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Resumen

El VIH es un virus que, hasta la fecha, sigue infectando a miles de personas alrededor
del mundo. Actualmente una persona infectada no tiene como tnico término la muerte,
como era hasta hace algunas décadas, sino que puede llevar una vida normal con trata-
mientos de antiretrovirales. Esto se ha logrado gracias al amplio estudio de este virus.
Sin embargo, aunque se conozca en términos generales como se lleva acabo su ciclo de
replicacién, los detalles de este proceso siguen siendo desconocidos. En este trabajo, a
partir de simulaciones computacionales de dindmica molecular, con modelos moleculares
bastante sencillos, se indaga en el proceso de autoensamblaje del VIH. En primer lugar,
se replico la formacion de una particula virica a partir de sus unidades estructurales. Esto
incluye el ensamblaje de los bloques constructores del virus sobre un modelo de membrana
lipidica, su envolvimiento con ella y su separacién de la membrana. Justo como el VIH y
otros virus proceden para replicarse. En segundo lugar, se ensamblé la red hexagonal que
forma el VIH, a partir de sus unidades proteicas, en su proceso de multimerizacion sobre
la parte interna de la membrana lipidica de la célula infectada. Esta red fue ensamblada
sin la presencia de elementos como la membrana lipidica, entre otros, que sirven como
andamiajes y que intervienen en este proceso del virus. Para este fin se usé un modelo
molecular que se basa en la proteina Gag que sirve como bloque constructor (unidad
proteica) del virus del VIH. Las principales interacciones atractivas de la proteina Gag
son modeladas de dos maneras: con potenciales de pozo cuadrado y con potenciales de
Lennard-Jonnes. En ambos casos se obtuvieron buenos resultados. Finalmente, variando
ligeramente el modelo molecular para ensamblar la red, se autoensamblaron las cédpsides
icosaédricas T=1, T=3 y T=4, las cuales son estructuras de forma esférica que los virus
usan para resguardar su material genético. Esto se logro tan solo con variar una parametro
angular ¢ de la molécula y sin la necesidad de modificar las reglas de interaccion entre

las mismas.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Awutoensamblaje

El auto ensamblaje es un proceso de construccién de estructuras en 2D o 3D formadas
por unas cuantas o miles de unidades estructurales llamadas bloques de construccion.
Estas unidades estructurales pueden ser particulas, moléculas o algin otro componente
que pueda servir como unidad fundamental en el ensamblaje. Los bloques de construccion
pueden ser de una o varias especies las cuales, al interactuar entre ellas, son capaces de
ensamblar estructuras que pueden tener alguna periodicidad geométrica, como una red o
un arreglo cristalino, o por el contrario no tener algin arreglo definido como una membrana
lipidica. Las interacciones que median el proceso del autoensamblaje son de diversos tipos.
A nivel molecular intervienen interacciones como las de Van der Waals, electrostaticas,
hidrofébicas o puentes de hidrégeno. En un nivel mesoscépico las interacciones pueden
ser la atraccion gravitatoria, capilaridad, campos eléctricos y magnéticos o interacciones
entrépicas.

La clave del autoensamblaje se encuentra en la seleccion y diseno de los bloques de
construcciéon para formar estructuras deseadas con funciones especificas para aplicaciones
de interés. En el area de la nanotecnologia y diseno de materiales el autoensamblaje es
ampliamente usado ya que mediante este proceso se pueden obtener materiales con pro-
piedades foténicas! y plasménicas? o puede ser usado en la creacién de semiconductores.?
El autoensamblaje de redes abiertas ha sido de interés debido a las aplicaciones que pue-
den llegar a tener estas redes. Ejemplo de esto es la red Kagome.* Esta red estd formada

por una combinacién de triangulos y hexagonos y ha sido ensamblada con distintos mate-
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riales como compuestos metal-organicos,® particulas coloidales® o cristales liquidos,” esto
debido a sus propiedades magnéticas.*® En el drea de la sintesis quimica se desarrollan
diversos métodos para, a partir de la combinacion de compuestos organicos con distin-
tos metales, obtener macrociclos que ensamblen redes con poros de distintos tamanos y
formas. Los macrociclos metal-organicos MOMSs, junto con los marcos metal-organicos

MOFs que forman estructuras cristalinas, tienen aplicaciones de almacenaje de energifa,’

10,11 5,13

sensores quimicos, captura de moléculas'? o entrega de medicamentos.

El autoensamblaje ademés de sus amplias aplicaciones puede servir para entender
procesos bioldgicos ya que la vida misma esta regida por procesos quimicos y fisicos que
desencadenan procesos de autoensamblaje para su desarrollo. El autoensamblaje ademas
de estar presente en la formaciones de bicapas lipidicas!* se encuentra en el plegamiento
y agregaciéon de proteinas!® o en los filamentos de actinal® que se ensamblan cumpliendo
distintos papeles en funcién de las necesidades de la célula, entre otras funciones. Desa-
rrollar modelos que imiten algiin proceso biolégico de autoensamblaje ayuda a entenderlo
y posiblemente controlarlo. Esto debido a que al usar un modelo de los bloques cons-
tructores se pueden probar facilmente distintos parametros para encontrar aquellos que
determinan el proceso de autoensamblaje del sistema. Los virus, sin entrar en el debate
de si estdn vivos o no, son un ejemplo de que mientras mas se entienda su proceso de

replicacién mas formas de combatirlos se tendran.

1.2. Virus

El virus del tabaco fue el primero en ser descubierto a finales del siglo XIX por Iva-
novsky y Beijerinck de manera independiente.!” Ivanovsky en 1882 demostré que el agente
infeccioso, al que denomind como “filter-passing”, era de menor tamano que una bacteria
o un hongo.'® En 1898 Beijerinck llamo “liquido vivo infeccioso” al virus del tabaco con-
cluyendo que el agente infeccioso se reproducia asi mismo en las plantas enfermas.'™!® No
fue hasta la década de los afios treinta que se empezo6 a conocer el aspecto y la naturaleza
quimica de los virus gracias al microscopio electronico. Actualmente se define a un virus
como un organismo extracelular con un ciclo de vida parasitario intracelular.'® Esto quiere
decir que los virus pueden estar de manera libre fuera de una célula, pero necesitan entrar

en alguna (infectarla) para replicarse.
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Los virus usan acido nucleico para guardar su informacién genética. Su genoma se
encuentra rodeado por una estructura proteica que lo protege llamada cépside. La capside
esta ensamblada por subunidades llamadas capsémeros que estan compuestos por una o
varias proteinas. Los virus se pueden clasificar dependiendo del 4cido nucleico que utilicen
para guardar su genoma ya que pueden hacerlo con ADN o ARN y en ambos casos
puede ser de una cadena o doble cadena. También se puede caracterizar un virus por
la simetria de su capside, siendo la simetria helicoidal y la icosaédrica las mas comunes.
También se pueden encontrar virus con capsides alargadas o cénicas, incluso virus como los
bacteri6fagos (que infectan bacterias) estdn compuestos de una cabeza icosaédrica y una
cola helicoidal que usan para anclarse a la célula infectada e inyectar su material genético.
Ademas de la capside algunos virus se encentran envueltos por una membrana lipidica
que les da una proteccion extra. Esta membrana la toman de la membrana plasmatica al
liberarse de la célula infectada. Los tamanos que pueden tener los virus van de los 20 a
los 300 nanémetros, pero hay algunos que pueden alcanzar hasta los 900 nanémetros.!8
Por regla general mientras mas largo sea su ARN o ADN mas grande y complejo sera el
virus. Es clara la gran variedad de virus que existen con distintos tamanos y formas y
han ido evolucionado para infectar a todo tipo de células ya sean de animales, hongos,

plantas, bacterias e incluso pueden parasitar a otros virus.”

Los virus cuando estan fuera de la célula, en busca de alguna otra para infectarla,
tienen la denominacién de particula virica o virién.?® A la célula infectada se le denomina
célula hospedera y el virus puede tomar dos caminos después de la infeccién. El primero
es que el virus redireccione la maquinaria de la célula hospedera para replicarse y formar
nuevos virus que se liberan de la célula. En este proceso la célula puede morir debido a una
gran produccién y liberaciéon de nuevos virus o puede mantenerse viva por una produccion
menor de virus. El segundo camino que toma un virus es el de la latencia.'® En este caso
solo una parte de su genoma se mantiene activo, lo cual impide su replicacion. Esta
latencia puede ser una caracteristica del propio virus o puede ser causado por la célula.
Otra manera de que un virus se mantenga latente se da cuando el genoma del virus se
integra al de la célula, permaneciendo inactivo hasta que factores externos, desconocidos

en algunos virus, lo reactiven.!®

El ciclo de replicacion de un virus puede variar dependiendo de que tipo de célula

infecta o si es un virus de ADN o ARN, pero en general todos siguen los siguientes cinco
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pasos:0

1. Unién del virion a la célula hospedera
2. Penetracion del acido nucleico del virion a la célula hospedera

3. Replicacién del acido nucleico del virus y sintesis de proteinas estructurales del virus

por medio de la maquinaria de la célula hospedera

4. Ensamblado de nuevos virus (ensamblaje de la capside y empaquetamiento del ge-

noma virico)

5. Liberacion de los virus (viriones) de la célula hospedera

Este ciclo de replicacion, mostrado en la figura 1.1, desde que se infecta una célula y
se liberan nuevos virus puede tardar de entre 20 a 60 minutos en virus bacteriéfagos y de

entre 8 a 40 horas en la mayoria de virus animales.?

/ Geppmag
y virico

/

[Genoma ¥ 3 \
| replicado : \ \
\ 8 §§ — MARN .‘ \ Ncleo J‘;‘ 1‘
‘13':3\ l Proteinas “ /

¥ estructurales

Figura 1.1: El ciclo de replicacion de los virus consta de 5 pasos: 1. Anclaje a la célula hospedera. 2.
Penetracion del genoma virico. 3. Replicacién del acido nucleico y sintesis de proteinas estructurales. 4.
Ensamblaje de la capside y empaquetamiento del genoma virico. 5. Liberacién de nuevos viriones. Figura
modificada de Viruses: Biology, Aplications and Control.'®



Capitulo 2

VIH

Este trabajo se enfoca en el virus del VIH por lo que sera a partir de este virus que
se creen modelos moleculares sencillos para alcanzar dos objetivo. El primero es replicar
el ensamblaje de un virién sobre una membrana lipidica. El segundo es ensamblar la red
que el VIH forma en una de sus etapas de replicacién. A continuacién se hablara con mas
detalle del virus del VIH para entender en que consisten estos objetivos.

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH) ataca a los linfocitos T CD4 encargados
de activar el sistema inmunitario. Al infectarse del virus este puede mantenerse latente
por varios afios sin presentar sintomas.?%2! Una vez que se activa el virus este provoca
el debilitamiento del sistema inmune, lo que permite que una variedad de infecciones y
canceres ataquen al organismo sin la posibilidad de defenderse. Cuando se desarrollan

estas enfermedades oportunistas se dice que se tiene el sindrome de inmunodeficiencia

adquirida (SIDA).2%-22

2.1. Origen del VIH

El VIH es un virus que se clasifica en dos tipos: VIH-1 y VIH-2. El VIH-1 es el causante
de la pandemia SIDA, mientras que el VIH-2 es un virus que provoca menos enfermedades
y es menos infeccioso. El VIH tiene su origen en los simios africanos. E1 VIH-1 proviene de
los chimpancés y el VIH-2 proviene de los monos.?! Se cree que alrededor de 1900 se dio
el salto inter-especies del virus debido a las costumbres de caza y uso como alimento del
chimpancé. Durante las siguientes décadas el virus se esparcio lentamente por el continente

Africano y alrededor de 1966 el VIH-1 paso del Congo hacia Haiti desde donde, alrededor



6 CAPITULO 2. VIH

de 1969, se diseminé alrededor del mundo entrando a Estados Unidos y a Europa.?

En 1981 en Estados Unidos se detectaron los primeros casos de SIDA. Unos anos mas
tarde, en 1983, el equipo de Luc Mongtanier aislé por primera vez el virus del VIH-1%* y un
afio después el equipo de Roberto Gallo identificé a este virus como el causante del SIDA .2
A mediados de los 80’s se empezaron a realizar estudios de antirretrovirales (fairmacos que
impiden la replicacién del virus dentro del organismo) para combatir el VIH?* y en 1987
se aprob6 la azidotimidina (AZT) como el primer farmaco contra el VIH-1.2¢ Actualmente
el desarrollo de una vacuna preventiva contra el VIH-1 se encuentra en su tercera etapa de
estudios clinicos en personas de Norte América, América Latina y Europa. Esta vacuna
al ser preventiva ayudaria a las personas no infectadas a desarrollar anticuerpos contra

muchas de las cepas del virus VIH-1 para evitar su contagio.

2.2. Estructura y ciclo de replicacion del VIH-1

El VIH-1 es un retrovirus, esto quiere decir que su genoma lo guarda en ARN de
una sola cadena el cual necesitard pasarlo a ADN para poder llevar a cabo su ciclo de
replicacion. En la figura 2.1 se muestra la estructura del virién maduro del VIH-1, listo
para infectar una célula. En la figura se observa que el virus guarda dos copias de su ARN
las cuales estan recubiertas por una proteina llamada nucleocapside. Las dos cadenas de
ARN estan protegidas por una cépside cénica.?”?® A su vez, la capside estd rodeada por
una membrana lipidica, tomada de la célula infectada al salir de ella. Pegada a la parte
interna de la membrana lipidica se encuentra una proteina llamada matriz, de la cual se
explicara su funcién més adelante. Por la parte externa de la membrana se encuentran
incrustadas glucoproteinas de envoltura denominadas Env. Estas glucoproteinas Env son
las encargadas de reconocer a una nueva célula para infectarla, se unen a la célula y
promueven la fusién de las membranas del virus y de la célula para introducir el ARN
del virus. Algunos virus como el VIH-1 llevan consigo enzimas necesarias (Transcriptasa
inversa, integrasa y proteasa) para llevar a cabo su ciclo de replicacién. Por ejemplo, la
transcriptasa inversa, también llamada retrotranscriptasa, es la encargada de pasar el
ARN de una cadena del virus a ADN de doble cadena. Este paso de retrotranscripcién es
necesario debido a que el VIH-1 necesita integrar su ADN al de la célula hospedera para

poder replicarlo.
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proteasa

membrana
lipidica

transcriptasa
inversa

genoma
virico (ARN)

Figura 2.1: Virién maduro del VIH-1 compuesto por una capside cénica que protege dos copias del ARN
del virus. La cépside se encuentra rodeada por una membrana lipidica tomada de la célula infectada.
Glucoproteinas Env se encuentran incrustadas alrededor de la membrana lipidica, las cuales sirven para
unirse a otra célula para infectarla.

El ciclo de replicacién del VIH-1 se da en dos fases. La primera fase, llamada fase
temprana, va desde la llegada del virus a la célula hospedera hasta la integracion del
material genético del virus dentro del nicleo de la célula.?® En esta fase se da la unién
del virus con la célula por medio de las glucoproteinas Env sin que la célula lo reconozca
como amenazante. Se da la penetracion del virus dentro de la célula, mediante la fusion
de las membranas lipidicas del virus y la célula, y comienza la transcripcion inversa del
ARN virico a ADN por medio de la enzima transcriptasa inversa. Una vez que se tiene el
ADN del virus este se dirige al ntcleo de la célula junto con la enzima integrasa la cual
se encargara de integrar el ADN del virus al ADN de la célula. A partir de este momento

el virus se valdra de la maquinaria de la célula para replicar su material genético.

La segunda fase de la replicacion del VIH-1, llamada fase tardia, comienza con la
transcripcion de su material genético, dentro del nicleo celular, hasta la liberacién del
nuevo virién desde la membrana plasmatica de la célula hospedera y su maduracién.?”
La fase tardia se muestra en la figura 2.2 y transcurre como sigue. El ADN del virus,
una vez integrado al de la célula hospedera, se vale de la enzima ARN-polimerasa de
la célula para realizar su transcripcion genética. En este proceso se sintetiza el ARN

que contiene el genoma del virus y mARN (ARN-mensajero) que es donde se codifica la

informacion para generar las proteinas del virus. E1 ARN del virus, generado durante la
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transcripcion, es exportado del nicleo al citoplasma, donde se da su traduccién de mARN
a las proteinas que formaran el virus. Estas proteinas son: Poliproteinas precursoras Gag

y GagPol, glucoproteinas de envoltura Env, entre otras proteinas reguladoras y accesorias.

Lipid raft Gag

microdomain

Env

B %gplZO_ A
gp4l O

ESCRT recruitment

Secretory a and virus budding
pathway Gag targeting
&_W%/w G oo

MA
A~ CA
e Golgi NC

— S p6 Protease
A\ Reverse transcriptase
——— Integrase
@ | Gag and GagPol synthesis

W z Viral genomic RNA

Figura 2.2: Fase tardia del ciclo de replicacion del VIH-1. Comienza con la traduccion del ADN del virus,
integrado al de la célula, para generar el ARN virico. E1 ARN es traducido a las poliproteinas Gag y
GagPol, conteniendo esta ultima las enzimas proteasa, transcriptasa inversa e integrasa. Gag y GagPol
se dirigen a la parte interna de la membrana plasmética donde se ensamblan y empaquetan el ARN del
virus. Las glucoproteinas Env se dirigen a la parte externa de la membrana desde donde se unen a los Gag
y GagPol. El ensamblaje de Gag y GagPol en la membrana provoca la formacién de una protuberancia
esférica. Llegado cierto tamano de la protuberancia, Gag induce la separacion total de la membrana
para liberar el virién mediante la reclutaciéon del complejo de clasificacién endosomal requerido para el
transporte (ESCRT de sus siglas en inglés) de la célula. Una vez liberado el viridn, la enzima proteasa
corta a Gag y GagPol en las subproteinas que formaran la cdpside que protegerd el ARN, con lo que el
virién alcanza la maduracién. Imagen tomada de Freed?®

Las poliproteinas precursoras estan formadas por las proteinas que seran necesarias

para ensamblar la estructura del virus, por ejemplo la cépside, y se diferencian en que
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GagPol, ademas de tener las mismas proteinas que Gag, lleva consigo las enzimas que
necesita el virus para su replicacién (transcriptasa inversa, integrasa y proteasa). Una vez
sintetizadas las poliproteinas Gag y GagPol, estas se dirigen a la membrana plasmatica
uniéndose a ella mediante interacciones electrostaticas a la vez que se ensamblan entre
ellas para formar el nuevo virion. Desde el citosol el ARN, con el genoma del virus, se
dimeriza y es llevado por las poliproteinas Gag y GagPol hacia la membrana plasmatica
para su empaquetamiento. Al mismo tiempo, las glucoproteinas Env se dirigen a la parte
exterior de la membrana plasmética desde donde se unen con los poliproteinas Gag y
GagPol. Conforme se ensambla el virus en la parte interna de la membrana celular, una
protuberancia empieza a aparecer. Esta protuberancia se forma debido a que los Gag y
GagPol son méas anchos de uno de sus extremos que del otro, por lo que al unirse a la
membrana por su extremo mas ancho y al ir uniéndose entre ellos, unos al lado de los
otros, estos doblan la membrana hacia su extremo més delgado. Esta protuberancia crece
de manera esférica, mientras méas Gag y GagPol se unen, hasta llegar a cierto tamano
para ser liberada de la célula conteniendo al virus dentro de si. Esta es la manera en
que el virus queda envuelto por la membrana plasmatica de la célula hospedera. Una vez
formada la particula virica (virién), el virus se prepara para su maduracién. Esto lo logra
a partir de la enzima proteasa, la cual se encarga de cortar las poliproteinas Gag y GagPol
en las subproteinas que formaran la cédpside que resguardard el ARN del virus. De este
modo, el virién del VIH-1 alcanza su maduracién y ahora tiene la capacidad de infectar

una nueva célula.

