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Resumen
Para cumplir con su funcién biolégica, proteinas y acidos nucleicos realizan
precisos cambios conformacionales. Los mismos, son producidos por la
coordinacién de pequenas fluctuaciones ejecutadas por sus atomos. Curiosa-
mente, a simple vista, estos atomos parecen moverse de manera caotica. Las
simulaciones de dinamica molecular (MD, por Molecular Dynamics) constitu-
yen una herramienta particularmente versatil para investigar la conexién entre
los cuasi-aleatorios movimientos atomicos y los cambios conformacionales. De
esta manera, permiten construir puentes que van desde la secuencia a la
estructura; y desde alli a la dinamica y la funcion bioldgica.
Los fundamentos de las simulaciones MD son simples e intuitivos. Sin
embargo, al momento de implementar un estudio particular, es posible tomar
muchas malas decisiones que no impediran realizar el célculo, sino que su-
brepticiamente haran que sus resultados sean carentes de cualquier valor. En
este articulo, presentaremos los conceptos fundamentales de las simulacio-
nes MD, resaltando aquellos aspectos que son criticos para asegurar su utili-
dad. Ademas, discutiremos sus fortalezas y limitaciones, destacando cémo las
mismas fueron evolucionando con el tiempo. Asimismo, brindaremos ejemplos
paradigmaticos que ilustran las capacidades actuales de esta valiosa herra-
mienta computacional.
Palabras clave: Dinamica molecular; Simulacion computacional de

biomoléculas; Fisicoquimica computacional; Dinamica de proteinas.
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Abstract

To fulfill their biological function, proteins and nucleic acids undergo preci-se
conformational changes. These changes are brought about by the coordina-
tion of small fluctuations executed by their atoms. Interestingly, at first glance,
these atoms seem to move in a chaotic manner. Molecular dynamics simula-
tions (MD) are a particularly versatile tool for investigating the connection bet-
ween quasi-random atomic motions and conformational changes. In this way,
they allow us to build bridges from sequence to structure, and from there to
dynamics and biological function.

The fundamentals of MD simulations are simple and intuitive. However,
when implementing a specific study, it is possible to make many poor decisions
that will not prevent the calculation from being performed but will surreptitiously
render its results devoid of any value. In this article, we will present the funda-
mental concepts of MD simulations, highlighting those aspects that are critical
to ensuring their utility. Additionally, we will discuss their strengths and limi-
tations, emphasizing how they have evolved over time. Furthermore, we will
provide paradigmatic examples that illustrate the current capabilities of this va-
luable computational tool.

Keywords: Molecular dynamics, Computational simulations of

biomolecules, Computational Physical Chemistry, Protein dynamics.

1. Introduccion

Las simulaciones de Dinamica Molecular (MD) son un tipo particular de
simulaciones. En ellas utilizamos computadoras para generar trayectorias que
muestren, en tiempo real, los movimientos de las moléculas que forman un
determinado sistema. Esta metodologia ha contribuido enormemente al desa-
rrollo de las ciencias de los materiales, en general. Pero uno de los campos
donde su aplicacion ha sido mas prolifica y esclarecedora es en el estudio de
las moléculas esenciales para la vida: proteinas y acidos nucleicos. Esto se
debe a que estas biomoléculas son entidades altamente dinamicas, cuyo
funcionamiento depende de su capacidad para adoptar diferentes formas

(conformaciones). Obviamente, existen también técnicas experimentales que
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apuntan a caracterizar la dinamica de las biomoléculas [Gupta et al., 2022].
Entre ellas podemos mencionar a las espectroscopias de dicroismo circular
y de fluorescencia, la resonanciam agnétican uclear (RMN), la dispersion de
rayos X de angulo pequeno (SAXS) y la resonancia de plasmon de superfi-
cie (SPR). Sin embargo, las mismas tienen una resolucion temporal y espacial
mas limitada que las simulaciones MD. Por lo tanto, ambos enfoques se suelen
complementar, a fin de producir una descripcion mas detallada y certera de las
moléculas bajo estudio.

Como ocurre con todas las técnicas de investigacion utilizadas en las
ciencias naturales, las simulaciones MD de biomoléculas no son ni infalibles
ni todo-poderosas. Por el contrario, pueden arrojar resultados completamen-
te erroneos y existen sistemas y procesos que estan mas alla de su alcance.
Por tanto, es fundamental que todo aquel que quiera utilizar esta metodologia,
tenga bien claro cuales son esas falencias y limitaciones. En este articulo des-
cribiremos los fundamentos de las simulaciones MD, tratando de hacer foco
en los aspectos conceptuales y reduciendo al minimo el uso de ecuaciones.
Por ello, no vamos a discutir las caracteristicas técnicas de los algoritmos em-
pleados, sino cual es el objetivo de los mismos. Ademas, haremos una breve
reseha historica en la que describiremos como fueron evolucionando las capa-
cidades de esta herramienta computacional, a fin de posibilitar la realizacion
de simulaciones cada vez mas extensas, sobre sistemas mas grandes y pro-
cesos mas complejos. Acompaharemos esta descripcion con ejemplos ilus-
trativos. Cerraremos el articulo comentando las principales desafios que las

simulaciones MD encuentran en la actualidad.

2. ¢Qué es una simulaciéon?

Muchas veces ocurre que conocemos las reglas que determinan el com-
portamiento de un sistema. Sin embargo, las mismas forman una red tan com-
pleja e intrincada que se pierde de vista la conexion entre dichas reglas y el
modo de funcionamiento del sistema. Desafortunadamente, es justamente ése
el conocimiento que necesitamos para poder utilizar las leyes basicas de la

ciencia para la resolucion de problemas particulares. En circunstancias como
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ésta, es Util recurrir a algun tipo de simulacién. En ellas, podemos
manipular a nuestro antojo las reglas que regulan el comportamiento del
sistema, para luego observar como esos cambios repercuten su
funcionamiento.

Para realizar una simulacién uno debe primero crear un modelo. Con él,
buscamos imitar el comportamiento del sistema bajo estudio. EI modelo debe-
ria contener los elementos y las reglas que son necesarios para reproducir,
fehacientemente, el funcionamiento del sistema o algun aspecto del mismo
que queramos caracterizar. Luego, para una situacion inicial dada, uno evo-
luciona el estado del sistema de acuerdo a las reglas establecidas y va re-
gistrando cémo van variando los parametros que se quieren analizar. En esto
consiste, justamente, la simulacion. Finalmente, uno compara los datos obteni-
dos de la simulacion con los del sistema real, con el fin de evaluar la capacidad
predictiva del modelo. Si esta capacidad es elevada, el modelo puede ser utili-
zado para interpretar y racionalizar resultados experimentales; o incluso para
hacer predicciones sobre situaciones que no llegan a observase experimental-
mente. Por otro lado, si la capacidad predictiva del modelo es baja, uno debe
modificar sus elementos o a justar sus reglas hasta lograr un funcionamiento
satisfactorio. Este proceso, que consiste en detectar qué caracteristica del
modelo es responsable de un resultado particular, resulta muy esclarecedor y
constituye otra de las maneras mediante las cuales la combinacion de “mode-
lado y simulacién” permite aumentar nuestro entendimiento sobre el modo de

funcionamiento de un sistema.

