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Resumen de la tesis que presenta Gabriel Martinez Gutiérrez como requisito parcial para la obtencién
del grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias.

Investigacion sobre la inhibicion del virus del Zika mediante métodos computacionales de
dinamica molecular e hibridos (QM/MM)

Resumen aprobado por:

Dr. Andreas Goetz Dr. Jonathan Guerrero Sdnchez

Codirector de tesis Codirector de tesis

La infeccidén por el virus del Zika carece de tratamiento especifico; por ello, la helicasa NS3 del virus
del Zika, esencial para la replicacién viral, constituye un blanco atractivo. Se evaluaron 20 compuestos
inhibitorios: 10 competitivos (CID) y 10 alostéricos (AID). Se realizé un acoplamiento molecular dirigido
semiflexible con 'AutoDock4’, empleando cinco cajas de biisqueda para mapear sitios propuestos por
servicios web y la literatura. Para estudiar los estados conformacionales, se llevaron a cabo dindmicas
moleculares gaussianas aceleradas (GaMD) con cinco réplicas por compuesto para promediar el compor-
tamiento, asi como simulaciones hibridas QM /MM semiempiricas para el andlisis del proceso de hidrdlisis
del ATP. Este proceso se identificé mediante 'Steered Molecular Dynamics’ (SMD), obteniendo la tra-
yectoria mas simple, y la barrera energética correspondiente se estimé con el 'Adaptive String Method’
(ASM). Cuatro compuestos competitivos (CID-2, CID-5, CID-7 y CID-9) estabilizaron el motivo 'P-loop’
y mostraron un comportamiento consistente con la ocupacién del sitio activo, mientras que los compues-
tos AID no se logré determinar un cambio estructural asociado a una inhibicién alostérica. La barrera
energética estimada para la hidrdlisis del ATP fue de 2.60Kcal/mol. En conjunto, los resultados sefialan
a un subconjunto de CID como candidatos competitivos y aportan una base para comprender la hidrélisis
de ATP en la helicasa NS3 del virus del Zika en presencia de Mn?*.

Palabras clave: Virus del zika, helicasa NS3, inhibicién, dinamica molecular, QM /MM.



Abstract of the thesis presented by Gabriel Martinez Gutiérrez as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Nanoscience.

Investigation of Zika virus inhibition using molecular dynamics and hybrid (QM/MM)
computational methods

Abstract approved by:

Dr. Andreas Goetz Dr. Jonathan Guerrero Sdnchez

Thesis Co-Director Thesis Co-Director

There is no specific treatment for Zika virus infection; for this reason, the NS3 helicase of the Zika
virus, which is essential for viral replication, is an attractive target. Twenty inhibitory compounds were
evaluated: 10 competitive (CID) and 10 allosteric (AID). Semi-flexible molecular docking was performed
with AutoDock4, using five search boxes to map sites proposed by web services and the literature.
To study the conformational states, accelerated Gaussian molecular dynamics (GaMD) were performed
with five replicates per compound to average the behavior, as well as semi-empirical QM /MM hybrid
simulations for the analysis of the ATP hydrolysis process. This process was identified using 'Steered
Molecular Dynamics’ (SMD), obtaining the simplest trajectory, and the corresponding energy barrier was
estimated with the ‘Adaptive String Method' (ASM). Four competitive compounds (CID-2, CID-5, CID-7,
and CID-9) stabilized the P-loop motif and showed behavior consistent with active site occupancy, while
no structural change associated with allosteric inhibition could be determined for the AID compounds.
The estimated energy barrier for ATP hydrolysis was 2.60 kcal/mol. Taken together, the results point
to a subset of CIDs as competitive candidates and provide a basis for understanding ATP hydrolysis in
Zika virus NS3 helicase in the presence of Mn?+.

Keywords: Zika virus, NS3 helicase, inhibition, molecular dynamics, QM/MM.
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Capitulo 1. Introduccion

El virus del Zika (ZIKV) es un arbovirus perteneciente al género Flavivirus (familia Flaviviridae), transmi-
tido principalmente por mosquitos del género Aedes (especialmente A. aegypti) (Organizacién Mundial
de la Salud, 2022). También se han confirmado vias de transmisién alternativas, como la transmisién
vertical (de madre a feto durante el embarazo), la sexual y la transfusién sanguinea (Musso et al., 2015).
La mayoria de las personas infectadas por el ZIKV son asintomaticas, se estima que solo una de cada
cuatro individuos desarrolla sintomas. Cuando estos aparecen, suelen ser leves y tipicamente incluyen
fiebre, erupciones cutaneas, conjuntivitis, cefalea y dolor articular. Los sintomas generalmente comienzan
entre 3y 12 dias después de la infeccidn, y persisten entre 4 y 7 dias (City of Englewood, 2025). Debido
a que estos sintomas son comunes a otras enfermedades transmitidas por mosquitos, como el dengue o

el chikunguna, el diagndstico clinico debe confirmarse mediante pruebas de laboratorio.

Aunque el ZIKV fue aislado por primera vez en 1947 en el bosque de Zika, en Uganda, su presencia
se mantuvo limitada a brotes esporadicos en Africa y Asia hasta principios del siglo XXI. A partir de
2007, comenzé a propagarse por la region del Pacifico y, en 2014, llegé a las Américas. Durante el
periodo 2015-2016 se registré la mayor epidemia, con especial impacto en Brasil, donde en septiembre
de 2015 se asocid por primera vez la infeccién con un aumento dramdatico en los casos de microcefalia
en recién nacidos (Organizacién Panamericana de la Salud, 2022). Esta relacién causal entre la infeccién
congénita por Zika y las malformaciones fetales fue confirmada en 2016 (Freitas et al., 2020). Como
consecuencia, el 1 de febrero de 2016, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) declaré al ZIKV como
una emergencia sanitaria internacional debido al riesgo de microcefalia y otros trastornos neurolégicos
asociados (Organizacién Mundial de la Salud, 2016), estatus que se mantuvo hasta noviembre de ese

mismo afno.

El ZIKV representa un riesgo elevado para ciertos grupos vulnerables. La infeccién durante el embarazo
puede causar microcefalia y otras malformaciones congénitas graves en el feto (Rasmussen et al., 2016),
cuadro clinico que se conoce como sindrome congénito por Zika. Ademds, en ninos y adultos, la infeccién
se ha asociado con un mayor riesgo de complicaciones neuroldgicas, particularmente el sindrome de
Guillain-Barré, una forma de pardlisis progresiva (Parra et al., 2016). Actualmente, no existen vacunas
ni tratamientos antivirales especificos aprobados contra el ZIKV, el manejo clinico es lnicamente de
soporte, e incluye descanso, hidratacidn, y el uso de antipiréticos y analgésicos para aliviar los sintomas

(Abbink et al., 2016; Shan et al., 2017).

Epidemiolégicamente, la expansiéon del ZIKV ha sido notable. Tras el pico epidémico registrado en 2016,



los casos disminuyeron drasticamente, para el periodo 2017-2018, las cifras globales eran considerable-
mente menores. No obstante, la transmisién persiste a niveles bajos en varias regiones endémicas. Para
finales de 2016, la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) reporté que en América Latina y el
Caribe se habian notificado mas de 532,000 casos sospechosos de Zika (de los cuales 175,000 fueron
confirmados), asi como 2,439 casos congénitos asociados (Figura . A nivel mundial, la Organizacién
Mundial de la Salud indicé que, hasta el ano 2024, se habian reportado casos autéctonos transmitidos
por mosquitos en 92 paises y territorios. Estos datos evidencian que el ZIKV continla circulando en
regiones tropicales, poniendo en riesgo a millones de personas en dreas donde habitan los mosquitos
vectores de Zika, dengue y chikungufia (Organizacién Panamericana de la Salud, 2022; Organizacién

Mundial de la Salud, 2022, 2024).

Paises y territorios con transmisién actual o previa del virus del Zika
(a fecha de 27/05/2024)

[ Foises territorios on wransmision
actual o previa del virus del Zika

No aplicable

Fuente de datos: World Health Organization 7 by

aboracion de mapas: WHO Health G} World Health
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Figura 1. Distribucién geogréfica de la transmisién del ZIKV en el mundo (datos al 29 de mayo de 2024). Los paises en tono
oscuro han registrado casos activos o histéricos de infeccién por este virus; los tonos claros indican regiones con vectores
competentes pero sin casos reportados; y los espacios en blanco corresponden a dreas sin vectores ni casos documentados.
Imagen traducida de: Organizacién Mundial de la Salud, 2024.

En México, la identificacién del ZIKV ocurrié de forma relativamente tardia en comparacién con otros
paises de la regién. El primer caso importado se detecté en noviembre de 2015, y ese mismo mes se
confirmé el primer caso autdctono en el estado de Quintana Roo (Secretaria de Salud, 2016). A partir de
2017, los casos comenzaron a disminuir notablemente, siguiendo la tendencia observada a nivel regional.
De acuerdo con los datos reportados por el Gobierno de México en la semana epidemioldgica 28 del afio
2025, se puede observar en la Figura 2] el niimero acumulado de casos confirmados entre 2015 y 2025,

siendo el estado de Veracruz el que presenta la mayor cantidad de reportes en el periodo, con 2,106 casos.



En total, se registraron 13,066 casos confirmados en el pais durante este periodo (Lezana Ferndndez

et al., 2025).

Figura 2. Casos confirmados de enfermedad por ZIKV en México en un periodo de 2015 hasta el 17 de Julio de 2025, se
representa por estado con un gradiente de color, que va de 1 caso (celeste claro) a 2,106 casos (azul rey), datos obtenidos
de: (Lezana Ferndndez et al., 2025).

El ZIKV, al igual que otros flavivirus, posee un genoma de ARN monocatenario de sentido positivo que
codifica una poliproteina tnica. Esta poliproteina se procesa de manera proteolitica para generar las
proteinas estructurales (C, prM y E) y las no estructurales: NS1 (Brown et al., 2016), NS2A, NS2B (Lei
et al., 2016), NS3 (Tian et al., 2016), NS4A, NS4B y NS5 (Godoy et al., 2017) (Figura [3]). Entre estas
ltimas, NS3 es una proteina bifuncional de gran interés. El dominio N-terminal de NS3 acttia como una
proteasa de serina (junto con el cofactor NS2B) encargada del procesamiento de la poliproteina viral.
Por su parte, el dominio C-terminal presenta actividad helicasa/NTPasa (Van Den Elsen et al., 2023).
La helicasa NS3 cataliza la apertura de la doble hélice del ARN viral, un paso esencial en la replicacién
del genoma (Xu et al., 2019). Para ello, esta enzima transfiere la energia resultante de la hidrdlisis de
ATP (u otro nucledsido trifosfato) al proceso de desenrollamiento del ARN, lo cual requiere la presencia
de un catién divalente (generalmente M g>+ o Mn?*) en su sitio activo (Wang et al., 2022a; Cao et al.,
2016). La unién del ATP y del ion metélico ocurre en una hendidura estructural conservada entre los
dominios | y Il de la helicasa, donde un motivo en horquilla (P-loop) acomoda la molécula de ATP. La
hidrdlisis del ATP desplaza el P-loop y produce cambios conformacionales en la helicasa que le permiten

avanzar y desempaquetar el ARN viral (Ramharack et al., 2017).



Figura 3. Proteinas no estructurales (NS) del ZIKV, a) NS-1 (PDB ID 5K6K de Brown et al., 2016), b) NS2B-NS3 proteasa
(PDB ID 5LCO de Lei et al., 2016), c) NS3 helicasa (PDB ID 5GJC de Tian et al., 2016), d) NS5 (PDB ID 5U04 de Godoy
et al., 2017).

La inexistencia de opciones terapéuticas especificas y la gravedad de las secuelas perinatales subrayan la
importancia de desarrollar nuevos fairmacos antivirales (Wang et al., 2022b). Considerando que la helicasa
NS3 constituye una maquinaria motora crucial para el ciclo de vida del virus ya que, sin su actividad,
el virus no podria replicar eficientemente su genoma, esta proteina representa un blanco terapéutico
atractivo. Ademds, la helicasa NS3 participa activamente en el complejo de replicacidn viral, en conjunto
con la ARN polimerasa NS5 y otras proteinas no estructurales. Por estas razones, bloquear su sitio activo
donde ocurre la hidrdlisis de nucledsidos trifosfato (NTPasa), impediria el desenrollamiento del ARN viral

y, en consecuencia, detendria su replicacion.

Se han identificado nuevos sitios con potencial farmacoldgico en NS3 helicasa mediante técnicas como
difraccién de rayos X con fragmentos pequefios donde, Munawar et al. (2018) encontraron dos sitios de
unién novedosos (A y B) estructuralmente conservados en helicasas de flavivirus; uno relacionado con
la interaccién proteina-proteina (NS3-NS5) y otro de tipo alostérico. Concluyendo que la NS3 helicasa

es una diana valida para el disefio de nuevos antivirales.

1.1. Antecedentes

El ZIKV carece de una vacuna aprobada y de un antiviral especifico, por ello, la principal estrategia
de control se basa en evitar la proliferacién de los mosquitos vectores. Para desarrollar nuevas vias
de intervencién, se han evaluado diversos compuestos, abarcando desde la reutilizacién de farmacos
existentes hasta moléculas disenadas para inhibir etapas tempranas y tardias del ciclo de replicacién viral

(Da Silva et al., 2018).



El grave problema de salud pdblica que representa el ZIKV motivé a Estoppey et al. (2017) a investigar
la cavinafungina, un producto natural con actividad potente y selectiva tanto contra el Zika como contra
los cuatro serotipos del dengue. Mediante un protocolo innovador de CRISPR/Cas9 en células humanas,
identificaron a la peptidasa sefial del reticulo endopldsmico como el blanco molecular de la cavinafungina.
De forma paralela, un perfil genético en Saccharomyces cerevisiae y la selecciéon de mutantes resistentes
senalaron a la subunidad catalitica SEC11 de dicha peptidasa como un objetivo evolutivamente conser-
vado. Los andlisis bioquimicos posteriores demostraron que la cavinafungina bloquea de manera rapida
la escision de las secuencias senal de proteinas tanto virales como del huésped, confirmando asi el papel

esencial de la peptidasa sefial en el ciclo replicativo de los flavivirus.

Por otra parte, Xu et al. (2020) investigaron una serie de compuestos derivados de imidazolona fusionados
con tetrahidroquinolina, que demostraron actividad contra la infeccién por ZIKV, aunque carecen de
efecto virucida. Mediante anilisis de Western blot y ELISA de las proteinas NS5 y NS1 del virus,
se confirmd que estos compuestos reducen eficazmente la replicacién viral. En ese mismo estudio, se
determiné que la basicidad en la posicién N10 no es imprescindible para su actividad antiviral y que la
modificacidén de ciertos grupos farmacéforos, especialmente los sustituyentes en el anillo areno, podria
optimizar su eficacia. Estos hallazgos abren nuevas vias para el disefio de candidatos anti-ZIKV y ofrecen

perspectivas valiosas para investigaciones y estrategias terapéuticas futuras.

Andrade et al. (2023) llevaron a cabo un cribado de 2,320 compuestos procedentes de la biblioteca
quimica del "Muséum National d'Histoire Naturelle de Paris” para la inhibicion de la proteasa NS2B-
NS3, identificando 96 moléculas que mostraron una inhibicién superior al 90% a una concentracién
de 10 uM. A continuacidn, se investigaron cinco posibles mecanismos de inhibicién mediante ensayos
cinéticos y enfoques computacionales, como el acoplamiento molecular, para caracterizar cémo estos
compuestos interfieren con la actividad proteolitica de NS2B—NS3. Los resultados de Andrade et al.
(2023) proporcionan una base sélida para el disefio de nuevos inhibidores de NS2B-NS3 y ofrecen

direcciones valiosas para investigaciones futuras y estrategias terapéuticas contra el ZIKV.

Ademds de la proteasa NS2B—NS3, otras proteinas no estructurales del ZIKV constituyen blancos pro-
metedores para el desarrollo de antivirales. En este contexto, Byler et al. (2016) emplearon herramientas
computacionales para identificar posibles agentes anti-Zika derivados de fuentes naturales. Generaron
modelos estructurales de la proteasa, la metiltransferasa, la ARN polimerasa y la helicasa dependiente
de ARN del ZIKV; a continuacién, realizaron anilisis de acoplamiento molecular contra una biblioteca
virtual de fitoquimicos. De los 2,263 metabolitos secundarios evaluados, 43 compuestos con propiedades

farmacoldgicas favorables mostraron perfiles de unién destacados hacia una o mds de estas proteinas



diana.

La proteina helicasa NS3 del ZIKV (NS3H) constituye un blanco terapéutico de gran relevancia debido a
su papel esencial en la replicacién del genoma viral. Estudios de dindmica molecular (MD) han mostrado
que el bucle de unién al ARN de NS3H adopta una conformacién cerrada y estabilizada al interactuar
con ARN monocatenario (ssRNA), favoreciendo las funciones de desenrollado y sintesis de ARN (Mottin
et al., 2017). Estos cambios conformacionales repercuten directamente en la arquitectura del sitio de

unién al ligando, un aspecto critico para el disefio racional de inhibidores eficaces.

