
c) CsGtoCit -10232.51 
d) T7A11T3 -10411.19 

Tabla 4.5: Energía total de los nucleótidos seleccionados, a y b tienen como vecinos bases 

T:A:T, d tiene como vecino c una base C:G:C. 

nuevamente se observa una dependencia con respecto a la secuencia del ADN. 

Con el lin de estudiar la interacción intermolecular electrónica los puentes de 

hidrógeno tipo Hoogsteen que unen al oligo, se seleccionaron las bases a) y c) anteriores, 

pero ahora con la configuración a 10.6 ps obtenida de la dinámica a 293 K. Esto se hizo 

tomando en cuenta que los ángulos de torsión no tienen variaciones angulares muy fuertes 

debido a lo cual puede ser considerada, a grosso modo, como una estructura promedio. 

En este caso también los cálculos fueron a nivel semiempírico y se hicieron de la siguiente 

manera: calculando la energía total de las bases de triplex (T:A:T y C:G:C+), la energía 

total de las bases de duplex unidas con los puentes Watson-Crick (T:A y C:G) y por Ultimo 

las energías del nucleótido que corresponde al oligo (T y C), con estas energías se hicieron 

las diferencias Ea(t„t)  — (Eu(ta) + Ea(t) ) y Ec(cgc+ )  — (Ec(cio + Er(c+ ) ), con el fin de obtener 

solamente la energía de interacción entre las bases de la duplex y el oligo, unión Hoogsteen, 

las cuales se muestran en la tabla 4.6. 

Bases Energía total (eV) 

En(tat) -9456.89 
Ea(ta) -6292.57 
Ea(t) -3164.24 

Ea(tat) — (Ea(ta) + Ea(t)) -0.08 (-1.8 Kcal/mol) 

Ec(cgc+) 40224.54 

Ec(cg) -6987.41 
Ec(c+ ) ) -3237.32 

Ec(cgc+)  — (E,(,)  + Ec(„.+ ) ) 0.19 (4.4 Kcal/mol) 

Tabla 4.6: Energías totales electronicas de las bases de triplex (Ea(tat) ,E,(cgc+ ) , duplex 

Ea(ta), Ec(cq)  y oligo Ea(t),Ec(r± ) ) con las diferencias que representan la energía intermole-

cular electrónica, dadas en eV y Kcal/mol, para comparar con lo obtenido en la sección de 

parámetros intermoleculares con el potencial de AMBER. 

La densidad electrónica que rodea a las moléculas es una función tridimensional 



51 

que en general converge muy rápidamente a cero al alejarse de sus núcleos, por lo que la 

gráfica de esta densidad para valores mayores de un cierto número (muy pequeño), nos da 

la idea del concepto microscópico que se tiene del cuerpo ó forma molecular, esta gráfica. 

es útil ya que en ella se reflejan algunas propiedades tanto físicas como químicas de la 

moléculatLipkowitzl. En la densidad electrónica graficada para las uniones triples T:A:T y 

CC:e+ (fig. 4.15), se puede ohervar que las bases se encuentran completamente sombreadas 

y que hay regiones cuyo sombreado se une con la base contigua, refiejandose así las posiciones 

de los puentes de hidrógeno, que las mantienen unidas, ver sección 2.2. Es notorio que la 

unión triple C:G:C+ esta rodeada de una mayor densidad electrónica, lo cual debe estar 

relacionado con la mayor energía de interacción que esta unión tiene respecto de T:A:T 

(tabla 4.6). Relacionado con esto, en estudios de estabilidad experimentales se reporta que 

la estructura de triplo; aquí estudiada se desnaturaliza a 37°C (se despega el oligo), sin 

embargo, cuando se reemplaza una unión triple T:A:T por un C:G:C+ en el centro de la 

secuencia, la estructura triplex se desnaturaliza a 38°C, asociando este resultado con una 

mayor estabilidad de la estructura 11\lergny,et aL19911, siendo una posible causa de esto, la 

mayor interacción intermolecular electrónica del nucleótido C:G:C+. Análogamente, este 

resultado también puede tener relación con las configuraciones que adopta el azúcar cuando 

se tiene un vecino C:G:C+ en la secuencia, ya que al tener más energía de interacción es 

posible "brincar" la barrera de potencial y pasar a una configuración 13-ADN (fig. 4.11). 

4.2.4 Estructura del Solvente 

Las porpiedades del solvente que rodea el ADN es un factor que influye en la 

forma de su estructura secundaria de manera recíproca (sección 2.2). Se ha observado 

experimentalmente que la facilidad de formar y estabilizar moléculas triplex depende en 

gran medida de las condiciones en que se encuentre el solvente Nergny,et a1,19911. Con esto 

en mente, se considero importante estudiar las características del solvente en la simulación 

con ayuda de la Función de Distribución Radial (FDR) ó de pares gab(r). Esta función 

describe la densidad de probabilidad de encontrar un átomo tipo b a una distancia entre 

r y r dr de un átomo tipo a como una función de r y se calcula mediante la siguiente 

expresión, 
d (Nob(r))  

94(1 ) — pabdV(r) ' 
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donde d (N„b(r)) es el número promedio de pares a-b en el diferencial de volumen dV(r) 

dado entre r y r dr de un átomo a ó b, por lo cual dl';'1, ))  es la densidad local promedio 

de átomos tipo a y b. En esta FDR, la densidad local se ha dividido por la densidad de 