2.1. Modelos de biomoleculas

Los modelos han tenido un rol muy destacado en el desarrollo de la
ciencia. De hecho, casi cualquier persona que haya estudiado alguna ciencia
natural ha tenido que lidiar con ellos. Como ejemplo, podemos mencionar a los
diagramas de Lewis, para explicar las estructuras moleculares; y al gas ideal,
para comprender el comportamiento de la fase gaseosa. La capacidad predic-
tiva y explicativa de ambos modelos es asombrosamente alta. Sobre todo, si
uno compara sus simples reglas con las leyes que verdaderamente rigen el
comportamiento de esos sistemas (mecanica cuantica, en el caso de la es-

tructura molecular y mecanica estadistica, en el caso de la fase gaseosa). Los
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ejemplos comentados demuestran que un modelo puede hacer predicciones
valiosas aun aunque utilice reglas diferentes de las que verdaderamente go-
biernan el sistema. Esta caracteristica es resumida en una frase que se atribu-
ye al matematico y estadistico britanico George E. P. Box: “todos los modelos
estan equivocados, pero algunos son Utiles” [Box, 1976].

La biologia estructural de macromoléculas también se ha beneficiado
enormemente por el uso criterioso de modelos simples (que obviamente esta-
ban “equivocados”). Por ejemplo, Linus Pauling utilizé modelos de bolitas y pa-
litos hechos en madera, para analizar como podian acomodarse los aminoaci-
dos de las proteinas a fin de lograr una estructura e stable. Asi, e ncontré que
las hélices-a y las laminas-3 debian ser los principales elementos de la es-
tructura secundaria de estas biomoléculas [Pauling et al., 1951]. Los modelos
de Pauling se fundaron en dos componentes basicos: las geometrias de equi-
librio de los aminoacidos constituyentes y la suposicién de que los puentes de
hidrégeno entre los grupos carbonilo y amida imponian restricciones a la dis-
tancia y el angulo entre los enlaces C-O y N-H. Una estrategia similar siguieron
Watson and Crick para postular la estructura de doble hélice del ADN [Watson
and Crick, 1953]. Conocian las estructuras de las unidades (nucleétidos) que
forman estas moléculas. Su trabajo con modelos consistié en ver cémo podian
ensamblarse esas unidades para formar macromoléculas estables consisten-
tes con los datos estructurales que Rosalind Franklin por un lado y Maurice
Wilkins por el otro, habian obtenido por difracciéon de rayos-X. Tanto las inves-
tigaciones de Pauling sobre las proteinas, como las de Watson, Crick y Wilkins
sobre el ADN, fueron galardonadas con el premio Nobel. Este hecho revela
en qué medida la utilizacién de modelos contribuyé al desarrollo inicial de la
biologia molecular. Como una nota de color (oscuro) debemos agregar que
Rosalind Franklin, la Gnica mujer entre las personas involucradas en el trabajo
y la que habia producido los datos mas significativos s obre |a e structura del
ADN, no fue galardonada con el Nobel. Estan quienes dicen que esto se debe
a que, al momento de otorgar ese galardén, Rosalind Franklin ya habia falleci-
do' y el premio Nobel no se otorga post-mortem. Pero también estan quienes

sostienen que ese es solo un ejemplo mas de cémo, durante muchos siglos,

TRosalind Franklin fallecié en 1958, cuando solo tenia 38 afios. El premio nobel a Watson, Crick
y Wilkins fue otorgado en 1962.
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las contribuciones de las mujeres al desarrollo de la ciencia fueron invisibiliza-

das.

3. Simulaciones de Dinamica Molecular

Si bien los modelos de “palitos y bolitas” fueron de gran utilidad en los
albores de la biologia estructural de macromoléculas, es obvio que los mismos
tienen serias limitaciones. O como diria G.E.P. Box: fueron Utiles pero estaban
equivocados. Por ejemplo, sus enlaces no pueden vibrar ni torcerse. Por lo
tanto, estos modelos no pueden ser utilizados para analizar los movimientos
internos de las moléculas que a su vez son necesarios para que las mismas
puedan cumplir su funcion.

Hay dos aspectos fundamentales en los que los modelos discutidos has-
ta el momento pueden ser mejorados. Uno de ellos consiste permitir variacio-
nes en las distancias, angulos y torsiones de enlace, ya que estos terminan
generando los cambios conformacionales que se observan en las biomoléecu-
las. Por otro lado, cualquier modelo molecular razonable deberia permitir ob-
servar como ocurren esos cambios conformacionales en tiempo real. O sea,
deberiamos poder apreciar la evolucion temporal del sistema.

Para lograr el primer objetivo, se crearon los campos de fuerza de Me-
canica molecular (MM). Los mismos seran descritos en la seccion 3.2. Para
el segundo objetivo, es necesario contar con ecuaciones de propagacion que
permitan predecir el estado del sistema en el futuro, a partir de un cierto estado
inicial dado. En principio, estas reglas son perfectamente conocidas. Se trata
de la ecuacion de Schrodinger dependiente del tiempo, aplicada a todos los
nicleos y electrones del sistema. Lamentablemente, este enfoque es inviable
para casi la totalidad de los sistemas. Por lo tanto, se hace necesario introducir
una serie de aproximaciones que convierten un calculo exacto pero imposible,
en uno con ciertas limitaciones pero susceptible de ser implementado. Estas
aproximaciones seran presentadas en la seccion siguiente, donde ademas dis-

cutiremos como las mismas pueden afectar el resultado de la simulacion.
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3.1. Transformando un calculo “exacto” en una Dinamica

Molecular clasica

Como dijimos en la seccién precedente, las simulaciones MD no utilizan
las ecuaciones de propagacion exactas sino que introducen diversas aproxi-
maciones. El nimero y las caracteristicas de las mismas varia para cada caso
particular. En los siguientes parrafos, vamos a presentar las aproximaciones
mas comunmente utilizadas. Cada una de ellas limitara de alguna manera la
clase de sistemas o de procesos que podemos estudiar. El tipo de simulacién
resultante se denomina “all-atom classical MD simulation”. Esta calificacion
indica que se trata de una simulacién que emula la dinamica de un siste-
ma formado por moléculas; que todos los atomos de esas moléculas seran
explicitamente considerados; que los mismos interaccionan como lo establece
un campo de fuerza MM; y que su estado evoluciona de acuerdo con las leyes
de Newton.

La Fig. 1 muestra un esquema de las simplificaciones que conducen
desde un célculo enteramente basado en primeros principios, también llama-
do célculo “ab-initio” o “exacto”, hasta una simulacién de dindmica molecular

clasica de todos los atomos. Lo ideal, siempre que sea posible, es la opcién (a)
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Figura 1: Alternativas existentes para estudiar computacionalmente un sistema
molecular.
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de dicha figura. Esta implica resolver la ecuacion de Schrédinger dependiente
del tiempo de manera conjunta, para todos los nucleos y electrones del siste-
ma. Pero como ya anticipamos, incluso con la gran capacidad computacional
de la que disponemos en estos momentos, esta estrategia es imposible de
llevar a cabo (excepto para sistemas formados por muy poco atomos). Por lo
tanto, para poder proceder, es necesario introducir simplificaciones y la prime-
ra que se hace consiste en desacoplar el movimiento electrénico del nuclear.
Esta estrategia se conoce como “aproximacion de Born y Oppenheimer” y se
indica como BO en la Fig. 1. La aproximacion BO se fundamenta en el hecho
de que nucleos y electrones se mueven con velocidades muy distintas debido
a sus diferentes masas. Por ello, los electrones se adaptan de manera casi
instantanea a las posiciones nucleares. Eso sugiere que podemos, en primer
lugar, resolver la ecuacion de Schrodinger electronica para diferentes posicio-
nes (fijas) de los nucleos. De este modo sabemos como se distribuye la nube
electrénica para cada configuracién nuclear. Luego, con esa informacién, po-
demos calcular las fuerzas que sienten los nicleos en cada una de esas posi-
ciones (estas son las fuerzas que debemos usar en la ecuacién de Schrédinger
nuclear). En otras palabras, la resolucién del problema electronico permite cal-
cular la energia potencial de cada configuracion nuclear. En muchos textos y
articulos, esta energia potencial se denomina PES (por “Potential Energy Sur-
face”). Sus derivadas parciales, respecto de las coordenadas nucleares, nos
indican las fuerzas que actdan sobre los nucleos.