Ademads, NS3H posee dos sitios de unién principales: uno para el ARN y otro para el ATP, cuya actividad
es indispensable para la replicacién viral. Estudios de acoplamiento molecular indican que la mayoria de
los ligandos presentan energias de unién mas favorables en el sitio de ATP que en el del ARN, lo que
resalta la pertinencia de este sitio como objetivo farmacoldgico. La identificacién de compuestos activos,
algunos presentes en fitomedicamentos de uso relativamente comtn, sugiere la posibilidad de desarrollar
terapias antivirales naturales, accesibles y de bajo costo contra esta enfermedad tropical emergente (Byler
et al., 2016). Por tanto, comprender la dindmica estructural y las interacciones ligando-NS3H es crucial

para guiar el disefio de estrategias terapéuticas efectivas.

Considerando esto dltimo, destaca el exhaustivo estudio de Raubenolt et al. (2021), quienes evaluaron
mas de 12.6 millones de compuestos mediante acoplamiento molecular de alto rendimiento. De este
vasto universo quimico, seleccionaron cuidadosamente veinte candidatos con potencial terapéutico para
dirigirse a la NS3 helicasa del ZIKV. Diez de estos compuestos, capaces de generar una inhibicidn
competitiva en el sitio activo, denominados CID (Figura , fueron disefiados para competir directamente

con el ATP, bloqueando el sitio de hidrdlisis esencial para la funcién de la enzima.
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Figura 4. Estructuras 2D de los compuestos inhibitorios competitivos (CID) del 1 al 10. Fuente: Raubenolt et al. (2021).



Los otros diez, capaces de generar un cambio estructural o alostérico, denominados AID (Figura , se
seleccionaron estratégicamente para explorar la inhibicién alostérica, evaluando su capacidad de inducir
cambios conformacionales criticos que alteren o bloqueen la actividad de la helicasa. Este enfoque integral
combina estrategias de inhibicién competitiva y alostérica, consoliddndose como la base conceptual de

este trabajo.
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Figura 5. Estructuras 2D de los compuestos inhibitorios alostérica (AID) del 1 al 10. Fuente: Raubenolt et al. (2021).

Por otra parte, estudios como el de Yang et al. (2018) han propuesto mecanismos detallados para la
hidrélisis de ATP en la helicasa NS3, en los cuales una molécula de agua protona un residuo &cido
glutamico, iniciando asi el proceso: primero se rompe la molécula de agua y posteriormente el enlace
del fosfato 7 del ATP. En contraste, trabajos mas recientes, como el de Garcia-Martinez et al. (2023),
mediante cdlculos computacionales hibridos QM/MM, han determinado este mismo proceso con su
barrera energética, describiendo que inicialmente se rompe el enlace del fosfato v del ATP seguido
del rompimiento de la molécula de agua; en este mecanismo, el residuo acido glutdmico se protona y

posteriormente se desprotona, permitiendo que el ciclo del mecanismo de reaccién pueda repetirse.

Considerando lo anterior, se reafirma que la NS3 helicasa representa una diana farmacoldgica estratégica
para el diseno de antivirales contra el ZIKV. En este trabajo, se retomaran los veinte compuestos selec-
cionados por Raubenolt et al. (2021) para profundizar su estudio mediante simulaciones que repliquen
condiciones mas cercanas al entorno bioldgico real, incorporando explicitamente la presencia del ion di-
valente esencial para la hidrélisis de ATP. Con ello, se busca aportar evidencia computacional robusta
sobre la estabilidad, el modo de unién y el potencial inhibitorio de estos candidatos, sentando las bases
para el desarrollo de terapias dirigidas que bloqueen de forma efectiva la actividad de la helicasa y, por

ende, el ciclo replicativo viral.



1.2. Justificacion

La helicasa NS3 del ZIKV es un componente esencial de su maquinaria replicativa, responsable del
desenrollamiento del ARN viral mediante la hidrdlisis de ATP. La ausencia de antivirales especificos
frente a esta enzima y la alta tasa de mutacién de los flavivirus evidencian la necesidad de enfoques

innovadores que combinen inhibicién competitiva y alostérica para maximizar el potencial terapéutico.

Este estudio se justifica al incorporar explicitamente el ion divalente (Mn?* o Mg?*) que coordina
el sitio catalitico en las simulaciones de dinamica molecular, con el objetivo de reproducir con mayor
fidelidad las condiciones bioldgicas reales. Asimismo, se aplicaran metodologias QM/MM para analizar
detalladamente la variacidén energética y cuantificar las barreras de transicién durante la hidrélisis de
ATP, aportando una perspectiva mecanicocudntica que complementa los analisis clasicos de MM /PBSA
y RMSF. De esta manera, se generard evidencia computacional robusta sobre la estabilidad estructural,
los modos de interaccién y las energias de unién de los veinte inhibidores previamente identificados por
Raubenolt et al. (2021), sentando las bases para el disefio racional de nuevos compuestos antivirales

dirigidos a la NS3 helicasa.

1.3. Hipétesis

Los compuestos CIDs y AlDs inhibiran el sitio activo de la proteina NS3-Helicasa del virus Zika en la

regién de hidrélisis del ATP en presencia de un ion Mn?*,

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Determinar la capacidad de los compuestos CID para inhibir el proceso de hidrdlisis de la NS3-Helicasa del
virus Zika, y el potencial de los compuestos AID para generar un cambio estructural en la NS3-Helicasa

mediante simulaciones computacionales.



1.4.2.

Objetivos especificos

Modelar y optimizar compuestos CIDs y AlDs mediante simulaciones de primeros principios.

Obtener la estructura de la NS3-Helicasa del virus Zika con ATP como ligando y un ion Mn_o de

Protein Data Bank (PDB).
Realizar el acoplamiento molecular entre la NS3-Helicasa y los compuestos CIDs y AlDs.

Identificar los cambios alostéricos generados por los AlIDs en la NS3-Helicasa mediante simulaciones

de dindmica cldsica.
Analizar compuestos inhibidores competitivos (CID) mediante simulaciones de dindmica clésica.
Determinar la energia de unién de compuestos CIDs y AlDs.

Estudiar la hidrdlisis del ATP en el sitio activo de la NS3-Helicasa y su alteracién por la presencia

de AlDs.
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Capitulo 2. Marco teédrico

Las simulaciones computacionales predicen el comportamiento de macromoléculas, péptidos e incluso
atomos mediante la solucién numérica de ecuaciones fisicas. Dependiendo del nivel de detalle, se pueden
emplear Mecdnica Molecular (MM) las cuales utilizan leyes de la fisica cldsica con campos de fuerza
paramétricos (Leach, 2001) o la Mecdnica Cuantica (QM) en donde se da la resolucién de la ecuacién

de Schrddinger, con primeros principios (Martin, 2020).

En ambos enfoques, el nicleo matematico es el problema de N-cuerpos (Diacu, 1996): un sistema de
N particulas puntuales cuyas posiciones 7;(t) evolucionan segtin fuerzas mutuas. Cada particula aporta

tres coordenadas (x;, y;, z;), lo que da lugar a 3N variables.

En la siguiente seccién desarrollaremos las ecuaciones de movimiento de Newton que permiten integrar

este conjunto de ecuaciones y avanzar en el tiempo la evolucién del sistema.

2.1. Teoria clasica

Cada particula se caracteriza dindmicamente por su posicién r;(t), su velocidad 7;(t) y su aceleracién
7i(t), y estdticamente por su masa m;. En dindmica molecular, que se basa en la fisica cldsica y en
las ecuaciones de Newton para el problema de N-cuerpos (Rapaport, 1999), la ley fundamental de
movimiento se expresa como:

d27“z‘

Fi =m;a; = mln = miidﬁ (].)

donde F; es la fuerza neta sobre la particula i, r;(t) su posicién en funcién del tiempo y a;(t) la
segunda derivada de dicha posicién. Esta formulacién da lugar a un sistema acoplado de 3N ecuaciones

diferenciales de segundo orden para un conjunto de N particulas en tres dimensiones.

Una consideracidn esencial es que las fuerzas sean conservativas; esto garantiza la conservacién de la
energia mecanica total del sistema cuando éste se halla aislado (Brooks et al., 1983). La fuerza neta
sobre cada particula ¢ se obtiene como el negativo del gradiente del potencial de interaccién U con

respecto a su posicién:

2

d*r;
Fi{r;} = —-V;U{r;} de modo que m; dtg = —V,U(r;) (2)

La trayectoria continua de cada particula se aproxima mediante una sucesién de pasos de tiempo At. El
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integrador actualiza posiciones y velocidades a partir de la informacidn disponible en el instante presente;

el esquema de uso mas extendido en simulacién molecular es el Velocity Verlet.

Para introducirlo, partimos del integrador de Verlet original (Verlet, 1967), que se obtiene al aplicar
series de Taylor (truncadas al segundo orden) a la posicién r(t), la velocidad v(t) = r(t) y la aceleracién

a(t) =1(t):

r(t+ At) = 1(t) + At v(t) + SAta(t) + s Ab(t) + O(AtY)

r(t — At) = 1(t) — Atv(t) + SAt%a(t) — tAPb(t) + O(Ath)

donde b(t) = d3r/dt3. Al sumar las dos expresiones se elimina la velocidad y se obtiene:

r(t+ At) =2r(t) —r(t — At) + At a(t) (4)

Las velocidades no intervienen directamente en ; pueden estimarse restando las dos expansiones de

& (t+At) —r(t — At)
r(t+ At) —r(t — At
v(t) = = (5)

con error de orden O(At*). Aunque el integrador original de Verlet es reversible y (aproximadamente)
conserva la energia total del sistema, una formulacién muy utilizada es el esquema leapfrog, en el que
las velocidades se definen en semipasos temporales. Este desplazamiento de medio paso mantiene la

simplicidad del método y sus propiedades geométricas. El esquema "leapfrog” se escribe como:

v(t+4t) = v(t — 4Y) + Ata(t)

(6)
r(t+ At) = r(t) + At v(t + 5

donde la aceleracién a(t) se evalda a partir de las fuerzas calculadas en r(¢). Operativamente, el algoritmo

se implementa en dos fases:

Actualizacion de la velocidad a medio paso:

vt +4L) = v(t — &) + Ata(t) (7)

Actualizacién de posiciones y preparacion del siguiente paso:

r(t+ At) = r(t) + At v(t + §t) (8)
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tras lo cual se recalculan las fuerzas para obtener a(t+At) y se avanza la velocidad al siguiente semipaso:

v(t+388) = v(t + §t) + Ata(t + At) (9)

Para magnitudes definidas en tiempos enteros, puede usarse directamente la velocidad a semipaso o una

interpolacién al tiempo entero. Con la primera opcién siendo E}, la energia cinética:
N
Et+ 4 —%Z vt + 31 (10)
Alternativamente, una velocidad en tiempo entero se aproxima como:
A A
v(t) = g[v(t+ 5 +v(t - §)] (11)

y se emplea en Ey(t).

El esquema leapfrog requiere almacenar r(t) y v(t + %), es estable numéricamente, simétrico en el
tiempo y sencillo de programar, razones por las que es ampliamente utilizado en simulacién molecular

(Allen & Tildesley, 2017).

Los campos de fuerza (o "force fields”) definen la forma funcional y los pardmetros numéricos del
potencial de interaccién U a partir del cual se obtienen las fuerzas F; = —V;U. A continuacién se detalla
su construccién y justificacién matemdtica, siguiendo referencias clasicas como AMBER 94 (Cornell et al.,
1995), OPLS-AA (Jorgensen et al., 1996), CHARMM 22/27 (MacKerell et al., 1998) y la revisién de
Ponder & Case (2003).

El potencial de interaccién U se expresa como en la Ec. (12]), donde U es la suma de la energia potencial

procedente de los términos enlazantes y no enlazantes:

U = Ubonded + Unonbonded ‘ (12)

Los términos enlazantes describen la energia potencial de enlaces, dngulos, torsiones e impropios (Kam-
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beraj, 2020):

k; k;
Ubonded = Z 4 (l’L - lz’,O)2 + Z A (Hz - 01’,0)2

2 ) 2
enlaces angulos

Va . ki 2
+ Y Pcostnw =)+ D (i) (13)
torsiones impropios

Estos términos modelan deformaciones internas mediante resortes arménicos con fuerza constante k; y
funciones periddicas. El primer término representa la interaccidn entre pares de dtomos enlazados: un
potencial arménico que aumenta la energia cuando la longitud del enlace I; se aparta de su valor de
equilibrio [; . El segundo término suma todos los dngulos A-B—C (A y C unidos a B), caracterizados por
las constantes de fuerza k; g y los valores de referencia 6; . El tercero es el potencial torsional, donde
w es el angulo de torsién; la altura de barrera V,,, la multiplicidad n y la fase v determinan su forma
periddica. El cuarto término representa los impropios, (tiles para imponer geometrias planas o quiralidad,

mediante la constante k;, y el valor de equilibrio 7, .

Los términos no enlazantes (Kamberaj, 2020) se escriben:

N N N N o
Unonbonded = Z Z 45ij [(:ZJJ )12 - (%)6] + Z Z B (14)

Ameq i
i=1 j=i+1 i—1 j—it1 0T

Las interacciones no enlazadas se calculan para todos los pares de dtomos ¢, j que estan en moléculas
diferentes o separados por al menos tres enlaces dentro de la misma molécula. El potencial de Len-
nard—Jones (parametros €;; y 0;) modela la repulsién de Pauli y la dispersién de London; el término

couldmbico describe la interaccién electrostatica entre cargas parciales g; y g;.

Integrando los términos enlazantes y no enlazantes obtenemos la energia potencial total U{r;}, tal como
se muestra en la Ec. @] Para describir por completo la dindmica del sistema necesitamos, ademds, la

contribucién cinética, definida en la Ec. La suma de ambos términos da lugar al Hamiltoniano:
H=FE+U = %+U(Tj) (15)

donde p; = m;v; es el momento lineal del dtomo i (Tuckerman, 2023).

El teorema de equiparticion indica que, en equilibrio térmico clasico, cada grado de libertad (g.d.l.)
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contribuye en promedio %k‘BT a la energia cinética (Pathria & Beale, 2011). Para una particula aislada:
Ey = tm(vl+v] +v2) = 3kpThs (16)

donde Ti,s es la temperatura instantdnea, sujeta a fluctuaciones alrededor del valor objetivo. En un
sistema con N particulas, el nimero efectivo de grados de libertad es Nyq = 3N — Njjp,, donde Ny, re-
coge las restricciones internas (enlaces fijados, etc.). En las simulaciones descritas se empled el algoritmo
SHAKE para inmovilizar las vibraciones X—H mas rdpidas; dicho procedimiento no impuso restricciones
adicionales relevantes, de modo que tomamos Vi, ~ 0y, por consiguiente, Ngq ~ 3N.

7

N
By = Z%mlvz = %kBNgd,Tinst = %NkBﬂnst (17)
=1

lo que permite calcular la temperatura instantdnea como:

2B,
3Nkg

T‘inst — (18)

La relacidon Ej, < Tinst €s, por tanto, la variable de control que aprovechan los termostatos: al comparar
Tinst con la temperatura deseada Tp, el algoritmo escala o ajusta las velocidades para que el promedio

temporal (Tinst) reproduzca la distribucién candnica (Kamberaj, 2020).

Termostato

Los termostatos son algoritmos que mantienen la temperatura promedio de una simulacién en torno a un
valor objetivo Tj. Existen varias estrategias Berendsen, Andersen, Nosé—Hoover, "velocity rescaling”, en-
tre otras, pero nos centraremos en el termostato de Langevin, que combina sencillez de implementacién

con un control robusto de la temperatura (Schneider & Stoll, 1978; Kamberaj, 2020).

Partimos de la ecuacién de movimiento (Ec. |1)) y afiadimos un término disipativo junto con una fuerza

estocdstica que satisfacen la relacién de fluctuacién—disipacion:
mzrl = —VZ'U - mmi‘i + Rl(t) (19)

donde ~ es la frecuencia de colision (ps~') y R;(t) es una fuerza aleatoria de media nula cuya autoco-
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rrelacion se define como:

<Rl(t) 'Rj (t/)> =6 mi’kaT() 51‘]‘ 5(t - t/) (20)

El factor ;5 indica que los impulsos sobre particulas diferentes son independientes, mientras que (¢ —t')
garantiza que el ruido es blanco (Dirac, 1927)) (sin memoria temporal). La amplitud 6 m;vkpT), asegura
que la disipacién debida al término de friccion —m;~1; quede exactamente compensada, de modo que
el sistema converge al equilibrio candnico a la temperatura Ty. El pardmetro ~ es, por tanto, el tnico

grado de libertad del termostato de Langevin.

Presion

Para mantener la presién promedio en un valor objetivo Py se introduce un barostato. De entre los
muchos algoritmos disponibles (Parrinello-Rahman, Martyna—Tobias—Klein, Monte Carlo de volumen,
etc.), se enfocara en el barostato de Berendsen con escalado de posiciones isotrépico (Berendsen

et al., 1984).

El barostato de Berendsen modela la variaciéon de volumen como un proceso de relajacion exponencial
hacia la presién deseada Fy:
dVv 1

. (P—R)V (21)

donde P es la presidn instantdnea y 7p es el tiempo de acoplamiento. Si P > P, el volumen au-
menta (la presién disminuye), si P < Py el volumen disminuye. La solucién de (21)) es V(t) =

Voexp[—(t/Tp)(P — Py)/Fo], lo que muestra la relajacién exponencial en un tiempo 7p.