átomos a y b en bulto p„b, con objeto de que la función se normalice a largas distancias, 

en donde practicamente ya no hay interacción entre los átomos. La FDR. representa como 

los átomos de cierto tipo se organizan alrededor de otro tipo de átomo seleccionado (6 de 

ellos mismos). Si en las moléculas se encuentran átomos del mismo tipo, es posible hacer 

una partición entre los átomos interinoleculares e intranioleculares. La FDR. depende de la 

densidad y de la temperatura, por ello su forma puede caracterizar al estado sólido, líquido 

gaseoso en que se encuentre el sistema. Por ejemplo, para sistemas cuyos átomos estar' fijos 

con posiciones bien definidas como en cristales, gan(r) tiene una forma de funciones delta (ó 

funciones gaussianas pronunciadas, debido a las vibraciones del sistema). Para gases, por no 

tener una estructura definida, el comportamiento es completamente diferente, en este caso 

gaa(r) esta dada aproximadamente por exp[—a(r)/KT), donde u(r) es la función de energía 

potencial por pares [McQuarriel. En los líquidos y sólidos amorfos el comportamiento es 

intermedio entre un cristal y un gas (fig. 4.16); los líquidos exhiben un comportamiento 

con un orden similar a tin cristal a corto rango y a mayores distancias un desorden similar 

al de un gas. Los sólidos amorfos presentan el mismo comportamiento que el de un líquido 

pero un poco más enfático, incluso se observa a mayor rango [Halle). Usando técnicas 

experimentales, es posible calcular la FDR. mediante la transformación inversa de courier 

del factor de estructura S(w) el cual se determina, dependiendo del sistema, mediante 

difracción de electrones, rayos X ó neutrones ([Elliott), 1)55-67). 

El análisis de la estructura del solvente lo hice calculando FDR con el programa 

decipher manejado por Insight, promediando en los últimos 4ps (32.2-36.2 ps) de la dinámica 

a 293 K. Durante este intervalo de tiempo la energía potencial del sistema se mantiene 

aproximadamente constante y de esta forma es factible promediar sobre configuraciones 

que esten cerca del equilibrio termodinámico (fig. 4.4). Las diferencias más importantes 

observadas en la FDR obtenida entre los átomos de oxígeno de las moléculas de agua 

goo(r) de esta simulación y una simulación de agua pura4  (fig. 4.17), son el incremento 

de la amplitud de las oscilaciones, la aparición de estas a mayores distancias, así COMO de 

la aparición del doble pico de la segunda oscilación. Aunque por otra parte, la FDR de la 

4 Esta simulación la hice bajo las mismas condiciones que la de 293 K pero sin ADN, sin contraiones y en 

una celda unitaria de 20 x 20 X X. 
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Figura 4.16: Ilustración esquemática de un arreglo de átomos correspondiente a un sólido 

amorfo (tomado de [Elliott)). Puede verse que la estructura de dicho arreglo se refleja en la 

forma de la FDR.. 

simulación de agua pura es muy similar a la obtenida experimentalmente para agua pura en 

estado líquido [Soper,et a1,1986), en donde solo se encuentra el primer pico un poco mayor 

y un desfasamiento (menor de 1 A) apartir de la segunda oscilación. Las causas de estas 

diferencias entre el agua pura son difíciles de precisar ya que pueden ser debidas a: 

1. Las FDR se obtienen a diferentes temperaturas, con una diferencia de 5 K (que es 

poco significativa en realidad debido a que esto solo causa pequeños cambios en la 

amplitud [Postrino,et a1,1994)). 

2. A que los parámetros de AMBER fueron ajustados para simular sistemas que con-

tengan moléculas biológicas y no agua pura. 

3. Deficiencias del modelo usado para generar el campo de fuerzas (AMBER), ecuación 

(3.9). 

4. A dificultades inherentes de la técnica experimental de resolver distancias medias y 

largas ITrokhymchuck,et a1,19951. 
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Salvo las diferencias mencionadas, la estructura del solvente de la simulación de 

agua pura es parecida a la experimental. Asumiendo que el estado de la simulación de agua 

pura es líquido y tomando en cuenta lo mencionado sobre las distribuciones radiales, puedo 

decir que el estado del agua de la simulación con ADN y contraiones parecería relacionarse 

con un sólido amorfo. Debido a que las simulaciones se hicieron bajo las mismas condiciones, 

la única causa aparente de que el solvente adquiera esta estructura es la presencia del ADN 

y los contraiones. 

Figura 4.17: FDR intermolecular entre los O de las moléculas de agua. Para las simulaciones 

a 293 K (Obtenidos con decipher). El experimental a 298 K (tomado de (Soper86)). 