La aproximacion BO supone que el sistema molecular siempre se en-
cuentra en el mismo estado electrénico. Por lo tanto, la misma no puede ser
invocada para estudiar los procesos de relajaciéon que tienen lugar después de
gue una molécula ha absorbido un fotén de luz visible o ultravioleta. Tampo-
co se pueden estudiar procesos de transferencia de carga. Pero si es posible
analizar cambios conformacionales, la entrada y salida de sustratos al sitio
activo de las enzimas, los mecanismos de unién proteina-proteina o proteina-
ARN/ADN, la adhesion de moléculas sobre la superficie de una membrana
o el pasaje de iones y pequenas moléculas a través de canales transmem-
brana [Pierdominici-Sottile et al., 2016, Cossio-Pérez et al., 2019, Shi et al,,
2008, Pierdominici-Sottile et al., 2019, Ormazabal et al., 2021]. En otras pa-
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labras, la aproximacion BO no representa en si misma una gran limitacion,
excepto porque nos impide estudiar procesos en los que cambia el estado
electronico (estos procesos reciben el nombre de no-adiabaticos).

Lamentablemente, aun después de aplicar la aproximacion BO, nos en-
frentamos con un calculo de imposible realizacion. Esto se debe a que tanto la
resolucion de la ecuacion de Schrodinger exclusivamente electronica, como la
exclusivamente nuclear, tienen un enorme costo computacional y resultan in-
abordables, excepto para moléculas con muy pocos atomos. Para el problema
electronico, la dificultad reside, en buena medida, en el tipo de calculo utilizado.
Los tratamientos que utilizan los llamados métodos cuanticos semiempiricos o
los basados en la teoria de los funcionales de la densidad (DFT), pueden ser
utilizados en sistemas de cien o doscientos atomos [MIynsky et al., 2014]. Esto
excluye a la gran mayoria de los sistemas de interés biologico. Y ademas, aun
cuando resulten factibles, estos tratamientos cuanticos no pueden alcanzar los
tiempos de simulacion requeridos para muestrear fehacientemente el espacio
conformacional de la gran mayoria de los sistemas de interés biologico. En
otras palabras, todo lo que podriamos “ganar” por tener una PES mas exacta,
se pierde por un problema de muestreo insuficiente. Por lo tanto, la mayoria de
los calculos MD utilizan PES aproximadas, que evallan las interacciones en-
tre los nlcleos mediante funciones empiricas. Estos son los campos de fuerza
que discutiremos en la proxima seccion.

Para abordar el problema nuclear, lo que se hace es pasar de una des-
cripcion cuantica a una clasica. O sea, en vez de resolver la ecuacion de
Schrodinger nuclear utilizando la PES disponible, utilizamos la misma PES pa-
ra propagar las ecuaciones de Newton. Obviamente, este tratamiento impide
la observacion de cualquier efecto cuantico nuclear. Entre los mas relevantes
tenemos el efecto tlnel, que juega un rol importante en ciertas reacciones de
transferencia de hidrogeno. Ademas, en estos tratamientos clasicos, los mo-
vimientos internos de las moléculas no tienen la energia de punto cero. Esto
hace que la distribucion de la energia total entre los diferentes modos de mo-
vimiento difiera de la “ verdadera” distribucion. Esta discrepancia impacta de
manera directa sobre la capacidad calorifica del sistema, ya que la misma de-

pende de como estadistribuida la energia. El impacto es mayor cuanto menor
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es la temperatura, ya que en esas condiciones los efectos cuanticos se vuel-
ven mas prominentes. Afortunadamente, esta limitacion no afecta la calidad de
las simulaciones de biomoléculas, que por lo general se realizan a temperatura
ambiente o fisiolégica. En conclusién, el principal condicionamiento que sur-
ge de dar un tratamiento clasico al movimiento nuclear es que no se pueden
estudiar procesos de transferencia de H, HF o H~.

Podemos concluir, entonces, que la gran mayoria de las simulaciones de
dinamica molecular que se realizan sobre macromoléculas invocan la aproxi-
macion BO para separar el movimiento electrénico del nuclear. Luego, mode-
lan la PES sobre la que se mueven los nucleos usando un campo de fuerza
empirico de mecanica molecular. Y finalmente, para obtener las trayectorias
de los atomos con la PES dada, propagan las ecuaciones de Newton. Como
mencionamos anteriormente, estas simulaciones reciben el nombre de “simu-
laciones de dindmica molecular clasica de todos los atomos”. Con esta deno-
minacion, las distinguimos de las simulaciones en las que las moléculas de
solvente no son tratadas explicitamente (se dice que tienen el solvente implici-
to) [Kleinjung and Fraternali, 2014] y de las simulaciones de “grano grueso”
(o coarse graining) [Joshi and Deshmukh, 2021], en las que las particulas si-
muladas son grupos de atomos en vez de los atomos individuales. Ambas
aproximaciones tienen por objetivo lograr tiempos de simulacién mas largos.
Pero para eso, deben resolver problemas distintos a los enfrentados por las
simulaciones all-atom. La discusién de esos problemas esta fuera del alcance
de este articulo.

Por ultimo, debemos mencionar que el tamano de los modelos utilizados
en las simulaciones MD es muchisimo menor que el tamano de un sistema
macroscopico. Esto se debe a que el nimero de interacciones a evaluar en
cada paso de integracion es del orden de ~ N(N — 1), donde N es el nimero
de atomos. Obviamente, este nimero N ha ido creciendo a medida que fue
aumentando la velocidad y memoria de las computadoras. No obstante ello,
aun en la actualidad, N es un nimero relativamente pequefo (ver Seccién 4).
Una consecuencia de esta restriccion, es que la proporcién entre los atomos

que estan en la superficie del sistema y los que estan en su seno es artifi-
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cialmente alta, produciendo efectos de borde.? Para evitar estos efectos, las
simulaciones MD utilizan condiciones periddicas de contorno (o PBC por pe-
riodic boundary conditions) [Zhou and Liu, 2022]. Esta aproximacion, consiste
en simular una pequena celda unitaria rodeada de celdas idénticas. La forma
de la celda debe ser tal que, cuando la misma se repite en todas las direc-
ciones, no quedan espacios vacios. La Fig. 2 muestra esquematicamente las

PBC para el caso de un sistema bidimensional.
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Figura 2: Condiciones periédicas de contorno en un sistema bidimensional.
Las PBC son utilizadas para eliminar los efectos de borde causados por el
tamarno relativamente pequeno de los sistemas simulados. Las ecuaciones de
movimiento solo propagan la posicién y velocidad de las particulas de la celda
central. Pero las fuerzas que actian sobre las mismas se evalian haciendo
interactuar a cada particula de esta celda con sus vecinas mas cercanas, ya
sea de la misma celda o de una celda circundante.

Durante muchos anos, las PBC fueron utilizadas rutinariamente sin te-
ner mayores detractores. Sin embargo, en un articulo publicado en 2018, se
reportd que las simulaciones de hemoglobina requerian celdas unitarias mu-
cho mayores que las cominmente utilizadas [El Hage et al., 2018]. De lo con-
trario, la forma T de esta proteina resultaba artificialmente inestable. El efecto

fue atribuido a la incapacidad de las celdas pequenas para dar cuenta del

2| os 4tomos de una interfase se comportan de manera distinta a los del seno de un fluido. En
un sistema macroscépico, la proporcion entre los atomos de la interfase y los del seno es pequena.