En integracion discreta se introduce el factor:

At 1/3
p= |1+—(F~-Fh) (22)
TP

derivado de integrar (21)) en un paso At y de que V oc L? (siendo L una longitud caracteristica de la
caja). Multiplicar todas las coordenadas por p escala el sistema de forma isotrépica, manteniendo las

posiciones relativas y ajustando el volumen para acercar la presion a Fp.

La presion se calcula mediante la traza del tensor de virial, que combina la contribucién cinética (debida
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al movimiento térmico) y la contribucién potencial (debida a las fuerzas internas):

2Fy 1
P=———) r1;-Fy 23
3V 3V Z v (23)
1<)
donde Fy = %ZZ miv? es la energia cinética total y el segundo término representa la virial mecanica,
el producto escalar r;;-F;; mide cudnto empujan (o tiran) los dtomos j sobre los i en la direccién que

los separa, la suma sobre todas las parejas y la divisién por 3V proporcionan la presidn isotrdpica del

sistema.

Con el termostato de Langevin se fija la temperatura Ty, mediante el barostato de Berendsen, se
mantiene la presiéon promedio en un valor objetivo Fy. Bajo estas condiciones la trayectoria de dindmi-
ca molecular muestrea el ensamble isobarico—isotérmico (N, P,T'), cuya magnitud termodindmica

fundamental es la energia libre de Gibbs G.

En NPT la normalizacién de la distribuciéon de Boltzmann incluye una integracién sobre todos los

vollimenes posibles, ponderada por el trabajo PV

(24)

kT

1 &0 .
A(N, P, T) = W /0 dv e—ﬁPV /dng d3NT' e*ﬁH(p,r,V% B

en donde el factor 1/N! corrige el doble conteo de microestados debido a la indistinguibilidad de las

, h3N

particulas (correccién de Gibbs) convierte la antigua suma cudntica sobre niveles discretos en una

integral cldsica adimensional, la primera integracion, fOOOdV e PPV

, recorre todos los volimenes posibles
y pondera cada uno segln el trabajo de compresidén o expansidn contra la presién externa P, la doble
integral subsiguiente sobre momentos y posiciones, fd?’Np d3Nr e BH  contabiliza el peso de Boltzmann
de cada microestado para un volumen fijo e incluye tanto la parte cinética como el potencial U dentro
del Hamiltoniano H(p,r; V) = >, p?/(2m;) + U(r;; V), finalmente, 8 = 1/(kgT) es el inverso de la

energia térmica, con kg la constante de Boltzmann.

El potencial conjugado al par de variables (P,T') es la energia libre de Gibbs:
G(N,P,T) = —kgTIn A(N,P,T) (25)

Esta funcién alcanza su minimo en equilibrio a temperatura y presién constantes (Kamberaj, 2020;

Pathria & Beale, 2011).
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Periodicidad

En dindmica molecular se trabaja dentro de una caja delimitada por el intervalo [0, L] en las tres
coordenadas cartesianas. Esa caja se replica periédicamente formando una red infinita; asi, cada particula
tiene imagenes idénticas en todas las celdas vecinas. Cuando, durante la simulacién, una molécula
abandona la caja central, la imagen correspondiente entra por la cara opuesta, de modo que el nimero
de particulas y la densidad permanecen constantes. La caja no es mas que un sistema de referencia
conveniente para registrar las coordenadas de las IV particulas y, al mismo tiempo, eliminar efectos de
borde: al calcular distancias se toma siempre la minima imagen entre dos particulas, garantizando que

cada par interactile una sola vez.

Solvatacién

Para representar correctamente un sistema bioldgico, la caja periddica se rellena con moléculas de solvente
que imitan el entorno experimental, evitando vacios que darian lugar a efectos electrostaticos. Se utiliza
agua explicita donde se emplean modelos parametrizados que reproducen propiedades como la densidad,
el calor de vaporizacién y la constante dieléctrica. Entre los mas utilizados se encuentran TIP3P, SPC/E
(ambos de tres sitios) y TIP4P/Ew, que afiade un “sitio fantasma” para mejorar la distribucién de
cargas, con el fin de rodear el soluto con un colchén de agua suficientemente grueso para que, al aplicar las
condiciones periddicas, las interacciones entre una molécula y sus propias imagenes queden amortiguadas

por el solvente.

2.2. Teoria Cuantica

En la primera parte de este capitulo se describe un sistema con las leyes de la mecanica clasica, basta
integrar las ecuaciones de Newton junto con un potencial empirtico para seguir la trayectoria de miles
de dtomos. Dicho enfoque es idéneo para procesos dominados por el movimiento nuclear, pero oculta
la fisica de los electrones. Para acceder a propiedades puramente electrénicas como lo son energias de
enlace, barreras de reaccidn, espectros, distribuciones de carga o polarizabilidades necesitamos trabajar

desde los primeros principios, es decir, partir de la ecuacién de Schrodinger y del Hamiltoniano cudantico
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que incluye toda la interacciéon Coulomb entre electrones y ntcleos.

La ecuacién de Schrodinger independiente del tiempo se escribe:
Hy=FEqvy (26)
Para un sistema con M nilcleos y N electrones la ecuacién explicita se convierte en:
Hap;(x1,...,xn; Ri, ... ,Ry) = Eiby(x1,...,xn; Ra,...,Ras) (27)

donde x; = (r;,0;) combina la coordenada espacial y el espin del electrén .

La ecuacidn [28| describe el Hamiltoniano (H) cudntico (unidades atémicas, sin campos externos) es:

1Y 1 Y Moz, L1 X ozuz
D S S 5 AN S ) 1L )
23 2 4o Ma i1 a=1 A 5T Ao Rap

A

cuyos términos corresponden, respectivamente, a la energia cinética de los electrones (7¢), la energia
cinética nuclear (T%), la atraccién niicleo—electrén (Viy.), la repulsion electrén—electrén (Vi) y la re-

pulsién nicleo—nicleo (V).

El grado de complejidad cudntico supera con creces al problema cldsico de N-cuerpos, la funcién de onda
depende de 3N coordenadas electrénicas espaciales, N variables electrénicas de espin y 3M coordenadas
electrénicas nucleares. Resolver la ecuacién de Schrodinger exactamente es factible Ginicamente para el
atomo de hidrégeno, para cualquier sistema mayor se requieren aproximaciones sistematicas, la mas

importante es la aproximacion de Born—Oppenheimer (Szabo & Ostlund, 1996).

La clave es comparar las masas (y, por tanto, las velocidades) de niicleos y electrones, los niicleos son
miles de veces mas pesados, de modo que su movimiento es, en primera aproximacidn, cuasiestatico
frente al movimiento electrénico. Si se congelan las posiciones nucleares, la energfa cinética nuclear Ty
se anula y la repulsién ndcleo—ndcleo Vyn se vuelve un constante aditiva. EI Hamiltoniano completo

(Ec. [28)) se reduce entonces al Hamiltoniano electrdnico:

A~ A~ ~ A

Helec = Te + VNe + Vee (29)
~~ ~~ ~~~

cinética electrénica atraccién nicleo—electrén repulsién electréon—electrén
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y la ecuacién de Schrodinger pasa a:

[Te + VN@ + Vee] Yelec = FEelec Yelec (30)

donde 1. depende explicitamente de las coordenadas electrénicas y sélo paramétricamente de las
posiciones nucleares. Para un conjunto dado de niicleos fijos, la energia total se obtiene afiadiendo la

repulsién entre niicleos:

M M
Enie = . > ZaZp (31)

AT B fam
de modo que:

Etot = Eelec + Enuc (32)

Resuelto el problema electrénico para un conjunto fijo de coordenadas nucleares {R 4}, la energia total
Ewit({RA}) = Feaec({R4a}) + Enuc({Ra}) define la superficie de energia potencial sobre la que se

mueven los nicleos. Su dindmica se rige por el Hamiltoniano nuclear:

M
1 1
Hppe = _2,4521 s V,24 + Etot({RA}) (33)

cuyo operador cinético actia sélo sobre los niicleos y cuyo término potencial es la superficie obtenida en

la ecuacion 33

La funcién de onda nuclear 9,,.({R4}) satisface:

ﬁnucwnuc = Ewnuc (34)

Dentro de la aproximacién Born—Oppenheimer la funcién de onda completa se separa como el producto

de la parte electrénica y la nuclear:

\II({ri}; {RA}) = ¢e|ec({ri}; {RA}) ¢nuc({RA}) (35)

Con esta descomposicién se tratan, de manera jerdrquica, primero los electrones (rapidos) y después los

ntcleos (lentos), reduciendo drasticamente la complejidad del problema cuéntico total.

Para incorporar el espin, cada electrén se describe mediante la coordenada generalizada x = {r, s},
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donde r es la posicidn y s el espin. La densidad de probabilidad conjunta es:
|W(x1,...,xn)|[2dxy - dxy (36)

que debe permanecer invariante al intercambiar dos electrones, ya que son particulas indistinguibles. Para
fermiones, la forma mas sencilla de garantizar esa invarianza es exigir que la funcién de onda cambie de

signo tras un intercambio:
\I’(...,Xi,Xj,...) = —\IJ(...,X]',XZ',...) (37)

Esta condicién de antisimetria implica que dos electrones con el mismo espin no pueden ocupar si-
multaneamente el mismo estado espacial. En consecuencia, cualquier solucién de la ecuacién de Schrodin-
ger para electrones debe satisfacer a la vez HV = EV y la propiedad antisimétrica mostrada en la

ecuacion 37]

Calcular las eigenfunciones v, y eigenvalores E; exactos de H es, salvo para sistemas muy simples,
inabordable. El principio variacional ofrece una via practica, se elige una funcién de prueba

(normalizable, continua y cuadrado—integrable) y se evalda:

<wtria| |ﬁ|wtria|>

Etria -
! (VrialPeriar)

(38)

lo que garantiza el limite superior:

Eyvia > Ep (39)

siendo Ejy la energia del estado fundamental y Eli, = Ep sélo cuando v, = %y Szabo & Ostlund

(1996).

En la practica se restringe ,, @ un subespacio manejable, la minimizacién de Ei, dentro de ese
subespacio produce la mejor aproximacién posible al verdadero estado base. El esquema mas extendido
que sigue esta filosofia es el método ab initio de Hartree—Fock, punto de partida de técnicas post-HF y

siendo la implementacién mds practica la teoria del funcional de la densidad (DFT).
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Aproximaciéon Hartree—Fock

La aproximacién Hartree—-Fock (HF) busca la mejor funcién de onda monodeterminante dentro del
determinante de Slater (Lowdin, 1955), garantizando la antisimetria exigida por el principio de exclusién

de Pauli. La funcién de onda se construye como:

$1(x1) - Pn(x1)
1

Yyr = W (40)

$1(xn) 0 dn(xN)

donde cada orbital molecular ¢;(x) combina coordenadas espaciales y de espin, y se expande en un

conjunto finito de funciones base {x,,(r)}:
¢i(r) = Zcm X,u(r) (41)
o

Al aplicar el principio variacional §(¥|H|®¥) = 0 sujeto a la ortonormalidad de los orbitales, se derivan

las ecuaciones de Hartree—Fock:

F[{%}] b; = €i ¢; (42)

El operador de Fock I reline tres contribuciones fundamentales, el operador cinético electrénico T vy el
potencial nicleo—electréon Vi, que representan respectivamente la energia cinética de cada electrén y

su atraccion por los nicleos, el potencial de Hartree:

VH(I‘)—/ p(r’) dr’ (43)

v — |

que describe la repulsién clasica de Coulomb debida a la densidad electrénica total p(r), y el operador

de intercambio:

N * (] /
- ¢;(r') ¢;(x')
Rioite) = 3o o;(x) [ S0 0w (44)
j=1
que corrige el sobre conteo del término de Hartree al imponer la antisimetria de la funcién de onda.

Al proyectar F en la base de funciones {Xu} se obtiene un problema generalizado de autovalores.
Z F;w Cvi = & Z Sp,z/ Cui, S/,Ll/ = <X'U,|Xl/> (45)

donde la matriz de Fock F,, = <X/,L|F|XV> codifica toda la fisica anterior y la matriz de solapamientos
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S, refleja la no ortonormalidad de la base si existe.

Finalmente, la energia total de Hartree—Fock se escribe como:

N N N
Eup = ) (&ilTe + Vivelos) + 5 Y ((idlig) — (ilji)) (46)
i=1 i=1 j=1
donde (ij|kl) = [ [ x}(r) x5 (r) [r—r/| 71 x5 (r") x;(r") dr dr’ son las integrales de repulsion electrén—electrén
en la base de expansiéon. Aqui, el primer término suma las energias cinéticas y de atraccion nicleo—electrén
de cada orbital, mientras el doble sumatorio incorpora la repulsién clasica (Hartree) y la correccién de

intercambio que anula la auto-interaccién.

Conjunto de Bases

La calidad de la soluciéon depende criticamente del conjunto de bases: un espacio finito de funciones
{Xu} debe aproximar la riqueza de la funcién de onda real. Las bases gaussianas se construyen a partir

—alr—R)2 . - . .
alr—R| agrupadas en contracciones para equilibrar precisién y coste. Incluir funciones

de primitivas e
de mayor angularidad (polarizacién) y de exponente pequefio (difusas) amplia la flexibilidad de la base,
mejorando la descripcidn de enlaces, cargas y correlaciéon a costa de un incremento en el nimero de

coeficientes c,; y, por tanto, en el coste computacional (Hehre et al., 1969).

En dltima instancia, el tamano y la composicién del conjunto de bases determinan la exactitud de la
energia y propiedades optimizadas por el SCF, una base demasiado reducida introduce errores sistemati-
cos de incompletitud, mientras que una sobredimensionada puede conducir a redundancias y aumento

excesivo del coste numérico.

Hasta ahora hemos aproximado la energia del sistema mediante funciones de onda que dependen explici-
tamente de las NV particulas, cada electrén anade tres coordenadas espaciales mas una variable de espin,
de modo que W vive en un espacio de 4N dimensiones. Para sistemas poliatdmicos el tamafo de ese espa-
cio crece tan rapido que resulta inviable determinar ¥ con métodos exactos o incluso con aproximaciones

de alto nivel.
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2.2.1. Teoria del funcional de la densidad

La teoria del funcional de la densidad (DFT) esquiva este cuello de botella cambiando la variable
fundamental, en lugar de trabajar con la funcién de onda ¥(ry,...,ry), se emplea la densidad electrénica

p(r), que sélo depende de tres coordenadas espaciales.

La densidad electrénica p(r) representa la probabilidad de hallar un electrén en el elemento de volumen
situado en r. Se obtiene integrando el cuadrado de la funcién de onda sobre todas las coordenadas de

espin y sobre las N — 1 coordenadas espaciales restantes:

p(r) = N/"‘/’\I’(r,al;XQ,...,XN)‘QdO'ldXQ“'dXN (47)

donde x; = (r;,0;) combina posicién y espin del electrén i. El factor N compensa la indistinguibilidad
de los electrones: dado que cualquiera de ellos puede ocupar el punto r, multiplicar por N convierte
la “probabilidad de un electrén particular” en la probabilidad total de encontrar algiin electrén en ese
volumen. Asi, p(r) condensa toda la informacién relevante para DFT en una funcién que depende

tnicamente de las tres coordenadas espaciales.

Teoremas Hohenberg-Kohn

Al adoptar la densidad electrénica p(r) como variable fundamental, Hohenberg y Kohn establecieron los
pilares de la teoria del funcional de la densidad (DFT) (Hohenberg & Kohn, 1964). Sus resultados se

condensan en dos teoremas:

1. Teorema 1 (unicidad). Dada una densidad p(r) que corresponde a un estado fundamental no
degenerado, existe un dnico potencial externo Ve (r) que genera esa densidad. En consecuencia,
p(r) determina de forma univoca la funcién de onda del estado base ¥y y todas las propiedades

observables.

2. Teorema 2 (principio variacional). Para cualquier densidad admisible p(r) se cumple:

Elp] = Elp]
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donde E|[p] es el funcional de energia total y p, la densidad exacta del estado fundamental. La
minimizacién de E[p] sobre todas las densidades normalizadas devuelve simultaneamente la energia

minima Ey y la densidad p.

El segundo teorema extiende el principio variacional ya comentado para funciones de onda, ahora se
busca la densidad p que haga minimo E[p] en lugar de la funcién de onda que minimice (¥|H|¥). Asi,
la densidad de prueba fija un limite superior para la energia exacta, proporcionando una ruta practica

para aproximar el estado fundamental sin manejar directamente la funcién de onda multielectrénica.

Sin embargo, se desconoce la forma exacta de la energia cinética y, en particular, resulta dificil construir

buenas aproximaciones para ella.