Considerando que las interacciones a grandes distancias son principalmente oca-

donadas por el campo eléctrico producido por las cargas del ADN y los contraiones, es 

probable que las moléculas de agua al polarizarse disminuyan su movilidad y correspondi-

ente con esto un aumento de su viscosidad, fenómeno al que se le llama efecto de elec-

troviscosidad ((Richardsh p 235). Ocasionado por esta disminución de la movilidad de las 

Moléculas de agua es factible que los tiempos de vida media de los puentes de hidrógeno 

formados entre las moléculas de agua se incrementen5, análogamente a lo que sucede en 

5En el agua las uniones O - II actuan como donadores y aceptores a la vez, formandose el puente 
O - /I • • • O. 
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los compuestos llamados clathrate6  [Davidsonj. Por lo cual, si los puentes del hidrógeno 

formados entre las moléculas de agua que rodean al ADN tienen tiempos de vida inedia 

mayores a los tiempos manejados en esta simulación (10-12  seg), no es posible ver que 

ocurra el rompimiento de estos puentes y por lo tanto la estructura del agua en esta es-

cala de tiempo sea muy semejante a la de un sólido en vez de un líquido7. Relacionado 

con este punto, en la literatura encontré reportes tanto de experimentos como de simula-

ciones en donde se observa que el comportamiento del solvente que rodea a las moléculas de 

ADN, es análogo al obtenido en esta simulación (11amandolo freezing behaivor, determinado 

experimentalmente con infrarrojo [Falk.et a1,1970) y por sus números de hidratación en sim-

ulaciones (Forester,et a1,19911). Es razonable pensar que la causa del doble pico observado 

en la segunda oscilación de 90D(r) de la simulación con ADN y contraiones, se deba a este 

comportamiento viscoso, ya a que el acomodo de las moléculas de agua en estas condiciones 

debe ser distino que cuando la viscosidad es baja (agua pura). En general el acomodo del 

que hablo debe ser ocasionado por la forma de la molécula ya que esta no es esférica (ver 

fig. 4.16), lo cual se acentua más al no tener libertad cle rotar libremente a causa de la 

disminución de su movilidad ocasionada por la orientación de los dipolos de la molécula de 

agua. Debo mencionar que un doble pico similar aparece también en la segunda oscilación 

de estructuras vidriosas determinadas experimentalmente lElliottl. 

De las gráficas gpo(r) y g Nao(r) calculadas (figs. 4.18 y 4.19) puedo decir por 

sus oscilaciones que tanto en el ADN como en los contraiones se forman capas de agua, 

observandose también el efecto de exclusión de volumen, dado que las oscilaciones se 

mantienen por debajo de la normalización que se hace para el solvente en bulto a 20 A. 

Este efecto es ocasionado por la magnitud de la molécula de ADN, ya que debido a su 

presencia disminuye la cantidad de moléculas de agua por unidad de volúmen, como puede 

observarse en los esquemas de dichas figuras. El efecto de exclusión de volumen es claro 

para los grupos fosfato que forman parte de la molécula de ADN, sin embargo este también 

se observa en la distribución de agua alrededor de los contraiones, lo cual significa que 

los contraiones se encuentran relativamente cerca de la molécula de ADN. En estas gráficas 

también se observa un doble pico como el que se hablaba en la goo(r), en la tercer oscilación 

6E1 agua se comporta corno un claihrate bajo ciertas condiciones y sus puentes de hidrógeno tienen 
tiempos de vida media el orden de 10'6  seg ((Cliangl, p 500) y también se sabe que bajo esas condiciones 
presenta estructuras semejantes a las del hielo (ice-like) (Soper,et a1,19941. 

'Un ejemplo muy claro que ocurre en la naturaleza es el del vidrio, el cual en nuestra escala de tiempo 
tiene una apariencia sólida, sin embargo en periodos muy largos este se comporta como un fluido. 
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para giuo(r) y en la segunda para gpo(r), aunque en este caso se piensa que puede ser un 

efecto del movimiento de los contraiones ((Blackburn], p 299). Un punto sobre estas gráficas 

que me parece interesante remarcar relacionado con la viscosidad, es la polarización de las 

moléculas de agua alrededor de los grupos fostato y de los contraiones, que se ve claramente 

debido a que el primer pico de la gráfica gpil (r) se encuentra un poco más cerca que en 

gpo(r) (fig. 4.18) yen gNoi(r) un poco más lejos que gmo(r) (fig. 4.19). 

Figura 4,18: FDR. intermolecular de la simulación a 293 K entre los átomos P-0 y P-H de 

los fosfatos en las cadenas y moléculas de agua. Obtenidos con decipher. 

La distribución de los contraiones alrededor de los grupos fosfato del ADN gwva(r)  

y la de los contraiones alrededor de ellos mismos gpNa(r) (fig. 4.20) son muy similares, tienen 

picos muy altos en varias posiciones y mucho ruido, esto último creo que se debe a que el 

número de iones es pequeño comparado con el número de átomos del sistema. Sin embargo, 

los picos de la gráfica se deben a que los contraiones se mantienen alrededor del ADN 

rodeando a los grupos fosfato, de la misma manera que en las posiciones encontradas en la 

sección 4.1.2, a esto se le conoce con el nombre de condensación de iones y concuerda 

con la exclusión de volumen mencionada anteriormente (McCammon). 

En general las estructuras A-ADN se forman experimentalmente en condiciones 

de baja humedad y altas concentraciones de sal y las B-ADN con alta humedad y bajas 
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Figura 4.19: FDR intermolecular de la simulación a 293 K entre los contraiones (Na), O y 

II de las moléculas de agua. Obtenidos con decipher. 