Por tanto, la mayoria de las propiedades que percibimos son las del seno del fluido. Si se aumenta
artificialmente la proporcién de la interfase el sistema se comportard de manera poco realista.
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efecto hidrofébico. Otros trabajos posteriores, pusieron en duda ese resultado
[Gapsys and de Groot, 2019], por lo que el tema permanece aun abierto. En
cualquier caso, es claro que estos posibles efectos del tamano de la celda solo
podrian llegar a aparecer en las simulaciones de grandes biomoléculas, en las

que el efecto hidrofébico juega un rol preponderante.

3.2. Los campos de fuerza de mecanica molecular

Los campos de fuerza MM son férmulas empiricas que buscan emu-
lar las interacciones entre los nucleos de un sistema molecular. Al hablar de
los mismos, debemos distinguir entre dos caracteristicas fundamentales. Por
un lado, tenemos la forma funcional del campo. Esto es, las ecuaciones que
utiliza para calcular la energia potencial de cada configuracion. Por otro lado,
tenemos su parametrizacion. La misma esta definida por el conjunto de valores
asignados a las constantes (parametros) que aparecen en su forma funcional.

La forma funcional del campo busca ser simple e intuitiva. La simpleza
permite que la evaluacién de la energia potencial y de las fuerzas derivadas del
mismo, tenga un bajo costo computacional. De esta manera, los campos MM
permiten alcanzar tiempos de simulacién mas largos que otras aproximaciones
mas rigurosas. Por otra parte, el caracter intuitivo de sus términos facilita el di-
sefo de estrategias para la determinacién de los parametros. La ecuacién 1
muestra la forma funcional utilizada por los campos de fuerza mas comdnmen-
te utilizados en el estudio de biomoléculas [Ponder and Case, 2003]. Ademas,
en la figura 3, puede encontrase una representacién esquematica e ilustrativa

de cada una de sus contribuciones.

Nen Nang
Vum = Z %kr,i(ri —Tieq)? + Z %ke,i(ei —0i.eq)?
z:ivmr i=1
+ Z ZVi,n (14 cos(nw; — 6;)) (1)
i=1 n
i=1 j=1 Y\ Tij dmeorij

A cada enlace covalente del sistema molecular (interacciones 1-2), el
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Figura 3: Términos que contribuyen al calculo de la energia potencial con un
campo de fuerza MM como el de la Eqg.1.

campo de fuerza de la ecuacion 1 le asigna un potencial armoénico. Estos
términos aparecen en la primer sumatoria de dicha ecuacién. Asimismo, se
asigna un potencial armonico a cada angulo entre enlaces covalentes (interac-
ciones 1-3). Estos términos aparecen en la segunda sumatoria de la ecuacién
1. Las torsiones en torno a enlaces covalentes (interacciones 1-4), se tratan
con series de Fourier. De esta manera, podemos dar cuenta de la periodicidad
que tiene el potencial respecto de los angulos diedros. La dltima sumatoria
de la ecuacién 1 describe las interacciones entre atomos que pertenecen a
diferentes moléculas, o que pertenecen a la misma molécula pero tienen una
separacion mayor que 1-4. Estas interacciones reciben el nombre de “interac-
ciones no-ligadas” aunque, como ya dijimos, también se aplican entre atomos
pertenecientes la misma molécula.

Como puede verse en la ecuacion 1, las interacciones no-ligadas tienen
tres contribuciones diferentes. Por un lado existen repulsiones muy fuertes,
pero de muy corto alcance, que se manifiestan cuando | os atomos estan muy
préximos entre si (0 sea, cuando sus nubes electronicas se solapan). Por el
otro tenemos las fuerzas atractivas de dispersion (también llamadas fuerzas de
van der Waals), que se originan en las interacciones entre dipolos inducidos.

En la ecuacion 1, estas dos contribuciones aparecen encerradas entre corche-
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tes, en lo que se conoce como un potencial de Lennard-Jones.® Finalmente, la
ultima de las interacciones no ligadas de la ecuacién 1, son las interacciones
coulémbicas entre las cargas parciales que se asignan a cada atomo.

En buena medida, la utilidad de una simulacion MD depende de cuan
bien el campo de fuerza da cuenta de las interacciones en el sistema simula-
do. Y para saber si un campo es adecuado 0 no, es preciso conocer como fue
parametrizado. Por este motivo, en la proxima seccidn, discutimos las estrate-
gias mas comlunmente utilizadas para obtener los parametros de los campos
MM. Sin embargo, entendemos que esta discusion puede ser demasiado de-
tallada para alguien soélo interesado en las aplicaciones de las simulaciones
MD de biomoléculas. Quienes se reconozcan en ese grupo, pueden saltear la

proxima seccion y retomar en la 3.4.

3.3. La determinacion de los parametros

Los valores de los parametros de los campos de fuerza MM se ajustan
de manera tal de poder reproducir, mediante calculos mecanicos o simulacio-
nes MD, propiedades moleculares determinadas experimentalmente. Por eso
decimos que estos campos son “empiricos”. Entre las interacciones ligadas,
los parametros mas sencillos de determinar son las distancias y angulos de
los enlaces covalentes. Los mismos son caracteristicos de cada par o terna
de atomos involucrados y del orden de los enlaces presentes. Por ejemplo, la
distancia de equilibrio entre el atomo de carbono y el de oxigeno en los grupos
carbonilo (C=0) es ~122 pm, mientras que para un enlace simple entre los
mismos atomos la distancia de equilibrio es de ~143 pm. Con estas ideas en
mente, los valores de r; .4, Y 6,4 de la ecuacion 1 se asignan en concordan-
cia con las distancias y angulos observados al hacer cristalografia de rayos-X
de pequenas moléculas que contienen los enlaces requeridos. Por otra parte,
las constantes de fuerza k., ; y k¢; se determinan a partir de las frecuencias
de vibracién observadas haciendo espectroscopia IR de pequefias moléculas.
Esta estrategia se basa en que dichas constantes determinan el espaciado

entre los niveles cuanticos de vibracion. Y justamente, en espectroscopia, lo

SHay otras formas funcionales para las interacciones repulsivas, sin embargo el potencial de
Lennard-Jones es el mas utilizado por si simplicidad.
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que medimos es el espaciado entre niveles.

Entre las interacciones no-ligadas, los parametros mas sencillos de de-
terminar son los del potencial de Lennard Jones (LJ), €;; ¥ r?j. Para compren-
der el fundamento del procedimiento es necesario conocer el sentido fisico de
esos parametros. La figura 4 muestra una representacioén esquematica de un
potencial LJ. Cuando r;; < R, €l potencial es repulsivo. O sea, cuando los
atomos estan a distancias menores a R,,;, experimentan fuerzas que tienden
a separarlos. Por el contrario, para r;; > Rmin, las fuerzas entre los dtomos
son atractivas. Finalmente, a grandes distancias, el potencial se vuelve plano
indicando la ausencia de cualquier interaccion entre los atomos (ver Fig. 4).

La Fig. 4 nos muestra que el valor de ¢;; mide la profundidad del pozo
de potencial. Cuanto mayor es ¢;;, mas fuerza hay que hacer para lograr se-
parar el &tomo 7 del &tomo j. Por otra parte, el valor de r?j es el punto donde
el potencial LJ se vuelve nulo. En base a lo discutido en el parrafo anterior,
podemos comprobar que este valor es “casi” igual a la distancia de minimo
acercamiento. Decimos “casi” porque, en realidad, los atomos pueden alcan-
zar distancias un poquito menores a r?j. Pero si lo hacen, experimentan una
fuerza repulsiva muy grande que les impide cualquier posterior acercamiento.
Por eso, se considera que r% es igual a la suma de los radios de los atomos
involucrados. Asi, el parametro ¢;; es responsable del valor de las propiedades
del sistema que tienen que ver con la cohesion entre sus atomos, tales como
el calor de vaporizacion o la temperatura critica, mientras que 7'% determina el
volumen ocupado por los mismos cuando estan en contacto unos con otros.
Por ende, la densidad o el volumen molar de un liquido, calculadas a partir de
simulaciones MD, dependeran del valor asignado a ;.