Apoyéandose en los teoremas de Hohenberg—Kohn, Kohn y Sham propusieron reemplazar el problema
real de N electrones interactuantes por un sistema auxiliar de electrones independientes que reproduce

la misma densidad p(r) (Kohn & Sham, 1965). La energia electrénica se escribe como:

Elp] = Tulp] + Jp] + Erelo] + / p(r) Vae(x) dr (48)

donde Ts[p] es la energia cinética de electrones no interactuantes (muy parecida a la cinética de Har-
tree—Fock, pero evaluada con orbitales de Kohn-Sham), J{p] = 1 [[p(r)p(r')/|r — r'|drdr’ es la
repulsién de Coulomb clésica, conocida exactamente, E,.[p] contiene todo lo demds, |a diferencia entre

T real y T mas los efectos de intercambio y correlacién que Hartree—Fock no capta.

Minimizando E[p] con la restriccién de normalizacién ([ p = N) se obtienen las ecuaciones de
Kohn—-Sham:
1
=5 V2 4 Veu() + Vi (x) + Vae(r) | ¢i(r) = cipi(r) (49)

donde Vi (r) = [ p(r')/|r — /| dr’ y Vie(r) = 6Eyc[p]/dp(r) son, respectivamente, los potenciales de
Hartree y de intercambio—correlacién. Las orbitales {(;} generan la densidad p(r) = 37248 |, (v)|2,

cerrando el ciclo auto-consistente (SCF).

El principal logro de Kohn y Sham y la base de la DFT es la incorporacién de energias desconocidas
en esta Unica energia de intercambio y correlacidn. De hecho, si se conoce exactamente F,., es posible
conocer la energia exacta del sistema. Hasta ahora no es posible saber la E,. exacta, sin embargo, al

agruparla, puedes trabajar con aproximaciones especificas para una mejor estimacion.

Aproximacion de la densidad local (LDA)
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El supuesto basico es que cada punto del sistema se comporta como un gas electrénico homogéneo, la

energia de intercambio—correlacién se expresa como:

EEA0) = [ plo)eadplr) (50)

con £z = €, + €.. La parte de intercambio es conocida de forma exacta:

3e? 1/3
ealp) = = (%) '3, (51)

mientras que £, se tabula a partir de célculos de Monte Carlo cudntico para el gas uniforme (Perdew &

Wang, 1992).
Aproximacion de gradiente generalizado (GGA)

Para introducir la no homogeneidad de la densidad, los funcionales GGA incorporan el gradiente Vp:

ESp] = [ eadpte), Vp(r)) e (52)

Diferentes elecciones de &, originan los funcionales mas usados en quimica computacional, PBE (Perdew
et al., 1996), BLYP, PW91, etc. La inclusién del gradiente mejora energias de disociacién, geometrias

y constantes de red respecto a LDA, manteniendo un coste computacional comparable.

En un sélido periddico el nimero de electrones es finito dentro de la celda unidad, |a dificultad proviene
de que la red se repite infinitamente. El teorema de Bloch permite separar ese problema infinito en
bloques manejables, para cada vector de onda k del primer irreducible de Brillouin, la funcién de onda

adopta la forma:

Yrae(r) = () € (53)

donde u,x(r) tiene la periodicidad de la red (Bloch, 1929).

La parte periddica se desarrolla en ondas planas de la red reciproca:

k() =3 Crra 6" = ) = 3 Coipg O (54)
G G
- . . . - Ve - /" 2
El conjunto {G} es infinito, pero las amplitudes con alta energia cinética, %e]k—FGF , aportan poco a la

. : . . 2
energia total. Se introduce un energy cutoff E. y se conservan sélo los G que satisfacen %|k—i— G|’ <

E.. Asi la base de ondas planas se vuelve finita y sistemdticamente convergente, aumentar E. incrementa
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el nimero de funciones y mejora la precision. El niimero continuo de puntos-k se sustituye por una malla
finita (Monkhorst—Pack), aumentar la densidad de esa malla mejora las integraciones en espacio reciproco

con coste controlable.

En los calculos con ondas planas la eficiencia estd limitada por el cutoff de energia necesario para
describir las oscilaciones rapidas de los orbitales core cerca del niicleo. La solucién practica es sustituir
el potencial coulombiano exacto y las funciones de onda fuertemente nodales por un pseudopotencial

que reproduce con fidelidad el comportamiento de valencia pero es suave en la regién interna:

Hall-electron - Hpseudo - _%VQ + Vpseudo(r> (55)

Un pseudopotencial de calidad debe cumplir, para r > r. (radio de corte) la pseudo-funcién de onda
coincide con la funcién all-electron en fase y amplitud. Conserva las fases de dispersién (mismo scattering
que el potencial verdadero) para cada canal angular [. Produce la misma carga total Z.y. dentro
de r. (norm-conserving). Donde los mas utilizados son Norm-conserving (Hamann—Schliiter—Chiang,
Troullier—Martins) (Hamann et al., 1979), ultrasoft (Vanderbilt) (Vanderbilt, 1990), PAW (Projector
Augmented-Wave) (Blochl, 1994).

Al igual que en las simulaciones de dindmica molecular, los cdlculos DFT con ondas planas y pseudopo-
tenciales se realizan bajo condiciones periddicas de frontera. La celda unitaria se replica infinitamente
en las tres direcciones del espacio y, gracias al teorema de Bloch, las funciones de onda se representan
mediante un conjunto finito de puntos k en el primer Brillouin. Para sistemas aislados (moléculas, su-
perficies) se emplea una supercelda lo bastante grande para que las interacciones entre cada entidad y

sus imagenes periddicas queden despreciadas, preservando asi la validez de los resultados.

2.2.2. Teoria Hibrida

Anteriormente analizamos las teorias cldsica y cudntica en simulaciones computacionales. Aunque cada
una tiene sus ventajas, su verdadero potencial radica en combinarlas en una sola simulacién, lo que se
conoce como QM/MM. En este enfoque, la mayor parte de la caja se trata con mecénica molecular

(MM) y una pequefia regidn activa se describe con métodos cudnticos (QM).

En el esquema QM /MM el sistema se particiona en dos dominios complementarios, la region cudntica

(QM), donde ocurre la quimica de interés, y la region cldsica (MM), que aporta el entorno estructural
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y dindmico (Warshel & Levitt, 1976; Field et al., 1990). La regién QM, limitada por criterios quimicos
(sitio reactivo, enlaces a formar/romper) y computacionales (suele contener decenas o pocos cientos de
atomos), mientras que la regién MM abarca el resto (proteina, disolvente, cristal) y se describe con un

campo de fuerza paramétrico (Groenhof, 2013).

Formalmente, si {Rqm} y {Rmm} son las coordenadas atémicas de las regiones QM y MM, la energia

total se €Xpresa como:

Eior = Equ[{Rqum}] + Evv ({Ram}) + Egunm ({Rau}, {Rain}) (56)

donde Eq\i/nvv agrupa las interacciones cruzadas (electrostaticas, van der Waals, etc.) entre ambas
regiones (Senn & Thiel, 2009). Este término de acoplamiento Eqm/nvm en la Ec se descompone

seglin el esquema de "embedding” elegido.

"Embedding” mecanico. Las interacciones QM—-MM se tratan exclusivamente a nivel cldsico: se incluyen
Ginicamente términos de van der Waals y de Coulomb cldsico entre dtomos de QM y MM, usando las
cargas puntuales de MM como fuentes externas que no alteran el Hamiltoniano QM (Olsen et al., 2015).

Este esquema es sencillo y estable, pero no permite la polarizacién de la regién cuantica por el entorno.

"Embedding” electrostatico. Aqui, las cargas puntuales de MM se incorporan directamente al Hamilto-

niano QM como:

V:embed(r): Z Q7J

e [F— Rl
de modo que el campo eléctrico del entorno polariza la densidad electrénica QM (Olsen et al., 2015).

Este método mejora la descripcidon de interacciones electrostaticas sin aumentar demasiado el coste

computacional.

"Embedding” polarizable. En el nivel mas avanzado, la regién MM responde de forma dindmica a los
cambios electrénicos de QM mediante dipolos inducidos o multipolos autoconsistentes con la densidad
p(r) (Bondanza et al., 2020). Asi, tanto QM polariza a MM como MM polariza a QM. Cuando la
particion QM/MM corta un enlace covalente, es necesario “cerrar” la region QM de modo que la

frontera no introduzca problemas. Los dos métodos mas habituales son:

"Link-atom” (&tomo enlace). Se sustituye el fragmento de enlace cortado por un dtomo ligero (habi-
tualmente hidrégeno) que “enlaza” al 4tomo QM con el entorno MM (Groenhof, 2013). El &tomo MM

vecino proporciona sélo las fuerzas estéricas y electrostaticas, mientras que el enlace QM—-H enlazado se
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parametriza para reproducir la geografia electrénica original.

"Frozen-orbital” o "pseudobond”. En lugar de afiadir un dtomo extra, se conserva un orbital(s) de
enlace precomputado en la frontera y se “congela” durante el cidlculo QM, de modo que el resto de la
molécula MM se comporta como si el enlace siguiera intacto (Philipp & Friesner, 1999; Gao et al., 1998).
Alternativamente, se usan pseudobonds con potenciales suaves que emulan la densidad electrénica del

enlace original.

Las distintas estrategias de "embedding” y el tratamiento de fronteras covalentes se reflejan directa-
mente en la forma del Hamiltoniano QM/MM. Partiendo del Hamiltoniano cudntico puro Hqy y del

Hamiltoniano cldsico Hy, el operador total se construye como:
Houpia = Hom + Hvn + Vo (57)

Donde el Hamiltoniano QM—MM hibrido se construye partiendo del Hamiltoniano electrénico ﬁQM =
T. + Ve + Vee, al que se anade un término de "embedding” que puede incluir cargas puntuales de MM
("embedding” electrostético), o dipolos inducidos ("embedding” polarizable) (Senn & Thiel, 2009).
El Hamiltoniano de la regidn cldsica corresponde al de la mecdnica molecular, Hym. Por su parte,
el término de acoplamiento VQM/MM recoge las interacciones cruzadas no incluidas en el término de
incrustacién, como las interacciones de van der Waals tratadas cldsicamente y las correcciones de frontera
cuando se cortan enlaces covalentes de forma clasica (link atoms o frozen orbitals) (Groenhof, 2013;
Philipp & Friesner, 1999; Gao et al., 1998). En un esquema de incrustacién mecanica, las interacciones
electrostaticas entre las regiones QM y MM no se acoplan explicitamente al Hamiltoniano cudntico (se

tratan a nivel MM), mientras que en incrustacién electrostatica si se incorporan en Vam/ v

En la practica, durante un ciclo SCF/MD, ﬁQM se actualiza cada paso con la posicién actual de los
atomos MM, se resuelve para obtener Eq y fuerzas {F;}, luego se evaltia Eynv y VQM/MM para integrar
las ecuaciones de movimiento de toda la caja. De este modo, el Hamiltoniano hibrido captura de forma

coherente la estructura electrénica local y las dindmicas clasicas del entorno a coste controlable.

La complejidad de los métodos ab initio motiva el uso de aproximaciones semiempiricas, que reducen
drasticamente el coste computacional a cambio de parametrizar parte del Hamiltoniano electrénico.
En estos esquemas se omiten o combinan ciertos integrales electréon—electrén dificiles de evaluar y se
sustituyen por constantes empiricas ajustadas para reproducir datos experimentales (energias de enlace,

geometrias, momentos dipolares) o resultados de calculos de alto nivel.
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En la practica, el Hamiltoniano semiempirico conserva la forma general de Hartree—Fock, pero simplifica
los términos de repulsion de dos y cuatro centros, de modo que la evaluaciéon de la energia y las
fuerzas escala casi linealmente con el tamafio del sistema Stewart (1989). Los pardmetros (exponentes
gaussianos, coeficientes de contraccién, constantes de interaccidn) se optimizan por minimos cuadrados
sobre un amplio conjunto de moléculas de referencia, garantizando precisién razonable (5-10 kcal /mol)

para quimica organica y bioquimica Dewar & Thiel (1977).

Entre los métodos mas utilizados se cuentan MNDO, AM1, PM3 y sus sucesores PM6 y RM1. Cada
variante difiere en el nivel de simplificacién de los integrales y en la seleccién de datos de ajuste, ofreciendo

compromisos entre rapidez y fidelidad.
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Capitulo 3. Metodologia

3.1. Modelado y optimizacién de los compuestos candidatos a farmacos

Los compuestos CIDs y AlDs se modelaron a partir de los esquemas 2D ([Figura 4|y |Figura 5|de la seccién

Seccion 1.1)) y se ajustaron sus cargas de acuerdo con el estado idnico de cada uno. Posteriormente, se
optimizaron geométricamente mediante cdlculos de primeros principios basados en la teoria del funcional
de la densidad (DFT) con QUICK-24.03, usando el funcional hibrido B3LYP y la correccién de dispersién
de Grimme D3 (Shajan et al., 2023; Raubenolt et al., 2021; Manathunga et al., 2020, 2023; Miao &
Merz Jr, 2015; Kastner et al., 2009). Para ello se empleé el conjunto de bases 6-311G** y se establecié

un criterio de convergencia de la energia de 1076 a.u.

Utilizando VASP (Kresse & Furthmiiller, 1996) se calcularon los mapas de potencial electrostdtico. Para
ello se aplicé la aproximacién del gradiente generalizado (GGA) con el funcional PBE Perdew et al. (1996),
en modo de precisién "Accurate”, usando un ensanchamiento gaussiano de 0.01 eV. La optimizacién
estructural se realizé manteniendo fija la celda unitaria y relajando solo las posiciones atémicas, con un
corte de energia de 450 eV y hasta 500 pasos idnicos; el algoritmo RMM-DIIS alcanzé la convergencia
cuando la variacién en el bucle de autoconsistencia electrénica fue menor a 10™%, permitiéndose un

maximo de 600 iteraciones.

Las interacciones de van der Waals se incluyeron mediante el método DFT-D3 de Grimme con amorti-
guamiento cero (Grimme et al., 2010). Para evitar interacciones espurias entre imagenes periddicas, se
aplicé un vacio de 20 A en cada direccién y se utilizé una malla de k-puntos 1 x 1 x 1 centrada en T’

(Monkhorst & Pack, 1976).

3.2. Seleccion y preparacion de la estructura de la NS3-helicasa

Para seleccionar la estructura de la helicasa NS3 del virus del Zika, se realizé una biisqueda en la
RCSB Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/) (Berman et al., 2000; Burley et al., 2025) bus-
cando entradas que incluyeran dos ligandos; la molécula de ATP y un ion Mn?T. La estructura elegida
corresponde al PDB ID: 5GJC (Tian et al., 2016), la cual contiene dichos ligandos y cinco moléculas de

agua en el sitio activo. La proteina consta de tres dominios: dominio | (residuos 182-327), dominio Il
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(328-480) y dominio Il (481-617) (Ramharack et al., 2017). Ademas, el sitio activo contiene la regién
conocida como P-loop (residuos 196-203), localizada entre los dominios | y Il. La estructura (5GJC)
se limpié y protoné a pH fisioldgico (7.4) (Proksch, 2018) empleando el servidor H++ en la versidn
4.0 (http://biophysics.cs.vt.edu/H++) (Anandakrishnan et al., 2012; Myers et al., 2006; Gordon et al.,
2005), mientras que los ligandos se protonaron en UCSF Chimera versién 1.17.3 (Pettersen et al., 2004)

y recibieron cargas AM1-BCC mediante Antechamber (Wang et al., 2006).

Para la identificacién de sitios alostéricos en la proteina se utilizé 2 servidores en linea, el primero
PASSer (https://passer.smu.edu/) (Tian et al., 2023) y el segundo AlloSitePro 2.0 (https:
//mdl.shsmu.edu.cn/AST/) (Song et al., 2017), empleando en PASSer un modelo de AutoML y en

AlloSitePro el método original desarrollado por Song et al. (2017).

3.3. Acoplamiento molecular de los compuestos candidatos a farmacos

El acoplamiento molecular se llevé a cabo con AutoDock4 (Morris et al., 2009) en donde se entra en
detalle de su funcionamiento en el Anexo A. Para cubrir todas las regiones susceptibles de interaccién
alostérica y el sitio catalitico, se definieron cinco cajas de biisqueda con un espaciado de 2.0 A en los
tres ejes, cuatro correspondiendo a los sitios alostéricos utilizados por Raubenolt et al. (2021) de los
dominios I-IIl y a un cuarto nombrado dominio PA por ser el sitio identificado por PASSer y AlloSitePro
2.0, y una al sitio activo, durante el acoplamiento se mantuvo rigido el receptor y se permitié flexibilidad

total de los ligandos. Las dimensiones y centros de cada caja se muestran en la Tabla [I]

Tabla 1. Dimensiones y posiciones de las rejillas de acoplamiento (espaciado 2,0 A).

Caja Puntos (X,Y,Z) Centro (X,Y,Z)
Dominio | 74, 82, 76 43 61, 35
Dominio Il 74, 82, 82 68, 19, 30
Dominio Il 76, 82, 92 51, b3, 72
Dominio PA 84, 104, 90 70, 48, 68
Sitio activo 60, 60, 80 40, 43, 27

Se utilizé el algoritmo " Lamarckian Genetic Algorithm” con poblacién de 300 individuos, 50,000 gene-
raciones, 25,000,000 evaluaciones de energia, 10 corridas independientes y un criterio de agrupamiento

de poses con un umbral de RMSD de 1.0 A. Todos los hidrégenos se conservaron y se empleé el modelo


https://passer.smu.edu/
https://mdl.shsmu.edu.cn/AST/
https://mdl.shsmu.edu.cn/AST/
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de referencia unido para seleccionar la pose de afinidad éptima.