2.3. Estructura de Gag y GagPol

Las poliproteinas precursoras Gag y GagPol son de plena importancia ya que son las
responsables de toda la formacién del virion hasta su maduracién. Sirven como bloques
constructores para ensamblar el virién en la parte interna de la membrana plasmatica, se
encargan de empaquetar el ARN del virus, inducen el corte de la membrana plasmatica
para liberarse de la célula hospedera y finalmente, al ser cortado por la proteasa, forma
su capside alcanzando asi la maduracion. Cada una de estas funciones es llevada a cabo

por una parte especifica del precursor Gag, las cuales se describirdan a continuacién

Como se ve en la figura 2.3, el precursor Gag esté formado por 4 dominios distintos??
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matriz (MA), capside (CA), nicleo capside (NC) y p6, ademds de dos péptidos espacia-
dores (SP1) y (SP2). MA es la encargada de dirigir al Gag a la membrana plasmadtica ya
que la parte superior de este dominio se atrae con los lipidos de la parte interna de la
membrana debido a una interaccion electrostéatica entre los residuos basicos de MA y los
lipidos acidos. Ademds, MA tiene un dcido miristico (Myr) que es una cadena de catorce
carbonos que MA utiliza para anclarse dentro de la membrana. Myr se mantiene dentro de
MA y sobresale tinicamente cuando MA ya se encuentra unida a la membrana. Finalmen-
te, MA también se encuentra involucrada en la incorporacién de las glucoproteinas Env
que llegan a la parte externa de la membrana plasmatica, por otra via, e interaccionan

con MA desde ese punto.

El domino CA es el de mayor importancia en la multimerizacién de Gag. Las primeras
interacciones CA-CA se dan desde el citosol, que es la fase liquida que se encuentra
entre el nicleo y la membrana plasmética. Llegados a la membrana se organizan en
hexidgonos formando una red.?® En la etapa de maduracién CA, después de ser cortado
por la enzima polimerasa, es el encargado de ensamblar la capside conica del VIH-1. La
cépside se compone de 216 hexdmeros (6 CA formando un hexdgono) y 12 pentdmeros
(5 CA formando un pentdgono), siete en su extremo mas ancho y 5 en su extremo mas
delgado.?” En la figura 2.3 a) se sefiala como es que CA se subdivide en dos subdominios:
dominio N-terminal (NTD) y dominio C-terminal (CTD). La parte CA-NTD se encuentra
debajo de MA y la parte CA-CTD, de bajo de CA-NTD, unida al siguiente dominio. La
divisiéon de CA en subdominios ayuda a la protuberancia que se forma en la membrana

plasmatica para formar el virién.3!

NC también participa en la multimerizacién de Gag, pero su principal funcién es la
de empaquetar ARN virico. NC esta formado por dos dominios a los que se le conoce
como dedos de zinc. Estos dedos de zinc son los que reconocen al ARN y se encargan de
reclutarlo y llevarlo a la membrana plasmatica para su empaquetamiento. Ya en la etapa

de maduracién NC permanece unido al ARN rodedndolo por completo (Fig. 2.1).

El dominio p6 se encarga de reclutar al complejo de clasificacién endosomal requerido
para el transporte (ESCRT por sus siglas en inglés), que es un complejo de proteinas
citosdlicas que intervienen en la ultima etapa de la divisién celular, por lo que se encargara
de la escision de la membrana plasmatica para liberar al viriéon de la célula hospedera.

Por 1ltimo, el espaciador SP1 conecta a los dominios MA y NC, este espaciador también
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colabora en la multimerizacion de Gag. El segundo espaciador SP2 conecta a los dominios
NC y p6.

La figura 2.3 b) muestra como la poliproteina GagPol estd compuesta de la misma
manera que Gag, pero esta ademés incluye, las enzimas proteasa, transcriptasa inversa y
polimerasa, en ese orden. Como ya se menciond, la proteasa se encarga de cortar a Gag
y GagPol en las subunidades que formaran la capside y nucleo capside, la transcriptasa
inversa se encarga de pasar el ARN a ADN y la integrasa integra el ADN del virus al de la
célula hospedera. Aunque GagPol lleve consigo las enzimas necesarias para la replicacion

del virus, esta solo se produce en un 5% respecto de Gag.?

Gag

a) ‘5@
MA ‘

E] b)

Gag GagPol
MA
CA

NC
CA N-terminal p6 Proteasa

Transcriptasa

cA inversa
CA C-terminal Integrasa
«
SP1 2
’ <«
Zn2+
NC Zn2+

Figura 2.3: Dominios de la poliproteina Gag y GagPol. a) Modelo construido por Sundquist et al.?? a
partir de combinar las estructuras tridimensionales de los dominios del Gag reportadas en el banco de
datos de protefnas®® (PDB por sus siglas en inglés), el cual es una herramienta para explorar estructuras
en 3D de macromoléculas bioldgicas. b) Esquemas de Gag y GagPol que identifican sus dominios y las
enzimas en el caso de GagPol.

2.4. Liberacién del virion de la membrana plasmatica

2.4.1. Membranas celulares

Distintos tipos de lipidos son los encargados de formar membranas que son de suma
importancia para la célula. Una membrana lipidica tiene como funcién aislar a la célula
del ambiente a su alrededor, asi como de aislar, en su interior, a los distintos organulos

del citosol. Ademas de su funcién protectora, las membranas son indispensables en el
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reconocimiento molecular y en el paso de senales, provenientes del exterior, hacia el interior
de la célula.

Los lipidos de las membranas se pueden separar en dos grupos: estructurales y no
estructurales. Este primer grupo es el encargado de la propia formacién de las membranas.
Debido a sus cabezas hidrofilicas y a sus colas hidrofébicas estos lipidos se ensamblan en
membranas de doble capa. Los lipidos estructurales también son los responsables de las
distintas fases que puede adoptar una membrana. Dependiendo del lipido se pueden formar
tres fases distintas: tipo gel, liquido desordenado o liquido ordenado. Caracterizadas cada
una por el orden de la cola del lipido y por su difusién traslacional.'* Por otro lado, el grupo
de los lipidos no estructurales se encargan de llevar acabo las actividades de la membrana
de: senalizacién, paso de mensajes, formacion de dominios que reclutan proteinas desde

el citosol, asi como de procesos de fusién y fision indispensables para la division celular.

2.4.2. Proceso de liberacion

El VIH-1 para liberarse de la célula infectada se envuelve en la membrana plasmatica
formando una especie de vesicula (virién). Las vesiculas son usadas por la célula para
transportar moléculas entre organelos o para expulsarlas de la célula (exocitosis). En el
proceso de formacién de las vesiculas de la célula participan alrededor de cincuenta molécu-
las distintas, sin embargo, en el caso del VIH-1, las proteinas Gag son las responsables de
inducir este proceso.

La interaccién entre el dominio MA del Gag y la parte interna de la membrana
plasmética es de plena importancia ya que se ha encontrado que la membrana con la
que se envuelve el VIH-1 esté enriquecida en esfingolipidos, fosfatidilinositol y colesterol,
lipidos que no se encuentran en las mismas concentraciones en otras partes de la membra-
na plasmética.?*3° El fosfatidilinositol es el implicado en la atraccién electrostdtica con
MA e induce la salida de Myr para anclarse en la membrana.?® El colesterol es reclutado
por la llegada de las proteinas Gag a la membrana y forma micro dominios llamados
balsas lipidicas.?” Estas balsas lipidicas incrementan la selectividad de MA por el fosfati-
dilinositol y mejoran la unién de Myr con la membrana.?®3 Se sabe que los lugares por
donde se dan contactos célula-célula son ricos en balsas lipidicas y se ha encontrado que
137

la disminucion de estas balsas lipidicas es perjudicial para la infectividad del VIH-

Conforme MA dirige a las moléculas de Gag hacia la membrana plasmatica la multi-
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merizacién de estos empieza a generar una protuberancia sobre la membrana (Fig. 2.4).
La multimerizacion es dirigida principalmente por las interacciones CA-CA de Gag y es
apoyada por NC durante el reclutamiento del ARN virico. La protuberancia es inducida
por las moléculas de Gag gracias a que estas se arreglan formando hexdgonos.3%4%4! Mo-
delos de este arreglo hexagonal por parte de CA y SP1, hechos a partir de criotomografias
electrénicas en viriones inmaduros de VIH-1, los presentan con una forma cénica,*? con
CA como la base del cono que apunta hacia la membrana y SP1 el vértice que apunta
hacia el interior del virién. También, a partir de modelos de grano grueso de CA y SP1 se
ha encontrado que el didmetro del hexdgono formado por el subdominio CA-NTD es de
mayor tamaiio que el compuesto por el subdominio CA-CTD.3! Esto produce una curva-

tura sobre la red ensamblada por los hexagonos, lo que a su vez contribuye a doblar la

membrana plasmatica.

Cuando la protuberancia (virién) alcanza cierto tamano el dominio P6 recluta al com-
plejo ESCRT. Esta maquinaria de la célula se compone de varios complejos de proteinas
que se encargan de liberar las vesiculas de las membranas y de dividir la membrana
plasmaética en la formacion de células hijas. El VIH-1 hace uso de algunos de los comple-
jos de esta maquinaria como son ESCRT-II y ESCRT-III, siendo este ultimo de los mas
importantes. Se ha encontrado que ESCTR-III forma filamentos largos que se enrollan
en el cuello del virion de la membrana dirigiendo su escision. También es el encargado de
reclutar a la proteina AAA ATPasa la cual provee la energia requerida para la escisién de
la membrana.?? Estudios sefialan que el complejo ESCRT se sitia dentro del virién desde
donde dirige la escision como se ve en la figura 2.4. Por otro lado, otros estudios observan
la presencia de los complejos ESCRT solo en el cuello del virién.

Este es el proceso que siguen las moléculas de Gag para ensamblar el virion en la capa
interna de la membrana plasmatica, concluyendo con su liberacién de la membrana para

dar paso a su maduracion.

2.5. Red hexagonal en la etapa inmadura

En la segunda fase de replicacion del virus, durante la formacién del virién en la
membrana plasmatica de la célula se da el ensamblaje de la red hexagonal por parte de

las poliproteinas Gag. Como ya se menciond, esta red, que se encuentra en la parte interna



14 CAPITULO 2. VIH

balsa
lipidica

ESCRT-I ? ALIX

ESCRT-III

Figura 2.4: Evolucion de la formacién del virién en la parte interna de la membrana plasmatica hasta el
reclutamiento del complejo ESCRT para la escisién de la membrana. Imagen modificada de Freed?®

del virién, salvo la regién por donde se da la liberacién de la membrana (Fig. 2.4), ayuda

a doblar la membrana, lo cual promueve la formacion del virién.

Ya desde 1966, a partir de purificar y cristalizar MA, se sabia que este dominio por
si solo se ordenaba formando trimeros.*® Posteriormente, se observé que MA formaba
hexdmeros de trimeros (Fig. 2.5 b) sobre membranas lipidicas que contenian fosfatidi-
linositol y colesterol.?® Con el uso de Tomografias Crio-Electrénicas (TC-E) aplicadas a
viriones inmaduros se observé la red hexagonal que presenta el dominio CA de Gag.*4%44
De estas observaciones se concluyé que las moléculas de Gag forman una red continua,
pero con varios defectos sobre ella, como se ve en la figura 2.5 (c¢). Mdas recientemente con
estudios de TC-E y métodos de promediado de subtomogramas se revelo la estructura que

0(Fig.

adopta el dominio CA dentro de la red hexagonal en viriones inmaduros intactos
2.5 a). Con los sitios de interaccién mas importantes identificados en el dominio CA en su
etapa inmadura,* junto con la estructura de CA, es posible reconstruir una red hexagonal
localizando las principales interacciones que intervienen en la formacién de la red%46(Fig.

2.5 d). A estas interacciones al coincidir con sitios de simetria de una red hexagonal se les

denominaron 2-Fold (2F), 3-Fold (3F) y 6-Fold (6F), indicados en la figura 2.5 (e).

La interaccién 2-Fold y 6-Fold se encuentran en la parte CA-CTD, mientras que la
3-Fold se localiza en la parte CA-NTD (Fig. 2.5 a). 2F y 3F son consideradas interaccio-
nes inter-hexaméricas ya que forman parejas y ternas, respectivamente, entre moléculas
de Gag de hexdgonos adyacentes (Fig. 2.5 e). Por el contrario, a la interaccién 6F se
le considera intra-hexamérica ya que se localizada en el interior del hexdgono (Fig. 2.5
e). Esta tltima interaccién no se da directamente entre 6 Gag, sino que interviene otra
molécula llamada IP6 que se coloca en el centro del hexdgono interaccionando con las 6

moléculas de Gag a la vez. De estas tres interacciones, como se verd mas adelante, serd
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descartada la interaccion 6-Fold en la construccién de los modelos de simulacion.

Figura 2.5: Red hexagonal que forma el VIH-1 en su etapa inmadura. a) Estructura del dominio CA en su

etapa inmadura, extraida del PDB 4USN, 30 el cual es un archivo del banco de datos de protefnas®® creado

a partir de Tomografias Crio-Electrénicas de viriones inmaduros del VIH-1. b) Microscopia electrénica
que muestra la organizacién de hexdmeros de trimeros de MA sobre una membrana lipidica. ¢) Red
hexagonal formada por las poliproteinas Gag en viriones inmaduros obtenidas a partir de criotomografias
electrénicas. d) Reconstruccién de la red hexagonal a partir del la estructura del dominio CA (PDB
4USN), en su etapa inmadura. e) Sefializacién de las interacciones 2-Fold, 3-Fold y 6-Fold dentro de la
red hexagonal. b) y ¢) son tomadas de Alfadhli et al.“ y Schur,®® respectivamente.

2.6. Simulacién molecular: liberaciéon de viriones y

redes abiertas

Entender el ciclo de replicacion de los virus es de suma importancia para tener mejores
formas de combatirlos. El uso de simulaciones moleculares es una herramienta que ayuda
en este aspecto, ya que a partir de crear modelos basados en teorias u observaciones

experimentales, se contribuye a elucidar la manera en que los virus realizan su ciclo de
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replicacién. A continuacion se mencionaran algunos de los trabajos enfocados en los virus,
donde se utilizan modelos de grano grueso, y que estan relacionados con los resultados

que se mostraran en este trabajo.

2.6.1. Liberacion de estructuras tipo capside de membranas

La liberacion del virion de la célula hospedera ha sido de las partes del ciclo de re-
plicacion de los virus donde mas se han centrado los estudios. Esto se debe a que en
este proceso interviene la membrana plasmatica, la cual ya ha sido estudiada debido a su
importancia en la célula. Por ejemplo, se han hecho simulaciones con dindmica molecular
para estudiar la formacién de balsas lipidicas en membranas de doble capa.?” Este trabajo
hace uso de un solvente explicito, los lipidos interactiian con un potencial de Lennard-
Jones (LJ) de corto alcance y usa un modelo de grano grueso para los lipidos, donde cada
4 atomos del lipido son representados por un centro de interaccion. Por otro lado, Cooke
y Deserno*® desarrollaron un modelo libre de solvente para autoensamblar membranas
fluidas de doble capa. En este caso también se usa un potencial de LJ (modificado para
que el minimo del potencial sea més amplio) para la interaccién entre las colas de los
lipidos, el cual simulara la interaccion hidrofébica, pero ahora los lipidos son modelados
unicamente por tres esferas, una para la cabeza y dos para la cola del lipido.

Un modelo de membrana, no tan detallado como los anteriores, fue usado por Ri-
chard Matthews y Christos Likos*?®? para estudiar la influencia que tenia sobre particulas
parchadas que se agregan en pequenos nucleos, emulando una capside. La membrana es
modelada como una superficie triangular formada por esferas con pequenos parches atrac-
tivos a su alrededor. La simplificacion de la red permite agregar las particulas tipo cédpside
sin un gran incremento del tiempo de simulacién. Los resultados obtenidos fueron que la
interaccion con la membrana promueve la formacién de los nicleos reduciendo el tiempo
de ensamblaje y que una buena deformacién de la membrana permite el recubrimiento de
los nicleos por parte de esta.

Otros dos trabajos de dinamica molecular, donde usan el modelo de membrana lipidica
de Cooke y Deserno,*® logran la liberacién de lo que serfa el virién de la membrana. Ruiz-
Herrero et al.,®! primeramente, utiliza una esfera que interacciona directamente con las
cabezas de los lipidos. Con este modelo encuentra que conforme se aumenta la fuerza

de atraccién esfera-lipido se observan la siguientes cuatro trayectorias en la dinamica:
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adhesion de la esfera a la membrana, sin envolverse con ella; adhesiéon y recubrimiento
parcial de la esfera por la membrana; recubrimiento completo de la esfera y liberacion
de la membrana; y por tltimo, envoltura y liberacion de la esfera provocando la ruptura

2 muestran que microdominios

de la membrana. Posteriormente, Ruiz-Herrero y Hagan®
en la membrana facilitan el ensamblaje y liberacién del virién de esta. En este modelo
usan pentameros formados por varias esferas traslapadas. Los pentameros interaccionan
atractivamente entre si por sus lados y sus vértices e interaccionan con la membrana (con
las colas de los lipidos) a través de 6 sitios atractivos situados por encima del plano del
pentdmero (fuera de él) asemejando al dcido miristico de MA que penetra y se ancla
en la membrana. Con este modelo encuentran que con un valor correcto de la fuerza de
interaccién pentamero-lipido se da el ensamblaje de un icosaedro (capside) por parte de los

pentameros y que la presencia de un microdominio en la membrana mejora el ensamblaje

de los capsomeros y promueve la liberacion del virion.

2.6.2. Autoensamblaje de redes abiertas

La red hexagonal que se forma en la etapa inmadura del virién del VIH-1 es similar a
otro tipo de redes hexagonales como la Kagome. De estas otras redes ya se ha estudiado
la manera en la que se autoensamblan, ya sea experimentalmente o con simulaciones
numéricas. Por lo que es de interés conocer la manera en que se han auto ensamblado
estas otras redes para ayudar a descubrir el proceso de ensamblaje que tienen las moléculas
de Gag al formar la red hexagonal inmadura.

Una de las maneras de autoensamblar la Kagome es usando particulas coloidales,® que
son esferas micrométricas funcionalizadas de tal forma que su ecuador es electrostatica-
mente repulsivo y sus polos son hidofébicamente atractivos. Ademads, estas particula se
pueden funcionalizar con parches atractivos sobre su superficie, de distintos tamanos y
en distintas posiciones, lo que les da la posibilidad de ensamblar otro tipo de redes.?®5*
Debido a esto las simulaciones de particulas parchadas es una de las formas de estudiar
el ensamblaje de redes abiertas.