El dltimo punto a considerar en la determinacion de los parametros LJ,
es que necesitamos un parametro para cada par de atomos i y j. Debido a
que para N tipos de atomos distintos hay N (N — 1) pares de atomos distintos
(o sea hay muchos mas pares de atomos que atomos), se decidié calcular los
valores de r?j y €;; a partir de parametros asignados a los 4tomos individuales.

De esta manera, se reduce la cantidad de constantes a las que hay que asignar
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rij

Figura 4: Potencial de Lennard-Jones. La pendiente (inclinacion) de la curva en
cada punto mide la fuerza experimentada por los atomos (F' = —0Vi,5/0r5).
Para r;; < Rumin la pendiente es grande y negativa lo que hace que los atomos
sientan una fuerte repulsion. Para r;; > Run la fuerza es moderada pero
atractiva. Finalmente para r;; > Rnin €l potencial se vuelve plano, lo que
indica que la fuerza se hace cero.

un valor. Para ello se utilizan las reglas de Lorentz-Berthold,

7"% = (7'?1'4‘7'23')/2,
€j = \Ei€jj-

En esta expresion r; y €; miden el tamafio y la cohesion entre los atomos
del elemento i, respectivamente. Los mismos son ajustados de manera tal
que simulaciones MD de esta especie en estado liquido puedan reproducir las
propiedades experimentales mencionadas anteriormente. Lo mismo aplica a
r?j Y€

Para la determinacién de las interacciones electrostaticas entre molécu-
las, debemos asignar cargas parciales a cada atomo. Estos son los parametros
¢; ¥ g; que aparecen en la Ultima sumatoria de la ecuacion 1. Seguramente,
la mayoria de los lectores de este articulo estan familiarizados con la idea de
las cargas parciales. Las mismas son ampliamente utilizadas en los cursos

introductorios de Quimica, cuando se ensefan las propiedades del enlace co-
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valente polar. No obstante, y mas alla de cualquier familiaridad que el lector
pueda tener, es importante destacar que las cargas parciales de los atomos
son un concepto tedrico que no tiene correlato experimental. O sea, no hay
ninguna medicion que podamos hacer, ni ningln calculo basado en primeros
principios, que no permita evaluar univocamente estas cargas.

Una molécula puede ser considerada como un conjunto de cargas po-
sitivas puntuales (los nucleos), mas una densidad de carga negativa dispersa
(la nube electronica). Y esta nube electrénica, no se distribuye de manera uni-
forme alrededor de los nicleos, sino que tiende a concentrarse sobre los ato-
mos mas electronegativos. Esto hace que se genere un campo (o potencial)
eléctrico alrededor de la molécula, equivalente al que produciria un conjunto
de pequenios dipolos de enlace. Este hecho, sugiere que podriamos determi-
nar las cargas parciales de los &tomos de manera tal que ajusten los dipolos
de enlace. Pero el problema es que, cuando las moléculas interaccionan entre
si, deforman sus nubes electronicas. Debido a ello, los dipolos que podriamos
observar en las moléculas aisladas son diferentes de los que operan cuan-
do las mismas estan interaccionando.* Este fenémeno de deformacion de las
nubes electrénicas se conoce con el nombre de polarizacién.

En un célculo cuantico ab-initio, la polarizacion molecular es natural-
mente tenida en cuenta, ya que los electrones son explicitamente conside-
rados (ver Fig. 1). Sin embargo, en los campos de fuerza MM, el efecto de
los electrones es incorporado de manera implicita, motivo por el cual estos
campos son incapaces de describir la polarizacién molecular. En la actualidad,
una parte importante de las investigaciones metodologicas sobre simulaciones
MD estan enfocadas en el desarrollo de campos de fuerza “polarizables” [Jing
et al., 2019]. Hasta el momento, estos desarrollos han generado resultados
promisorios en cuanto a la exactitud obtenida, pero poco alentadores respec-
to a los costos computacionales. Los largos tiempos de simulaciéon requeridos
para obtener resultados convergidos en simulaciones MD de macromoléculas
no pueden ser aun alcanzados con estos campos.

Como las cargas parciales ¢; y ¢; de la ecuacion 1 no pueden determi-

narse de manera univoca, diferentes desarrolladores han adoptado diferentes

4Incluso para una molécula aislada, esos dipolos cambian al cambiar la conformacién.
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estrategias para su evaluacion. Por ejemplo, los desarrolladores del campo de
fuerza del paquete AMBER, han determinado las cargas parciales de los ato-
mos de manera tal de reproducir el potencial electrostatico en una grilla de
puntos alrededor de un conjunto de moléculas [Wang et al., 2004a]. Por su
parte, los desarrolladores del campo de fuerza CHARMM, han asignado las
cargas parciales con el fin de reproducir la energia de interaccion entre un
conjunto de moléculas seleccionadas y una molécula de agua ubicada en di-
ferentes puntos ubicados alrededor de las mismas [Zhu et al., 2012]. Ambas
estrategias son razonables. Y por lo expuesto, ninguna es correcta o incorrec-
ta.

Finalmente, quedan por asignar valores a los parametros torsionales
(Vin, wi ¥y 0; de la Eqg. 1). Con ellos pasa algo similar a lo que ocurre con
las cargas parciales: no se corresponden con ninguna cantidad que se pueda
determinar univocamente. Cuando dos grupos moleculares rotan en torno a un
enlace covalente, se obtiene un perfil de e nergia potencial con picos y pozos,
como el mostrado en la Fig. 5. La forma particular de la curva dependera de
la molécula y el enlace considerado, pero hay algunas caracteristicas que son
generales. Por ejemplo, los maximos se producen cuando grupos unidos a los
atomos 2 y 3 de la torsion presentan una conformacion “eclipsada”, dado que
en esa situacion hay una mayor repulsion entre sus nubes electronicas. Cuan-
to mas voluminosos sean los grupos que se encuentran eclipsados, mayor es
la altura de la barrera. Por el contrario, cuando los grupos unidos a los atomos
centrales estan en una conformacion alternada, esa tension se libera y tene-
mos un minimo de potencial. Desafortunadamente, los términos repulsivos del
potencial de Lennard-Jones no pueden reproducir estas curvas porque fueron
evaluados para atomos no enlazados. En las torsiones, una parte importante
de la repulsion proviene de las nubes electronicas de los enlaces covalentes.
Por este motivo es que resulta necesario agregar téerminos especificos para
dar cuenta de ella.