3.4. Carga de parametros, solvatacion y dinamica acelerada

Para las simulaciones de dindmicas moleculares clasicas se prepararon los sistemas, utilizando LEaP para
cargar los pardmetros ff19SB (Tian et al., 2019) para la proteina, TIP3P (Price & Brooks IlI, 2004)
para el agua y gaff2 (Wang et al., 2004) para los ligandos. A continuacién, se solvaté el complejo en
una caja ctibica de 10 A de agua TIP3P y se neutralizé con iones de sodio y cloruro. Mediante ParmEd
se habilité el término de interaccién 12-6-4 (Li et al., 2020; Sengupta et al., 2021; Li et al., 2021) para

describir adecuadamente las fuerzas de van der Waals y electrostaticas del ién metalico.

Las simulaciones de dindmica molecular se realizaron utilizando el software Amber 24 (Salomon-Ferrer
et al., 2013a) y AmberTools 24 (Case et al., 2023), todas las dindmicas moleculares se realizaron
utilizando pmemd.CUDA a travez de aceleracién por " GPU" utilizando 2 GPU diferentes una RTX 2080Ti
y NVIDIA V100 SXM2 (Gotz et al., 2012; Salomon-Ferrer et al., 2013b) y se desarrollaron en cuatro
etapas: minimizacién, calentamiento, equilibrio y, por ultimo, produccién en donde se emplea un radio de
corte de 8 A para todas las interacciones no enlazantes, y se calcula las interacciones electrostaticas de
largo alcance mediante el método " Particle Mesh Ewald" (PME) (Darden et al., 1993). La primera etapa
consistié en una minimizacién energética estricta, donde el programa avanzé tGnicamente en el descenso
de gradiente durante un maximo de veinte mil ciclos de optimizacién. Para las etapas de calentamiento
y equilibrio se mantienen fijas las coordenadas del ligando en el sitio de minimizacién, en donde para los
compuestos AID se mantuvieron distancias fijas obtenidas por la minimizacién y se restringieron en las

fases de calentamiento y equilibrio, dejandolas completamente libres en la fase de produccién.

Posteriormente, el sistema se calenté de 0 a 300 K (temperatura ambiente) en diez mil pasos de in-
tegracion, utilizando un paso de tiempo de 2 fs, en esta fase, las velocidades iniciales se generaron
aleatoriamente y se empleé el control térmico por acoplamiento de Langevin, con una friccién de 2 ps—!
para garantizar una correcta distribucién de velocidades. Ademds, se aplicaron restricciones SHAKE a

todos los enlaces que involucraban hidrégenos, de modo que sus longitudes permanecieran fijas durante

el calentamiento.

Para equilibrar la presién y la temperatura se efectuaron 40 ns de simulacién utilizando un paso de tiempo

de 4 fs, divididos en dos etapas de 20 ns cada una. En la primera, se mantuvo el volumen constante, sin
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control de presidn, para estabilizar la temperatura a 300 K mediante el mismo acoplamiento de Langevin.
La segunda etapa activé el control isotérmico-isobdarico, regulando la presién a 1 atm con el barostato
de Berendsen (Bussi et al., 2007), y manteniendo las mismas restricciones cinematicas y configuraciones

de salida periédica de coordenadas, y energias cada 10,000 pasos.

Con el sistema ya equilibrado, se realizaron cinco simulaciones de produccién de 200 ns cada una em-
pleando la metodologia Gaussian Accelerated Molecular Dynamics (GaMD) (Miao et al., 2015; Wang
et al., 2021) (para mas informacién ir al Anexo B). Para aprovechar un paso de integracién de 4 fs y,
al mismo tiempo, evitar que los enlaces dtomo-hidrégeno (X-H) se distorsionen o rompan bajo la mayor
inercia, se aplicéd una estrategia de “heavy-hydrogen mass repartitioning” en el archivo de topologia
(Hopkins et al., 2015). Al redistribuir parte de la masa del dtomo unido al hidrégeno hacia el propio
hidrégeno, se reducen las frecuencias de vibracién de los enlaces H-X, permitiendo pasos de tiempo mds

largos sin comprometer la estabilidad ni la precisién del muestreo dindmico.

3.4.1. Simulaciones QM/MM

Para los célculos QM/MM se aplicé un radio de corte de 8,0 A a todas las interacciones no enlazantes y
se mantuvo un mismo esquema de acoplamiento QM—-MM. El Hamiltoniano cudntico se model6 con el
método semiempirico PM6, mientras que las interacciones electrostéticas de largo alcance (QM-QM vy
QM-MM) se trataron mediante Particle Mesh Ewald (PME). Con el fin de preservar la precisién cudntica
de las geometrias, se desactivdé SHAKE en la region QM. Se definieron dos regiones complementarias

con protocolos diferenciados.

Para la primera regién, se empleé dindmica molecular dirigida (SMD) usando el método de Jarzynski
(Park et al., 2003; Jarzynski, 1997) (véase Anexo C), que aplica fuerzas dirigidas a lo largo de una
coordenada de reaccién para inducir cambios conformacionales o la ruptura de enlaces, permitiendo
muestrear estados de transicién y estimar perfiles de trabajo basados en la relacién de Jarzynski. Esta

etapa describid el proceso de hidrdlisis y generé las configuraciones para el siguiente método.

La segunda regidn se utilizd para obtener la barrera energética de la reaccién mediante el Adaptive
String Method (ASM) (Zinovjev & Tunon, 2017); véase Anexo D), una técnica de muestreo de rutas
de reaccién que representa la trayectoria entre los estados inicial y final mediante una cadena de nodos

optimizados iterativamente para minimizar la energia libre a lo largo del camino. Este enfoque permite
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trazar el perfil de energia libre (PMF) sin necesidad de definir coordenadas de reaccién estrictas.

3.5. Analisis de resultados

Para evaluar la estabilidad y la movilidad de los ligandos en el sitio de unién de la NS3-Helicasa, se
calcularon la Raiz de la Desviacién Cuadratica Media (RMSD) y la Fluctuacién Cuadratica Media (RMSF)
de los dtomos (no hidrégeno) de cada compuesto utilizando CPPTRAJ (Roe & Cheatham 111, 2013). El
RMSD se obtuvo alineando, en cada fotograma, la columna vertebral (”backbone”) de la proteina en un
sistema que contenga Unicamente la proteina solvatada con la estructura inicial, y midiendo la desviacién
de los dtomos pesados del ligando a lo largo de la trayectoria. De forma complementaria, el RMSF se
empled para cuantificar la fluctuacién promedio de cada dtomo del ligando, identificando regiones de
alta movilidad que indiquen cambios conformacionales inducidos por la interaccién con la helicasa (para

mds informacién ir al Anexo E).

Para cuantificar la afinidad de unién ligando—proteina se realizaron célculos end-point MM-GBSA vy
MM-PBSA mediante el script MMPBSA.py de AmberTools (Ylilauri & Pentikainen, 2013; Miller Il
et al., 2012). Se extrajeron los dltimos 50 ns de las simulaciones de produccién de cada réplica. En
MM-GBSA se usé el modelo GB_.OBC2 con constantes dieléctricas interna de 1.0 y externa de 80.0,
mientras que en MM-PBSA se resuelve la ecuacién de Poisson-Boltzmann con una malla de 0.5 A de
resolucién. Las energias de unidén se descomponen en contribuciones electrostaticas, de van der Waals y
de polarizacién/solvacién, y adicionalmente se estima la contribucién entrépica mediante andlisis quasi-

harménico sobre 50 ns seleccionados al final de la simulacién (para mas informacién ir al Anexo F).
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Capitulo 4. Resultados

4.1. Modelado, optimizacion y seleccién de los compuestos candidatos
a farmacos

Las figuras [d] y bl muestran los diez compuestos CID y AID representados en formato 2D. En cambio, las
figuras[0]y [7] se presentan las estructuras modeladas y optimizadas de dichos compuestos, junto con sus
respectivos mapas de potencial electrostdtico molecular (MEP) proyectados sobre la densidad electrénica.
Estas figuras corresponden a sus estructuras en representacién 2D, con excepcién del compuesto CID-
10, al cual se eliminé el grupo metilo ubicado en la regidén posterior de la molécula con el propdsito de
favorecer interacciones hidrofébicas mas estables con el sitio activo, y se protond su parte reactiva en el

oxigeno.

Esta representacién permite identificar las regiones cargadas de cada molécula, el color azul indica zonas
de potencial positivo (ausencia de densidad electrénica), mientras que el rojo sefiala regiones de alta

densidad electrénica (potencial negativo).

En general, los compuestos CID muestran zonas de carga negativa prominentes en grupos funcionales
polares (C-O), lo que sugiere una posible capacidad para establecer interacciones electrostaticas con

residuos cargados positivamente en el sitio activo de la helicasa.

Figura 6. Representacién tridimensional de los compuestos CID optimizados con su mapa de potencial electrostatico
(MEP). Las regiones rojas indican zonas de alta densidad electrénica (potencial negativo) y las azules zonas de baja
densidad (potencial positivo).
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En contraste, varios compuestos AID presentan una distribucién de carga mds dispersa, a menudo cen-
trada sobre anillos aromaticos, lo cual es coherente con su potencial para interactuar mediante contactos

apolares o interacciones m—m en sitios alostéricos.

Figura 7. Compuestos AID optimizados junto con su mapa de potencial electrostatico (MEP). Se observan distribuciones
de carga variadas, en su mayoria concentradas en regiones aromaticas o polares.

La estructura cristalografica con PDB ID 5GJC, presenta una resolucién de 2.20A, en cuanto a la
calidad general del modelo, se observé que el 87 % de la cadena completa de los residuos se encuentran
en regiones sin ningun criterio geométricamente desfavorable, mientras que el 10 % presenta al menos
un residuos fuera de las regiones permitidas (" outlier"), y solo un 2% de los residuos muestran tres o
mas desviaciones. Adicionalmente, se identificé la ausencia de residuos de aminoacidos entre la treonina

246 y la glicina 254.

La calidad geométrica fue evaluada mediante el andlisis de Ramachandran utilizando la herramienta
MolProbity (https://molprobity.biochem.duke.edu/index.php). En dicho anilisis, el 96.2 % de
los residuos se ubicaron en regiones favorecidas, y el 99.1 % en regiones permitidas. Solo se identificaron
cuatro residuos como "outliers”, correspondiendo a Lys185, Lys186, Arg237 y Asp481. Estos residuos
se localizan fuera del sitio activo y no participan en regiones funcionales clave, por lo que no arriesga
la calidad del modelo. En la Figura [8 se muestra el diagrama de Ramachandran correspondiente a
los residuos del caso general (a), con los "outliers” resaltados, y la representacién tridimensional de la

helicasa NS3 con sus dominios funcionales (I-111) y la regién del ”P-loop” (b).


https://molprobity.biochem.duke.edu/index.php
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a) Caso general b) Dominio 1l

Psi 0 185 Lys

Dominio 11
Dominio |

-180 0 Phi 180

E196.2% (409/425) de todos los residuos se encuentra en regiones favorables (98 %) “P-LOOD"
E199.1% (421/425) de todos los residuos se encuentra en regiones permitidas (>99.8 %).

Figura 8. a) Diagrama de Ramachandran para la helicasa NS3, resaltando los residuos outliers. b) Representacién estructural
de la helicasa con sus dominios | (rosado), Il (cian) y Ill (naranja), asi como el sitio activo y la regién del “P-loop”.

4.2. Acoplamiento Molecular de los compuestos candidatos a farmacos

A partir de la estructura protonada descrita anteriormente, se realizé el acoplamiento molecular para
evaluar la afinidad de los compuestos en diferentes regiones de la helicasa NS3. En la Figura [Jse ilustran
las cajas de busqueda dirigida para el acoplamiento sobre los dominios |, II, Il y PA, correspondientes a

posibles regiones alostéricas, y el sitio activo de la proteina.

La proteina NS3 helicasa del virus del Zika se representa mediante su superficie molecular, lo que
permite visualizar con claridad el entorno estructural de cada zona de interés. Las regiones de la Figura[9]
identificadas como a, b y ¢ fueron propuestas por Raubenolt et al. (2021), mientras que las regiones a y
d fueron identificadas como posibles sitios alostéricos mediante los servidores AlloSitePro 2.0 y PASSer

y la caja ubicada en e corresponde a la parte del sitio activo de la proteina.

Las afinidades obtenidas para cada compuesto se presentan en la Tabla 2] En donde se reportan los
valores de energia de acoplamiento (kcal/mol) calculados mediante AutoDock Tools para cada dominio.
Las mejores afinidades de cada compuesto AID (valores mds negativos) se encuentran resaltadas en
negritas. Es importante sefialar que un valor mas negativo indica una interaccién proteina—ligando mas

estable.

En promedio, los compuestos CID mostraron una mayor afinidad, con un valor medio de —9.23 kcal /mol.
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En contraste, los compuestos AID presentaron afinidades mas moderadas, con promedios por dominio

de —2.84 kcal/mol (D-I), —2.95 kcal/mol (D-II), —2.19 kcal/mol (D-11l) y —2.92 kcal/mol (D-PA).

b)

Figura 9. Cajas de bisqueda utilizadas para el acoplamiento molecular en: a) Dominio |, b) Dominio 11, ¢) Dominio 111, d)
Regidn alostérica PA y e) Sitio activo. La proteina se representa como superficie molecular.

Estas diferencias se explican principalmente por la naturaleza del sitio de unién. El sitio activo, donde se
unen los compuestos CID, corresponde a una cavidad bien definida y parcialmente cerrada, que permite
una mayor superficie de interaccién y presencia de residuos cataliticos o cargados. Por el contrario, los
compuestos AID se unen a regiones alostéricas en la superficie de la proteina, donde el drea de contacto
es menor y la selectividad del entorno limita el establecimiento de interacciones fuertes.

Tabla 2. Resultados de afinidad obtenidos en el acoplamiento molecular. > Nimero de compuesto AID o CID; ®® Energfa de

interaccién (kcal/mol) entre los compuestos AID y los dominios I, Il, Il y PA, respectivamente; f Energia de acoplamiento
entre los compuestos CID vy el sitio activo.

Compuesto® | Dominio-1 (kcal/mol)® | Dominio-11 (kcal/mol)* [ Dominio-111 (kcal/mol)? | Dominio-PA (kcal/mol)® | Sitio activo (kcal/mol)"
1 -4.13 -3.72 -2.55 -3.40 -9.20
2 -2.72 -2.72 -1.85 -2.48 -8.64
3 -3.37 -3.35 -2.57 -3.42 -9.39
4 -3.21 -3.70 -2.31 -3.28 -8.83
5 -1.77 -2.01 -1.69 -2.17 -11.02
6 -2.66 -2.60 -2.26 -2.33 -10.21
7 -2.68 -2.67 -2.21 -3.61 -2.56
8 -2.73 -2.75 -2.14 -2.93 -7.22
9 -2.89 -3.26 -2.04 -2.35 -10.31
10 -2.25 -2.72 -2.29 -3.23 -4.96

Para cada afinidad obtenida mediante el acoplamiento molecular, se generé una pose representativa, las
mejores poses de los compuestos CID-2 y CID-5 se encuentran en la Figura[I0]y en la Figura [I1] para los
compuestos AID-8 y AID-10 del dominio PA, se utilizaron estos compuestos para dar una visualizacién de

las poses de forma representativa. Adicionalmente, se construyeron mapas de interacciones 2D utilizando
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el software BIOVIA Discovery Studio (Baroroh et al., 2023), los cuales permitieron identificar con mayor
detalle los contactos especificos entre los ligandos y la proteina (en el Anexo G se encuentran todos los

mapas de interaccion para los CID y AID, respectivamente).
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Figura 10. Poses de acoplamiento y mapas de interacciones para los compuesto CID-2 y CID-5, respectivamente.

Como se menciond anteriormente con los mapas de potencial electrostatico (MEP), los compuestos CID
fueron disefados para favorecer interacciones fuertes con el sitio activo de la proteina. En este sentido, la
Tabla[Blenumera las interacciones no covalentes identificadas entre dichos compuestos y la helicasa NS3.
Tal como se anticipd a partir de los MEP, se observé una gran cantidad de interacciones, destacdndose
principalmente las interacciones idnicas atractivas y los enlaces dehidrégeno convencionales, las cuales

pueden contribuir significativamente a la estabilizacién de los compuestos en el sitio de unién.
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Tabla 3. Ndmero de interacciones no covalentes entre cada compuesto y la proteina durante el acoplamiento molecular.

Compuesto | Puente salino | Interaccion idnica atractiva | Puente de hidrégeno convencional | Interaccién m—catién | Van der Waals
CID-1 0 5 5 0 7
CID-2 6 7 3 1 8
CID-3 4 5 5 0 5
CID-4 2 2 2 1 8
CID-5 5 6 6 0 4
CID-6 5 6 5 1 4
CID-7 0 0 5 2 6
CID-8 0 2 3 1 7
CID-9 0 1 6 0 7
CID-10 0 0 4 1 7

Por otro lado, las interacciones observadas en la Tabla [4] (compuestos AID) reflejan una actividad mas

flexible, donde predominan contactos de tipo Van der Waals, enlaces dehidrégeno y algunas interacciones

aromaticas. Esta tendencia concuerda con los MEP de los compuestos AID, los cuales muestran una

distribucién de carga mas dispersa y menos concentrada en zonas polares o cargadas, lo que favorece

interacciones transitorias en regiones alostéricas superficiales. En este contexto, el objetivo es mantener

a los compuestos AID unidos a la proteina sin restringir completamente su movilidad, lo cual puede ser

clave para inducir cambios conformacionales.