Con modelos de particulas parchadas en 2D la Kagome ha sido ensamblada con éxito.
Romano y Sciortino® implementaron el potencial de Kern-Frenkel,*® el cual impone res-

1_57

tricciones orientacionales entre los parches para ensamblar la red. Chapela et al.”” usaron

potenciales de pozo cuadrado (PC) para los parches atractivos sin imponer restricciones
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orientacionales para ensamblar la red. Edlund et al.,’®®® usaron métodos inversos ba-
sados en el principio de incertidumbre para obtener potenciales isotrépicos que pueden
ensamblar la Kagome, entre otras redes. Una variacion de la Kagome, llamada Kagome
deformada por Machorro et al.’C y Kagome retorcida por Salgado et al.%! fue ensamblada
con particulas parchadas, modeladas con potenciales de PC, y con una mezcla binaria de
particulas con potenciales isotropicos, respectivamente. Otra gran variedad de redes en
2D como la Kagome, panal hexagonal, cuadrada, rectangular, cuadrada truncada y hexa-

gonal truncada fueron ensambladas por el grupo de Truskett®? ¢4

por medio de potenciales
isotrépicos repulsivos obtenidos a partir de una optimizacién de métodos inversos.
Por otro lado, el reporte de estas redes ensambladas en 3D es escaso, inclusive para

la tan estudiada Kagome. Romano®

usa esferas parchadas para ensamblar la Kagome,
permitiéndoles rotar libremente, pero restringe su desplazamiento a un plano. Una red
que es mas facil de ensamblar en 3D es la panal hexagonal. Ha sido ensamblada con
particulas esféricas con tres parches atractivos equidistantes sobre el ecuador.%®> También,
de manera mas sencilla, ya que se usan trimeros en lugar de monémeros como bloque
constructor, se ensambla esta red por medio de un algoritmo de Reaccion-Difusion que se
basa en la distancia entre extremos de los trimeros para interaccionar sin tomar en cuenta
sus orientaciones.%

Es evidente que es mas sencillo ensamblar redes en 2D que en 3D, sin embargo la red
ensamblada en 3D, sin restricciones en su desplazamiento sobre el espacio,® es de simetria
hexagonal como la de la red formada por el VIH-1. Aunque se debe tener en cuenta que

las moléculas de Gag cuando ensamblan la red estan restringidos a moverse por el plano

que les impone la membrana de la célula hospedera, lo cual debe facilitarles el ensamblaje.



Capitulo 3

Capsides icosaédricas

Un tercer objetivo que se tiene en este trabajo es el ensamblaje de capsides icosaédricas.
Este objetivo se puede ver como un segundo paso a la formaciéon de la red hexagonal del
VIH-1, ya que esta estructura sirve como base para la formacion de capsides cénicas, como
la del VIH-1, o icosaédricas. A continuacion se hablard de estas tltimas para conocerlas.

Las capsides con forma esférica son muy comunes entre los virus y aquellas que tie-
nen simetria icosaédrica son las mas frecuentes. Esto se debe a que como los virus son
unos organismos muy simples, que no tienen todos los elementos para subsistir por si
mismos, deben de economizar en las proteina que tienen que usar para replicarse. Esto
se ve reflejado en las proteinas que componen la capside del virus, donde mientras menos
proteinas de distintos tipos se tengan que codificar para ensamblar la capside se podran
codificar otras proteinas que intervengan en otros procesos que garanticen la replicacion
del virus. Este proceso de optimizacién lleva al virus a elegir la simetria icosaédrica ya
que es la manera mas eficiente de crear una estructura cerrada con la minima cantidad

de subunidades idénticas.

3.1. Clasificacién de las capsides icosaédricas

Con base en lo anterior, las capsides esféricas mas pequenas son aquellas que forman
un icosaedro regular de 20 caras triangulares, donde cada cara estd compuesta por tres
proteinas. De este modo, en cada uno de los 12 vértices del icosaedro las proteinas forman
un pentdgono llamado pentamero, como se ve en la figura 3.1 a). Esto deja una cépside

compuesta por un total de 12 pentameros con un total de 60 proteinas iguales. Sin em-

19
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bargo, hay virus mas grandes que tienen un acido nucleico que no se puede contener en
una estructura de 60 proteinas. Esto lleva a la formacion de capsides mas grandes, que de
igual manera tendran una simetria icosaédrica, seguiran compuestas por 12 pentameros,
uno en cada uno de sus vértices, pero ahora estos pentameros estaran conectados por uno
o mas hexameros, es decir, por seis proteinas formando un hexagono.

Caspar y Klug®" desarrollaron un método para clasificar las cdpsides icosaédricas de
distintos tamanos, asignandoles un ntimero de triangulacion T = 1, 3, 4, 7, 9,..., donde
mientras mayor es el nimero mas grande es la cdpside. La forma de construir las cdpsides
icosaédricas se puede ver de la siguiente manera. Si se toman las 20 caras triangulares y
se sobreponen a una red hexagonal, como se ve en la figura 3.1 b), cada tridngulo estard
formado por cierto niimero de hexagonos, que dependera del tamano del icosaedro que se
quiera formar. Se debe cumplir que cada vértice de los caras triangulares debe coincidir
con el centro de un hexagono, ya que los vértices formaran 12 pentagonos al doblar y unir
las aristas de todas las caras triangulares como se ve en la figura 3.1 b). Estos pentdgonos
son los responsables de llevar la representacion plana de hexagonos a una forma esférica
con simetria icosaédrica. La clasificaciéon de Caspar y Klug de las cépsides icosaédricas
concuerda con los llamados poliedros Goldberg,% que son poliedros formados tinicamente

por hexdgonos y pentagonos.

a) proteina

; ; ; ; i ; pentamero
Capside
icosaédrica

hexamero

Figura 3.1: Cépsides con simetria icosaédrica. a) Desarrollo plano de un icosaedro. En los virus cada una
de las caras triangulares esta compuesta por tres proteinas. b) Mapeo de las caras triangulares sobre una
red hexagonal. En los vértices de las caras triangulares se forman los pentagonos encargados de llevar la
red hexagonal plana a una forma esférica con simetria icosaédrica.
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El nimero de triangulacién estd definido como T'(h, k) = h?+hk+k? el cual representa
la distancia cuadrada del vértice de una cara triangular al centro de la misma, con h y k
las coordenadas inclinadas 60° centradas en el vértice del tridngulo. De igual manera se
pueden ver a h y k como nimeros enteros del vector Cr = (h, k) que une a dos pentdgonos
adyacentes de la capside. Con h el niimero de saltos en linea recta a través de los hexagonos
y k el nimero de saltos hacia izquierda o derecha, en caso de ser necesario, para llegar al
siguiente pentdgono, como se indica en la figura 3.2. De este modo k puede ser positivo
(vuelta derecha), negativo (vuelta izquierda) o cero. Con el ntimero de triangulacién se
puede saber el nimero de unidades estructurales (proteinas) dado por P = 607 y el
nimero de unidades morfolégicas (pentdmeros y hexdameros) dado por M = 10T + 2 =

10(7 —1) hexameros + 12 pentameros, de las que esta compuesta una capside icosaédrica.

De este modo las primeras cuatro capsides clasificadas con un ntimero de triangula-
cién son: T'(1,0) = 1 compuesta por 12 pentdmeros con un total de P = 60(1) = 60
proteinas. La capside siguiente es T'(1,1) = 3 compuesta por M = 10(3 — 1) + 12 = 20
hexdmeros + 12 pentameros y P = 60(3) = 180 proteinas. La tercer cdpside tiene nimero
de triangulacién 7'(2,0) = 4 ensamblada por M = 10(4 — 1) + 12 = 30 hexdmeros + 12
pentdmeros interviniendo P = 60(4) = 240 proteinas. Y la cuarta cépside tiene nimero
de triangulacién T'(2,1) = 7 integrada por M = 10(7 — 1) 4+ 12 = 60 hexameros + 12

pentameros con un total de P = 60(7) = 420 proteinas.

o
T(1,0) = 1 T(1,1) =3 T(2,0) = 4 T(2,1) =7

Figura 3.2: Capsides icosaédricas con nimero de triangulacién T=1, 3, 4, 7. Las capsides estan formadas
por 12 pentameros, situados en cada uno de los vértices de un icosaedro, y por distinto niimero de
hexameros dependiendo del nimero de triangulacién. Cada pentdamero y hexdmero esta formado por 5 y
6 proteinas, respectivamente.
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3.2. Simulacién de capsides icosaédricas

Con el uso de distintas técnicas experimentales se ha podido resolver la estructura de
las capsides de los virus. Sin embargo la dindmica de como se lleva a cabo su ensamblaje
en incierto. Debido a esto, las simulaciones moleculares que pretenden reproducir este
proceso son variadas. A continuacién presentaremos algunas de ellas que lo hacen con
modelos desde lo mas sencillo, respecto al bloque constructor que usan, hasta los mas
detallado posible.

Rapaport en una serie de trabajos usa un conjunto de varias esferas para formar un
bloque triangular, que interacciona por medio de sitios atractivos en los costados del blo-
que, con el que ensambla varias capsides T' = 1% y estudia la reversibilidad en el proceso
de ensamblaje.”® También, con bloques trapezoidales, construidos de la misma manera,
de hasta tres especies distintas, con las que se pueden imponer reglas de interaccion mas
especificas, forma capsides T = 1 y T = 3.7 Johnston et al.,”> también logra ensamblar
la capside T' = 1 con pirdamides pentagonales rigidas y la capside T = 3 con una mezcla
de pirdmides pentagonales y hexagonales. Las bases de las piramides interaccionan atrac-
tivamente mientras que sus apices interaccionan repulsivamente, lo cual promueve y fija
la curvatura de la cédpside. En otro trabajo, Nguyen y Brooks™ han logrado ensamblar
de manera correcta hasta la capside T = 13 a partir de estructuras pentagonales y he-
xagonales como bloques constructores. Estos pentameros y hexameros interaccionan con
una serie de reglas especificas propuestas por Kerner™ las cuales cambian dependiendo
del niimero de triangulacion que se quiera ensamblar. Debido a esto es posible ensamblar
capsides de T altos, sin embargo conforme aumenta el nimero de triangulacion las reglas
de interaccién también aumentan.

Por otro lado, Baschek et al.”™ también ensambla las capsides T = 1y T = 3, pero
en este caso, a diferencia de los anteriores mencionados, usa una esfera con tres parches
atractivos distribuidos en su ecuador como bloque constructor. Debido a esto, necesita 5
y 6 de estas moléculas para, primeramente, ensamblar los pentdmeros y hexdmeros que
llevaran a la formacién de las capsides. Este modelo, aunque se diferencia de los anteriores
por usar un bloque constructor mas cercano a representar una proteina y ensamblar los

hexameros y pentameros, también requiere de més de una especie de estas moléculas para

ensamblar la cdpside T=3 de manera correcta.



Capitulo 4

Modelos y Potenciales

En este trabajo se buscé la formacién de una estructura tipo virién en la superficie
de una membrana de doble capa, su envoltura en la membrana y su liberacién de ella,
justo como el proceso que lleva a cabo el virus del VIH-1. Adicionalmente, se buscé
el autoensamblaje de la red hexagonal que las proteinas Gag del VIH-1 forman en su
etapa inmadura. Finalmente, se llevo a cabo el autoensamblaje de capsides icosaédricas
a partir del modelo usado para ensamblar la red hexagonal del VIH-1. A continuacion
se presentaran los modelos moleculares y potenciales de interaccion utilizados para llevar

acabo todos los procesos de autoensamblaje mencionados.

4.1. Potenciales de interaccion

Para modelar los sistemas mencionados se usaron particulas decoradas con parches
atractivos de distintos tamanos. La interaccion entre las moléculas son sitio-sitio por lo
que se tendran sitios atractivos para los parches y sitios repulsivos para la esfera o disco
que contendra los parches. Las moléculas se modelaron con dos tipos de potenciales,
dependiendo del sistema que se iba a modelar. Se usaron potenciales discontinuos (Fig.
4.1b) para el sistemas de la liberacién del virién de una membrana y para la formacién
de la red hexagonal del VIH-1. Mientras que se usaron potenciales continuos (Fig. 4.1c)
para el ensamblaje de las capsides icosaédricas. De este modo, para los sitios atractivos se
usaron potenciales de pozo cuadrado (PC) y potenciales de Lennard-Jones (LJ) y para los
sitios repulsivos se usaron barreras de potencial infinitas y la parte repulsiva del potencial

de LJ.

23
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En la figura 4.1 se muestra el esquema de las moléculas parchadas que se utilizaron
en los distintos sistemas. Se muestra un disco repulsivo central decorado con dos parches
pequenos y un parche mas grande, con sus respectivos alcances de su potencial atractivo
A, para PC, o radio de corte (rc), para LJ. En la parte central de la figura 4.1 se muestra el
esquema de los potenciales intermoleculares con los que interaccionaran las moléculas. En
la parte derecha de la figura 4.1 se muestran los potenciales intramoleculares encargados
de mantener los parches en su lugar. Estos potenciales se encargan de confinar al parche
para mantenerlo siempre en su posicion, respecto del disco central y respecto de los demas
parches. A estos confinamientos también se les llama ligaduras y se dice que se liga a dos
atomos para mantenerlos a una distancia dada. De este modo, cada ligadura estd definida
por un potencial centrado a la distancia L, dada por la longitud de la ligadura (distancia
entre los dos dtomos), para mantener a dos dtomos a esa distancia. Debido a esto, cada
una de las particulas que forman la molécula tendra mas de una ligadura para mantener
su posicion respecto a las demas dentro de la molécula. Los potenciales que se usan para
las ligaduras son pozos infinitos, para el caso discontinuo, y osciladores armédnicos, para
el caso continuo. Debido a que en 3D los parches de la moléculas siempre estaran situados

sobre el ecuador de la esfera, la figura 4.1a) representa de igual forma los casos 2D y 3D.

Inter Intra
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Figura 4.1: Potenciales de interaccién entre moléculas con sitios atractivos. a) Modelo de una molécula
con parches atractivos. Las ligaduras encargadas de mantener la posicién de los dtomos de la molécula se
representan con flechas. b) Representacién esquemadtica de los potenciales intermoleculares e intramolecu-
lares en su versién discontinua. ¢) Versién continua de los potenciales intermoleculares e intramoleculares.
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De este modo, la interaccion entre dos moléculas m y n compuestas por un nimero

de esferas ng (o nimero de discos np) y con nimero de parches np estara dado por:

U(m,n) = ZZUEE(%') +ZZUpp(Tij) (4.1)

Donde Ugg(rij) es el potencial repulsivo con el que interactian las esferas de las
moléculas m y n, que como ya se mencioné se tendran dos casos, uno discontinuo y uno
continuo. Por lo que se tendra una barrera de potencial dada por:

o0, si Tij S Oij
0, siry > 0y

con 7;; la distancia entre los centros de las esferas i e j de las moléculas m y n, y con

oij = (0; + 0)/2 el didmetro promedio de las esferas i e j. O serd la parte repulsiva del

potencial de LJ desplazada hacia arriba Uy ;p(r;;) dada por:

ULy(rij) + €5, siry <rey,
Ugg(ri;) = ULyp(rij) = (4.3)
0, si Tij; > TCij.

con 1¢;j = 21/601-]- el radio de corte y Up () el potencial de LJ dado por:

Ups(rij) = 4e;((04/ri3)"> — (033 /715)°), (4.4)

con €; = ,/€€; la media geométrica de las profundidades de los potenciales, o;; el
didmetro promedio y r;; las distancia entre las esferas i e j.

Siguiendo con el segundo término de la ecuacién 4.1, se tiene que Uy, (r;;) es el potencial
con el que interactuaran atractivamente los parches de las moléculas m y n. Nuevamente

se tendran dos casos. El caso discontinuo donde se utiliza un potencial de PC dado por:

o0, si Tij S Oij
Upp(1i5) = Upc(rij) = —epo, sioy <1y <A (4.5)
0, si Tij > A

con epc la profundidad y A el alcance del PC. Para el caso continuo se usa el potencial
de LJ dado por la ecuacién (4.4).

Los potenciales anteriores son los potenciales intermoleculares. A continuacién se pre-
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sentan los potenciales intramoleculares que son los encargados de mantener la geometria
de la molécula. Para el caso discontinuo se confina a las particulas entre barreras de

potencial infinitas dadas por:

oo, sir,; <L-—-4§/2
Urn(rij) = 1 0, siL—0/2<r;<L+0/2 (4.6)
o0, si Tij ZL+6/2

con r;; la distancia entre las dos particulas que se ligaran, L la longitud de la ligadura
y 0 la amplitud de las barreras de confinamiento. Mientras que para el caso continuo se

usa un oscilador arménico para el confinamiento de las particulas dado por:

U (rsy) = %k(L . (@)

En la figura 4.1 se muestran los esquemas de los potenciales intramoleculares e inter-
moleculares en sus dos versiones: discontinuos (Fig. 4.1b) y continuos (Fig. 4.1c). En el
caso donde las moléculas no contengan parches, como es el caso del sistema de la libera-
cion del virion de la membrana que se vera a continuacién, su interaccion serd solo con el
término Ugg de la ecuacién (4.1), ya sea de forma repulsiva (ec. 4.2) o de forma atractiva

(ec. 4.5).

4.2. Modelos moleculares

Para los modelos se usé de base el dominio CA dela proteina Gag del VIH-1 ya
que es el que tiene el mayor papel en la multimerizacién de Gag. En este dominio hay 3
interacciones importantes: 2-Fold, 3-Fold, y 6-Fold. Por medio de las interacciones 2F y 3F
las moléculas de Gag se unen entre ellas y forman dimeros y trimeros, respectivamente.
En cambio, con la interacciéon 6F no hay interaccién directa entre moléculas de Gag,
sino que interactian con la molécula IP6, la cual se rodea de 6 Gag para formar un
hexamero quedando ella en el centro. Por simplicidad, como la interaccién 6F requiere de
una molécula adicional a Gag, esta serda descartada. En su lugar se usard la interface de
interacciones intra-hexaméricas, formada por regiones no continuas en la base del dominio
CA, que Lingappa et al.#> también considera importante para la multimerizacién junto

con la interaccién 6F. Esta interaccion se da en dos sitios distintos de Gag de tal modo
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que una proteina Gag atrae a dos més, una por su derecha y otra por su izquierda, en un
angulo tal que les serd posible cerrar un hexagono al unirse las proteinas necesarios.

De este modo, para los modelos se consideraran las tres interacciones siguientes: 2-
Fold, 3-Fold y la interface de interacciones intra-hexaméricas, a la que se llamara IH. En
la figura 4.2 se muestra el procedimiento que se realizé para generar un modelo en 2D
que pudiera ensamblar la red hexagonal del VIH-1 es su etapa inmadura. Se partié del
hexamero que forman los dominio CA de Gag hasta obtener un modelo lo mas sencillo

posible formado por un disco con distintos parches atractivos.

Figura 4.2: Proceso de construccion del modelo de parches atractivos basado en las principales interaccio-
nes que intervienen en la formacién de la red inmadura del VIH-1. a) Construccién de la red hexagonal del
VIH- 1 con el dominio CA a partir del PDB 4USN,3° el cual se obtuvé de Tomografias Crio-Electrénicas
de viriones inmaduros del VIH-1. b) Seleccién de un solo hexdmero marcando los sitios donde se ubican
las interacciones 2-Fold, 3-Fold, 6-Fold e IH. En la interacciéon 6-Fold no se muestra la molécula IP6 que
se sitia al centro del hexdgono. ¢) Representacién simplificada del hexdmero sustituyendo los dominios
CA por discos. d) Modelo final en 2D de la molécula parchada para ensamblar la red hexagonal del VIH-1
descartando la interaccién 6-Fold.