En una primera aproximacion, los términos torsionales se determinan pa-
ra que ajusten perfiles de energia como los de la Fig. 5, los cuales se obtienen
mediante calculos mecano-cuanticos realizados sobre moléculas selecciona-

das. Sin embargo, se ha demostrado que esta estrategia no es suficiente para
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Figura 5: Perfil de energia para la torsion de los grupos metilo del etano. Los
picos se producen porque cuando los enlaces C-H quedan eclipsados, debido
a la repulsion de sus nubes electronicas. En la conformacion alternada, esta
repulsién se reduce al minimo.

las torsiones del backbone de proteinas y acidos nucleicos, porque simulacio-
nes MD que utilizan tales parametros son incapaces de reproducir correcta-
mente las estructuras 3D de dichas moléculas. Por ejemplo, la propension de
las proteinas para formar hélices-a 0 laminas-$ no se corresponde con los da-
tos experimentales. Lo mismo ocurre con los graficos de Ramachandran. Por
tal motivo, los desarrolladores de los campos de fuerza MM decidieron ajustar
los pardmetros de las torsiones del backbone para replicar, mediante simula-
ciones MD, las caracteristicas estructurales de las diferentes biomoléculas.
Los primeros campos de fuerza de proteinas, calibraron sus parametros
torsionales con el fin de reproducir |os d atos provenientes de las p ocas pro-
teinas globulares cuya estructura era conocida en ese momento. Las mismas,
habian sido determinadas mediante difraccién de rayos-X, una técnica que
requiere de bajas temperaturas para formar los cristales de la proteina. Con
el transcurso del tiempo, se fueron dando a conocer mas y mas estructuras
proteicas, muchas de las cuales fueron dilucidadas por RMN, una técnica que
se aplica a las proteinas en solucion. Al contrastar las caracteristicas de es-
tas nuevas estructuras, con los campos de fuerza existentes, se encontraron

grandes discrepancias [Hornak et al., 2006]. Basicamente, las simulaciones
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MD predecian proteinas mas rigidas que las observadas experimentalmente.
Esto se debia, simplemente, a que los campos de fuerza utilizados habian
sido parametrizados para reproducir las rigidas estructuras determinadas por
cristalografia de rayos X, en lugar de las correspondientes a proteinas en so-
lucién. Estas discrepancias, condujeron al desarrollo de nuevas versiones de
los campos de fuerza, un fendémeno que continué sucediendo a medida que
nuevos experimentos fueron evidenciando la incapacidad de los campos de
fuerza pre-existentes.

Por lo expuesto, podemos concluir con la afirmacién de que los campos
de fuerza evolucionan. Nunca son perfectos ni tienen validez general. Pero se
pueden ir refinando, asi como ampliando su campo de aplicacion. En la actua-
lidad, hay muchas investigaciones enfocadas en poner a prueba la exactitud
de los campos MM disponibles, para predecir las caracteristicas de las pro-
teinas intrinsecamente desordenadas [Huang et al., 2017, Zerze et al., 2019].
Algunas mejoras en ese sentido ya se han logrado, pero las discusiones estan

lejos de estar saldadas.

3.4. Las limitaciones que impone el campo de fuerza

Los campos de fuerza MM, como el de la ecuacién 1, permiten hacer
simulaciones que jamas podriamos realizar si utilizaramos potenciales mas
exactos. Pero como discutimos en la seccién anterior, los mismos estan suje-
tos a decisiones arbitrarias referidas tanto a la estrategia usada en su parame-
trizacién como al conjunto de moléculas seleccionadas para llevar a cabo este
proceso. Esto no significa que diferentes campos vayan a producir resultados
muy diferentes, sino que alcanzaran resultados similares habiendo asignando
un peso distinto a cada tipo de interaccién. Por este motivo, los parametros de
los campos de fuerza no son transferibles. Por el contrario, cada campo tiene
que ser considerado como un paquete cerrado. Obviamente, a veces sucede
que queremos simular una molécula cuyos parametros no estan incluidos en
el campo de fuerza. Por ejemplo, podriamos querer estudiar un nuevo ligan-
do para un receptor. Para situaciones como ésta, los desarrolladores de los
diferentes campos de fuerza han disenado programas y procedimientos que

permiten obtener los parametros faltantes en concordancia con los ya existen-
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tes [Wang et al., 2004b, Vanommeslaeghe et al., 2010].

Es también importante destacar que existen diferentes campos para dife-
rentes tipos de biomoléculas. Hay para proteinas globulares, para proteinas in-
trinsicamente desordenadas, para ADN, para ARN, para azucares, etc. [Pastor
and MacKerell Jr, 2011, Galindo-Murillo et al., 2016, Wang et al., 2004a, Huang
et al., 2017]. Esta falta de generalidad es el precio a pagar para obtener mejo-
res resultados con cada tipo. Asimismo, existen varios campos de fuerza para
representar las interacciones del agua [Zielkiewicz, 2005, Price and Brooks I,
2004]. Al momento de hacer una simulacién MD, tenemos que saber qué cam-
po de fuerza de agua es compatible con el elegido para la macromolécula. Esta
concordancia es fundamental ya que las conformaciones que puede alcanzar
una macromolécula en solucién dependen del balance entre las interacciones
soluto-soluto, solvente-solvente y soluto-solvente. Tipicamente, en las paginas
web de los desarrolladores de los campos de fuerza se indica qué parametri-
zacion del agua debe ser utilizada.

En cuanto a las limitaciones que son propias de la forma funcional utiliza-
da, una de las mas obvias es el hecho de considerar a los enlaces covalentes
como resortes armonicos. Esta representacion funciona bien (en general) por-
que a temperatura ambiente las moléculas suelen estar en el nivel cuantico
vibracional fundamental. Sin embargo, los enlaces armonicos no se pueden
romper ya que cuanto mayor es su estiramiento mas alta es la energia po-
tencial. Por este motivo, los campos de fuerza como el de la ecuacién 1 son
incapaces de describir la ruptura y formacion de enlaces. Asi, si se quiere es-
tudiar una reaccion quimica en un sistema biol6gico, hay que recurrir a campos
mas sofisticados que reciben el nombre de QM/MM [Senn and Thiel, 2009]. En
ellos, las interacciones de una pequefa parte del sistema se obtiene mediante
calculos mecanocuanticos. Para el resto del sistema se utiliza un potencial MM
como el de la ecuacion 1.

Finalmente, la otra gran limitacién de los campos de fuerza MM como el
de la ecuacién 1, es su incapacidad para describir la polarizacién molecular. Ya
discutimos en la seccion anterior, el origen de este problema. Por lo tanto, en
este punto, sélo cabe destacar en qué situaciones esta caracteristica tendra

efectos mas notorios. Una molécula es mas polarizable cuanto mas extendida
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es su nube electronica. Asi, los elementos del tercer periodo de la tabla pe-
ribdica son mas polarizables que los del segundo; al igual que los aniones lo
son respecto a los atomos neutros, que a su vez son mas polarizables que los
cationes. Por otra parte, cuanto mas elevada y mas concentrada es una carga
puntual, mayor es su capacidad para polarizar una nube electronica. Asi, los
cationes son mas polarizantes que los aniones (porque son mas pequenos) y
los cationes de carga +2 son mas polarizantes que los de carga +1. Por lo ex-
puesto, es claro que los campos de fuerza para ADN y ARN, cuyos backbones
contienen a grupos fosfato de muy alta polarizabilidad en interaccion con iones
Mg*2, representan el mayor desafio para las simulaciones de biomoléculas
con campos de fuerza no polarizables. Este problema, es actualmente el foco
de numerosas investigaciones [Lemkul and MacKerell Jr, 2018, Zhang et al.,
2018]. Alguna de ellas intentan optimizar los resultados que pueden obtenerse
con la forma funcional de la ecuacion 1. Otras, sostienen que la polarizacion es
demasiado importante para este tipo de moléculas y que por lo tanto, la Unica
alternativa es utilizar campos polarizables. Con esta perspectiva intentan de-
sarrollar algoritmos que aceleren la aplicacion de los potenciales polarizables
[Huang et al., 2018]. Por Ultimo, hay varios intentos de emplear algoritmos de

machine learning para determinar estos potenciales [Frohlking et al., 2020].