Figura 4.20: FDR intermolecular de la simulación a 293 K entre los átomos P (le las cadenas 

y los contraiones (Na). Obtenidos con decipher. 
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concentraciones de sal. Ni. lo que es posible que bajo las condiciones en que se encuentra 

esta simulación en tiempos posteriores (del orden de segundos [McCatumon1) se observe 

una transición global a B-ADN, lo cual corresponde con las transiciones de la configuración 

del azúcar y de algunos ángulos de torsión observados en la sección 4.2.2. En los estudios 

de estabilidad experimentales, se reporta que con el incremento de la cantidad de sales 

(iones) en la solución no se observa la histéresis de la absorción óptica ocasionada por la 

desnaturalización y renaturalización incompleta (le la estructura secundaria del ADN-triplex 

[Mergny,et al,1991), facilitandose con ello la formación de las estrucutras. Correspondiente 

con esta observación existe el hecho de que el incremento de la concentración de sales 

también disminuye el efecto de electroviscosidad ((Richards), p 235), una posible causa de 

ello podría ser que la solución al ser menos viscosa permite mayor movilidad en las cadenas 

haciendo mas fácil el reconocimiento entre las bases. Al respecto, se sabe que la acción 

(le los campos eléctricos facilita la movilidad de las cadenas de ADN y esto se emplea en 

la electrofóresis la cual es una técnica experimental usada para filtrar dichas cadenas 

(fRichards) p 199, 232). 



Capítulo 5 

Conclusiones 

Sobre los programas de cómputo desarrollados y paquetes de cómputo emplea-

dos 

• Se desarrollaron e implementaron los siguientes programas y utilerías que en conjunto 

facilitan el desarrollo de la simulación y el análisis de los resultados. La mayoría de 

ellos pueden ser usados en estudios similares. 

- Utilerías Unix para el intercambio de información entre diferentes formatos de 

los paquetes y programas (e.g ¿irgas y coordenadas atómicas). 

— Programas Fortran para encontrar la posición de contraiones, usando diferentes 

métodos (e.g. Steepst, gradientes, criterio del Hessiano y valor mínimo, donde 

este último resultó ser más eficiente). 

— Macros BOJ que trabajan en conjunto con programas Fortran y C, para ex-

traer información de las dinámicas, calcular y graficar (e.g. ángulos de torsión y 

energías intermoleculares). 

• Se usaron 2 métodos cuánticos para el cálculo de cargas atómicas del nucleótido 

(Mulliken y ajuste al potencial electrostático) y se eligió el segundo con el único objeto 

de mantener congruencia con el método utilizado en AMBER para este cálculo. 

• La comparación cualitativa de dos simulaciones usando los ensambles NPT y NVT, 

me condujeron a la elección del NPT por considerarlo más representativo de lo que 

ocurre naturalmente (sección 4.1.4). 
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• La forma de las gráficas de energía potencial VS. tiempo (fig. 1.1), sugiere un incre-

mento en el tiempo de inicialización para alcanzar la estabilidad del sistema. 

• El procedimiento para la obtención de una configuración inicial, lo considero razonable 

para iniciar la simulación a partir de la configuración de mínima energía encontrada, 

ya que se partió de información cristalográfica y se tuvo el cuidado de no deformar la 

estructura debido al solvente y a los contraiones (sección 4.1.3). 

• De los paquetes de visualización utilizados debo mencionar que las representaciones 

gráficas moleculares son muy ilustrativas de los fenómenos cuánticos y de las carac-

terísticas estructurales de las moléculas estudiadas. Por lo que este tipo de estudios 

me fué muy didáctico para entender muchas propiedades moleculares físicas, químicas 

y biológicas. 

Sobre al análisis e interpretación 

Se hicieron algunas observaciones que confirman algunos de los problemas que se encuen-

tran para el desarrollo de fármacos mencionados en la introducción, no obstante obtuvimos 

elementos que se relacionan con observaciones experimentales y que pueden ser útiles en los 

siguientes aspectos: 

• pulen observar indicios de una desestabilización local que en las estructuras tripla 

añade la presencia del oligo al duplex a 293 K, esto mediante la comparación de los 

parámetros intermoleculares de las simulaciones a 293 K y 323 K, lo cual me parece ra-

zonable ya que concuerdan cualitativamente con la interpretación de los experimentos 

de estabilidad determinados mediante absorción óptica [Mergny,et a1,1991j. 

• A partir del análisis hecho con los ángulos de torsión y pseudorotación, se observo en 

algunos casos que la estructura del ADN-triplex depende de su secuencia, lo cual esta 

relacionado con observaciones experimentales hechas con RMN. 

• En los estudios de estructura electrónica hechos a las uniones tipo Hoogsteen (sección 

4.2.3), también se observo la dependencia de la estructura con la secuencia. 

• Con las FDR hechas para estudiar la distribución del solvente que rodea el ADN, se 

obtuvieron resultados que pueden estar relacionados con observaciones experimentales 

sobre su viscosidad, esto se hizo observando la forma en que la presencia del ADN y 

los iones modifican la estructura del agua (sección 4.2,4). 
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Sobre el modelado molecular 

• La descripción de un sistema biológico de este tipo pese a todos los recursos con que 

se contó para el desarrollo de este estudio, es una tarea bastante compleja y difícil de 

llevar al cabo, 

• Dentro de las aproximaciones mencionadas en el capítulo 3, puedo decir que el modelo 

usado representa de forma adecuada las propiedades moleculares del sistema estu-

diado, debido a que muchos de los resultados obtenidos concuerdan cualitativamente 

con observaciones experimentales de estos sistemas macromoleculares, 

• Como mencioné en la sección 4.2.4, las interacciones electrostáticas estan muy rela-

cionadas con la viscosidad obtenida en las FDR. del solvente. Esta información creo 

que es importante tomarse en cuenta para futuros estudios, ya que es posible con-

trolar las características del solvente (e.g, viscosidad) ya sea agregando iones en el 

medio y/o ajustando una constante dieléctrica (en esta simulación f = 1), de tal forma 

que se pueda disminuir o aumentar las interacciones electrostáticas (Yang,et 1'1,19951. 