Tabla 4. Ndmero de interacciones no covalentes entre los compuestos AID y la proteina en el acoplamiento molecular.

Cada rengldn representa la cantidad de interacciones en cada dominio D-I, D-1I, D-1ll, D-PA, respectivamente, donde estan
separadas por un "—" para mostrar cada dominio.
Compuesto | Van der Waals Pi-Pien T Puente H (Carbono) | Puente H conv.
AID-1 4 —5—3—4|0—0—0—0 0—3—0—1 3—1—1—2
AID-2 6—5—5—7]1—4—0—0 1—1—0—1 2—2—2—1
AID-3 6 —7—6—5|1—3—0—2 1—1—0—1 2—2—2—2
AID-4 2—2—4—6 | 0—0—0—0 3—2—0—3 3—2—3—3
AID-5 6—2—3—2 ] 0—1—1—2 0—0—0—1 2—2—3—2
AID-6 4 —6—4—2|0—1—1—1 0—0—0—1 3—2—3—3
AID-7 4 —4—2—5|(0—3—0—2 2—1—2—3 2—2—2—2
AID-8 6—4—3—7|1—4—0—2 1—1—2—1 2—2—2—1
AID-9 3—6—2—3]1—0—0—0 1—2—0—1 4—1—4—2
AID-10 5—4—5—3|1—1—0—2 1—0—0—1 1—1—2—2

4.3.

4.3.1.

Compuestos inhibitores competitivos

Dinamica Molecular de los compuestos candidatos a farmacos

Los resultados de las dindmicas moleculares se promediaron a partir de cinco réplicas de produccién, por

lo que todos los valores mostrados a continuacién representan el comportamiento promedio del sistema.

En el caso de los compuestos CID, se realizé un andlisis visual para evaluar si los ligandos permanecen en
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el sitio activo a lo largo de los 200 ns de simulacién. En la Figura[I2)se muestra un ejemplo representativo

correspondiente al compuesto CID-1 durante la primera réplica, en la cual se observa que el ligando se

mantiene anclado al sitio activo de forma estable.
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Figura 11. Poses de acoplamiento y sus respectivos mapas de interacciones para los compuestos AID-10 y AID-8 del dominio

PA, respectivamente.

Este comportamiento se repitié en las cuatro réplicas restantes, y fue consistente también para los

demds compuestos CID, los cuales permanecieron en el sitio activo durante toda la simulacién (200

ns) sin desplazarse significativamente. Estos resultados sugieren una unién estable y sostenida con la

proteina a lo largo del tiempo.

Para evaluar si un compuesto ejerce un efecto inhibidor sobre la proteina, es necesario contar con
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referencias comparativas, por un lado, la proteina completamente libre (sin ligando) y, por otro, su
ligando natural o rival directo, en este caso la molécula de ATP. Ambos sistemas fueron sometidos a las
mismas etapas preparativas y a cinco simulaciones independientes de dindmica molecular, con el objetivo

de obtener un comportamiento promedio representativo.

Figura 12. Visualizacién del sistema CID-1 para la primer trayectoria de produccién, el compuesto se mantiene unido en el
sitio activo a lo largo de 200 ns.

A partir de estas simulaciones se generaron grificas de RMSD que permiten cuantificar la variacién
temporal de los residuos seleccionados. Este andlisis ofrece un marco de referencia para comparar el
comportamiento dindmico del sistema con y sin inhibidores durante 200 ns de simulacién. En particular,
se analizaron los atomos C, de los residuos del motivo "P-loop”, y el RMSD se calculd respecto a la

estructura 5GJC libre en equilibrio.

En las figuras[13]y [14] se presenta el andlisis de RMSD de los compuestos CID, junto con dos referencias
clave: la proteina completamente libre (5GJC, linea negra con mayor fluctuacién iniciando alrededor de
0.5 A) y la proteina en presencia de ATP (linea negra con menor fluctuacién, iniciando cerca de 2.6 A).
La gréfica fue dividida en dos graficos para facilitar la visualizacién del comportamiento individual de

cada compuesto.
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Figura 13. Andlisis de RMSD de los compuestos CID en comparacién con la proteina libre (5GJC) y con ATP en el sitio
activo, de los compuestos CID-1 a CID-5.

Se puede observa que los compuestos CID-1, CID-2, CID-3, CID-5, CID-7 y CID-9 inducen una reduccién
notable en la movilidad del sitio activo, mostrando perfiles de RMSD similares al del sistema con ATP.
Esto sugiere que estos compuestos podrian estabilizar el sitio de unién de manera efectiva, imitando
el efecto estabilizador del ligando natural. Por otro lado, compuestos como CID-4, CID-6 y CID-10
presentan una mayor fluctuacién, aunque adn menor en comparacién con la proteina completamente

libre, lo que indica un posible efecto restrictivo mas débil sobre la flexibilidad del sitio activo.
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Figura 14. Anilisis de RMSD de los compuestos CID en comparacién con la proteina libre (5GJC) y con ATP en el sitio
activo, de los compuestos CID-6 a CID-10.
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Para evaluar el efecto de los compuestos CID sobre la dindmica local, se calculé la fluctuacidén cuadratica
media por residuo (RMSF) de los dtomos C,, respecto de su posicién media a lo largo de la simulacién.
A diferencia del RMSD, que resume cambios globales, el RMSF permite identificar regiones especificas
cuya movilidad se modifica en presencia de cada compuesto, evidenciando posibles estabilizaciones o
flexibilizaciones en el motivo "P-loop”. El andlisis se restringe a la comparacién entre compuestos CID

mediante sus perfiles de RMSF por residuo.

En la Figura[I5] se muestra la fluctuacién de los residuos del sitio de unién correspondientes al ”P-loop”
(residuos H195 a R202). El objetivo de este andlisis es determinar si los compuestos CID logran reducir
la movilidad de estos residuos en comparacién con la proteina completamente libre (5GJC), idealmente

acercandose al perfil observado en el sistema con ATP.

En general, la mayoria de los compuestos CID presentan una reduccién en la fluctuacién respecto a
la proteina libre, especialmente en los residuos mds mdviles. Sin embargo, en el caso de la prolina
196 (P196), los compuestos CID-1, CID-3 y CID-6 muestran valores por encima de la proteina libre.
Asimismo, para la glicina 197 (G197), el compuesto CID-3 presenta una fluctuacién ligeramente mayor.
Estos resultados sugieren que, si bien hay una tendencia general a la estabilizacién del sitio de unidn,

algunos compuestos pueden no restringir por completo el movimiento de ciertos residuos clave.
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Figura 15. Andlisis de RMSF para los residuos del "P-loop” (H195 a R202) en presencia de los compuestos CID, ATP y en
la proteina libre (5GJC). Se observa que la mayoria de los compuestos CID reducen la fluctuacién relativa de los residuos
en comparacién con la proteina sin ligando, acercandose al comportamiento estabilizador observado con ATP.
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Por dltimo, para los compuestos CID se evalué la energia libre de unién entre el ligando y la proteina
mediante los métodos MM-PBSA y MM-GBSA. Adicionalmente, se calcularon propiedades fisicoquimicas
relevantes de los ligandos, tales como el peso molecular (PM), el coeficiente de particién (logP), la
superficie polar aparente (TPSA) y el nimero de aceptores y donadores de enlaces de hidrégeno. Esta
informacién, resumida en la Tabla [B] permite caracterizar el comportamiento de cada compuesto y su

potencial como farmaco.

De acuerdo con la regla de Lipinski (Lipinski et al., 1997), se recomienda que el peso molecular sea
menor a 500 g/mol, criterio que cumplen todos los compuestos analizados. En cuanto al coeficiente de
particion (LogP), la mayoria de los compuestos presentan un caracter predominantemente hidrofilico,
con excepcion de los compuestos CID-4 y CID-5, que exhiben un perfil mas balanceado, mientras que el
CID-7 muestra una mayor hidrofobicidad. Por otro lado, los valores de superficie polar aparente oscilan
entre 90 y 180 A2, intervalo que se encuentra dentro de los pardmetros adecuados para minimizar la
probabilidad de atravesar barreras como la hematoencefilica y la placentaria (Clark, 2011; Mao & Chen,

2022).

Se observaron diferencias apreciables entre los valores de energia de enlace obtenidos con MM-PBSA
y MM-GBSA. Parte de esta discrepancia puede atribuirse a diferencias metodoldgicas: GBSA estima la
energia de solvatacién mediante un modelo de Born generalizado (mds aproximado pero menos ruidoso),
mientras que PBSA trata la electrostatica en un medio continuo con frontera dieléctrica, lo que lo hace
mas sensible a las variaciones conformacionales. Ademads, al emplear dindmicas gaussianas aceleradas
(GaMD) sin reponderacién, el muestreo incluye estados de mayor energia no representativos de una
distribucién de Boltzmann, lo que puede sesgar los " AGping" €n ambos enfoques. En consecuencia, estos
valores deben interpretarse de manera cualitativa: permiten ordenar aproximadamente los compuestos
de mayor a menor afinidad, pero no se recomienda extraer conclusiones a partir de valores absolutos.

Tabla 5.  Compuesto inhibidor competitivo, ® Energfa de unién utilizando PBSA, © Energfa de unién utilizando GBSA, ¢
Peso molecular del compuesto, ¢ Hidrofobicidad del compuesto (LogP < 0 muy hidrofilica, LogP ~ 0 balanceada, LogP
0 > hidrofébica), f Superficie Polar Aparente, mide el drea superficial total de todos los dtomos polares (PSA < 90 buena

absorcién oral, PSA > 140 baja permeabilidad celular y absorcién oral), 8 Niimero de aceptores de enlaces de hidrégeno, h
Numero de donadores de enlaces de hidrégeno.

Compuesto® | PBSA-AG (Kcal/mol)® | GBSA-AG (Kcal/mol)¢ [ PM (g/mol)? | LogP® | TPSA (A%)" | Aceptores de H8 | Donadores de H"
CID-1 —1.72+£0.64 —10.09 £ 0.85 246.18 -2.55 123.86 8 0
CID-2 —23.47+£1.20 —31.90 £ 1.00 252.17 -0.19 96.70 5 1
CID-3 0.94+0.87 —19.57 £0.79 273.21 -0.60 120.37 7 3
CID-4 7.53 £0.98 —11.01 £0.75 215.18 0.21 86.14 5 1
CID-5 —17.31 £ 1.09 —29.82 +£1.26 311.25 0.49 120.44 5 2
CID-6 —12.31£0.80 —17.69 £ 0.99 221.13 -0.91 117.21 6 2
CID-7 7.314+0.53 —11.56 £ 0.45 220.26 1.08 87.56 4 3
CID-8 7.60 = 0.83 —14.02 £0.63 311.28 -0.73 149.71 8 3
CID-9 13.29 £1.43 —12.36 £ 0.89 354.27 -3.91 179.64 10 4
CID-10 17.94 £ 0.65 —3.91£0.58 207.23 -2.22 103.77 2 3
ATP —79.61 £2.17 —109.91 £ 3.46 505.17 -4.27 289.06 18 4
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4.3.2. Compuestos inhibidores alostérico

Para la evaluacién de los compuestos AID se establecié un criterio minimo de permanencia en el sitio de
unién de al menos 70 ns. Aquellos compuestos que se disociaron antes de este tiempo fueron descartados

del anélisis posterior. Una forma de detectar dicha disociacién fue mediante el anilisis de contactos

nativos y no nativos a lo largo del tiempo.

En la Figura |16| se muestra el comportamiento del compuesto AID-1 en el Dominio Il a lo largo de las
cinco réplicas de simulacién. Este compuesto no mantuvo interacciones estables con la proteina, como se
observa, las lineas correspondientes a los contactos nativos (azul) y no nativos (rojo) estdn practicamente

ausentes, lo que indica que el ligando se disocié completamente de su sitio inicial y de la proteina.
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Figura 16. Andlisis de contactos nativos (azul) y no nativos (rojo) para el compuesto AID-1 en el Dominio Il, evaluado a lo
largo de cinco réplicas de dindmica molecular. Se observa la ausencia de contactos persistentes con la proteina, indicando
una disociacién temprana del ligando y su incapacidad para mantenerse en el sitio de unién.

En contraste, en la Figura se presenta el comportamiento del compuesto AID-10 en el Dominio
PA. En este caso, en cuatro de las cinco simulaciones con excepcién de a se observa una interaccién
persistente con la proteina. En los gréficos, la linea azul representa los contactos nativos (es decir, aquellos
presentes al inicio del acoplamiento), mientras que la linea roja corresponde a nuevos contactos formados
durante la simulacién. ldealmente, el compuesto debe conservar los contactos nativos, lo cual indica que
permanece en la misma regién de unién identificada durante el acoplamiento molecular. La pérdida de

estos contactos y la apariciéon predominante de contactos no nativos suelen implicar un desplazamiento

del ligando hacia otra regién de la proteina.

Un criterio adicional que se establecié para considerar un compuesto AID como vélido en un dominio
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especifico, fue que al menos dos de las cinco réplicas de simulacién mostraran el comportamiento deseado,

es decir, permanencia estable en el sitio de unién. En estos casos, los anilisis se promediaron (inicamente

sobre la cantidad de réplicas que cumplieron con este criterio.
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Figura 17. Anilisis de contactos nativos (azul) y no nativos (rojo) para el compuesto AID-10 en el Dominio PA, a lo largo
de cinco réplicas. En cuatro de las cinco simulaciones se observa una interaccién sostenida con la proteina, manteniendo
parcial o totalmente los contactos nativos, lo cual indica permanencia del ligando en el sitio de unién original identificado
por el acoplamiento molecular.

La Tabla [f] resume qué compuestos cumplieron con este umbral minimo y en qué dominios serdn consi-
derados para los anilisis posteriores.
Tabla 6. Resumen de los compuestos AID y los dominios en los que cumplieron con el criterio de permanencia minima (2

réplicas con comportamiento estable en el sitio de unién). Solo estos casos serdn considerados para andlisis estructurales y
de interaccion.

Compuesto | Dominio | | Dominio Il | Dominio 11l | Dominio PA
AlID-1 No No No No
AID-2 No No No Si
AlID-3 No No No Si
AlID-4 No No No No
AlID-5 No No No No
AID-6 No No No No
AlID-7 No No No No
AID-8 No No Si Si
AlID-9 No No No No
AID-10 No No Si Si




48

Dado que los compuestos AlD se disefiaron para inducir un efecto alostérico, el analisis dindmico se centrd
en evaluar como la unién en dominios distantes afecta indirectamente al sitio activo de la helicasa. En
este contexto, se espera que una inhibicidén alostérica efectiva provoque un cambio conformacional en el
sitio activo que altere su flexibilidad, geometria o estabilidad, en comparacién con su comportamiento

natural.

La Figura muestra el perfil de RMSD para los sistemas con compuestos AID seleccionados en los
dominios PA y Ill en donde se utilizé de referencia la estructura completamente libre en equilibrio y se
analizaron los C, y nuevamente se tiene 2 controles, los cuales inician en 0.5 A referente a la proteina
completamente libre y 2.6 A en donde se encuentra el ATP. Se observa que, si bien la mayoria de los
sistemas presentan mayores fluctuaciones estructurales que ATP, algunos compuestos como AID-2 y
AID-3 en el dominio PA muestran un patrén relativamente estable, no logra un perfil similar al sistema
con la molecula de ATP. En contraste, compuestos como AlD-6 del dominio PA y los AID-8 y AID-10

del dominio Il exhiben desviaciones mas elevadas, similares al sistema completamente libre.
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Figura 18. Andlisis de RMSD de los compuestos AID seleccionados en los dominios PA y Ill, en comparacién con ATP y
la proteina libre (5GJC).

Complementariamente, el anélisis de RMSF por residuo (Figura revela como la flexibilidad local del
"P-loop” (residuos H195-R202) responde a la presencia de cada compuesto. De forma consistente con un
efecto alostérico, es esperable una variacién considerable en la movilidad conformacional de esta regién,
ya sea mediante una disminucién (estabilizacién) o un incremento en la movilidad respecto a la proteina

libre. Dependiendo del mecanismo de accién del compuesto, donde un incremento en la fluctuaciéon
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también puede ser indicativo de un cambio estructural inducido alostéricamente, que potencialmente

interfiere con la funcionalidad del sitio activo.
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Figura 19. Anilisis de RMSF para los residuos del ”P-loop” (H195-R202), correspondiente al sitio activo, en presencia de
los compuestos AID, ATP y la proteina libre (5GJC).

Se encontré que los compuestos no logran reflejar un comportamiento similar al sistema con ATP, por lo
que no producen un efecto estabilizador. En particular, para los residuos H195-P196—G197, el compuesto
AID-3-DPA no logra superar a la proteina libre; si bien los demds compuestos si superan el movimiento,
para los demas residuos (del A198 al R202) no es el caso, por lo que no se detecta una inhibicién por

cambio estructural basado en la modificacién de las fluctuaciones en los residuos del " P-loop”.