4.2.1. Red hexagonal del VIH-1 en 2D y 3D

La figura 4.3 muestra los modelos usados para ensamblar la red hexagonal. El modelo
en 2D esta compuesto por un disco repulsivo de diametro ¢ = 1, mientras que los modelos
en 3D estan compuestos por dos esferas repulsivas traslapadas de diametros o7 = 09 = 1,
separadas una distancia d = 0.50; desde sus centros. Las esferas/discos son decoradas

con parches atractivos alrededor de sus ecuadores/perimetro. Las interacciones 2F, 3F e
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IH que son principalmente electrostaticas, son modeladas con potenciales de PC (caso
discontinuo) y LJ (caso continuo) por medio de parches atractivos. Para el caso continuo
en 3D (fig 4.3 (b-c)), se usan parches de dos tamanos distintos. Tanto la interaccién 2F e
IH son representadas con parches pequenos de didmetro o,,, = 0.15 que son posicionados
a una distancia L, = 0.425 desde el centro de la esfera que las contiene, de tal forma que
los parches se mantengan tangentes por dentro a la esfera. Este tamano solo permite la
formacién de parejas™ entre las moléculas cuando interactian a través de estos parches.
La interaccién restante 3F, es representada con un parche mas grande de diametro oy, =
0.45 posicionado a una distancia L, = 0.275 del centro de la esfera que lo contienen
manteniéndose tangente por dentro a la esfera. Este parche solo interacciona con parches
de la misma especie y forman ternas entre las moléculas cuando se unen. La posicién de
los parches sobre el ecuador son como sigue. La interaccion IH esta compuesta por dos
parches, con las caracteristicas ya mencionadas, IH1 e IH2 posicionados a un angulo de
Orgr = 0° v O;go = 120°, respectivamente. Los parches restantes 2F y 3F son situados en
un angulo de Oy = 180° y O3 = 270°, respectivamente. En el caso continuo, los parches 2F
e IH tendran los mismos valores para sus potenciales de € = 6, o;y1; = 012 = 0or; = 0.15
y r. = 0.45, con ¢ = 1, 2 subindice que identifica a la esfera que pertenecen, mientras que

para el parche 3F serdn de ¢ =6, o3p; =045y r. = 1.

Para el caso discontinuo (PC), el didmetro de todos los parches es de 0 = 0.1 y todos
se posicionan a una distancia L = 0.45 del centro del disco/esfera para mantenerse por
dentro del disco/esfera. También, todos los parches tendran una profundidad del pozo de
e = 1. En este caso el alcance A del PC serd lo que dirija la formacién de parejas y ternas.
De este modo, en 3D los parches 2F e IH tendran un valor de A,,. = 0.15, para formar
parejas y el parche 3F un valor de A;., = 0.45 para formar ternas. En 2D los valores del
alcance del pozo cambian a Ap, = 0.2 y Ao, = 0.4. En cuanto a la posicién de los parches
sobre el ecuador/perimetro, esta se mantiene igual que en el caso continuo. En 2D, con
el modelo M1, serd el tinico caso donde solo se usaran los potenciales discontinuos. En
la figura 4.3 a) se muestra el modelo M1 con las caracteristicas de los parches del caso
discontinuo, con parches del mismo tamano. En cambio, en 3D los modelos M2 y M3 si
se simularan con las dos versiones del potencial, continuo y discontinuo. Sin embargo, por
simplicidad, en la figura 4.3 (b-c) solo se muestran los modelos M2 y M3 en su versién de

potencial continuo, con parches de dos tamanos distintos.
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Como se ve en la figura 4.3 el modelo M1 no incluye la interaccion 2F, mientras que en
3D hay dos versiones, una que no incluye la interaccién 2F (M2) y otra que si lo hace (M3).
Ademas, En los modelos en 3D las esferas traslapadas representan los dos subdominios
CA-NTD y CA-CTD que componen el dominio CA. En estos subdominios la interaccion
3F se encuentra en CA-NTD, mientras que las interacciones 2F e IH se ubican en CA-
CTD. Sin embargo, con el objetivo de obtener la red hexagonal mas rdapidamente, en todos

los modelos en 3D las tres interacciones son colocadas en ambas esferas de la molécula.

a) b) M2 C)

||'&1

M1 12,

vista frontal

3F;
vista superior
3, IHZ‘
2F, @ @ IH14
3F . )
vista superior 12
’
1H2,
()
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3F,

Figura 4.3: Modelos moleculares que forman la red hexagonal del VIH-1 en su etapa inmadura. Los
parches atractivos representan las interacciones 2F, 3F e IH del dominio CA de la proteina Gag. Los
parches son situados sobre el ecuador de las esferas a un angulo de 0°, 120°, 180°, y 270° para I H1;,
IH?2;, 2F; y 3F;, respectivamente. El subindice ¢ = 1,2 distingue a las dos esferas de la molécula. a)
Unico modelo en 2D que usa la versién de potenciales discontinuos. (b-¢) Modelos en 3D presentados con
la versién continua del potencial, donde los parches son de dos tamanos distintos. Los modelos M1 y M2
no incluyen las interaccién 2F, mientras que el modelo M3 si la incluyen. Los modelos en 3D se muestran
con cierta opacidad para tener una visualizaciéon de los parches atractivos que se sitian tangentes por
dentro a las esferas de las moléculas. En la vista frontal del modelo M2 no hay opacidad y los parches
sobresalen solo por motivos de visualizacion.

4.2.1.1. Reglas de interaccion

La reglas de interaccion entre los parches atractivos de dos moléculas distintas se daran
de la misma manera en los 3 modelos. No habra interaccién entre los parches de la esfera 1

(E1) con los parches de la esfera 2 (E2) de dos moléculas distintas, solo habra interaccién
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entre los parches de la misma especie de esfera E1 con E1 y E2 con E2. Entre los parches
pertenecientes a la misma especie de esfera E1-E1 y E2-E2 las interacciones seran como
sigue. El parche 3F solo interacciona atractivamente con parches de su misma especie 3F-
3F y con nadie més. Lo mismo sucede con el parche 2F, solo interacciona con su misma
especie 2F-2F y con nadie més. Los parches IH solo interaccionan atractivamente entre
ellos de manera cruzada IH1-IH2, mientras que en los casos IH1-IH1 e IH2-IH2 no habra

interaccion.

4.2.2. Capsides icosaédricas

La figura 4.4 muestra los dos moldeos usados para ensamblar las capsides icosaédricas.
Estos modelos consisten de dos esferas repulsivas traslapadas de didmetros distintos o; = 1
y 09 < 07 separados una distancia d = 0.50 entre sus centros. La diferencia de diametros
produce un angulo ¢ entre la recta que une el ecuador de ambas esferas y la recta que baja
perpendicular al ecuador de la esfera de didmetro oy (vista frontal Fig.4.4a). Con un dngulo
¢ > 0, el ensamblaje de las moléculas producird una curvatura hacia la esfera de menor
tamano y dependiendo del valor de este dngulo se pueden obtener estructuras cerradas.
Para el modelo M4, mostrado en la figura 4.4a), en la esfera de didmetro oy = 1 se incluyen
los parches IH1, IH2; y 3F;, con las mismas posiciones sobre el ecuador que en los modelos
para formar la red hexagonal de 051 = 0°, 072 = 120° y 03 = 270°, respectivamente.
En este modelo también se descarta la interaccion 2F. Para la esfera de menor tamano
09 < 07 se usan los mismo parches que en la esfera 1, con la misma posicién sobre el
ecuador, pero sus diametros son escalados con el didmetro de su esfera oy. Esto deja a
los diametros de los parches con valores de o1 = orgs = 0o = 0.1509 v 03 = 0.4505.
De igual manera, se escala su posiciéon L para que permanezcan tangentes por dentro a la
esfera, con lo que se tiene que Ly = Ligs = Lop = 0.42509 v L3p = 0.27505. El segundo
modelo M5, mostrado en la figura 4.4b) es idéntico al modelo M4, con la diferencia de
diametros de las esferas repulsivas oo < oy, pero ahora si se agrega el parche 2F en ambas

esferas.

Para estos modelos en ambos casos solo se hara uso de los potenciales continuos de LJ

para las interacciones atractivas y repulsivas.
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Figura 4.4: Modelos para ensamblar capsides icosaédricas. Los parches TH1;,IH2; 2F; 3F; son situados
sobre el ecuador a un angulo de 0°, 120°, 180°, y 270°, respectivamente. El subindice ¢ = 1,2 indica a
que esfera pertenece el parche. a) Modelo que no incluye la interaccién 2F. b) En este modelo el parche
2F si se incluye. Los modelos se muestran con cierta opacidad para visualizar los parches atractivos que
se situan tangentes por dentro a las esferas que los contiene. En la vista frontal del modelo M4 no hay
opacidad y los parches sobresalen solo por motivos de visualizacion.

4.2.3. Liberacién del virion de una membrana de doble capa

Para modelar este sistema se tiene que modelar tanto la membrana de doble capa
como las proteinas Gag que se encargaran de formar el virién. El modelo de la membrana
que se usara estd basado en el modelo de grano grueso libre de solvente de Cooke et al.*8
La molécula que se usa para modelar el lipido se muestra en la figura 4.5 a), la cual consta
de una cadena de tres esferas tangentes de didmetros o, = 1, para las tres esferas. La
primer esfera representa la cabeza hidrofilica y las dos esferas restantes representan la
cola hidrofébica del lipido, como se ve en la figura 4.5. Adicionalmente, se propone un
modelo, ain mas sencillo, para modelar una membrana de doble capa. En la figura 4.5
b) se muestra la molécula para este fin, la cual solo consta de una cadena de dos esfera
tangentes, una esfera para la cabeza y una esfera para la cola del lipido.

El modelo de grano grueso que se usara para modelar la proteina Gag estara formado
por tres esferas duras de distinto tamano como se ve en la figura 4.5 ¢). En el modelo la

esfera mas grande corresponde al dominio MA, con un didmetro de o,,4 = 1, la esfera
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siguiente corresponde al dominio CA, con un didmetro de ocs = 0.80,4 v la esfera mas
pequena corresponde al domino NC, con un didmetro de oyc = 0.60,4. En este modelo
se omiten el dominio p6 asi como los dos espaciadores SP1 y SP2 del Gag. Esto se debe
a que la intencién no es tener una esfera para cada dominio del Gag, sino que se busca
lograr una geometria tipo cénica, con una parte ancha por un extremo y una mas delgada
por el otro. El propdsito de esta geometria es que al irse ensamblando las moléculas Gag
sobre la membrana, unas a lado de las otras, le induzcan una curvatura que provoque su

envolvimiento conforme mas y mas moléculas Gag se unan.

4.2.3.1. Reglas de interaccion del sistema Gag-Membrana

En este sistema los modelos del lipido y el Gag no interaccionan atractivamente por
medio de parches, sino directamente con las esferas que los componen. Las reglas de
interaccién entre las moléculas se daran de la siguiente manera. Entre los lipidos solo
habra interaccién atractiva entre las colas, mientras que las interacciones cabeza-cabeza y
cabeza-cola serdan repulsivas. En cuanto a las moléculas Gag las esferas que la componen
solo interaccionaran de forma atractiva con las esferas de su misma especie, es decir, CA-
CA y NC-NC. Salvo MA-MA que sera repulsiva. Mientras que las interacciones cruzadas,
de distinta especie, seran repulsivas. Por tltimo, las interacciones entre lipido y Gag seran
repulsiva entre cada uno de sus componentes, salvo la tnica atractiva que se dara entre
MA y la cabeza de los lipidos, MA-cabeza.

En estos modelos se usan unicamente los potenciales discontinuos de PC. Los alcances
de los PC de los lipidos serda de A = 2.50. Por su parte el Gag tendra alcances de

>\MA = 1-5UMA, )\C’A = 1.5O'CA y )\NC = 1.50‘NC.
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Figura 4.5: Moléculas usadas para modelar la liberacién del virién de la membrana plasmética. a) Modelo
del lipido para formar una membrana de doble capa. La esfera roja representa la cabeza hidrofilica y las
esferas verdes la cola hidrofébica. b) Modelo més simplificado del lipido para formar una doble capa. En
este caso solo se usan dos esferas, una para la cabeza y otra para la cola. ¢) Molécula que modela el Gag
del VIH-1 compuesta por tres esferas tangentes de distintos didmetros.
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Capitulo 5

Métodos de simulacion

La simulaciéon molecular es una herramienta que permite estudiar sistemas a escala
micro y nanométrica como particulas coloidales o proteinas. Esta consiste en modelar las
particulas o moléculas y llevar a cabo simulaciones computacionales de su movimiento
en conjunto. Para esto se deben considerar reglas especificas que tratan de replicar sus

condiciones naturales para poder estudiar su comportamiento de manera correcta.

5.1. Fisica estadistica: Conceptos basicos

Para entender como se aplica la dindmica molecular es necesario hablar de mecanica

7,78 establece una conexién entre la descripcién

estadistica. La fisica o mecanica estadistica
termodinamica de un sistema microscopico con un sistema macroscépico. Esta conexién
se hace esencialmente por medio de la funcion de particién de dicho sistema. La funcion de
particién da informacion de cémo se encontrard el sistema una vez que llegue a un estado
de equilibrio. Esto se hace por medio de un conteo de los estados del sistema para ciertas
restricciones termodinamicas como nimero de particulas, volumen y energia constante.
Este conteo de los estados a los que el sistema puede acceder con las restricciones dadas se
hace con la suposicion de que todos los micro estados posibles son igualmente probables.

La funcién de particién para un sistema en el ensamble canénico con nimero de

particulas N, volumen V' y temperatura T fijos estd dado por:

Z(N,V,T) = Tre 1, (5.1)
donde H es el Hamiltoniano del sistema y 3 = T~! (tomando la constante de Boltzman

35
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como 1). También se define a Tr como la traza sobre todos los estados en un sistema

cuantico, o clasicamente se define como la integral sobre el espacio fase

N
1 [ "

con h la constante de Planck y d el niimero de dimensiones.

Para este ensamble la probabilidad de ocurrencia de un punto dado en el espacio fase,
o lo que es lo mismo de un estado del sistema, es
po_ (5.3)
Z(N,V,T)
Con esto es posible obtener propiedades macroscépicas del sistema promediando sobre
el ensamble. Por ejemplo, al no estar fija la energia, el promedio de esta es el promedio

del Hamiltoniano sobre el ensamble < E >=< H >=TrPH, lo que resulta en

N
11 / dp®dy®e ARt 2mtUE N " p2 jom, + U (x%)]
< E>=2 :

a : (5.4)
H/dpo‘dr"‘e_ﬁ[ziP?/2mi+U(ra)}
a=1

donde se sustituy¢ la parte cinética y potencial del Hamiltoniano H = K + U.

La ecuacién (5.4) es la manera en la que se pueden calcular observables del sistema
de particulas, al promediar a la observable sobre el ensamble < A >= TrPA, con A la
observable de interés. Sin embargo, la funcién de particién no siempre se puede obtener

para todos los sistemas, por lo que se hace uso de otros métodos para estudiar los sistemas.

5.1.1. Hipétesis ergddica

Un promedio sobre todos los posibles estados de un sistema es un promedio sobre el
ensamble. Pero esta no es la forma en la que usualmente se piensa cuando se habla de
promediar una variable de un sistema. En la mayoria de experimentos se hacen una serie
de mediciones en ciertos intervalos de tiempo y después se promedian esas mediciones. De
hecho, esta es la idea detras de la Dinamica Molecular (DM), ya que se calcula numéri-
camente la evolucion temporal del sistema y se promedia la variable de interés sobre un

tiempo lo suficientemente largo.”” Por ejemplo, se puede considerar la densidad promedio



5.1. FISICA ESTADISTICA: CONCEPTOS BASICOS 37

pi(r) de un fluido a una distancia r de un determinado atomo 7. La densidad instantéanea
dependerd de las posiciones r; de todas las particulas j, y conforme pase el tiempo las
coordenadas de las particulas cambiaran de acuerdo a las ecuaciones de movimiento de
Newton. Por lo tanto, la densidad alrededor de la particula ¢ cambiara con el tiempo. Si
se conocieran todas las posiciones r™¥(0) y momentos pY (0) iniciales de las particulas, en

principio, se conoceria la evolucién temporal de la densidad p;(r,t™(0), p™¥(0). En una

simulacién de dindmica molecular se calcula la densidad promediada en el tiempo p;(r)

de un sistema con N particulas, volumen V y energia E como:

t

1
pi(r) = lim = [ dt'p(r, ). (5.5)

t—oo t 0

Al escribir esta ecuacién se ha asumido que, para tiempos suficientemente grandes, el
promedio temporal es independiente de las condiciones iniciales. Aunque esto en general
no siempre se cumple, se asumira que una vez fijados N,V y E el promedio temporal no
dependera de las condiciones iniciales. Si esto se cumple, entonces la densidad promedio
no se vera afectada si se promedia sobre varias condiciones iniciales diferentes. Es decir, si
se hacen varias simulaciones de DM de un sistema de particulas con distintas coordenadas

y momentos iniciales, pero con los mismos valores de N, V y E se tendra lo siguiente

condiciones iniciales 0

2 (tlir?o i) A5 (0, (0), t’>>

(5.6)

pPi\Tr) = p T .
(r) numero de condiciones iniciales

Si se consideran solo las condiciones iniciales compatibles con los valores fijos de N, V

y E, entonces la suma sobre las condiciones iniciales se puede remplazar por una integral

Y. faN0).pY(0)

condiciones iniciales N fE drNdef<rN(0)7 pN (0))

nimero de condiciones iniciales Q(N,V,E) ’ (5.7)

donde f es una funcién arbitraria de las condiciones iniciales y Q(N,V, E) = [ 5 deNdp?.
Un promedio del espacio fase corresponde al promedio sobre el ensamble y se denota por
< - .- > para diferenciar del promedio temporal denotado con una barra. Ahora, si se

intercambia el orden del promedio temporal y del promedio sobre el ensamble se tendra

1

P = 1 [t 0,070 v 5:8)
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El promedio sobre el ensamble de la ecuacién anterior no depende del tiempo t'. En-
tonces, promediar sobre todas las coordenadas iniciales del espacio fase es equivalente a
promediar sobre la evolucién temporal de las coordenadas del espacio fase. Debido a esto

se puede quitar el promedio temporal de la ecuacién (5.8) convirtiéndose en

pi(r) = (p(r))nve- (5.9)

Esta ecuacion enuncia que, si se quiere calcular el promedio de una cantidad en funcién
de las coordenadas y momentos de un sistema de particulas, se puede obtener dicha
cantidad al promediarla en el tiempo (aproximaciéon con DM) o al promediarla sobre el
ensamble (aproximacién con MC). Hay que tener en cuenta que la ecuacién (5.9) no se
cumple en general, Por ejemplo, hay sistemas como vidrios o fases metaestables que no
son ergddicas. Aun asi, se asume que la hipdtesis ergddica como se muestra en la ecuacion

(5.9) es vélida para los sistemas que se estudian en simulaciones computacionales.

5.2. Monte Carlo

La ecuacion (5.4) de la seccién anterior enuncia que se puede calcular el valor de una

observable A de un sistema de particulas al promediarla sobre el ensamble

f dedrNefﬁH(rN,pN)A(rN’ pN)

(5.10)

con N es el nimero total de particulas. El Hamiltoniano H = K + U y la observable
estan en términos de las coordenadas y momentos de las particulas. Si se quisiera evaluar
numéricamente esta ecuacién en el espacio de configuraciones, digamos por la regla de
Simpson, se tendria que generar una malla de puntos a lo largo de los ejes de coordena-
das. Si se toman m puntos equidistantes a lo largo de los ejes coordenados, el niimero de

d

integrales que se tendrian que evaluar seria de m"™®, con nd el nimero de dimensiones.

Aun si se toma un niimero bajo de puntos de m = 5 para un sistema de 100 particulas en
3 dimensiones, el nimero de integrales que se tendrfan que evaluar es del orden de 102,
Calculos de esta magnitud son imposibles de realizar debido al tiempo que tomaria ter-
minarlos. Debido a esto es necesario evaluar con otro método las integrales de la ecuacion

(5.10). Una mejor forma de realizar estos promedios es con el método de Monte Carlo

tomando en cuenta la importancia del muestreo.
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El método simple de Monte Carlo consiste en evaluar una integral I:

I:/ de f(x), (5.11)

la cual, en lugar de usar el método de cuadraturas, se escribira de la siguiente manera

I'=(b—a)(f(x)), (5.12)

Donde (f(x)) es el promedio no ponderado de f(z) en el intervalo [a, b]. Con el método
simple de MC de muestreo aleatorio, este promedio es determinado por evaluar f(x) en
un gran ndimero de valores de x distribuidos aleatoriamente en el intervalo [a,b]. Si L
denota el nimero de puntos evaluados, entonces, si . — oo este procedimiento dara el
valor correcto de I. Este método sigue siendo de poca utilidad para calcular promedios
del tipo de la ecuacién (5.10) porque la mayor parte del tiempo se gasta en puntos donde
el factor de Boltzman fb = exp[—pU(r)] es despreciable. Por lo tanto, es mejor hacer
un muestreo en lugares donde el factor de Boltzman no sea despreciable. Una eleccion de
un mejor muestreo es la idea principal detras del muestreo introducido por Metropolis et

al.™ en 1953.