O bien, dada la importancia del solvente, buscar nuevas representaciones (modelos) 

Paldwell,et 419901 y [Dang,et al,1991}, ya que de el dependen tanto forma de la 

estrucutra del ADN como su estabilidad misma. 

• Finalmente, es lamentable que un solo estudio no sea suficiente para extraer toda la 

información deseada, a lo largo de la elaboración la presente tesis he pensado en la 

posibilidad de dar continuidad a este trabajo con algunos de los siguientes puntos: 

— Analizar con diferentes secuencias el polimorfismo estructural del ADN depen-

diente de la secuencia y el solvente, el uso de mismatch en el oligo, como también 

probar la estabilidad de nuevos nucleótidos. 

— Trabajar con estudios de estructura electrónica al respecto de las condiciones de 

ángulo y distancia para la formación de puentes de hidrógeno, así como de la 

dependencia secuencia' de las configuraciones del azúcar. 

— Estudiar el comportamiento polielectrolítico para obtener mejores representa-

ciones, dentro del cual es importante: el cálculo de cargas parciales, incluir una 

constante dieléctrica ó usar nuevos campos de fuerza. 



Capítulo 6 

Apendices 

6.1 Método de Hartee-Fock 

(Tomado de [Weissbluth) y (Levine)) 

Para poder efectuar los estudios de estructura electrónica molecular, más allá 

de moléculas horno-nucleares, es necesario hacer una gran cantidad de cálculos que van 

acompañados de aproximaciones y métodos que nos ayudan a resolver la ecuación de 

Shródinger 

Propuesto intuitivamente por D. R. Hartee (1928) con argumentos físicos y probado 

mediante el método variacional por V. A. Fock, que intrduce antisimetría con un determi-

nante de Slater, (1930) [Levinel, el método Hartree-Fock (H-F) ha demostrado ser apropiado 

para el estudio de sistemas nucleares, atómicos, moleculares y sólidos. 

La soltición del problema molecular es muy similar al problema atómico, pero 

es mucho más compleja, debido a la ausencia de simetrías rotacionales y el aumento en el 

número de núcleos. Para ello, se postula el hecho de poder calcular los orbitales moleculares 

(011) como una combinación lineal de orbitales atómicos (CLOA) [Weissbluth]. De esta 

forma el OM tP(r) es escrito como: 

E 
tP(r) 	Cp0p,(r), 	 (6.1) 

/1=1 

En donde (fitt (r) son orbitales atómicos. Este método fué propuesto por Roothaan y simpli-

fica enormemente el problema electrónico molecular ((Weissbluth) p. 556). Los OM deben 

cumplir con las siguientes características: 
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1. El OM es una eigenfUnción de un Hamiltoniano unielectrónico. 

2. Un OM puede extenderse sobre cualquier número de átomos en una molécula. 

3. No más de dos electrones pueden ocupar el mismo orbital molecular y estos deben 

tener espín opuesto, principio de Pauli. 

4. Definición: un orbital iP(r) multiplicado por una función de espín n(w) o ;3(w) es un 

espín-orbital molecular (x) = ib(r)o(w) o x(x) 	0(r)13(w). 

Dentro del esquema conocido como H-F restringido y limitándonos a la discusión 

sobre moléculas de capa cerrada, la función de onda antisimétrica, que puede ser usada 

para describir el estado base de un sistema de 2N electrones, es un solo determinante de 

Slater, el cual tiene la siguiente forma: 

Xl(xt) 	X2(x1) 	• • ' 	XN(xf) 

X1 (x2) 	b (x2) " • by (x2) 

X1(x2iv) 12(x2N) 	A•N(x2N) 

1 
\/(2N)! IXI(X1):V2(X2) X2N(X2N)) (6,2) 

De acuerdo en el principio variacional, tomamos los espín-orbitales moleculares 

que minimizan la energía electrónica molecular E = 	fi IT), es decir fi E = 0, sujetos a 

la condición NI I  +11) = 1. Aplicando el método de multiplicadores de Lagrange se obtiene, 

[(TI // — A IT)I = 0, 

de donde 

(H 	A)1‘11) = O, (11/1 	A) = 0, 

identificando estas dos ecuaciones con la ecuación de Scrhóedinger (3.4), podernos asumir 

que A sea el eigenvalor de la energía E. Tomando las variaciones correspondientes de litI/ 

podemos acotar a la energía E con el estado de mínima energía E° obteniendo, 

E0 	(q. HeIT o) • 

De esta forma y tomando en cuenta (6.1) se deriva la ecuación de Hartee-Fock: 

f (i)x(xi) = ex(xi) • 
	 (6.3) 
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donde f (i) es un operador efectivo de un electrón, llamado operador de Fock 

f(i) = 
Al 07 

1.! A 	u F 
V(i),  

.4=1 

donde vliF(i) es el potencial promedio que experimenta el electrón i-ésimo debido a la pre-

sencia de los otros electrones, La esencia de la aproximación de Hartee-Fock es reemplazar el 

complicado problema multielectrónico por un problema unielectrónico en donde la repulsión 

electrón-electrón es tratada como un potencial promedio. 