De igual forma, se evaluaron las energias de unién entre los compuestos y la proteina utilizando los méto-
dos MM-PBSA y MM-GBSA, ademads de calcularse las propiedades fisicoquimicas de los compuestos,
como se muestra en la Tabla En este caso, los pesos moleculares se encuentran dentro de intervalos
aceptables, entre 164 y 268 g/mol. Unicamente el compuesto AID-10 presenta un perfil balanceado,

mientras que los demds muestran un caracter mas hidrofébico.

Cabe destacar que los valores de superficie polar aparente obtenidos son menores a 90 A2, lo cual resulta
preocupante, ya que incrementa el riesgo tedrico de que estos compuestos puedan atravesar barreras

como la hematoencefélica y la placentaria (Clark, 2011; Mao & Chen, 2022).
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Tabla 7.  Compuesto inhibidor alostérico, ® Energia de unién utilizando PBSA, © Energia de unién utilizando GBSA, ¢
Peso molecular del compuesto, ¢ Hidrofobicidad del compuesto (LogP < 0 muy hidrofilica, LogP ~ 0 balanceada, LogP
0 > hidrofébica), f Superficie Polar Aparente, mide el drea superficial total de todos los dtomos polares (PSA < 90 buena
absorcién oral, PSA > 140 baja permeabilidad celular y absorcién oral), 8 Niimero de aceptores de enlaces de hidrégeno, h
Nimero de donadores de enlaces de hidrégeno.

Compuesto® PBSA-AG (Kcal/mol)® GBSA-AG (Kcal/mol)© PM (g/mol)? | LogP® | TPSA (A%) | Aceptores de H& | Donadores de HP
AID-2 —0.98 +£0.29 —12.64+0.34 164.21 1.21 45.75 2 1
AID-3 —0.83+0.21 —7.944+0.43 246.10 1.33 45.75 2 1
AID-8 —1.954+0.27 — -0.2£0.28 | —8.97+£0.57 — —11.95+ 0.4 180.28 2.58 28.68 2 1
AID-10 —2274+0.32 — —-2.32+£0.22 | —9.70 £ 0.54 — —6.32 £ 0.43 267.05 -0.58 64.52 3 1

4.3.3. Simulaciones del proceso de hidrdlisis del ATP

Para los cdlculos QM /MM mencionados en la seccién de metodologia (Capitulo [3.4.1)), se definieron dos
regiones principales. La primera de ellas se disefid con el propdsito de estudiar el proceso de hidrdlisis
del ATP en el sitio activo. Esta region incluye fragmentos de residuos clave que participan directa o
indirectamente en la reaccién, y como es habitual en este tipo de enfoques, varios residuos fueron
truncados en los enlaces peptidicos, por lo que se emplearon dtomos de enlace ("link atoms”) para

cerrar los extremos y mantener la integridad electrénica del sistema cuéntico.

En la Figura 20| se muestra la primera regién QM considerada; en rojo se destacan los dtomos incluidos
explicitamente en la regién cudntica. Esta regién comprende fragmentos de los residuos Argd62, Arg459,
GIn455, Gly415, Gly286, Arg202, Thr201 y Lys200, asi como el ATP y el ién divalente Mn?" (represen-
tado como una esfera roja) en (a). Por otra parte, la regién con la que se trabajé es la indicada en (b),
donde los terminales de los residuos se saturan con hidrégenos (actuando como "link atoms”). En esta
representacién, el color verde corresponde a los carbonos, el rojo a los oxigenos, el azul a los nitrégenos,
el amarillo a los dtomos de fésforo (grupos fosfato) y el blanco a los hidrégenos. Esta seleccién se realizé
considerando la proximidad al sitio catalitico y la relevancia electrostatica y estructural de los residuos

implicados en el mecanismo de hidrdlisis (Yang et al., 2018).

Utilizando simulaciones de dindmica molecular dirigida (SMD), se exploraron diferentes rutas posibles
para el proceso de hidrdlisis del ATP en el sitio activo. La Figura [21| muestra un primer acercamiento de
este proceso, siendo una reaccién de un paso. En donde, una molécula de agua se aproxima al residuo
Glu286~ y se desprotona, transfiriendo su protén hacia dicho residuo. Simultdneamente, una segunda
molécula de agua transfiere su protén a la primera, la cual a su vez se enlaza con el grupo fosfato del
ATP, dando lugar a la formacién de HPOZ_, ADP, GIuH y la molécula de agua se mantiene intacto al

final del proceso.
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Figura 20. Primera regién QM definida para los célculos QM/MM. Los 4dtomos coloreados en rojo corresponden a los
incluidos explicitamente en el tratamiento cudntico, mientras que el resto de la proteina se modela con mecédnica molecular.
Esta regidn abarca fragmentos de los residuos Arg462, Argd59, GIn455, Gly415, Gly286, Arg202, Thr201, Lys200, el ligando
ATP y un i6n metélico divalente (esfera roja), todos ellos involucrados en el mecanismo de hidrdlisis.

ARG-459

Este mecanismo descrito en la Figura sugiere una cooperacién entre dos moléculas de agua: una
actia como puente de protones y la otra como nucledfilo directo, mediado por la participacion activa

del residuo Glu286.
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Figura 21. Primer acercamiento al mecanismo de hidrdlisis del ATP obtenido mediante simulaciones SMD.

Por otra parte, se identificé un segundo posible mecanismo de hidrélisis del ATP en el cual no participa
el residuo Glu286 como aceptor de protones. En este escenario alternativo, una molécula de agua des-
protonada ataca directamente al grupo fosfato terminal (PO3), mientras que una segunda molécula de
agua actta como fuente de protones para estabilizar el sistema. Como resultado, se forma el producto:
ADP + H2PO,, que representa un sistema con una mayor estabilizacién por duplicacién del grupo

fosfato protonado.
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La Figura[22]ilustra este mecanismo. Se parte nuevamente del sistema inicial, pero en este caso la primera
molécula de agua se desprotona hacia un oxigeno reactivo del grupo fosfato mientras que, la segunda

molécula de agua dona su hidrégeno a la primera, para asi enlazarse al grupo fosfato, formando ahora

ADP + H,PO;.

Aunque este mecanismo implica una mayor estabilizacién en los productos, su desventaja radica en un

mayor coste energético comparado con el mecanismo mediado por Glu286 (Garcia-Martinez et al., 2023).

0 0
H
H\ m” . l
0

OATP > O \ O~ ADP

Figura 22. Segundo acercamiento al mecanismo de hidrdlisis del ATP sin participacién directa del residuo Glu286.

Para explorar una via alternativa mds simplificada del mecanismo de hidrdlisis, se propuso un mode-
lo en el cual Gnicamente participa una molécula de agua, la cual transfiere su protén directamente al
residuo Glu286. El grupo hidroxilo resultante (OH™) ataca el fosfato terminal del ATP, y posteriormen-
te, el residuo Glu286 transfiere el protén al grupo fosfato, permitiendo la formacién de los productos
ADP + H2PO, como se observa en la Figura . Este mecanismo mas directo fue inducido mediante
cdlculos de dindmica molecular dirigida (SMD) los cuales podemos vizualizar en la Figura[24] para obtener
los sistemas iniciales y finales, para posteriormente relajarlos mediante minimizacién, calentamiento y

equilibrio con restricciones para su uso en calculos posteriores.
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Figura 23. Tercer mecanismo propuesto para la hidrdlisis del ATP mediado por una sola molécula de agua y el residuo
Glu286.
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Figura 24. Sistemas obtenidos mediante los calculos SMD.

Una vez definidos las rutas de reaccién, se procedié a realizar el calculo mediante el método "Adaptive
String Method” (ASM), el cual permite obtener el perfil del Potencial de Fuerza Media (PMF) a
lo largo de la trayectoria de reaccién. Esto posibilita cuantificar la barrera energética del proceso de

hidrdlisis en unidades de kcal /mol.

Para ello, fue necesario definir un conjunto de coordenadas colectivas (" Collective Variables”, CVs)
que representardn adecuadamente los eventos quimicos involucrados en la reaccidén. Se seleccionaron
seis coordenadas: la CV1, correspondiente a la distancia O—H entre el dtomo de oxigeno del residuo
Glu286 y el hidrégeno de la molécula de agua; la CV2, que representa la distancia H-O entre ese mismo
hidrégeno y el oxigeno restante de la molécula de agua; la CV3, correspondiente a la distancia O—-P
entre el oxigeno de la molécula de agua y el dtomo de fésforo del fosfato terminal; la CV4, que es la
distancia P—O entre el fésforo del fosfato terminal y el oxigeno puente del ATP; la CV5, que representa
la distancia O-Mn?* entre un oxigeno del fosfato y el ion Mn2t; y finalmente, la CV6, correspondiente

a la distancia H-O entre el hidrégeno del agua nucledfila y un oxigeno del fosfato.

Estas coordenadas colectivas se ilustran en la Figura en donde se esquematiza el sistema y se

identifican con diferentes colores las distancias relevantes para la reaccién.
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Figura 25. Coordenadas colectivas (CVs) utilizadas para describir el proceso de hidrélisis del ATP durante los célculos
de ASM. Cada CV representa una distancia clave involucrada en la transferencia proténica o en la ruptura/formacién de
enlaces fosfato.

Para iniciar este cdlculo fue necesario redimensionar la regidén cudntica, seleccionando una nueva deli-
mitacion que capturara de forma mds precisa los eventos relevantes del proceso de hidrélisis. La region

redefinida corresponde a la misma utilizada por Garcia-Martinez et al. (2023), y se ilustra en la Figura
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Figura 26. Seccién de la nueva regién QM; imagen modificada y obtenida de: Garcia-Martinez et al. (2023).

Los célculos ASM se realizan en dos etapas. La primera corresponde al proceso de optimizacién, en el
cual se busca que los nodos converjan a lo largo de la trayectoria de energia libre minima. Este proceso
debe ser monitoreado constantemente para identificar el momento en que se alcanza la convergencia.

En el caso del presente sistema, se observé que la convergencia se logré dentro de los primeros 40,000
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pasos; posteriormente, se asignaron 10,000 pasos adicionales con el objetivo de permitir que el sistema

se equilibrara adecuadamente. Este comportamiento se puede observar en la Figura [27]
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Figura 27. Evolucién del proceso de optimizacion durante el cilculo ASM. Se muestra la convergencia de los nodos a
lo largo de los primeros 40,000 pasos, seguida de una etapa de equilibrio de 10,000 pasos adicionales para estabilizar la
trayectoria.

Una vez que el sistema ha convergido, se verifica que las incertidumbres reportadas en el archivo "fi-
nal.PMF” sean menores a 1 kcal/mol, a fin de respaldar la confiabilidad del cdlculo. En la Figura se
presenta el perfil de energia libre (PMF): la linea purpura indica el valor medio y las barras verticales
representan la incertidumbre estimada en cada punto a lo largo de la coordenada S del camino. En este
caso, la barrera energética asociada a la ruptura de la molécula de agua es de 2.60 kcal /mol, diferencia

notable respecto al valor de 15.1 kcal/mol reportado por Garcia-Martinez et al. (2023).

Esta discrepancia sugiere que el sistema analizado corresponde a un estado intermedio que no captura
completamente el proceso de hidrélisis, dado que se empleé una (nica trayectoria generada mediante
SMD para iniciar el calculo ASM. Esto limita el muestreo y aumenta la incertidumbre; por ello, seria

necesario obtener mds trayectorias de SMD (con semillas independientes) para refinar el célculo.

Esto corresponde a la transicién de (a) a (b) mostrada en la Figura El célculo para el paso (b)—(c)
no pudo completarse. No obstante, dado que el pK, tedrico de Glu286 es 4.2 (Grimsley et al., 2009) y el
sistema estd a pH 7.4 (y que PROPKA 3 estima pK, = 3.8), se espera que este residuo se encuentre
mayoritariamente desprotonado. Asimismo, la presencia cercana de HPO, (con oxigenos capaces de
aceptar un protdn) sugiere que el protén liberado se transferiria hacia dicha especie para formar HoPO, .

De este modo, el sitio catalitico quedaria listo para la entrada de otra molécula de ATP vy la repeticidn
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del ciclo (Garcia-Martinez et al., 2023).
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Figura 28. Perfil de energia libre (PMF) obtenido mediante el método ASM. La curva pirpura muestra el valor promedio
del PMF, mientras que las lineas verticales representan el error estimado en cada nodo.
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Capitulo 5. Conclusiones

Los compuestos CID mostraron un comportamiento coherente con un mecanismo de inhibicién compe-
titiva, al unirse de forma estable al sitio de hidrdlisis de ATP de la helicasa NS3 del virus del Zika en
presencia de un ion Mn2*. Las simulaciones de dindmica molecular confirmaron su capacidad para man-
tener interacciones clave con residuos cataliticos, preservando una conformacién similar a la observada
en presencia de ATP. El anilisis energético mediante MM-PBSA revelé una buena energia de unién para
estos compuestos, siendo CID-2, CID-5, CID-6 y CID-1 los que obtuvieron los valores mas favorables
siendo de: -23.47 + 1.20 Kcal/mol, -17.31 £ 1.09 Kcal/mol, -12.31 + 0.80 Kcal/mol y -1.72 + 0.64
Kcal/mol, respectivamente. Por otro lado, CID-2, CID-5, CID-7 y CID-9 mostraron el mejor comporta-
miento establizador en el "P-Loop”, seglin los andlisis de RMSD y RMSF. En conjunto, estos resultados
refuerzan el potencial de los compuestos CID como inhibidores directos, al bloquear la actividad de la
helicasa mediante la ocupacién del sitio activo, representando asi candidatos prometedores para estudios

posteriores de optimizacién y validacién experimental.

Por otra parte, los resultados obtenidos para los compuestos AID sugieren que, aunque algunos de
ellos podrian inducir cambios estructurales compatibles con un efecto inhibidor alostérico, en la mayoria
de los casos no se observd un efecto claro en el sitio activo. Ademds, varios compuestos no lograron
mantenerse en sus dominios de unidn previstos, lo cual podria atribuirse al uso de dindmicas aceleradas,
que permiten explorar estados conformacionales que normalmente no serian accesibles en escalas de
tiempo convencionales. Estos hallazgos refuerzan la idea de que la eficacia de la inhibicidén alostérica
no depende tnicamente de una unién estable del ligando, sino también de su capacidad para propagar

senales estructurales hacia regiones funcionales criticas de la proteina.

Finalmente, el objetivo original de los cdlculos mediante el método " Adaptive String Method” (ASM)
era determinar la barrera energética asociada al proceso de hidrdlisis del ATP antes y después de un
posible cambio alostérico inducido por los compuestos AID. Sin embargo, dado que no se observé un
cambio estructural alostérico claro, el estudio se centrd tinicamente en caracterizar computacionalmente
el mecanismo de hidrdlisis catalizado por la helicasa en presencia del ion Mn?T mediante simulaciones
QM/MM. Este enfoque permitié delinear el perfil de energia libre (PMF) del proceso, con una barrera
estimada de 2.60 kcal /mol, en contraste con valores reportados en la literatura. Esta discrepancia
sugiere que el sistema analizado podria corresponder a un estado intermedio o reflejar un muestreo
insuficiente; dado que el calculo ASM se inicié a partir de una Unica trayectoria SMD, se recomienda

obtener trayectorias adicionales (con semillas independientes) para refinar la estimacién.
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Como perspectiva de trabajo futuro, proponemos refinar el mecanismo de reaccién del proceso de hidrdli-
sis del ATP y la estimacién de la barrera de energia libre asociada de mdltiples maneras. En primer lugar,
se debe repetir la dindmica molecular dirigida (SMD) para garantizar que el punto de partida para la
aplicacién del método " Adaptive String Method” (ASM) capture correctamente los estados reactivos y
los productos. Ademds, se debe investigar el mecanismo alternativo con dos moléculas de agua (Figura
21]) agregando la desprotonacién del residuo GluH y comparar las barreras de reaccién de los dos meca-
nismos. Por dltimo, proponemos sustituir el hamiltoniano semiempirico utilizado en los calculos QM /MM
por un hamiltoniano basado en DFT con el fin de aumentar la precisién de la barrera de energia libre de
reaccidén estimada. Se espera que esto dé lugar a una barrera mas acorde con los valores tipicos de los
mecanismos de reaccidn enzimatica y con el valor de 15 kcal/mol que se indica en la bibliografia para
la helicasa del virus del Zika con un ion Mg?* en lugar del ion Mn?* en el sitio activo Garcia-Martinez
et al. (2023). Un conocimiento exhaustivo del mecanismo de reaccién catalitica sentaria las bases para

futuros estudios sobre la inhibicidon alostérica de la actividad catalitica de la helicasa.
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Anexos

A Acoplamiento molecular

Los acoplamientos se realizan a través de una funcidén de puntaje, en la cual se utiliza un campo de
fuerza semiempirico que evaliia la unién en dos pasos. El ligando y la proteina inician en un estado en
el cual no se encuentran unidos. El primer paso estima la energia intramolecular para la transicién de
los estados no enlazados hacia el sistema del ligando y proteina enlazados. El segundo paso evalia la
energia intermolecular del complejo (Ligando—Proteina) en su conformacién unida. El campo de fuerza
incluye seis evaluaciones por pares (V') y una estimacién de la entropia conformacional que se pierde en
la unién (AScony):

AG = (VEL vy L Ny wE P _yElE Y+ (Pl vEPE )+ ASeons (58)

enlace no—enlace enlace no—enlace enlace no—enlace

donde L se refiere al ligando y P a la proteina en un célculo de acoplamiento ligando—proteina.