4. Hitos en las simulaciones de biomoléculas

Las primeras simulaciones MD de fases condensadas se llevaron a ca-
bo a mediados de los ahos 50 del siglo pasado [Alder and Wainwright, 1959].
Debido a las limitaciones computacionales de esa época, estas primeras apli-

caciones se enfocaron en sistemas muy sencillos. En particular se simularon

liguidos atomicos, tales como Ne y Ar [Rahman, 1964]. En esos sistemas, los
Unicos términos de la Ec. 1 que sobreviven son los del potencial de Lennard-
Jones. Esta esta reduccion en el nimero de términos, acelera enormemente
los célculos.

Por lo expuesto, no es de extrafar que debieran pasar mas de 20 anos
antes de que se realizaran las primeras simulaciones MD de proteinas. Alcan-

zar ese hito requirié sobreponerse a numerosas dificultades, tanto tecnologi-
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cas como tedricas. Entre los obstaculos teéricos a superar, uno de los princi-
pales fue la obtencién de campos de fuerza confiables. Como ya discutimos,
la parametrizacion de los mismos requiere conocer las estructuras 3D de un
conjunto de proteinas. Y tal conjunto, no estuvo disponible hasta la segunda
mitad de los afios 70.5 Vencido ese obstaculo, se pudo concretar la primera
simulacién MD de una proteina en solucion. El trabajo, fue realizado por Mc-
Cammon, Gelin y Karplus y se publicé en Nature en 1977. El sistema simulado
fue una proteina globular pequenia, el inhibidor de la tripsina pancreatica bo-
vina o BPTI, por sus siglas en inglés [McCammon et al., 1977]. El solvente
no fue explicitamente incluido en la simulacion, sino que fue tratado como un
dieléctrico continuo, a excepcion de cuatro moléculas de agua que estaban
presentes en la estructura cristalina de BPTI. Ademas, el tiempo simulado fue
relativamente corto. Por este motivo, los resultados no permitieron esclarecer
ningun aspecto de relevancia biolégica referido al funcionamiento de BPTI. Sin
embargo, tuvieron la virtud de demostrar que las simulaciones de proteinas
eran factibles y constituian un campo fértil para nuevas investigaciones.

En paralelo a la determinacion de nuevas estructuras proteicas, se desa-
rrollaron numerosos algoritmos que mejoraron la eficiencia y precision de los

calculos MD. Entre ellos podemos mencionar:

= algoritmos como los de Verlet o leap-frog, que hacen posible la propaga-

cién estable y eficiente de las ecuaciones de movimiento [Verlet, 1967];

= algoritmos como los de Andersen, que permitieron por primera vez simu-
lar sistemas a T y P constante (en vez de E y V constante como surge na-
turalmente de la propagacion de las ecuaciones de Newton)[Andersen,
2008];

= algoritmos como SHAKE o RATTLE, que fijan la distancia de los enlaces
covalentes que involucran atomos de hidrogeno. De esta manera, los
movimientos de mas alta frecuencia del sistema quedan eliminados, lo

que permite utilizar pasos de integracién mas grandes [Andersen, 1983].

Aun con los avances recién mencionados, las simulaciones MD estandar sue-

len tener deficiencias que se originan e n un muestreo insuficiente del espa-

5La primera proteina cuya estructura pudo ser resuelta fue la hemoglobina, que se dio a cono-
cer en 1958. A principio de los afos 70, el nimero de estructuras conocidas era inferior a 20.




Divulgatio. Perfiles académicos de posgrado, Vol. 7, Numero 20, 2023, 63-99
10.48160/25913530di20.292

cio configuracional. Esta limitacion tiene particular impacto cuando se quie-
ren estudiar procesos activados, ya que las configuraciones correspondientes
a los puntos mas altos de la barrera de potencial pueden no ser muestrea-
das en la debida proporcion o, directamente, no ser muestreadas. Para salvar
este inconveniente, se han desarrollado numerosos métodos de “muestreo-

mejorado”. Entre los mas comunmente utilizados podemos mencionar:
= Metadinamica [Bussi and Laio, 2020, Barducci et al., 2011];
» Umbrella Sampling [Kastner, 2011];
= Dinamica molecular de intercambio de réplicas [Bernardi et al., 2015];
= Dinamica molecular acelerada [Wang et al., 2021]

La implementacion de estas técnicas ha hecho posible el estudio de reaccio-
nes enzimaticas, pasaje de iones o moléculas por un poro y salida del sustrato
desde el sitio activo de una enzima, mediante simulaciones MD [Pierdominici-
Sottile et al., 2019, Pierdominici-Sottile et al., 2011, Pierdominici-Sottile and
Roitberg, 2011, Cossio-Pérez et al., 2019, Pierdominici-Sottile et al., 2014b,
Pierdominici-Sottile et al., 2014a].

De la publicacion inicial de Karplus y colaboradores a la fecha, el campo
de las simulaciones MD de biomoléculas ha crecido enormemente. Tan es asi,
que hoy en dia esta herramienta se utiliza rutinariamente en la gran mayoria de
los laboratorios. Una prueba de este uso generalizado es que hay mas de mil
publicaciones anuales con esta tematica en revistas de alto impacto [Hollings-
worth and Dror, 2018] y casi veinte mil en el total de las revistas cientificas
[Sinha et al., 2022]. En parte, esta “popularidad” se debe a la existencia de
paquetes y programas que permiten llevar a cabo las simulaciones sin necesi-
dad de tener que programar los algoritmos (que son relativamente complejos).
Esos programas, pueden ser descargados sin ningun costo, si van a ser usa-
dos dentro del &mbito académico. En la tabla 1 presentamos los sitios web de
los programas mas comunmente utilizados para hacer simulaciones MD, asi
como también de programas que sirven para visualizar las trayectorias.

La Fig. 6 muestra un conjunto de investigaciones que constituyeron hi-

tos en el desarrollo de las simulaciones MD de biomoléculas. Seleccionamos
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Cuadro 1: Programas mas cominmente utilizados para realizar simulaciones
MD y programas de visualizacion de biomoléculas.

Programa de simulacién Sitio web
CHARMM https://academiccharmm.org/
GROMACS https://www.gromacs.org/
AMBER https://ambermd.org/index.php
NAMD http://www.ks.uiuc.edu/Research/namd/
Programa de visualizacion Sitio web
VMD http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/
PyMOL https://pymol.org/2/
Chimera https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/index.html

estos trabajos con el proposito de ilustrar como esta herramienta ha servido
para dilucidar el mecanismo de procesos moleculares relevantes. Asimismo,
queriamos resaltar los avances producidos a lo largo del tiempo en relacién
con el tamarfio de los sistemas abordados y los tiempos de simulacién alcan-
zados.

Para el andlisis, tomaremos como referencia el trabajo seminal sobre
la BPTI de Karplus y colaboradores, de 1977 [McCammon et al., 1977]. El
sistema estudiado en ese trabajo, tenia tan solo 58 aminoacidos y el tiempo
de simulado fue de escasos 10.0 ps. Gracias a los avances producidos des-
de entonces hasta la fecha, tanto en el hardware como en el software, hoy
se pueden realizar simulaciones del orden de los milisegundos [Shaw et al.,
2010, Turonova et al., 2020]. O sea, el tiempo simulado se ha incrementado en
ocho érdenes de magnitud. Si nos enfocamos en el tamano de los sistemas,
debemos mencionar que se han reportado simulaciones de estructuras supra-
moleculares como nucleosomas, ribosomas y hasta capsides virales [Sanbon-
matsu et al., 2005, Zhao et al., 2013], los cuales contienen cientos o miles de
millones de atomos.