El potencial Hartee-Fock .vilr(i), o el campo equivalente visto por el i-ésimo 

electrón, depende de los espín-orbitales de los otros electrones. Debido a ello la ecuación 

(6.3) es no-lineal y puede ser resuelta iterativamente. 

El procedimiento para resolver la ecuación de liartee-Fock es llamado método de 

campo autoconsistente (SCF, self-consistent-field), cuya idea principal se basa en tomar 

un conjunto de OM iniciales y con ellos calcular en potencial promedio vtir(i) que siente 

cada electrón y con esto resolver la ecuación de eigenvalores (6.3) para obtener un nuevo 

conjunto de OM. Usando estos nuevos 011 para obtener nuevos campos y repetir el pro-

cedimiento basta que se observen mínimas variaciones de la energía y los OM sean igual a 

las eigenfunciones, es decir, que el prosedimiento sea autoconsistente. 

6.2 Orden de enlace 

(Tornado de [Ofenhartz] y [Szabo]) 

En el esquema descrito en la sección 6.1 sobre moléculas de capa cerrada, donde 

cada orbital molecular Ta  está doblemente ocupado, la probabilidad de encontrar un electrón 

cualquiera en un elemento de volumen es p(r)dr, donde, 

p(r) = 2 E IT,z (r)12  , 
a=1 

es la densidad de carga. Mediante la expansión (6.1) para cada 01\,1 la densidad de carga 

se transforama en; 

N 
p(r) = 2 E kn(r)T„(r) 

a=1 

=E [
N 

2 E c„„c7,„1 011(r)Osv(r) =E Piwop(r)¢;,(r), 
a=1 	 ay 
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donde hemos definido la matriz de densidad ó matriz de orden de enlace. 

Pin/ 2 E c,,„(77,„, 

donde ti son los índices de los orbitales atómicos y 'a' el índice de los OM. Para p 	u, 

los elementos de la matriz corresponden a la noción convencional de enlace entre los átomos 

ts. y u. Para p = u nos representa la densidad total electrónica en el p-ésimo átomo. 

6.3 Análisis de población de Mulliken 

(Tomado de [Offenhartz] y [Szabo]) 

Para modelar las propiedades electrostáticas de una molécula es común recurrir 

al concepto de carga atómica, ya que con estas cargas es posible representar las interac-

ciones electrostáticas útiles en las simulaciones moleculares para representar propiedades 

fisicoquímicas [Bayly,et a1,1993-97]. Debido a que en mecánica cuántica no hay definido un 

operador asociado al concepto de carga atómica, R. S. Mulliken propuso en 1955 lo que en 

la actualidad conocemos como el análisis de población de Mulliken. Este análisis parte 

de que el número de electrones total en el sistema esta dacio por: 

2N .EE p„„s,,„ 	(ps)„„ = tips, 
„ u 

donde la matriz S es conocida como la matriz de traslape y tiene como elementos: 

f «,(r)01,(r)dr. 

Comúnmente se interpreta el término (PS)iii, como el número de electrones aso-

ciados con el orbital atómico Op. El número total de electrones asociados a un determinado 

átomo de una molécula se obtiene sumando (PS)4/, sobre los orbitales atómicos centrados 

en ese átomo. La carga neta asociada con un átomo esta dada por. 

9'1=-7  ZA-  E (PS)pii• 	 (6.4) 
pEA 

En el contexto de simulaciones moleculares esta carga en algunas ocasiones se 

emplea como la carga parcial asociada al átomo A [Singh,et a1,1984]. 
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6.4 Superficie molecular de potencial electrostático 

(Tomado de [Offenbartz] y [Szabo)) 

Para alguna conformación particular de los núcleos atómicos de una molécula, 

basados en nuestro esquema Born-Oppenheimer, el potencial electrostático V(r) producido 

en algún multo del espacio tendrá contibuciones tanto fulleares como electrónicas. De tal 

forma que, 

l (r) 	, 	 firtniretrduie„, 
RA 	— t'electrónico! 

P(r) 
	

(6.5) 

Para el cual pueden ajustarse cargas (bi asociadas al átomo A. 

6.5 Método de dinámica molecular 

(Tornado de [Haile) y [Discover)) 

El método de dinámica molecular se basa esencialmente en resolver numéricamente 

las ecuaciones clásicas de movimiento de un conjunto de interacciones de cada uno de los 

átomos, ec. (6.6) a partir de sus coordenadas y velocidades iniciales. Donde las coorde-

nadas pueden ser obtenidas de datos cristalográficos, MUR, mecánica molecular o métodos 

cuánticos y las velocidades mediante una distribución de 1\ilaxwell-Boltzmann. 

f (v)dv  = ( 111 	2  e- t n v 2  / 2k 7.47rv  2dv.  

21 kT) 

La cual expresa la probabilidad de que una molécula de masa ni tenga la velocidad 

cuando está a la temperatura T. Las ecuaciones que deben resolverse forma un conjunto 

de ecuaciones diferenciales acopladas de segundo orden cuyo número es igual al número de 

grados de libertad de el sistema. 