5.2.1. Meétodo de Metropolis

Algo importante sobre el método de Monte Carlo es que sélo se considera el espacio de
configuraciones al eliminar la parte de los momentos. Al quitar la parte de la dindmica,
este método solo se puede usar para sistemas que estén en equilibrio. Ademas, la mayoria
de las veces no se necesita saber el valor de una sola integral sino el valor de la razon de

dos integrales

[ deNePUEN) A(pN)

< A>= f N oAU

(5.13)

Al escribir la funcién de particién como Z = [e V0™ la razén e V0" /7 de la
ecuacién anterior, al igual que en la ecuacién (5.3), es la densidad de probabilidad de

encontrar al sistema en una configuracién rv

NNy = ——n) (5.14)
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y al igual que en (5.4), el valor promedio de la observable serd < A >= TrN(r'V)A.

Ahora supéngase que es posible generar puntos en el espacio de configuraciones de
acuerdo a la distribucién de probabilidad N (r"). Esto quiere decir que, en promedio, el
niimero de puntos n; generados por unidad de volumen alrededor de v es igual a LN (r"V),
con L el nimero total de puntos generados. Si se utiliza lo anterior, la ecuacién (5.13) se

puede escribir como:

L
1 N
<A>m - ZniA(r ), (5.15)

donde los puntos n; son generados por medio de una caminata aleatoria en el espacio
de configuraciones donde el factor de Boltzman no es despreciable.

La forma en la que se genera la caminata aleatoria es como sigue. Inicialmente se
prepara al sistema en una configuracién r?, el cual se denota por o (old), con un factor
de Boltzman exp[— AU (0)]. Después, se genera una configuracién de prueba r'"V, denotada
por n (new), al realizar un desplazamiento aleatorio A a r". Esta nueva configuracién
tendrd un factor de Boltzman exp[—SU (n)]. Ahora se debe decidir si se acepta o se rechaza
la nueva configuracion. Aunque hay varias formas de decidir si se acepta o se rechaza la

N

configuracién r'V, en el esquema de Metropolis la probabilidad de aceptacién de ir de una

configuracion o a una configuracion n esta dada por

acc(o — n) = exp[—p(U(n) — U(o))] < 1. (5.16)

Para decidir si se acepta o se rechaza la configuracion de prueba se genera un nimero
aleatorio, denotado por Ranf (del inglés “Random number uniform”), con una distri-
bucién uniforme en un intervalo [0, 1]. El movimiento de prueba se aceptard si Ranf <
accp(o — n) y se rechazard en el caso contrario. Esta regla garantiza que la probabilidad
de aceptar un movimiento de prueba de o a n sea en efecto igual a la probabilidad de
aceptacion acc(o — n).

De este modo, un programa basico de Monte Carlo consistiria de los siguientes pasos

principales:

1. Se selecciona una particula aleatoriamente y se calcula su energia U(r?).

2. Se desplaza a la particula, r' = r + A, y se calcula su nueva energia U(r'").
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3. Aceptar el movimiento de r a r’ con probabilidad

acc(o — n) = min (1,exp(—=B[U ™) — U(x")])).

5.2.2. Condiciones de frontera y minima imagen

Una simulacion se realiza con unos cientos o miles de particulas dentro de una caja
de simulacion. Es decir, con un sistema finito. Pero esta claro que un sistema de este tipo
no tiene el tamano de aquel al que intenta emular, por ejemplo un liquido o un gas. En
un sistema real, como un liquido contenido, sélo una pequena fraccion de los dtomos esta
cerca de las paredes del contenedor. Estos dtomos experimentan condiciones diferentes
a las del resto, pero esto no afecta el comportamiento de la gran cantidad de atomos al
interior. En una simulacion de unas 1000 particulas en tres dimensiones, alrededor de 500
particulas estaran cerca de las paredes dejando pocas particulas al interior. Es claro que un
sistema con tan pocas particulas al interior no representaran adecuadamente a un sistema
real. No se puede tan sélo incrementar el nimero de particulas debido al enorme gasto
de tiempo de computo y de memoria para almacenamiento de datos que se requeriria.
Debido a esto, la representacién de un sistema real se tiene que hacer de otra manera.

Un sistema que este contenido, pero a la vez libre de paredes fisicas, se obtiene introdu-
ciendo condiciones periédicas de frontera.® La periodicidad en la frontera es equivalente a
tener un sistema infinito de réplicas de la regiéon de simulacion, como se ve en el esquema
de la figura 5.1. Aun asi, la estadistica del sistema est4 restringida al N numero de particu-
las de la region de simulacién. Esto se logra de la siguiente manera. Si una particula sale
por una de las caras de la caja de simulacién, inmediatamente es introducida por la cara
opuesta. Si se tiene una caja ctbica de longitud L, la reinsercién de particulas se da bajo

la siguiente regla. Para el eje x

e Sir;,, > L,, entonces reemplazar por r;, — Ly;

e Sir;, <0, entonces reemplazar por i, + Ly,

con 7;; la componente x de la posicién de la particula i. Se procede de la misma forma
para los tres ejes.
La implementacién de las condiciones de frontera implica la necesidad de especificar

claramente cuando se dard la interaccion de las particulas. Es decir, una particula cerca
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Figura 5.1: Condiciones periddicas de frontera en 2D. La caja de simulacién original se replica alrededor
de esta. Para definir si hay interaccién entre dos particulas se elije la distancia minima entre la particula
i (disco rojo) y la particula j (disco verde) de la misma caja o de la caja adyacente.

de una pared jinteractuara o no? con las particulas de la celda adyacente. Como se ve
en la celda central de la figura 5.1, que representa la regién original de simulacion, la
particula en rojo tiene un rango de interaccion que cubre a particulas de su misma caja,
pero también alcanza una particula de la caja adyacente. Para cubrir esos casos se usa
lo que se llama minima imagen entre las particulas. La minima imagen se aplica de la
siguiente manera. Se elijen dos particulas ¢ y j, para definir si la particula j estd dentro
del rango de interaccion de la particula 7 se debe de tomar la minima de las siguientes
distancias: la distancia con la particula j de la misma caja o la distancia con la imagen
de la particula j de la caja de alrededor. En la simulacién esto se determina por medio
la longitud de la caja de simulacion. Si en el eje x la distancia entre las particulas ¢ y 7
es mayor que L, /2 entonces la distancia con la imagen de la particula j en la caja de al
lado serd menor. Para tomar la distancia correcta entre los pares de particulas se sigue la

siguiente regla

e Sir;, > L, /2, entonces reemplazar por r;; — Ly;

e Si 7, < —L./2, entonces reemplazar por 7;; + Ly,

con 1, la componente x de la distancia entre las particulas 7 y j. La regla se aplica

a las tres componentes de la distancia.
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Se debe tener en cuenta que el uso de las condiciones periddicas de frontera limitara
el uso de interacciones a aquellas que no tengan un rango mas alla de la mitad de la caja

de simulacion.

5.3. Dinamica Molecular

A diferencia del método de Monte Carlo que se usa para estudiar sistemas en equilibrio
y calcular propiedades que no dependan de la evolucién temporal del sistema. En las
simulaciéon con DM, al incluir las posiciones y velocidades de las particulas, se puede
seguir la evolucién del sistema hasta que este alcance el equilibrio. Entonces se puede
calcular las propiedades termodindmicas del sistema incluyendo propiedades que sean
dependientes del tiempo. Ademads, con DM se pueden calcular propiedades de transporte
y es un excelente método para aproximar un gran rango de materiales.

En una simulacién de DM se selecciona un modelo que consiste en un sistema de N
particulas. Se resuelven las ecuaciones de movimiento de Newton para este sistema has-
ta que sus propiedades dejen de cambiar significativamente en el tiempo y solo oscilen
alrededor de un valor fijo, es decir, hasta que el sistema alcance el equilibrio. Confor-
me transcurre la simulacion, se miden las propiedades de interés para obtener su valor
promedio una vez que el sistema esté en equilibrio.

Para medir una observable en una simulacién de DM, lo primero que se tiene que
hacer es poder expresar dicha observable en términos de las posiciones y velocidades
de las particulas del sistema. Por ejemplo, una forma de calcular la temperatura en un
sistema clasico de muchas particulas a partir de sus velocidades es a través del teorema

de equiparticion de la energia. Como cada grado de libertad traslacional contribuye a la

1

energfa cinética con 3

mv? = KgT/2, donde v, es la a componente de la velocidad de
una particula, la temperatura instantanea de un sistema de N particulas con n grados de

libertad estara dada por:
N 9
m;v; (t)
T(t) = — 5.17
(2) ;:1 e (5.17)

Las fluctuaciones relativas en la temperatura seran del orden de 1/1/n. Para un sistema
de N = 500 particulas en 3 dimensiones las fluctuaciones en el calculo de la temperatura

serfan del orden del 2.6 %. Por otro lado, si lo que se quiere es mantener una 7', constante
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la temperatura instantanea 7'(t) se puede ajustar escalando las velocidades con el factor
T/T(t). También se puede mantener una temperatura constante por medio de algin
termostato. Como puede ser el de Andersen®' que somete a la particulas a colisiones
estocasticas con un bano térmico o el termostato de cadenas de Nose-Hoover que usa un
Hamiltoniano extendido con coordenadas y momentos artificiales®?
Un programa simple de dinamica molecular en el que se tienen sus principales carac-

teristicas esta formado como sigue:

1. Se leen los pardmetros con los que se iniciara el sistema, por ejemplo: nimero de

particulas, temperatura, presion, paso en el tiempo At.
2. Se inicializa el sistema. Se dan las posiciones y velocidades iniciales.

3. Se calculan las fuerzas sobre todas las particulas (al tiempo ¢ = (). Aqui se inicia

el ciclo principal de calculos.

4. Se integran las ecuaciones de movimiento de Newton. Se calculan las nuevas posi-
ciones y velocidades después de un tiempo ¢t = ty + At. Con las nuevas posiciones
se puede calcular la temperatura actual, la energia potencial y cinética, teniendo en
cuenta que la energia total se debe mantener constante para todo tiempo t. Aqui
termina el ciclo principal y se regresa al paso anterior para calcular nuevamente la

fuerza con las posiciones al tiempo t = ¢y + At.

5. Después de terminar varias veces el ciclo de los pasos 3 y 4 hasta alcanzar la cantidad

de tiempo deseada, se calculan e imprimen los promedios de las cantidades medidas.

Estos pasos son los constituyentes basicos de una simulacion de DM. Con el célculo
de las fuerzas, el paso en lo que se gasta mayor tiempo de cémputo. Hay varias formas de
economizar tiempo en este calculo. Mas adelante se hablara de uno de los que se usa en

este trabajo.

5.3.1. Integracion de las ecuaciones de movimiento: Velocity

Verlet

Hay varias formas de integrar las ecuaciones de movimiento para encontrar las nuevas

posiciones y velocidades de las particulas. Dos de los mas comunes usan los algoritmos de
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Verlet y Velocity Verlet.”” Para obtener estos algoritmos se parte de una serie de Taylor

de las coordenadas alrededor del tiempo ¢

r(t+ At) = r(t) + v(t) At + %?Aﬂ + A3—f3 7+ O(AtY), (5.18)
r(t — At) = r(t) — v(t) At + %Aﬁ - Ag—fg 7+ O(AY), (5.19)

con F(t) las fuerzas entre las particulas. Al sumar las ecuaciones anteriores se obtiene

r(t+ At) +r(t — At) = 2r(t) + %Aﬂ + O(AtY), (5.20)
r(t 4+ At) = 2r(t) — r(t — At) + %At{ (5.21)

donde At es el paso en el tiempo en la DM. Si ahora se restan las ecuaciones (5.18) y

(5.19) se obtendra la velocidad

r(t + At) —r(t — At) = 20(t) At + O(AL?), (5.22)

oty = U Atgz(t — A L oan). (5.23)

Las ecuaciones (5.21) y (5.23) forman el algoritmo de Verlet. Como se puede ver de
(5.21), no se usan las velocidades para calcular las nuevas posiciones, sino que se usan
las posiciones actuales r(t) y las anteriores r(t — At) para conocer las nuevas posiciones.
Ademas, las nuevas posiciones y velocidades no se calculan al mismo tiempo, ya que
primero se necesita conocer las posiciones siguientes r(t + At) para poder calcular, tan
sélo, las velocidades actuales v(t).

Este inconveniente se elimina al usar el algoritmo Velocity Verlet, el cual se obtiene
como sigue. Se usa la ec.(5.23) para obtener r(t — At) = r(t + At) — 2v(t)At, al sustituir

esta expresion en (5.21) y resolver para r(t + At) se obtiene

r(t+ At) = r(t) + v(t) At + %?At? (5.24)

Ahora se usa la ec.(5.23) para obtener v(t + At), que queda como
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r(t 4+ 2At) — r(t)
2At ’

u(t + At) = (5.25)

se usa (5.21) para obtener r(t + 2At) = 2r(t + At) — r(t) — F(t + A)AL*/m y se
sustituye en la ecuacién (5.25) para quedar
r(t+At)—r(t) 1

N + 5 F(t+ AfAL, (5.26)

v(t+ At) =

y al usar (5.24) para sustituir r(¢ + At) en (5.26) se obtiene finalmente la expresién

para las nuevas velocidades

F(t+ At) + F(t)

v(t+ At) =o(t) + =

At. (5.27)

Las ecuaciones (5.24) y (5.27) forman el algoritmo Velocity Verlet. Con este algoritmo
las velocidades se calculan en el mismo paso en el tiempo At, sélo se requiere calcular las
fuerzas F'(t + At) inmediatamente después de haber movido las particulas para obtener

las nuevas velocidades.

5.3.2. Unidades reducidas

Es conveniente escribir las cantidades fisicas en términos de unidades reducidas. Esto
es escoger convenientemente las unidades de energia, longitud y masa y escribir todas las
demas cantidades en términos de estas unidades. Hacer esto trae varios beneficios, como
trabajar con ntmeros que estén cerca de la unidad y no con cantidades muy pequenas
relacionadas con escalas atémicas lo cual llevaria a errores numeéricos en los calculos.
Otra razon para usar este tipo de unidades tiene que ver con el escalamiento, ya que
un sélo modelo puede representar a todo un grupo de sistemas, y una vez calculadas las
propiedades fisicas en unidades reducidas estas se pueden escalar a las unidades apropiadas
para el problema de interés.

Una de las elecciones que se usa para definir las unidades basicas es tomar o, € y m
como las unidades de longitud, energia y masa, respectivamente. Donde o es el diametro de
las particulas y € la profundidad del potencial de interaccién. Con estas unidades basicas
se derivan otras unidades, por ejemplo la unidad de tiempo queda como o/m/e, y la
unidad de temperatura como €/kp. En términos de estas nuevas unidades se obtiene las

cantidades reducidas, representadas con un asterisco, como distancia r* = r/o, energia
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U* = U/e; densidad p* = po™, con nd el nimero de dimensiones y p = N,,,/V, con N,,
el nimero de moléculas; temperatura 7* = Tkpg/e con kb la constante de Boltzman y
T =2Ke/kyndN, con Ke la energia cinética; y por tltimo tiempo t* = ty/e/o?m. En la

seccion de resultados se usan las unidades reducidas, pero seran utilizadas sin el asterisco.

5.4. Dinamica Molecular de Potenciales Discontinuos

Hasta el momento no se ha hablado de qué tipo de potenciales se pueden usar en cada
método, ya sea MC o DM. La razon es que se puede usar cualquier potencial que se adectie
a las necesidades del sistema de estudio. Las fuerzas F' sobre todas las particulas, que se
necesita para resolver las ecuaciones de movimiento, se calculan de manera distinta para
potenciales discontinuos y continuos. Se tiene que tener en consideracién el radio de corte
del potencial para el caso continuo. En el presente trabajo se utilizan tanto potenciales
continuos como discontinuos para representar los parches atractivos de las moléculas.
Para el caso discontinuo se usan potenciales de pozo cuadrado y ademas, para integrar
las ecuaciones de movimiento, se consideran las colisiones entre los pares de particulas del
sistema. Este método de dindmica molecular de potenciales discontinuos (DMPD), basado
en los tiempos de colisién de las particulas, fue desarrollado por Alder y Wainwright®? y

se describe a continuaciéon

5.4.1. Descripcion del método

En un sistema de particulas de diametros iguales que interaccionan por medio de un

potencial de pozo cuadrado:

U=< Uy, o,<7r<oy (5.28)

0 r > 09,

con r la distancia entre los centros de un par de particulas, Uy la profundidad del
pozo, oy el didmetro de las particulas y o9 el alcance del pozo de potencial. Este potencial
permite que la secuencia de eventos del sistema de particulas sea descrita por una serie
de colisiones entre dos cuerpos. Esto es debido a que una particula solo experimentara

cambios en su velocidad cuando esté a una distancia o; o 09 de otra particula. Ademas,
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nunca habra, en un sistema finito, mas de dos particulas que cambien sus velocidades a

la vez.

Una vez preparada la inicializacién del sistema con nimero de particulas, temperatura,
densidad, posiciones y velocidades iniciales, se calcula exactamente el tiempo en el cual
se dara la primera colisién del sistema. Se considerard como una colision a cualquier
interaccién atractiva o repulsiva entre las particulas. El tiempo de colisién se obtiene al
calcular el tiempo que le toma a un par de particulas encontrarse a una distancia o; o o5
de sus centros. Si dos particulas, ¢ y j, tienen posiciones iniciales r;y y r;o y velocidades

v; ¥ vj, después de un tiempo ¢, el cuadrado de la separacion de las particulas serd
(I'Z' — I'j)2 = (riO — ]I'jo)2 =+ 2t(ri0 — I'jo) . (Vz‘ — V]) + t2<VZ' — Vj>2. (529)
Entonces, el tiempo requerido para que se dé una colisién atractiva o repulsiva es

2 2 v()\1/2
fo) _ —bi; £ (bij - UijCij ) /
ij U?j )

(5.30)

donde

Ij; = Yo — Tjo bij = Tij - Vi

2

xr o ~xr. [
Vij = Vi =V C’ij—rij o

tz(;) es el tiempo requerido para una colision repulsiva, la cual se da al chocar las
(2)

particulas y ¢;;” es el tiempo requerido para una colisién atractiva con el pozo de potencial.

Ci(jl) siempre debe ser positiva, de otro modo habria un traslape entre las particulas. En
cambio, C’Z»(f) puede ser positiva o negativa dependiendo de si la separacion de las particulas
esta dentro o fuera del rango del pozo atractivo.

Para conocer en qué momento se da la primera colisién es necesario calcular el tiempo

de colisién de todos los pares de particulas del sistema. Al calcularse los tiempos de colision

estos se clasifican mediante la siguiente secuencia.

I b;; <0 (Centros se aproximan.)

(a) C’Z(]2 ) <0 (ri; estd dentro del rango atractivo.)
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(1) of; — U%C’g) > (0 (Particulas colisionan. Ocurre colisién repulsiva.)

1
—bi; — (b, — v} CL)V2

2
Ui

1 _
li; =

(2) b?j — v?jCi(;) < 0 (Particulas no colisionan. Ocurre colisién atractiva.)

2 2 (2)\1/2

s _ b + (b — v G /
1] UZ' .
ij

(b) C’fj2 >0 (ri; estd fuera del rango atractivo.)
(1) b} — U%Cl-(f) > 0 (Ocurre colisién atractiva; captura.)