Cada uno de los términos energéticos por pares incluye evaluaciones de dispersién/repulsién, enlace de

hidrégeno, electrostatica y desolvatacién:

Aij B Cij Dy 4i4;
Vi=Weaw D | T2 = 76 )+ Waena 2B | 55 = T |+ Weee D
i,] J wJ (% v v i,J
r2.
1
+ Waotw Y _(SiVj + S;V;) exp —TUJQ (59)

2
Las constantes W se han optimizado para calibrar la energia libre empirica basandose en un conjunto
de constantes de enlace determinadas experimentalmente. El primer término es un potencial 6/12 tipico
para las interacciones de dispersion/repulsidn; sus pardmetros se basan en el campo de fuerza Amber. El
segundo término es un potencial direccional de enlace de hidrégeno basado en un potencial 10/12. Los
pardmetros C'y D se asignan para dar una profundidad maxima de 5 kcal/mol a 1.9 A para enlaces de
hidrégeno con oxigeno y nitrégeno, y una profundidad de 1 kcal/mol a 2.5 A para enlaces de hidrégeno con
azufre. La funcién E(t) proporciona la direccionalidad basada en el angulo ¢ de la geometria ideal de los
enlaces de hidrégeno. El tercer término es un potencial de Coulomb para las interacciones electrostaticas.
El dltimo término es un potencial de desolvatacién basado en el volumen de los dtomos (V') que rodean
a un atomo dado y lo protegen del disolvente, ponderado por un pardmetro de solvatacién (S) y un

término exponencial con un factor de peso de distancia o = 3.5 A (Morris et al., 2009).

AutoDock utiliza un método basado en una cuadricula que permite evaluar rapidamente la energia
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de enlace de las conformaciones de prueba. En este método, la proteina objetivo se incrusta en una
cuadricula tridimensional. A continuacidn, se coloca secuencialmente un dtomo de prueba en cada punto
de la cuadricula, se calcula la energia de interaccidn entre la prueba y el objetivo, y el valor se almacena

en la cuadricula.

El método principal para la bisqueda conformacional es un algoritmo genético lamarckiano (Morris et al.,
1998). Se crea una poblacién de conformaciones de prueba y, en generaciones sucesivas, estos individuos
mutan, intercambian pardmetros conformacionales y compiten de forma andloga a la evolucién bioldgica,
seleccionando finalmente a los individuos con menor energia de enlace. El aspecto lamarckiano es una
caracteristica anadida que permite a las conformaciones individuales buscar en su espacio conformacional

local, encontrar minimos locales y transmitir esta informacidn a generaciones posteriores.
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B Dinamica molecular acelerada gaussiana

Gaussian Accelerated Molecular Dynamics (GaMD) es un método de muestreo mejorado que permite
explorar de forma eficiente la superficie de energia libre de sistemas biomoleculares complejos, superando
las limitaciones de las simulaciones de dindmica molecular convencional (cMD). GaMD introduce un
potencial de refuerzo arménico que suaviza la superficie de energia potencial del sistema, reduciendo asi

las barreras de energia que restringen las transiciones conformacionales de baja frecuencia.

El principio fundamental de GaMD es afiadir un potencial de refuerzo (boost potential) cuando la energia
potencial del sistema es menor que un umbral definido, generando un sesgo que sigue una distribucidn
gaussiana. Este disefio garantiza que el sesgo anadido permita una exploracién mas rapida de los estados
de baja energia sin alterar el orden relativo de los estados conformacionales, lo que preserva la fisica del

sistema.

Una ventaja clave de GaMD frente a métodos tradicionales basados en variables colectivas (CVs) es que
no requiere definir previamente coordenadas de reaccién o CVs. Esta caracteristica elimina la dependencia
de informacién a priori del sistema, lo que resulta especialmente util para estudiar procesos bioldgicos

complejos donde las coordenadas relevantes no siempre son obvias.

Para recuperar paisajes de energia libre precisos del muestreo sesgado, GaMD utiliza una expansién de
cumulantes de segundo orden ( “aproximacion gaussiana”) que permite reponderar las trayectorias simu-
ladas. Este procedimiento de reponderacién corrige el efecto del potencial de refuerzo, reconstruyendo
la distribucién candnica original de energias libres con alta precisién y reduciendo el ruido estadistico

caracteristico de otras variantes de aMD.

Ademds, se han desarrollado extensiones de GaMD para aplicaciones especificas, como el Replica Ex-
change GaMD (rex-GaMD) y el Ligand Gaussian Accelerated Molecular Dynamics (LiGaMD). Estas
variantes combinan GaMD con esquemas de intercambio de réplicas o refuerzos selectivos para ligandos,
mejorando alin mds el muestreo de eventos raros como la unién y disociacién de ligandos o péptidos

altamente flexibles, con una precisién notable en la determinacién de termodindmica y cinética de unién.
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C Dinamica molecular dirigida

La técnica de Steered Molecular Dynamics (SMD) es un método de dindmica molecular dirigida que
permite explorar procesos de transicidén a lo largo de coordenadas de reaccién o caminos de disociacion
mediante la aplicacién de una fuerza externa controlada. En esta aproximacién, se aplica una restriccion
armonica que arrastra uno o varios atomos seleccionados a lo largo de una trayectoria predefinida con
una velocidad constante, mientras que el resto del sistema evoluciona de forma natural bajo la influencia

del campo de fuerza.

El principio de SMD se basa en acoplar un potencial de resorte al &tomo o grupo de interés, de modo
que la posicidon objetivo del resorte se desplace gradualmente con el tiempo. Esta estrategia permite
inducir eventos raros o de alta barrera energética, como la ruptura de enlaces, la disociacién de ligandos
o la apertura de canales, que en simulaciones no dirigidas serian poco probables debido a las escalas de

tiempo limitadas.

El trabajo realizado sobre el sistema durante la trayectoria SMD puede fluctuar entre diferentes réplicas
debido a la naturaleza estocastica de la dindmica molecular. Para relacionar este trabajo no reversible con
la energia libre de transicién, se emplea la relacién de Jarzynski. Esta relacién establece que la energia
libre de cambio entre dos estados puede estimarse a partir de un promedio exponencial del trabajo

realizado en miltiples trayectorias independientes, siguiendo la expresién:

AG = —kpTln <e—W/’fBT> (60)

donde AG es la diferencia de energia libre entre los estados inicial y final, W es el trabajo mecanico
aplicado a lo largo de cada trayectoria de SMD, kp es la constante de Boltzmann y T' la temperatura. El
promedio (...) se realiza sobre un conjunto de réplicas independientes para garantizar la convergencia

estadistica.

La relacién de Jarzynski es especialmente valiosa porque permite recuperar un valor de energia libre de
un proceso irreversiblemente inducido, siempre que se disponga de un nimero suficiente de trayectorias
para muestrear la distribucién de trabajos con precisidon. En la practica, la eleccién de la velocidad de
arrastre y la constante del resorte es un compromiso entre minimizar la disipacién de energia y mantener

un tiempo de simulacién razonable (Park et al., 2003; Jarzynski, 1997).
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Para este método se aplicaron restricciones de distancia a ciertos dtomos, incluidas moléculas de agua del
entorno, a fin de estabilizar el i6n divalente Mn?t y su coordinacién. Ademas, se onsidero las variables de
raccion (i) la transferencia del hidrégeno desde la molécula de agua hacia Glu286 y (ii) la aproximacién

del oxigeno de dicha agua al grupo fosfato. Se empled una constante de fuerza de 150 kcal /mol.
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D Método de cuerdas adaptativo

El método Adaptive String Method (ASM) es una versién mejorada del método string original, desa-
rrollada para localizar caminos de minima energia libre (MFEP, por sus siglas en inglés) en espacios
definidos por variables colectivas (CVs). Este enfoque resulta especialmente (til para describir proce-
sos complejos en fase condensada, como reacciones quimicas o transiciones conformacionales, donde es
inviable muestrear exhaustivamente la superficie de energia libre multidimensional debido a la llamada

“maldicién de la dimensionalidad” .

El principio central de los métodos basados en caminos es que el proceso mds probable de transicidn
entre estados reactivos y productos se restringe a una “tubo de reaccién” angosto en el espacio de
variables colectivas. De este modo, toda la informacién esencial del proceso puede proyectarse sobre una
trayectoria representativa, reduciendo la dimensionalidad efectiva del problema y permitiendo construir

un perfil de energia libre de reaccién (PMF) unidimensional.

El ASM combina la optimizacién dindmica de la trayectoria (la string) con la recoleccidn eficiente de
datos para calcular el perfil de energia libre. Para ello, la trayectoria se representa como un conjunto
de nodos o puntos que se distribuyen entre el estado reactivo y el producto, cada uno de los cuales se
mantiene cerca de su posicién objetivo mediante un potencial de restriccion armédnico. A diferencia del
método string cldsico, ASM introduce una matriz de sesgo adaptativa que permite orientar el volumen
de muestreo (elipsoide de sesgo) a lo largo de la direccién tangente a la trayectoria, mejorando la

convergencia y asegurando un muestreo uniforme a lo largo del camino.

Una de las principales innovaciones del ASM es la optimizacién “on-the-fly" de pardmetros clave como las
posiciones de los nodos y las constantes de fuerza de restriccion paralelas y ortogonales a la trayectoria.
Este ajuste dindmico garantiza que cada nodo muestree de forma equilibrada su regién local. Para
maximizar la eficiencia del muestreo, ASM utiliza la técnica de Hamiltonian Replica Exchange (H-
REMD). En este esquema, miiltiples réplicas del sistema se simulan en paralelo, cada una con pardmetros
de sesgo ligeramente distintos (por ejemplo, posiciones de nodo y constantes de fuerza), y se permiten
intercambios periddicos de configuraciones entre réplicas. Estos intercambios promueven una exploracion
mas completa del espacio de configuraciones, evitan atrapamientos en minimos locales y aceleran la

convergencia hacia el MFEP.

Una vez que la trayectoria se ha optimizado, esta se emplea como coordenada de reaccién para célculos

de perfil de energia libre mediante técnicas como Umbrella Sampling o Hamiltonian Replica Exchange
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Umbrella Sampling, desacoplando la optimizacién del camino de la estimacién precisa del PMF y mejo-
rando la robustez del método frente a coordenadas de reaccién subéptimas. Los pardmetros optimizados
durante la simulacién se usan directamente como ventanas de muestreo, reduciendo significativamente

la intervencién manual.

Otra caracteristica destacable del ASM es la posibilidad de restringir explicitamente el muestreo en direc-
ciones ortogonales al camino de reaccién mediante la constante de fuerza ortogonal, K| . Dependiendo
de su valor, el método puede interpolar entre el camino de minima energia libre (MFEP) y la curva
principal promedio del proceso, lo cual es (til para sistemas con superficies de energia libre rugosas o

tubos de reaccién de anchura variable.
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E Desviacion cuadratica media, Fluctuacion cuadratica media

El Root Mean Square DesviationRMSD se calcula para cuantificar el desplazamiento promedio de los
atomos seleccionados con respecto a una estructura de referencia. Para cada fotograma de la trayectoria,
la proteina se alinea tipicamente sobre su columna vertebral (backbone) para eliminar traslaciones y
rotaciones globales, y posteriormente se calcula la desviacién de los dtomos pesados (no hidrégeno) del
ligando o la proteina seglin corresponda. De esta forma, valores bajos y estables de RMSD indican que
la conformacién permanece cercana a la estructura de referencia, mientras que aumentos o fluctuaciones

bruscas pueden reflejar cambios conformacionales significativos.

RMSD:\/W (61)

La ecuacién[61]define el calculo de la desviacién cuadrética media (Root Mean Square Deviation, RMSD).
En ella, x; representa la posicidon del dtomo i en un fotograma de la trayectoria simulada, mientras que
Z; es la posicién de referencia de ese mismo dtomo, normalmente obtenida de la estructura inicial o de
una estructura promedio alineada. El sumatorio recorre todos los N atomos considerados en el célculo

(por ejemplo, todos los dtomos del backbone o solo los dtomos pesados del ligando).

El término (x; — #;)% expresa la desviacién al cuadrado de cada dtomo respecto a su posicién de
referencia. Al sumar sobre todos los dtomos y dividir por el nimero total IN, se obtiene el promedio
de estas desviaciones cuadraticas. Finalmente, la raiz cuadrada convierte este valor en una medida en

unidades de distancia (A) que refleja el desplazamiento promedio de los dtomos analizados.

Por otro lado, el Root Mean Square Fluctuation RMSF evalda la fluctuacién promedio de cada dtomo o
residuo alrededor de su posicién media a lo largo de toda la trayectoria. Esta métrica permite identificar
regiones flexibles o dindmicamente inestables de la molécula, tales como bucles, extremos N- y C-

terminales, o sitios de unién que pueden presentar movilidad funcional.

El célculo se realiza promediando las desviaciones cuadraticas de cada dtomo individual respecto a su
posiciéon promedio tras la alineacidén estructural, como se muestra en la ecuacién (Salomon-Ferrer

et al., 2013a):

RMSF; = /(i — (2:))?) (62)



76

En esta expresion, x; representa la posicidn instantanea del &tomo i en cada fotograma de la trayectoria,
mientras que (z;) es la posicién promedio de ese mismo atomo calculada a lo largo de toda la simula-
cién. El término (z; — (x;))? refleja la desviacién cuadratica de cada posicién respecto a su media. El
simbolo (...) denota el promedio sobre todos los fotogramas de la trayectoria. De esta forma, el RMSF

proporciona una medida en unidades de distancia (A) de la flexibilidad local de cada 4tomo o residuo.
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F Mecanica molecular area superficial de Poisson-Boltzmann

Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area (MMPBSA .py) es un programa incluido en Am-
berTools disefiado para realizar cdlculos de energias libres de unién mediante el método MM-PBSA
(Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area) o MM-GBSA (Generalized Born Surface Area).
Estos métodos son de tipo end-state, lo que significa que calculan la energia libre como diferencia entre

los estados enlazado y no enlazado, sin necesidad de simular explicitamente estados intermedios.

El script automatiza la obtencién de las energias libres de unién (AGbmdmg) promediando sobre un
conjunto de conformaciones extraidas de una trayectoria de dindmica molecular. Cada fotograma es
tratado como una estructura representativa y para cada una se calculan energias individuales que luego

se promedian. En términos generales, el cdlculo se basa en el siguiente esquema termodindmico:

AC;binding = Gcomplejo - (Greceptor + Gligando) (63)

Cada término G se estima como:

G = Egqs + Goor — TS (64)

En esta relacién, E,,s corresponde a la energia mecdnica molecular calculada a partir del campo de
fuerza, incluyendo términos de enlaces, dngulos, dihedros y contribuciones no enlazadas. La energia de
solvatacion G, Se determina mediante modelos de solvatacién implicitos, como Poisson—Boltzmann,
Generalized Born o RISM, que permiten estimar la interaccién del sistema con el solvente sin representar
moléculas de agua de forma explicita. La contribucién entrépica (7'S) puede aproximarse utilizando andli-
sis de modos normales o una aproximacion quasi-arménica, dependiendo de los recursos computacionales

disponibles y la precisién deseada.

El flujo de trabajo deMMPBSA.py suele comenzar con la preparacién de archivos de topologia consisten-
tes para el complejo, el receptor y el ligando, tarea que puede facilitarse con el uso de ante-MMPBSA .py.
Posteriormente, se extraen los fotogramas de la trayectoria de dindmica molecular y se realizan los célcu-
los de energia para cada uno de ellos mediante herramientas como sander o pbsa, aplicando el modelo
de solvataciéon implicito elegido. Finalmente, los resultados se promedian para reportar la energia libre
de unidn junto con sus desviaciones estandar, ofreciendo asi una estimacién robusta basada en miltiples

estados representativos.
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Para construir los conjuntos de estructuras necesarios, se pueden emplear dos protocolos: el protocolo de
trayectoria dnica (Single Trajectory Protocol, STP), que utiliza una dnica simulacién del complejo enla-
zado para derivar las conformaciones del complejo, receptor y ligando, asegurando la cancelacién exacta
de términos internos; o bien el protocolo de trayectorias miiltiples (Multiple Trajectory Protocol, MTP),
que utiliza simulaciones independientes para cada estado, lo que resulta (til si se esperan diferencias

estructurales significativas entre los estados enlazado y no enlazado.

Adicionalmente, MMPBSA.py permite realizar descomposicién de energia por residuo o por pares de
residuos, identificar interacciones clave mediante escaneo de alanina y estimar la contribucién entrépica
a través de modos normales o aproximaciones quasi-arménicas. El programa también ofrece soporte para
ejecucién paralela a través de MMPBSA.py.MPI, distribuyendo los fotogramas entre varios procesadores
para acelerar los célculos, especialmente cuando se analizan sistemas de gran tamaifio o trayectorias

extensas (Miller IIl et al., 2012).
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