02ri  Ovi 
Fi(t) = miai (t) = TTTt 	= ITI, 

ljt 
 , i = 1, N (número de átomos), 	(6.6) 

Donde la fuerza que actúa sobre átomo 1 al tiempo t es calculada como el gradiente 

negativo de la función de energía potencial 

Fi 	
Jr; 

( r2, rN). 
	 (6,7) 
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El tipo de algoritmo usado para la integración numérica de estas ecuaciones new-

tonianas depende del tipo de interacción entre los átomos del sistema. 

Existe una gran cantidad de algoritmos que pueden ser usados para integrar las 

ecuaciones de movimiento (6.6). El algoritmo de Verlet (1967) es el más común, calcula las 

nuevas posiciones usando las fuerzas y las posiciones previas de los átomos. De esta manera, 

si r, es la posición del átomo i al tiempo t, esta puede ser calculada a t 	mediante un 

desarrollo en serie de Taylor: 

t t 
r,(t 	LV) = r,(t) 	1,(t)At +1,(t) 

(A)2 	03r,(t) (A)3 
	 . 

2! 	Ot3 	3! 
(6.8) 

Sumando estas expresiones, despejando y sustituyendo en (6,6), se obtiene: 

ri(t + At) = —ri(t — At) + 2ri (t) + (At)2-1 	Fii(t) + 0(110'1, 	(6.9) 

La velocidad puede calcularse por la fórmula de distancia central 

ri(t +  t — r(t — L5t)  
vi(t) = 	  + 0(At)3, 	 (6.10) 

2A1 

Dada las velocidades, v;  (t), es posible calcular la temperatura del sistema al tiempo 

t de la ecuación. 

N 
T(t) =  	tlii lvd2  , 	 (6.11) 

(3N — n)k8 

Para que un estado termodinámico esté definido completamente es necesario incluir 

a la presión. Aunque la presión esta determinada por una variable escalar, esta puede ser 

representada por un tensor en una forma general ((1\1cQuarriej 1976): 

Pxx Pry Piz 

P=  Plls 13 11 PYz 

192X Pzy Pzz 

En donde cada elemento del tensor actúa en la superficie de un volumen cúbico infinitesimal. 
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6.5.1 Ensambles NVE, NVT y NPT. 

En una simulación con dinámica molecular es posible manejar los tres principales 

tipos de ensambles, conocidos en la mecánica estadística; NVE, NVT y NPT. Dependiendo 

del tipo de sistema y do las condiciones en las que se encuentre el sistema que se desee 

simular es preferible utilizar algún tipo de ensamble específico. 

NVE Microcanónico. 

Este se obtiene al resolver directamente las ecuaciones de Newton con el algoritmo 

de Verlees Leap fmg, sin ningún ajuste de temperatura ni presión durante la simulación. 

Este no es recomendable durante la primera parte de la dinámica (inicialización) debido 

a que sin el flujo de energía obtenido por el contacto con un baño térmico o reescalando 

las velocidades, la temperatura deseada no será obtenida. Sin embargo durante la fase 

de recolección de datos (resume), si se está interesado en explorar la superficie de energía 

constante del espacio de conformaciones, o por alguna otra razón en la que no se desee las 

perturbaciones introducidas por el acoplamiento de un baño térmico o baño de presión. 

NVT Canónico. 

Para este ensamble es necesario controlar la temperatura, reescalando las veloci-

dades (durante el equilibrio) y acoplando un baño térmico durante la dinámica. El volumen 

se mantiene constante a través de la corrida. Esta es una elección apropiada cuando se 

busca la conformación de la molécula en vatio y sin condiciones periódicas, porque sin 

condiciones periódicas el volumen, presión y densidad no son definidas. Aunque si se usan 

condiciones periódicas, si la presión no es un factor significativo, el NVT tiene la ventaja 

de pequeñas perturbaciones en la trayectoria debido a la ausencia del acoplamiento a un 

"baño de presión ". 

NPT. 

Controla el valor de la temperatura y la presión, permitiendo que el volumen varíe, 

mediante el ajuste de los vectores de la celda unitaria. Este ensamble se elige en casos 

donde la presión correcta, volumen y densidad, son factores importantes en los cálculos. 

Este ensamble se puede usar durante el equilibrio para adquirir la temperatura y presión 

deseada antes de cambiar a NVE ó NVT cuando la recolección de datos inicia [Discover]. 



6.6 Programa para calcular la posición de contraiones 

c ****************************************************** 

PROGRAM SELF15 

C A.A.HUERTA, DICIEMBRE 1994. 
c ****************************************************** 

C DECLARACION DE VARIABLES USADAS 
****************************************************** 

parameter (ilatnis=1500,ninin=40,nth=157,nz=80) 

common /coord/ a(natms),b(natins),c(natins),q(natins) 

common /poten/ V(nth,nz),Vin(ninin) 

minium /ctes/ iatins,carg,cmin,cmax,dz,dth,r 

dimension xm(nmin),yin(nmin),zni(ntnin),qm(nmin) 

real carga,Pi 

real xrni,yini,zini,clif 

integer flag 

Pi=3.14159265 

CALL LEER(carga) 

= (cmax-cmin)/nz 

dth = 2*Pi/nth 
C *********************************************************** 

C calcula el potencial electrostatico producido por todas las 

C cargas parciales. 
C *********************************************************** 

r=15.0 

ih=1 

CALL POTENCIAL(ili,im,km) 
C  *********************************************************** 