(2)
@2 —bi; — (b?j - UinCz’j )1/2.

iJ U?j

(2) bF; — U%Ci(;) < 0 (No ocurre ninguna colisién.)
IT b;; > 0 (Centros se alejan.)
(a) C’Z(]2 ' <0 (r;; estd dentro del rango atractivo. Ocurre colisién atractiva.)

2 2 ~(2)\1/2
/@) _ —bij + (bj; — v;;C3;") /

(b) Cz(f >0 (ri; estd fuera del rango atractivo. No ocurre ninguna colisién.)

Al calcular los tiempos de colisién, un tiempo maximo %, es asignado. Este tiempo es

demasiado corto como para permitir que cualquier par de particulas cambien su posicion

por méas de (£ — g3), siendo L la longitud de la caja cuadrada o ciibica de simulacién.

2
6 . s .
Z(j) mayor que el tiempo maximo es rechazado. Como suele suceder
(e)
ij

Cualquier tiempo t
en sistemas poco densos, si no se encuentran tiempos t;.’ menores que t,,, todas las
particulas son movidas por un tiempo igual a t,, y se realiza una nueva busqueda de
tiempos de colision. Una vez encontrados todos los tg?) menores que t,, se termina lo que

se denomina un ciclo largo. Con todos los tiempos de colisién encontrados, se mueven

(a)

todas las particulas por el ¢;;” mas corto encontrado. Ahora un par de particulas estaran

separadas por una distancia g1 0 gy , por lo que, si se considera un sistema de particulas
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de igual masa, este par de particulas experimentaran un cambio, igual y opuesto, en sus

velocidades. El cambio de velocidades Av, dependera del tipo de colision como sigue:

(1) Ocurre colisién de particulas

ijbij
Av, = —Av,; = r]2 2
g7
(2) Colisién atractiva
(a) C’i(f) >0 Captura
—I;; 40’%[]0 2 1/2
2
(b) C <0
403U,
(1) b?j > 27270 Disociacién
m
—ry; 402U 1/2
AVi = —AVj = %%J [— (% + bzzj) + bij
403U,
(11) b?j < 2720 Rebote
m
i30ij
Av, = —Av; = rj2 .
&

donde el valor de Cl-?j debe ser calculado antes de que se mueva el par de particulas.
Estos resultados son obtenidos de la conservacién del momento y la energia para dos
particulas con potencial de pozo cuadrado.

La diferencia entre el tz(?) mas corto que acaba de transcurrir y el siguiente tz(;“) mas
grande es el tiempo necesario para que se dé la siguiente colision. Esto a menos que las
particulas que acaban de colisionar se involucren inmediatamente en otra colisién. Debido
a esto, una vez que se cambian las velocidades, se deben buscar colisiones en las que

puedan estar involucradas solo el par de particulas que acaban de colisionar. A esto se

le llama ciclo corto. Todos los tg?“) de la lista calculada en el ciclo largo deben disminuir

g.l) E;l) que involucren a las particulas que
(@)

ij

por el t;.” que acaba de transcurrir. También los ¢

recién colisionaron deben ser eliminados de la lista. Los nuevos t;;’ recién calculados en
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los ciclos cortos, deben ser agregados a la lista siempre y cuando sean menores al tiempo
maximo establecido t,,.

En un ciclo largo el nimero de pares de particulas que tienen que ser examinados para
encontrar posibles colisiones es de N(N — 1)/2, mientras que en un ciclo corto solo se
deben examinar 2N — 3 pares. Fn los ciclos cortos hay un ahorro de tiempo de computo lo
cual es de ayuda en especial para sistemas grandes. Hay otras formas de ahorrar tiempo

de cémputo. La usada en esta DMPD se ve en la siguiente seccion.

5.4.2. Calendario de eventos

Con el uso de potenciales escalon se requiere guardar una gran cantidad de informacion
al calcular los tiempos de colisién de las particulas. Esto requiere un manejo adecuado de
toda esa informacién para tener una simulacién correcta. El ahorro de tiempo de computo
también es indispensable para tener una simulacion mas eficiente. Una manera de ahorrar
tiempo de computo en el calculo de las colisiones es mediante el uso de celdas. Este método
reduciria el nimero de pares de particulas en los que buscar por nuevas colisiones, después
de un cambio de velocidades, a un valor menor e independiente de V.

Suponiendo que toda la regién de simulacion estd dividida en celdas cuya longitud
sobrepase el valor del didametro de las particulas o;. Es claro que la buisqueda de colisiones
de una particula se dara sélo en su propia celda y en celdas adyacentes, lo cual representa
un ahorro en los tiempos de calculo. Lo tinico que se necesita hacer es tener un seguimiento
de a que celda pertenece cada particula. Esto se hace mediante listas que contienen a las
particulas pertenecientes a cada celda. Todo esto implica la introduccién de un nuevo
evento el cual se dard cuando una particula sale de una celda y entra a otra. Este evento
senalara el momento exacto en el que una particula cruzara de una celda a otra y por qué
cara lo hara.

Otra forma de ahorrar tiempo de cémputo es con el uso de un tiempo local asociado
a cada particula. Cuando se de una colisién, sélo las particulas de celdas adyacentes son
de interés y serd solo a ellas a quienes se mueva por el tiempo de la reciente colision. De
este modo, sélo en algunas ocasiones sera necesaria una actualizacion de todo el sistema.

Conocer el tiempo de todos los eventos y saber cual serd el siguiente evento en ocu-
rrir, ya sea una colision o un cruce de celda, y que particulas estan involucradas, implica

la existencia de un calendario de eventos. Dicho calendario debe organizar todos los fu-
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turos eventos y ademas debe ser facilmente modificable, ya que al ocurrir una colision,
nuevas colisiones deben ser anadidas al calendario y otras deben ser borradas al quedar

invalidadas.

El calendario que rige el sistema contiene una lista de futuras colisiones y cruces de
celda, ademas de eventos correspondientes a la medida de diferentes cantidades en ciertos
intervalos de tiempo. El calendario esta regido por una estructuracién de datos en forma
de un arbol binario. Cada evento es un nodo del arbol. Se usan tres punteros para colocar
a los eventos en el arbol, los cuales descienden hacia izquierda y derecha y otro que viene
desde arriba. De este modo cada nodo apunta a otros dos nodos descendentes, uno a la
izquierda y otro a la derecha. Los nodos estan ordenados en el tiempo de tal modo que el
evento de la izquierda esta programado para ocurrir primero que el nodo actual del que
desciende, mientras que el nodo de la derecha ocurrira después del nodo actual del que

desciende.

Para tener una eliminacion rapida de eventos relacionados, cada nodo esta ligado a
dos listas circulares. Si se trata de una colision se tendra una lista para cada una de las
particulas involucradas. Estas listas guardan los demés nodos colision en los que aparecen
estas particulas. Por otro lado, si se trata de un cruce de celda se tendran dos listas

distintas para la misma particula.

De este modo, cada nodo tiene la informacién de que evento se trata y cuando ocurrira.
Si es una colision, se especifican las particulas involucradas. Si es un cruce de celda, se
especifica la particula y la cara de la celda que se va a cruzar. En la figura 5.2 se muestra
una representaciéon de un pequeno arbol de eventos. En la representacion del arbol se
omiten las listas circulares y en su lugar se muestran los cuatro punteros, a los lados del

nodo, que se usan para fijar el nodo dentro de esas listas.

El manejo del arbol se lleva a cabo mediante cinco funciones. Una funcién se encarga
de inicializar la estructura del arbol y crea las listas circulares. Otra funcién coloca a los
eventos en el lugar correcto dentro del arbol y los liga dentro de las listas circulares. Otra
funcion determina que evento sera el proximo en ocurrir y quita del arbol a ese evento, asi
como todos aquellos eventos, ahora invalidos, en los que estdan involucradas estas mismas
particulas. Las tultimas dos funciones se encargan de remover los eventos del arbol y de
reordenar los punteros después de la remocién de los nodos. Todos los detalles de estas

funciones y del calendario de eventos con estructura de arbol se pueden encontrar en el
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libro de Rapaport " The Art of Molecular Dynamics Simulation”®® donde se presenta este
método.

En resumen, la DMPD esta construida para potenciales tipo escalén. Usa el método
del calculo de tiempos de colision de las particulas e implementa un calendario de eventos.
Este calendario ayuda a manejar de forma optimizada toda la informacion sobre los tipos
de eventos, lo cual reduce los tiempos de cémputo de la simulacién. Todo un programa
de DMPD con estas caracteristicas fue desarrollado por Chapela et al.3* Este programa
cuenta con una biblioteca de moléculas clasificadas por formas a las que se les puede
decorar con sitios atractivos de potenciales de pozo cuadrado. Este programa esta pensado
para realizar investigaciones enfocadas al autoensamblaje y fue el que se usd para los

sistemas con potenciales discontinuos.

raiz
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Figura 5.2: Esquema de un calendario de eventos organizado como un arbol binario.
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Capitulo 6

Resultados

La presentacién de los resultados se dividira en dos partes. En la primera parte se
presentaran los resultados obtenidos con el potencial discontinuo de pozo cuadrado, aqui
se incluye la liberacién del virién de la membrana y la red hexagonal en 2D y 3D. En
la segunda parte se presentaran los resultados correspondientes al potencial continuo de
Lennard-Jones, donde se incluye nuevamente la red hexagonal en 2D y 3D y las cépsides
icosaédricas. Todos los resultados que se presentaran fueron obtenidos en el ensamble

NVT.

6.1. Potencial discontinuo

6.1.1. Liberacion de un virion de una membrana de doble capa

Como primera parte se realizo el autoensamblaje de la membrana de doble capa que
se utilizaria en el sistema Gag-Membrana para simular la formacién y liberacién de un

virion de una membrana lipidica. A continuacién se presentan estos resultados.

6.1.1.1. Membrana de doble capa

Para ensamblar la membrana de doble capa se usé el modelo L1 (Fig. 2.1a). El en-
samblaje se realizé en dos formas. Primero se construyd con los lipidos un arreglo muy
cercano al de una doble capa. En la figura 6.1 a) se observa este arreglo, el cual consta de
dos capas de lipidos, en un arreglo cuadrado, separadas una distancia igual al diametro
de las esferas del lipido y con una pequena separaciéon entre los lipidos en el plano y-z.

Este arreglo se usé como configuracion inicial en las corridas de simulacion, las cuales

95
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se dejaron correr varios bloques de colisiones. Hay que recordar que para los potenciales
discontinuos se usa la DMPD donde la evolucién del sistema se da por medio de colisiones
entre las particulas. Para estos sistemas se corrieron bloques de colisiones, donde cada

bloque consta de 25 millones de colisiones.

a) b)

Figura 6.1: a) Configuracién inicial para formar rdpidamente una membrana de doble capa. Se colocan
dos capas de lipidos separadas una pequenia distancia entre si b) Configuracién inicial del sistema Gag-
Membrana, a la izquierda se coloca la membrana y a la derecha las moléculas Gag en un arreglo cuadrado.
Se utiliza el arreglo cercano a la doble capa en los lipidos para que la simulacion se centre en el ensamblaje
del virién y no en el ensamblaje de la membrana.

Se hicieron varias corridas con distintos valores de densidad y temperatura para encon-
trar una buena red. Las densidades que se reportaran corresponden a densidades atomicas
dadas por p = N, /V, con Ny el numero de atomos del que se componen las moléculas
También se usaron dos valores para el alcance del pozo con el que interaccionan atracti-
vamente las colas de los lipidos, de A = ¢1.5 y A = 02.5, con 0 = 1 el didametro de las
esferas del lipido. En la figura 6.2 se muestran los resultados principales de estas corridas.
Se muestran cuatro isécoras, de p = 0.1y p = 0.15 para A = 1.5 y, de nuevo, de p = 0.1y
p = 0.15 para A = 2.5. Como se puede observar, para las isécoras de p = 0.1, donde la caja
tiene una longitud de 450, la doble capa que se mantiene en un mismo plano, mientras
que para las de p = 0.15, al reducir la longitud de la caja a 39.30, las membranas son
capaces de doblarse para mantener la membrana de doble capa. Las filas no tienen la
misma temperatura, pero si indican cuatro configuraciones distintas con las que termina
la membrana al ir subiendo la temperatura. En la primera fila de abajo hacia arriba, a
la temperatura mas baja, las corridas terminan en una doble capa rigida. Al subir de
temperatura, en la segunda fila se observa una region donde las capas de la membrana
tienen una reduccién de su area debido a que se ordenan ligeramente en su plano, lo cual
produce hoyos en la membrana. Esto solo se observa en las is6coras de p = 0.1. Para las
isocoras mas densas la membrana resultante, después de su disminucién de area, seguira

siendo mayor al area del plano y-z de la caja de simulacién, por lo tanto la membrana
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0.1 0.15 >P 0.1 0.15 %

Figura 6.2: Membranas obtenidas con el modelo L1. Se presentan cuatro isécoras, dos para el alcance
de A = 1.5 y dos para A = 2.5. Las filas no necesariamente indican una misma temperatura, sino
cuatro regiones distintas donde se encuentran cuatro configuraciones distintas de la membrana: membrana
completa rigida, completa con hoyos, completa fluida y desintegracién de la membrana. Las membranas
estdn formadas por 3042 lipidos y fueron corridas 50 bloques de colisiones.

no presentara hoyos. En la tercer region al subir la temperatura, la membrana resultan-
te es nuevamente una que ocupa la totalidad de la caja para p = 0.1. Esta membrana
ya no es rigida sino fluida ya que los lipidos presentan una mayor movilidad dentro de
la membrana. Para p = 0.15, nuevamente no se presentan cambios respecto a la region
anterior y se sigue manteniendo una membrana con curvas. En la iltima region, en las
temperaturas mas altas, empieza a desintegrarse la membrana. La diferencia importante
aqui es que para A = 1.5 las membranas, sin importar la densidad, se rompen. Mientras

que para A = 2.5 las membranas se desintegran perdiendo lipidos poco a poco.

Con el modelo L2, el cual se compone de solo dos esferas (Fig 2.1b), se usé el mismo
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método de ensamblaje de usar como configuracion inicial una estructura cercana a la
doble capa. En la figura 6.3 se muestran los principales resultados de este modelo. En
este caso también se usan dos alcances del pozo de A\ = 01.5 y A\ = ¢2.5, pero ahora
solo se usa una densidad de p = 0.07 para las isécoras, A esta densidad la membrana
se mantiene en un solo plano sin doblarse. Al igual que con el modelo L1 se observan
cuatro regiones dentro de la isécora: membrana rigida completa, membrana con huecos,

membrana completa fluida y por ultimo su desintegracion.

A=15

vista frontal

p=0.07 p=0.07

Figura 6.3: Membranas obtenidas con el modelo L2 compuesto de solo dos esferas. Se muestran dos
isocoras, para A = 1.5 y A = 2.5,a una misma densidad. Las membranas se componen de 3042 lipidos y
fueron corridas por 50 bloques de colisiones.

En este modelo los distintos alcances del pozo cuadrado introducen una nueva diferen-
cia en las membranas. Para A = 1.5 el comportamiento es igual que en el modelo L1. En
cambio, para A = 2.5 en la regién de membrana fluida la membrana se ensancha. Esto se
ve claramente en la vista lateral de la membrana en la tercera fila, de abajo hacia arriba,

de la figura 6.3. Las colas cortas de los lipidos producen una membrana delgada, pero el



6.1. POTENCIAL DISCONTINUO 99

largo alcance del potencial permite que las dos capas puedan tener una separacién mas
amplia entre ellas que la que tendrian con un alcance corto. Este espacio entre las dos
capas no se mantiene libre, sino que es ocupado por otros lipidos. Esto provoca el ensan-
chamiento de la membrana, lo que a su vez produce una reduccion de su area dejando de

cubrir la totalidad del plano y-z.

La segunda manera de obtener las membranas fue utilizando uno arreglo cuadrado
como configuracién inicial como se ve en el extremo izquierdo de la figura 6.4. De esta
forma se asegura que los modelos L1 y 1.2 son capaces de autoensamblar una membrana de
doble capa. En la figura 6.4 se muestran las configuraciones de la membrana en el proceso
de ensamblaje hasta la formacién de la doble capa. En la parte superior se observa la
evolucion del ensamblaje del modelo L1 y en la parte inferior la del modelo L2. Estas
corridas se llevaron acabo con 2916 lipidos a una densidad y temperatura de p = 0.11
yT =23 para Ll yap=0.07y 7T = 0.3 para L2. Al modelo L1 le tomé 30 bloques
de colisiones ensamblar la membrana, lo que corresponde a 42.1 horas de tiempo de
simulacién, mientras que a L2 le tomo un total de 60 bloques, lo cual corresponde a 12.6
horas. Al modelo L2 le toma mayor niimero de colisiones ensamblar la membrana debido
a su alcance de las colas de A = 1.5 menor que el del modelo L1 de A = 2.5. Sin embargo,

su tiempo de simulacién es menor debido a la particula que tiene de menos esta molécula.

Figura 6.4: Evolucién del autoensamblaje de la membrana de doble capa partiendo de un a configuracion
FCC de los lipidos. a) Modelo L1 compuesto por tres esferas tangentes, una para la cabeza y dos para la
cola del lipido. b) Modelo L2 compuesto de solo dos esferas tangentes.
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6.1.1.2. Sistema Gag-Membrana

Para simular la formacion y liberacién de un virién se usaron las membranas obtenidas
en la seccién anterior y se les agregaron las moléculas Gag modeladas con el modelo G1.
En la figura 6.1 b) se muestra la configuracién con que se iniciaron las corridas de este
sistema. En una caja rectangular, del lado izquierdo se inicia con los lipidos en el arreglo
cercano a la doble capa y del lado derecho se colocan las moléculas Gag en un arreglo
cuadrado.

En la figura 6.5 se muestra un ejemplo de como actia este sistema. Debido a la interac-
cién atractiva entre el dominio MA del Gag y las cabezas de los lipidos, las moléculas Gag
se pegan a la membrana. Cuando las Gag se retinen en pequenos grupos, estos empiezan
a doblar ligeramente la membrana formando una pequena protuberancia en el extremo
opuesto de la membrana, como se ve en la figura 6.5 b). En esta misma figura se pue-
de ver como las moléculas Gag, por las condiciones periddicas de frontera, se pegan por
ambos lados de la membrana. Para evitar esto de una manera sencilla, cada capa de la
membrana se formé con una especie diferente de lipido, como se ve en la figura 6.4 b),
donde la cabeza de una especie de lipido se pinta en azul y la cabeza de la otra especie se
pinta en rojo. Entonces, solo se permite la interaccién atractiva de las moléculas de Gag

con la capa que queda de su lado.

a) b)

Figura 6.5: Sistema Gag-Membrana. Cuando las moleculas Gag se pegan a la membrana se agrupan entre
ellos y pueden producir protuberancias en el extremo opuesto de la membrana como se observa en b).

A causa del ancho de la membrana que se produce con el modelo L1, los Gag, que
son de menor longitud que un lipido, no pueden doblar por si solos la membrana para
recubrirse con ella. Debido a esto la formacién de un virién con el modelo de lipido L1 y

el modelo de Gag G1 no fue posible.
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Sin embargo con el modelo de lipido L2 que forma una membrana mas delgada los
Gag G1 fueron capaces de ensamblarse en la membrana, envolverse con ella y finalmente
liberarse del resto de la membrana. En la figura 6.6 se muestra la evolucion de la formacion
del virién y su liberacion. Esta corrida se llevé a cabo con 3042 lipidos y 125 moléculas de
Gag a una densidad de p = 0.074, de tal forma que la membrana recubriera por completo
el plano y-z de la caja sin doblarse por si misma. La temperatura usada fue de T" = 0.28
y se requirieron 260 bloques de colisiones para completar la liberacién del virién, lo cual
corresponde a 81.6 horas de tiempo de simulacién. En la figura 6.6 h) la membrana se
muestra con cierta opacidad para observar las moléculas Gag que forman el virién. Se
ensamblan 4 viriones compuestos por 47, 43, 19 y 15 moléculas Gag. El mas grande, que
se pinta de distinto color, es el que se libera de la membrana, rodeado por ella. El segundo

mas grande permanece unido a la membrana al igual que los dos més pequenos.