No sélo el tiempo y el tamafio de las simulaciones MD se incrementaron
en varios 6rdenes de magnitud con el transcurso de los afos, sino que también
aumenté la complejidad de los procesos estudiados. Como ejemplo, podemos
mencionar diversas simulaciones enfocadas sobre el plegamiento de proteinas

[Simmerling et al., 2002, Lindorff-Larsen et al., 2011], en sus cambios confor-
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macionales [Grant et al., 2009], asi como en interacciones proteina-ligando
[Liu et al., 2017]. Asimismo, calculos MD han ayudado a dilucidar los meca-
niamos de reacciones enzimaticas [Villa et al., 2000, Warshel et al., 2006], de
procesos de traduccion celular [Bock et al., 2013] y de transporte a través de la
membrana celular [Térnroth-Horsefield et al., 2006], entre otros. Por ltimo, de-
bemos destacar la contribucion de las simulaciones MD al disefio de farmacos,
ya que en numerosas ocasiones ellas permitieron identificar bolsillos proteicos
que no habian sido detectados mediante estudios estructurales experimenta-
les (como por ejemplo de rayos-X). Un ejemplo de este tipo puede hallarse
en el primer antirretroviral aprobado en Estados Unidos para inhibidores de

la integrasa del VIH, cuyo descubrimiento se debe a investigaciones de esta

S

naturaleza [Schames et al., 2004].

&

el Premio Nobel a MD de
1raMD en MD de 200 ns del MD del mecanismo Karplus, Levitt y microsegundos
proteinas. BPTI. plegamiento de de la acuoporina y Warshel porsus  dela proteina
55 aminoacidos. un dominio de transportadores contribuciones  spike del SARS-
10 ps. protéico de iones en MD CoVv2
1977 —{ 90° ) 200612008 2020
MD QM/MM de MD de MD de MD de nano/micro
procesos nanosegundos milisegundos segundos de la capside
enzimaticos del ribosoma. de BPTI del VIH ~6x107 atomos

~2x107 atomos

Figura 6: Linea temporal que describe eventos destacados en simulaciones
de MD en sistemas bioldgicos. Las referencias bibliograficas corresponden
a [McCammon et al., 1977] (1997), [Villa et al., 2000, Warshel et al., 2006]
(90°), [Duan et al., 1998] (1998), [Sanbonmatsu et al., 2005] (2005), [Tornroth-
Horsefield et al., 2006, Shi et al., 2008] (2006/2008), [Shaw et al., 2010] (2010),
[Zhao et al., 2013] (2015) y [Rath and Kumar, 2020] (2020).

Para concluir esta seccién debemos mencionar que el premio Nobel de
Quimica del ano 2013 fue otorgado conjuntamente a Martin Karplus, Michael
Levitt and Arieh Warshel “por el desarrollo de modelos multi-escala para sis-
temas quimicos complejos”. Con esas palabras, el comité Nobel hacia refe-

rencia a las contribuciones de estos investigadores a la obtencion de métodos
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QM/MM para permitir el estudio de reacciones en enzimas mediante simula-

ciones de dinamica molecular.

5. Perspectivas

A pesar de los notables avances que tuvieron las simulaciones MD de
biomoléculas desde el aho 1977 a la fecha, quedan aun muchos aspectos
por mejorar/obstaculos por vencer. Por este motivo, en la actualidad, diversas
lineas de trabajo son el foco intensas investigaciones. Algunas de ellas ya han
sido mencionadas en este texto.

Tenemos, por un lado, el mejoramiento del célculo de las interacciones
no ligadas. Como dijimos, una via para alcanzar estas mejoras es desarrollar
campos de fuerza polarizables [Jing et al., 2019]. En este caso, el desafio ac-
tual se basa en lograr que la propagacién de las ecuaciones de movimiento,
usando estos campos, sea mas eficiente [Huang et al., 2018]. Otra alternativa
sobre la que se esta trabajando es el desarrollo de PESs calculadas mediante
algoritmos de machine learning. Estos algoritmos permiten evaluar el potencial
mucho mas rapidamente que cuando se utilizan campos de fuerza como el de
la ecuacién 1. Con este incentivo, lo que se hace es generar una red neuronal
y se la entrena para que pueda reproducir las energias de interaccion de di-
versos complejos moleculares [Behler and Parrinello, 2007]. Las energias de
estos complejos son previamente evaluadas mediante cémputos cuanticos de
gran exactitud. Alternativamente, se ha propuesto entrenar redes neuronales
para que reproduzcan, mediante simulaciones MD, diversas propiedades de
los sistemas determinadas experimentalmente [Fréhlking et al., 2020]. A dife-
rencia de las redes que buscan reproducir energias, esta aproximacion enfren-
ta el desafio de generar simulaciones MD muy extensas, a fin de asegurar que
no haya problemas de muestreo. En otras palabras, es necesario garantizar
que las discrepancias entre la propiedad calculada y la determinada experi-
mentalmente sélo se origine en limitaciones de la PES y no, en un muestreo
insuficiente.

Otro punto sobre el que se esta trabajando intensamente es en el de-

sarrollo de algoritmos de muestreo mejorado. Ocurre que los métodos men-
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cionados en la seccion 4, especialmente Metadynamics y Umbrella Sampling,
tienen la limitacion que requerir un conocimiento previo del proceso estudiado
a fin d e funcionar e ficientemente. Tipicamente, Io qu e se re quiere es cono-
cer cuales son los movimientos de relevancia biologica que estan impedidos
por altas barreras de potencial. En cambio, las investigaciones actuales apun-
tan a desarrollar algoritmos que puedan ser usados como una “caja negra”.
O sea, métodos que permitan estudiar procesos de baja probabilidad de ocu-
rrencia sin que tengamos que decirle al programa cuales son los modos de
movimiento que activamente participan ese proceso. Entre los métodos mas
prometedores podemos mencionar: transition-path sampling [Dellago et al.,
2006], forward flux sampling [Hussain and Haji-Akbari, 2020] y milestoning [EI-
ber, 2020].

Por Gltimo, un area de intensa investigacion en la actualidad es el analisis
de los datos generados por MD. Ocurre que los largos tiempos de simulacién
accesibles, sumados al gran tamano de los sistemas examinados, conducen a
gue una simulacién tipica genere enormes archivos de datos (del orden de 0.1
a 100 Gigabites). Generalmente, estos archivos reportan las posiciones y/o ve-
locidades de los atomos para cada momento en el cual se tomé una muestra.
El desafio de los algoritmos de analisis consiste en poder encontrar patrones
y regularidades en esa inmensa cantidad de datos, a fin de relacionar tales
patrones con su funcionalidad biolégica. Entre los problemas que se inten-
ta resolver tenemos el de la clusterizacion, que busca agrupar las diferentes
conformaciones moleculares de acuerdo a su cercania estructural o cinética
[Sittel and Stock, 2016]; el de la identificacién d e | os m odos d e movimiento
relevantes y la reduccion de la dimensionalidad [Sittel and Stock, 2018] y el
de la determinacién de la conectividad entre los distintos conjuntos estructu-
rales [Jain and Stock, 2012]. Cabe destacar que casi todos estos algoritmos
hacen uso del Andlisis de Componentes Principales como un primer paso para
la identificacion de los grados de libertad relevantes [Palma and Pierdominici-
Sottile, 2023]. Recientemente también se han propuesto métodos de machine
learning para alcanzar este fin [Chen and Ferguson, 2018, Noéet al., 2019].

En conclusion, podemos decir que las simulaciones MD han demostrado,

hasta el momento, ser una herramienta valiosa para dilucidar los mecanismos
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detallados del funcionamiento de las biomoléculas. Sin embargo, también han
mostrado tener deficiencias y sabemos que enfrentan ciertas limitaciones. No
obstante, la gran cantidad de investigaciones que actualmente buscan superar
estas limitaciones, sumadas a los constantes desarrollos del hardware augu-

ran que, para las simulaciones MD, lo mejor esta aun por venir.
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