C Asigna a la posicion de minimo pot. un contraion 
C  *********************************************************** 

1 zin(ih) = cmin + clz*kin 

xm(ih) = r*cos(dth*iin) 

= r*sin(dth*im) 
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qm(ih) = 1.000 

write (*,35) 
c *********************************************************,,* 

C Calcula el nuevo potencial debido al contraion 
C *********************************************************** 

CALL POTENCIA.L1(ili,xm(ih),yni(ili),zin(ih),qiii(ili),im,km) 

if (iheq.carg) goto 2 

ilt=ih+1 

goto 1 

2 continue 
C *************************************************.********** 

C Rutina autoconsistente 

C *********************************************************** 

5 flag=0 

do ih=1,carg 

qm(111)=-qm(ih) 

xmi=xm(ih) 

ymi=ym(ih) 

zmi=zm(ih) 

CALL POTENCIAL1(ih,xin(ih),ym(ih),zm(ili),qin(ili),ini,km) 

= cmin + dz*kni 

xm(ih) = r*cos(dth*ini) 

ym(ih) = r*sin(dth*ini) 

qm(ih) = 1.000 

CALL POTENCIAL1011,xrn(111),yin(ih),zni(ih),qm(111),im,kni) 

write (*,35) xm(ih),yin(ih),zin(ih),qm(ili) 

dif=sqrt( (xini-xin(ih))*(xmi-xm(ih)) + (ymi-ym(11-1))*(ynii-yin(ih)) + 

n (zmi-zm(iii))*(zmi-zm(ih)) ) 

if (dif.ge.1.0) flag=1 

enddo 

if (flag.eq.1) goto5 

STOP 

35 format(3f15.9,f7.2) 
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END 
c ****************************************************** 

SUBROUTINE LEER(carga) 

C lee x,y,z de las cargas 
c ****************************************************** 

parameter (natins=1500,1imiti=--40,ntli=157,fiz=80) 

common /coord/ a(natnis),b(natins),c(tiatins),q(natnis) 

confinen /caes/ iatrns,carg,cmin.cinax,dz,dth,r 

real carga 

opon (10, file='tri.dat') 

read (10,*) iatms 

read (10,*) (a(i),b(i),c(i),q(i),i=1,iatms) 

close (10) 
c ****************************************************** 

C suma la carga total 

C busca el cmin y cmax, en el eje de la molecula (z) 
c ****************************************************** 

carga=0 

cmax=c(1) 

cmin=c(1) 

do 10 i=1,iaturs 

carga = carga + q(i) 

if (c(i) .GE. cmax) cmax=c(i) 

if (c(i) .LE. cmin) cmin=c(i) 

10 continue 

carg=-int(carga) 

write (*,*) carga,cmin,cmax,iatms 

RETURN 

END 
c *********************************************************** 

SUBROUTINE POTENCIAL(ili,fin,km) 
c ************************************** * ****************** 

parameter (natms=1500,runin=40.nt h=157.nz=80) 



cornmon /coord/ a(natins),b(natins),c(natins),q(natins) 

common /poten/ V(ntli,nz),Vin(runin) 

common /des/ iatnis,carg,cinin,cmax,dz,dth,r 

do 40 k = Luz 

z = cmin+clz*(k) 

do 30 i = 1,nth 

x = r*cos(dth*i) 

y = 

do 20 j = Liatins 

dist = scirt( (x-a(j))*(x-a(j)) + (y-b(j))*(y-b(j)) + 

(z-c(i))*(z-c(j)) ) 

if (dist .LE. 0.0001) goto 30 

V(i,k) = q(j)/dist + V(i,k) 

20 continuo 
c *********************************************************** 

C Determina cual es el valor minimo del potencial 
c ************************************************** ******** 

if ( Leg.Lancl.k.eq.1) Vin(ih)=V(i,k) 

if( V(i,k) .le. Vin(ih) ) tiren 

Vil(111) = V(i,k) 

ini = i 

km = k 

endif 

30 continuo 

40 continuo 

RETURN 

END 
e ************************************************************ 

SUBROUTINE POTENCIAL1(111,xmill,yinih,zmill,qmih,im,km) 
e ************************************************************ 

parameter (natins=1500,nmin=40,nth=157,nz=80) 

common /coord/ a(natms),b(natins),c(natins),q(natins) 

cominon /poten/ V(nth,nz),Vm(ninin) 
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comrnon /des/ iatins,earg,einin,cinax,dz,dth,r 

do 40 k = 1,11z 

z = cmin + (1z*(k) 

do 30 i = 1,11th 

x = r*cos(dth*i) 

y = r*siii(dth*i) 

dist = scirt( (x-xmih)*(x-xinih) + 	 + 

n 	(z-zinih)*(z-zmih) ) 

c jac if ((list ,LE. 0.0001) Boto 30 

if (clist .LE, 0.0001) dist=0.0001 

V(i,k) = qmih/dist + V(i,k) 
c *********************************************************** 

C Determina cual es el valor minino del potencial 

c *********************************************************** 

if ( i.eq.l.and.k.eq.1) Vm(i11)=V(i,k) 

if( V(i,k) .1e. %(iil) ) then 

Vin(i11) = V(i,k) 

im = 

km = k 

endif 

30 contiiiue 

40 continue 

c write (*,*) 

RETURN 

END 
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