Figura 6.6: Evolucién del autoensamblaje, a lo largo de 260 bloques de colisiones, de la formacion y libe-
racién de un virién de una membrana de doble capa. a) Configuracién inicial del sistema Gag-Membrana.
b) Despuies de 20 bloques de colisiones casi la totalidad de los Gags se encuentran pegados a la membra-
na. ¢) Conforme los Gags se unen en grupos mds grandes, estos producen pequenas protuberancias en
toda la red lo que provoca que deje de ocupar la totalidad del plano de la caja. (d-f) Los Gags terminan
por reunirse en 4 grandes grupos, de los cuales el mayor forma una gran protuberancia hasta finalmente
separarse de la membrana. (g-h) Muestran otra vista del virién liberado con la membrana con cierta
opacidad para observar los Gags que forman viriones compuestos de 47, 43, 19 y 15 Gags. El virion de
47 Gags se pinta de distinto color.
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La corrida mostrada en la figura 6.6 corresponde a la temperatura 7' = 0.28 de una
isécora de p = 0.074. En esta isécora la formacién de viriones se encontré en un rango
de temperaturas de T' = 0.26 a T' = 0.32. Este rango de temperaturas corresponde a la
region donde se forma una membrana completa (que ocupa todo el plano) fluida, donde los
lipidos tienen una buena movilidad dentro de la membrana, lo que le facilita curvarse. Por
debajo de estas temperaturas se presenta las otras dos regiones de las membranas:rigida
completa y membrana con hoyos. En estos casos los Gag se agrupaban en la membrana,
pero son incapaces de doblarla como se ve en la figura 6.7a). Por arriba de este rango de
temperaturas se siguen formando viriones, pero en este caso los Gag no se ensamblen en
la membrana, ya que a estas temperaturas mas altas la membrana se rompe (Fig. 6.3).
Lo que sucede es que los Gag se agrupan y se comienzan a rodear con los lipidos que se
encuentran libres, es decir, sin formar una membrana, hasta ensamblar un virién. En la
figura 6.7 ¢) se muestra la configuracién final de la ultima temperatura 7' = 0.39 de la

isocora donde se observan 4 viriones compuestos por 35, 34, 33 y 19 moléculas Gag.

d)

y
B Y
/%

Figura 6.7: Configuraciones del sistema Gag-Membrana fuera de la regién de temperaturas donde se
forman correctamente los viriones. a) Membrana rigida con hoyos a T' = 0.2 que no permite su deformacién
por parte de los Gags. (b-¢c) Membrana a T = 0.39 donde a pesar de que la membrana se rompe después
del primer bloque de colisiones (b) los Gags se agrupan y se rodean con los lipidos para formar viriones
(c). d) Misma configuracién que (c), pero con opacidad en los lipidos. Se observan grupos de Gags de 35,
34, 33 v 19 Gags.
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6.1.2. Red hexagonal del VIH-1
6.1.2.1. Red 2D

Para formar la red hexagonal se usé la molécula M1 (4.3 a) con los parches atractivos
correspondientes a la interaccién 3-Fold e IH, sin incluir el 2-Fold. Se corrieron dos isécoras
a p = 2 dentro del mismo rango de temperaturas de 7' = 0.07 a T" = 0.21 con un
incremento de AT = 0.02, con un posicion de los parches desde el centro del disco duro
de L = 0.4 y L = 0.45, respectivamente. Las corridas consistieron de 200 moléculas, se
iniciaron en un arreglo ciibico centrado en la cara (FCC) y se dejaron correr por 50 bloques
de colisiones, lo cual corresponde a 5.7 horas de tiempo de simulacién. Para la primera
isocora la red se ensamblé en una sola temperatura de 7' = 0.13. En cambio, para la
segunda isécora la red se encontré en un rango de temperaturas mas amplio de 7' = 0.13
a T = 0.17. De estas tres temperaturas, donde se encontré una mejor formacién de la red,
continua y sin defectos, es en la temperatura mas alta. En la figura 6.8 se muestra la red
resultante a esta temperatura. Mientras que en las dos temperaturas menores la red que
se ensambl6 presenta defectos y no es continua. En la temperatura siguiente de T=0.19 la
red desaparece por completo y solo se encuentran dos hexdgonos separados al final de la
corrida. A esta temperatura las parejas entre los parches 2F ya no son lo suficientemente
estables como para mantener formados a los hexagonos. Por su parte, las ternas formadas
por los parches 3F, que se encargan de unir los hexdgonos entre si, son mas estables y
se mantienen sin dificultad a esta temperatura, sin embargo una red ya no pueden crecer
debido a la falta de hexagonos.

En el panel derecho de la figura 6.8 se muestra la energia potencial ya equilibrada
de las distintas temperaturas de la segunda isécora. Las temperaturas donde se forma
la red concuerdan con los valores mas bajos de la energia potencial. Ademds un rasgo
interesante es que para tener una buena formaciéon de red, que sea continua sin defectos,
se debe estar a una temperatura cercana al punto donde la red desaparece. Este hecho se
ve claramente en el salto de la energia potencial de T' = 0.17 (red hexagonal) a 7" = 0.19
(fluido de ternas).

Se llevaron a cabo tres variaciones de la posicién de los parches de la molécula con
la intencién de encontrar algin otro tipo de estructura que pudiera formar la red. Sin
embargo, lo que se encontré fue la gran capacidad que tiene esta red de ser ensamblada

con distintas variaciones de la molécula ideal. A continuacién se describe este hecho.



64 CAPITULO 6. RESULTADOS
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Figura 6.8: Red hexagonal del VIH-1 autoensamblada con el modelo M1, sin incluir el parche 2F. La red
corresponde a la temperatura T = 0.17 de una isécora a p = 2. En la parte derecha se muestra la energia
potencial ya equilibrada de las distintas temperaturas de la isécora.

En todas las variaciones de la molécula original lo que se mueve son los angulos que le
dan posicion a los parches alrededor del disco duro. Los demas parametros de la molécula
permanecen sin cambios y se usa L = 0.45 para la posicion radial de los parches. Todas las
corridas fueron hechas con los mismos parametros de densidad, temperatura, niimero de
moléculas y nimero de colisiones que de las corridas anteriores con la molécula original.
La primera variaciéon de la molécula se realizo en el primero y segundo parches, correspon-
dientes a la interaccién IH1 y TH2, que estan en 0° y 120° respectivamente, Se cambiaron
sus posiciones a —5° y 125°, —10° y 130° y a —15° y 135°. Asi, en estas tres nuevas
moléculas, las posiciones de los parches que estan encargados de formar el hexagono que
tenian una separacién de 120° grados pasan a tener separaciones de 130°, 140° y 150°. El
tercer parche, que corresponde a la interacciéon 3F, permanece a 270° en los tres casos,
como en la molécula original. Lo que se encontré con estas tres moléculas fue que todas
ensamblaron la red hexagonal en un rango de temperaturas de T = 0.14 — 0.18, para las

primeras dos, y en un rango de 7' = 0.12 — 0.16, para la tercera.

El segundo tipo de variacion de angulos se realizé solo en el segundo parche IH2 situado
a 120° en la molécula original. Su posicién se varié desde 80° hasta 180° en incrementos
de 10°. Se pasé especificamente por 108°; ya que este angulo corresponde al de los angulos
interiores de un pentagono, por lo que este angulo deberia poder formar pentagonos en
la red. En esta ocasion se dejaron fijos los parches TH1 y 3F situados en 0° y 270°. De
estas diez variaciones de angulo solo en 100°, 170° y 180°, no se formé red alguna. De

las 7 variaciones restantes en 5 se formo la misma red de hexdgonos que forma el VIH-1,
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incluso en la variacién de 108° donde se esperaba la formacion de pentagonos. En la figura
6.9 se muestra la red con la variaciéon a 108° asi como las demas variaciones a 130°, 140°,

150° y 160° donde se forma la red hexagonal.
b) Bip2 = 90°

Figura 6.9: Redes obtenidas al variar la posiciéon del parche TH2 que originalmente se encuentra a 120°,
mientras que los parches IH1 y 3F permanecen en su misma posicién.

Las dos variaciones restantes, donde se formé red, corresponden a los angulos 80° y
90°. Estas redes difieren de las anteriores en que en estos casos no se forman parejas entre
las moléculas, sino que tanto los parches terna como los parches pareja forman ternas de
moléculas. Esto se debe a que cuando una molécula atrae a otra por cada uno de sus
parches pareja, estas dos moléculas se unen a su vez entre si por el parche pareja que les

queda. De esta manera se forma una terna con 6 parches parejas. Esta caracteristica de
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formar solo ternas provoca que la variacién de 80° forme una red donde se pueden ver
dos regiones, una compacta promovida por los parches pareja y su alcance de A = 0.2, y
una abierta promovida por los alcances de A = 0.4 de los parches terna. En la figura 6.9
a) se indica la regién compacta que se acerca a una red hexagonal y la regién abierta que
tiende a formar la red Kagome Deformada. La red Kagome Deformada es una variacién
de la red Kagome, caracterizada por tener dos parches que forman parejas separados 150°
el uno del otro en lugar de 180° como la Kagome. En la variaciéon de 90° también se ven
dos regiones debido a los alcances distintos de los parches pareja y terna, pero la red
claramente corresponde a la red Kagome Deformada en sus dos regiones, como se ve en
la figura 6.9 b).

El tercer tipo de variacién de angulos se realizé en el parche 3F situado a 270°, mo-
viéndolo desde 180° hasta 270°. Se corrieron diez angulos distintos empezando en 180°,
200° y 240°, y a partir de ahi se hicieron incrementos de 5° hasta llegar a los 270°. Al man-
tenerse fijos los parches IH1 e IH2 no se afectaria la formacion de los hexdgonos, sino més
bien la unién entre ellos. El resultado fue que solo cuando el tercer parche se encuentra
en 180° no se forma red alguna. Para todos los demés angulos, desde 200° a 270°, siempre
se ensambla una red hexagonal bien definida, continua y sin defectos. La diferencia entre
estas redes es la manera en la que se unen los hexdgonos. En los casos donde el parche
estd en 200 y 270 grados, entre cuatro moléculas de dos hexagonos adyacentes se forma
un rombo como se indica en la figura 6.10 a) y en 6.8 a). Cuando se aumenta el dngulo,
desde los 200°, o se disminuye, desde los 270°, esas mismas cuatro moléculas se abren
poco a poco hasta formar un cuadrado cuando llegan a los 245°, como se indica en la

figura 6.10Db).

6.1.2.2. Red 3D

Inicialmente se us6 una cadena de tres esferas, similar al modelo del Gag en 3D, pero
con las esferas del mismo didmetro, cada una con parches en su ecuador en la misma
disposicion que en 2D. Con esta molécula en una corrida de 500 moléculas, en un arreglo
FCC como configuracion inicial, a una densidad atémica de p = 1 la mayor formacion de
hexagonos que se encontré fue de 17, pero sin formar una sola red, sino fragmentos de
9, 3, 2 y 1 hexdgonos. Esto se debe a que los fragmentos de red formados deben rotar y

orientarse de manera correcta para unirse, pero estos movimientos se ven obstruidos por
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b) B3 F = 245°

Figura 6.10: Redes obtenidas al variar la posicion del parche 3F que originalmente se encuentra a 270°,
mientras que los parches IH1 e IH2 permanecen en su misma posicion.

el mismo largo de la molécula. Para densidades mas bajas, la rotaciéon no se obstruye,
pero poder orientarse y unirse correctamente le toma mucho tiempo a los fragmentos
de red. Esto provoca que se necesite una corrida con un tiempo de simulacién (nimero
de colisiones) mayor. En la figura 6.11 a) se muestra esta corrida con las moléculas que
forman los hexdgonos pintadas en azul claro. En el panel izquierdo de la figura se ve cémo
las moléculas se alinean de buena forma gracias a los parches en el ecuador y en el panel
derecho se muestra el conteo de los hexdgonos conforme avanza la simulacion.

En el virus del VIH-1 aunque el Gag tiene una longitud considerable debido a sus 6
dominios, no presenta estos problemas. Esto se debe a que el ensamblaje hexagonal se da
una vez que las proteinas Gag se encuentren pegados a la parte interna de la membrana
de la célula infectada, la cual le sirve como andamiaje.?! En este momento las proteinas
Gag se mantienen alineados entre si y solo se trasladan en el plano que les impone la
membrana lipidica.

Para mejorar la red se cre6 una molécula donde las tres esferas estuvieran traslapadas
un radio de distancia entre ellas, manteniendo los parches en el ecuador de cada esfera. Con
esta molécula en una simulacién de 500 moléculas a una densidad atémica de p = 0.45 se
obtuvo una formacion de 36 hexagonos. Esta molécula traslapada muestra una gran mejora
a la version tangente, lo que permitié ensamblar una red de tamano considerable, aunque
auin sin ser continua debido a la formacion de algunos defectos durante su ensamblaje. En
la figura 6.11 b) se muestra el resultado de esta corrida junto con el conteo de hexdgonos
a lo largo de la corrida.

El mejoramiento de la red con la molécula traslapada llevé a la formacion de la molécu-
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a ) Conteo de hexagonos

H Hex

Bloque

Conteo de hexagonos

40F

H Hex

Bloque

Figura 6.11: Hexdgonos formados con particulas de 3 esferas con parches atractivos en sus ecuadores. a)
Se usa una molécula compuesta por tres esferas tangentes. b) Se usa una molécula compuesta por tres
esferas traslapadas, reduciendo asi su longitud. En la parte derecha se grafica el conteo de la formacién
de hexdgonos a lo largo de la corrida. Cada bloque corrido en la simulacién consta de 25 millones de
colisiones entre las particulas.

la M2 (Fig. 4.3 b), ahora solo con dos esferas traslapadas, igualmente por un radio de dis-
tancia. Con esta molécula en una corrida de 500 moléculas con una densidad de p = 0.46,
se obtuvo una red continua formada por 57 hexdgonos como se muestra en la figura 6.12
a). En el panel derecho de la figura se muestra el conteo de los hexdgonos formados con-
forme avanza la simulacion. Este conteo de hexdgonos muestra como el modelo de dos
esferas traslapadas no solo es el que ensambla una red continua sino que lo hace mas
rapidamente en comparacion con los otros dos modelos. Después de 100 bloques de coli-
siones con el modelo M2 ya habia cerca de 30 hexagonos formados, mientras que para los
modelos anteriores no se alcanzaron a formar mas de 15 hexagonos. Respecto al tiempo de
simulacion, este modelo aparentemente es mas rapido que el modelo de esferas tangentes,
debido a su disminucién de atomos por molécula. Al modelo traslapado M2 le toma 8
horas completar los primeros 50 bloques de colisiones, mientras que al modelo de esferas
tangentes le tomé 12 horas. Al modelo M2 le toma alrededor de 400 bloques llegar a su
maximo nimero de hexdgonos, lo cual le toma un tiempo de 97 horas. Sin embargo, este

tiempo no difiere mucho de las 103 horas que le toma al modelo tangente completar 400
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bloques. Esto se debe a que como el modelo M2 forma réapidamente un gran ntmero de
hexagonos, el calculo de las colisiones entre las particulas se hace mas lento debido a la
cercania entre ellas. Hecho que no sucede con el modelo tangente por el bajo niimero de
hexagonos.

Es notable como esta red presenta una curvatura en algunas regiones, esto es debido a
que el tamano de la red ensamblada no es conmensurable con la caja de simulacién. Este
efecto se puede disminuir haciendo una corrida con una densidad més baja o se puede
acentuar si se aumenta la densidad. En la figura 6.12 b) se muestra el caso de subir la
densidad, donde se observa un aumento en la curvatura que puede alcanzar la red. De
hecho, debido al tamano de la caja, la red fue capaz de inducir defectos, en forma de dos
heptagonos y un pentagono, que le ayudaron a aumentar su curvatura y seguir creciendo

en el reducido espacio.

a) vista superior vista lateral

Conteo de Hexagonos

 Hex

 Hex
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Figura 6.12: Red hexagonal del VIH-1 en 3D autoensamblada con el modelo M2, compuesta por dos
esferas traslapadas, que no incluye la interaccién 2F. a) Red compuesta por 57 hexdgonos a una densidad
p =046y aT = 0.17. b)Red compuesta por 58 hexdgonos a una densidad p = 0.61 y a T = 0.17. En
el extremo derecho se muestra la grafica con el conteo de hexdgonos a lo largo de la corrida, donde cada
bloque consta de 25 millones de colisiones entre las particulas.

Como se menciond en la secciéon de modelos moleculares, la molécula traslapada M2
representa los subdominios CA-NTD y CA-CTD del Gag del VIH-1. Aunque en el Gag
la interaccion 3F se encuentre solo en CA-NTD y las interacciones IH y 2F solo estén

en CA-CTD, que en el modelo M2 los tres parches que representan estas interacciones se
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coloquen en ambas esferas es de gran importancia. Esto se debe a que en las simulaciones
las moléculas interactiian libremente sin la intervencion de andamiajes que las orienten
como es el caso del Gag.®' En primer lugar, las esferas traslapadas por si mismas ayudan a
dar una orientacién al crecimiento de la red sobre un mismo plano. Hecho que se complica
si se intenta usar inicamente una esfera para ensamblar la mayoria de las redes que ya se
han ensamblado en 2D. En segundo lugar, colocar los tres parches en ambas esferas ayuda
a tener una unica orientacion en el crecimiento de la membrana, como se ejemplifica en

el panel c) de la figura 6.13.
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Figura 6.13: Planos en los que puede crecer la red dependiendo de si los parches se ponen solo en una de
las esferas (a-b) o si se ponen en ambas esferas (c).

El cédigo desarrollado para correr la dindmica molecular de eventos es muy versatil. Se
pueden generar distintas moléculas y preparar corridas con distintos parametros, lo que
lo convierte en una buena herramienta para desarrollar un modelo molecular y aplicarlo a
algun problema de interés. Sin embargo, los modelos en 3D usados aqui tienen un tiempo
de simulacion muy grande debido al niimero de particulas que forman la molécula, ya que
cada parche atractivo es una particula mas de la molécula. De este modo, las simulaciones
de 500 moléculas presentadas en la figura 6.12, son simulacién de 4000 particulas a las
que aplanar su energia potencial le toma 4 dias a la densidad mas baja y 3.25 dias a la
densidad mas alta. Debido a estos tiempos altos de simulacion los siguientes resultados

85,86

son obtenidos con el paquete de simulacion HOOMD-Blue para correr en GPUs y

acelerar las simulaciones.
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6.2. Potencial continuo

Al usar el paquete de simulacion HOOMD?®80 ademds de correr en GPUs permite
usar potenciales continuos y modelar las moléculas como rigidas o vibrantes (con ligaduras
como hasta ahora). Al tener estas dos formas de modelar la molécula es necesario saber
cual de las dos tiene un mejor desempeno en el autoensamblaje de la red y en los tiempos

de simulacion.

6.2.1. Rigido vs vibrante

Para hacer la comparacion en 2D se usa la molécula M1, pero se sustituyen los alcances
del potencial de PC de A = 0.2 y A = 0.4 por los diametros ¢ = 0.15 y 0 = 0.45 de los
potenciales de LJ de los parches que forman parejas y ternas, respectivamente. La posicion
radial L de los parches también se modifica para mantenerlos tangentes por dentro al disco
repulsivo de diametro ¢ = 1 que los contiene. Se realizaron corridas de 50 millones de
pasos en el tiempo (PT), con un paso de dt = 0.001, para sistemas de 196 moléculas a
una densidad atémica de p = 2, para ambos casos, rigido y vibrante.

Para el caso rigido se encontré la formacion de la red continua y sin defectos en un
rango de temperaturas de T=0.68 a T=0.78, con T=0.68 la temperatura donde se encontro
la mejor red formada por 23 hexagonos. Para el caso vibrante la red se ensamblé en un
rango de T=0.64 a T=0.7, con T=0.66 la temperatura donde se encontrd la mejor red,
formada por 22 hexagonos. En la figura 6.14 se muestran las redes para el caso rigido y
vibrante en las temperaturas de mejor formacién mencionadas. La figura 6.14 también
muestra la evolucion de la energia potencial y el conteo de los hexagonos formados a lo
largo de la corrida para ambos casos. De la figura 6.14 d) se puede observar que al caso
vibrante le toma de 2 a 4 millones de pasos méas llegar al mismo nimero de hexagonos
que al caso rigido, esto solo dentro de los primeros 10 millones de pasos, lo cual se refleja
en un ritmo de crecimiento similar al caso rigido, solo que ligeramente tardio. También se
observa como, para los 20 millones de pasos, ambas redes alcanzan su tamano maximo de
22 y 23 hexagonos para el caso vibrante y rigido, respectivamente, alrededor del cual se
mantienen oscilando durante el resto de la corrida. Este comportamiento del crecimiento
de la red se refleja en la energia potencial, figura 6.14 ¢), la cual desciende y se aplana

al mismo ritmo para ambos modelos, solo se observa un corrimiento hacia valores menos
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negativos para el caso vibrante. Este corrimiento hacia arriba se debe a la contribucion

energética de las ligaduras del modelo vibrante.

a) : Vibrante b) Rigido
P YW o & Cf

C) Energia potencial d) Conteo de hexagonos
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Figura 6.14: Comparacién modelo rigido vs vibrante. Se muestran las redes que se obtienen con cada uno
de los modelos y se comparan la energia potencial y el conteo de los hexdgonos formados a lo largo de la
corrida.

Para la comparacién de los sistemas rigido y vibrante en 3D se usé6 el modelo M2 en
simulaciones de 120 millones de pasos en el tiempo, con un paso de dt = 0.001, para
sistemas de 216 moléculas a una densidad atémica de p = 0.512. Para el caso rigido
se exploré en un rango de temperaturas de T = 0.62 a T" = 0.74. Se encontré que por
arriba de T = 0.72 ya no hay formacion de hexagonos y a T' = 0.66 se encontré uno
de los mejores ensamblajes de la red con un total de 9 hexagonos, lo cual se muestra en
la figura 6.15 b). Para el caso vibrante se exploré en el mismo rango de temperaturas,
pero ahora se encontré que a partir de 7' = 0.68 el nimero de hexagonos es menor de 4,
para el final de la corrida, y a partir 7' = 0.72 ya no hay formaciéon de hexagonos. En
la figura 6.15 a) se muestra la mejor red formada por el modelo vibrante, encontrada en
T = 0.66 y compuesta por un total de 17 hexagonos. En los paneles ¢ y d de la figura 6.15
se muestra la evoluciéon de la energia potencial y el conteo de hexagonos de los modelos
rigido y vibrante. Para el caso vibrante, se observa un crecimiento continuo del nimero
de hexagonos a lo largo de toda la corrida. En cambio, en el modelo rigido, durante largos

lapsos de la simulacién no hay formacién de nuevos hexagonos, lo cual da como resultado
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el bajo nimero de hexagonos al final de la simulacion.
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Figura 6.15: Comparacion de los modelos rigido y vibrante en 3D. Se compara la energia potencial y el
nimero de hexdgonos formado de las mejores corridas de cada modelo.

De la comparacion en 2D se ve que tanto en el modelo rigido como en el modelo
vibrante el nimero de hexagonos que forma la red crece de manera similar a lo largo de
la corrida y que a ambos modelos les toma 20 millones de PT llegar al tamano méaximo
de red que pueden formar. Por otro lado, las diferencias las encontramos en el tiempo de
simulacion de estos dos modelos. Al modelo rigido le toma 34 minutos llegar a 20 millones
de PT, haciéndolo con un promedio de pasos por segundo (TPS) de 9743. En cambio, al
modelo vibrante le toma solo 20 minutos alcanzar los 20 millones de PT, haciéndolo con
un TPS de 16619. Estos resultados indican que tanto el modelo rigido como el modelo
vibrante llegan al mismo tamano de red en el mismo nimero de PT, pero que el modelo
vibrante lo hace 1.7 veces mas rapido.

En 3D las diferencias entre los modelos rigido y vibrante son mas notorias, ya que
al final de las corridas, el modelo vibrante alcanza un tamano de red de casi el doble de
hexagonos comparado con su version rigida. Esto es debido a que el modelo rigido mues-
tra una dificultad mayor para ensamblar hexiagonos, no solo respecto de su contraparte
vibrante en 3D, sino también de su version rigida en 2D. Ademads, en cuanto a los tiempos
de simulacién, el modelo rigido esta en desventaja con la versién vibrante. Al caso rigido

le toma 4.88 horas completar 120 millones PT, mientras que a la versiéon vibrante le toma
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2.83 horas completar el mismo nimero de pasos. Nuevamente el modelo vibrante es 1.72
veces mas rapido que el modelo rigido.

Otra comparaciéon entre los modelos rigido y vibrante se hizo con el ensamblaje de la
capside icosaédrica T=1. Para este sistema, del cual se hablara en detalle mas adelante,
en una simulacion con 180 moléculas a una misma densidad atémica de p = 0.512, la
version vibrante forma la capside en 25 millones de PT, mientras que la version rigida lo
hace en 40 millones de PT. Nuevamente la version vibrante tiene ventaja sobre la rigida.

De la comparacion de los modelo rigido y vibrante, el que tuvo un mejor desempeno
en la formacion de hexdgonos fue el modelo vibrante, ademas de ser mas rapido. Debido
a esto, el ensamblaje de la red hexagonal del VIH-1 en 3D con un nitimero mayor de
moléculas y las capsides icosaédricas, usando el potencial continuo de LJ, se hardn con

modelos moleculares vibrantes.

6.2.2. Red hexagonal del VIH-1 en 3D
6.2.2.1. Sin interaccién 2-Fold

La red hexagonal es ensamblada exitosamente por el modelo M2. En los primeros dos
paneles de la Figura 6.16 se muestra el resultado de una simulacién de 512 moléculas a
una temperatura de 7" = 0.66, con densidad de p = 0.512. Para este y todos los demas
modelos siguientes se parte de un arreglo cuadrado como configuracion inicial. En la
figura 6.16 a) se ve claramente la red con los hexdgonos pintados en azul, para una mejor
visualizacién, mientras que las moléculas que no forman parte de algin hexagono son
pintadas en rojo. En el panel intermedio, se muestra una vista lateral de la red donde
pareciera que hay varios segmentos de red, pero en realidad se trata de una sola red
compuesta por 55 hexagonos atravesando la caja de simulacion gracias a las condiciones
periddicas de frontera.

En la figura 6.16 c¢) se muestra el conteo de hexdgonos a lo largo de las corridas de una
isocora usando el modelo M2. La densidad de la isécora es de p = 0.512 y la temperatura
vade T'=0.58 a T = 0.7 con incrementos de AT = 0.02. En la grafica se ve claramente
como solo dos corridas, T" = 0.64 y T = 0.66, superan los 50 hexagonos formados. En
ambas temperaturas desde los 340210° de pasos, de los 400210° totales que se corrieron,
las redes alcanzan su maximo de 55 hexagonos y desde ese punto solo suben y bajan en

una unidad su conteo de hexagonos. En la siguiente temperatura de 7" = 0.68 el conteo de
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hexagonos llega solo hasta 46 para el final de la corrida. En esta temperatura es a partir
de los 80x10° de pasos que empieza un crecimiento continuo del nimero de hexdgonos.
Este crecimiento no solo se da mas tarde sino también més lento que las temperaturas
anteriores. Para el final de la corrida el conteo sigue aumentando, pero necesitarda de mas
pasos en el tiempo para alcanzar un valor cercano a las dos temperaturas anteriores.
Para la temperatura final de 7' = 0.7 la simulacién termina solo con dos hexagonos, sin
siquiera estar unidos entre ellos. Para las temperaturas mas bajas de T'= 0.58 a T' = 0.62
la formacion de hexagonos tiene un buen ritmo de crecimiento desde el inicio, pero en
ninguno de los tres casos se logra alcanzar un valor cercano a los 55 hexagonos de las dos
mejores corridas. En los 3 casos desde los 290210° de pasos el conteo llega a su maximo

de 32, 48 y 47 hexagonos para T' = 0.58, T'= 0.6 y T' = 0.62, respectivamente.

a)  vista superior b) vista lateral—"|\ c) conteo de hexagonos

Temp
® 0.58

0.60
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Figura 6.16: Red hexagonal del virion del VIH-1 en su etapa inmadura ensamblada por el modelo M2
sin la interaccién 2-Fold. a) Vista superior de una red compuesta por 55 hexdgonos con pardmetros:
p=0.512, T = 0.66 y 512 moléculas. b) Vista lateral de la misma red. ¢) Conteo de hexdgonos a lo largo
de 7 corridas a la misma densidad y ntiimero de moléculas de p = 0.512 y nmol = 512, con temperaturas
que van de T'=0.58 a T' = 0.7.

Del conteo de hexagonos resalta que hay una pequena region de temperaturas donde la
red formada alcanza el mayor tamano posible hasta estabilizar su crecimiento. Por arriba
de esta region de temperaturas, primero se torna mas lento el crecimiento de la red, y
posteriormente se llega a un limite de temperatura donde ya no se formaran hexagonos.

Por debajo de esta region la red no alcanza su tamano 6ptimo.

6.2.2.2. Con interaccion 2-Fold

Con el modelo M3, donde si se incluye la interaccién 2-Fold, también se ensambla la

red de hexdgonos. En la figura 6.17 a) se muestra una red compuesta por 57 hexdgonos.
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En esta red ademés de pintar las moléculas en azul claro (formadoras de hexagonos) y rojo
(no formadoras de hexdgonos) algunas moléculas estan pintadas en azul fuerte. Este grupo
de moléculas tampoco forman parte de algin hexdgono, pero se encuentran delimitando
huecos que se hayan creado en el interior de la red. Estos huecos se forman por la falta de
unas pocas moléculas para completar los hexdgonos, formando huecos pequenos, o por la

falta de varias moléculas, formando huecos mas grandes como se ve en la red.

De este modo, los defectos que aparecen en la red impidiendo su continuidad no son
mas que huecos provocados por la ausencia de hexagonos en el interior de la red. Esto
concuerda con estudios realizados sobre la estructura que adoptan las proteinas Gag
en viriones inmaduros.*"4%4* En estos estudios se observa una sola red interconectada
de hexagonos con varios defectos causados por la falta de proteinas Gag y no por Gag
desordenados o ensamblados de manera incorrecta. Estos defectos ayudan a liberar la
tension que se produce al doblarse la red para formar el virién esférico. En una red
hexagonal la insercion de pentdgonos es necesaria para permitir una curvatura sobre ella.
Sin embargo, para el caso del VIH-1 Brigs et al.** concluye que los defectos no tienen una
preferencia por adoptar formas pentagonales, sino més bien adoptan geometrias diversas,

como es el caso de la red de la figura 6.17.

En la figura 6.17 b) se muestra el conteo de hexdgonos para el modelo M3 en una
isécora a la misma densidad que en el modelo M2, de p = 0.64. Debido a la inclusion
del parche 2F las temperaturas donde se da una mejor formacién de las redes aumentan
con respecto al modelo M2, por lo que las temperaturas sobre la isécora ahora van de de
T =0.76 aT = 0.9 con incrementos de AT = 0.02. Los resultados son similares a los del
modelo M2. Nuevamente se observa una region de temperaturas, ahora mas amplia, de
T =0.78 aT = 0.86 donde las redes alcanzan un nimero mayor de hexagonos de entre 54
a b9 hexdgonos. Por arriba de esta region se vuelve a observar un decaimiento en el ritmo
de crecimiento de la red hasta llegar al punto donde no habra formacion de hexdgonos.
Por debajo de esta regién, los pequenos grupos de hexagonos al unirse entre ellos lo hacen
de manera incorrecta sin la posibilidad de reacomodarse para poder crecer una red mas

grande.

Dentro de la regién de temperaturas donde se estabilizan las redes con un nimero
mayor de hexdgonos, en las temperaturas 7' = 0.78 y T" = 0.8 se forma una red con

defectos. Como la de la figura 6.17 a) que corresponde a T = 0.8. En las siguientes
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Figura 6.17: Red hexagonal del virién del VIH-1 en su etapa inmadura ensamblada por el modelo M3
con la interaccién 2-Fold. a) vista superior de una red compuesta por 57 hexdgonos con pardmetros:
p=0.64, T = 0.8 y nmol = 512. En azul fuerte se pintan las moléculas que delimitan los defectos de la
red. En naranja se pintan algunas moléculas que componen hexagonos incompletos en los extremos de la
red. Lineas negras marcan algunos hexdgonos incompletos en los extremos de la red y en los defectos. b)
Conteo de hexagonos a lo largo de 8 corridas a la misma densidad y ntimero de moléculas de p = 0.64 y
nmol = 512, con temperaturas que van de T'=0.76 a T = 0.9.

temperaturas de T' = 0.82 a T' = 0.86 las redes que se forman son continuas y libres de
defectos. Este comportamiento también se presenta en el modelo M2, ya que de las dos
temperaturas que incluyen la region de mejor formacion, la red formada a T" = 0.64 tiene
defectos, pero la red formada a T' = 0.66 (Fig. 6.16 (a-b)) no los presenta. El proceso
de crecimiento de la red se da a partir de la uniéon de pequenos grupos de hexdgonos
formados en los primeros millones de pasos. Posteriormente la red resultante de este
proceso va ensamblando hexdgonos en su periferia a partir de las moléculas que estan
libres. Es en este proceso inicial de crecimiento de la red donde se forman los defectos.
Sin embargo, en las temperaturas méas altas de la region de formacion de las redes, los
hexagonos tienen una capacidad mayor de reacomodarse por lo que les es posible no dejar

huecos en el proceso inicial del crecimiento de la red.

A partir de la alineacion de subtomogramas obtenidos de Tomografias Crio-Electroni-

41,44.87 g6 observa que los hexdgonos de los extremos

cas (TC-E) de viriones inmaduros
de la red, incluyendo los defectos, tienen una correlacién cruzada menor que los demas
hexdgonos. A partir del procesamiento y analisis de los datos de las TC-E, Tan et al.®®

concluyen que esto se debe a que los extremos de la red del VIH-1 estan formados por
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hexagonos incompletos.

Ambas redes formadas por los modelos M2 y M3 se encuentran rodeadas por moléculas
pintadas en rojo que estan unidas a toda la periferia de la red. Lo mismo sucede con los
defectos en el interior de la red (moléculas pintadas en azul Fig. 6.17 a)). Estas moléculas
son pintadas en rojo y azul por no pertenecer a un hexagono. Pero para el caso especifico
de estas moléculas unidas a la red, en concordancia con Tan et al.,*® se puede decir que
son hexagonos incompletos a los que les faltan una o mas moléculas. De este modo, las
redes ensambladas con los modelos M2 y M3 concuerdan con lo observado en viriones
inmaduros. En la figura 6.17 a) se pinta en color naranja cuatro hexdgonos incompletos
de 5, 4, 3, y 2 moléculas en los extremos de la red. En el defecto méas grande de la red

también se marcan algunos hexigonos incompletos.

6.2.3. Capsides icosaédricas

Para ensamblar las capsides icosaédricas se usan los modelos M4 y M5 donde las esferas
repulsivas tienen un diferencia en sus didmetros formando un angulo ¢ entre ellas (Fig. 4.4
a)). El valor de este angulo dictara el grado de curvatura que tendra la red hexagonal. Para
obtener estructuras cerradas como las capsides es necesaria la insercién de pentagonos en
la red. Los modelos M2 y M3 a temperaturas bajas formaban unos pocos pentagonos. Estos
pentagonos a temperaturas més altas desaparecen, sin embargo la curvatura producida
por el angulo ¢ es capaz de estabilizar los pentagonos a temperaturas altas. Ya desde la
red ensamblada con el modelo con potencial de PC (Fig. 6.12 b)) se observaba una red
con una gran curvatura gracias a la formacion de un pentagono y otros defectos. De este
modo, el mismo modelo molecular, M4 y M5, puede formar pentdgonos y hexagonos, por
lo que solo dependera del angulo ¢ el tamano de la capside que se quiera formar.

En la Figura 6.18 se muestran las capsides obtenidas con el modelo M4 que no incluye
la interaccion 2-Fold. Los hexdgonos formados son pitados de cyan, los pentdagonos de
negro y las moléculas que no forman parte de algin poligono son pintadas de rojo la
esfera grande y verde la esfera pequena. Las capsides formadas son T'=1,T =3y T =4
con numero de capsomeros de C7 = 12 pentameros, C5 = 20 hexdmeros + 12 pentameros
y Cy = 30 hexdmeros + 12 pentameros, respectivamente. Los angulos requeridos para
ensamblar la capsides correctamente son ¢ = 12.7°, ¢r3 = 7.4° v ¢y = 6.2°.

En la Figura 6.18 también se muestra media capside 7' = 7 donde se observa como los
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hexameros y pentameros estan bien posicionados, lo cual indica que el angulo de ¢r7 = 4.6°
podria formar bien la cdpside. Sin embargo no fue posible cerrar una capside con el nimero
de capsémeros correctos. Esto se debe a que para los niimeros de triangulaciéon T'(h, k) con
k>0 como T(2,1) =7, T(3,1) = 13 0 T(3,2) = 19 las capsides son enantiomorfas y se
pueden ensamblar en su forma izquierda (levégira) y derecha (dextrdgira). Es decir, una
capside se puede ensamblar de dos formas, por girar a la izquierda y recorrer k capsémeros
para llegar de un pentagono a otro o por girar a la derecha para el mismo motivo. Al no
imponer una restricciéon en la simulacién para elegir una de estas dos rutas la capside

T = 7 combina sus dos enantiémeros, lo cual impide la formacion correcta de la capside.
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Figura 6.18: Capsides icosaédricas ensambladas con el modelo M4. En todos los casos se usa una densidad
de p = 0.512. a) Cépsides T=1, formadas solo por pentdgonos, compuestas por 60 moléculas cada una
en una corrida de 180 moléculas. b) Capside T' = 3 compuestas por 180 moléculas en una corrida de
343 moléculas. Esta capside estd acompanada por una estructura cerrada que no tiene la distribucién
de hexdgonos y pentdgonos correcta. ¢) Cépside T = 4 compuestas por 240 moléculas en una corrida
de 512 moléculas. d) Cépside T' = 7 incompleta compuesta por 49 hexdgonos y 9 pentdgonos de los 60
hexagonos y 12 pentagonos requeridos.

Para encontrar los angulos ¢ que ensamblan las capsides se buscé alrededor de un
angulo inicial ¢;. El dngulo inicial se determiné a partir de ensamblar manualmente al-
gunos capsomeros contiguos usando de base un dodecaedro para 7' = 1 y un icosaedro

truncado para T = 3. Durante el proceso se ajusto el diametro de las esferas de las
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moléculas para mantenerlas tangentes con sus vecinas y asi obtener los diametros que
determinarian el angulo ¢;. Una vez encontrado el angulo ¢ y ensamblado correctamente
las capsides, se us6 ese mismo angulo para ensamblar las capsides con el modelo M5.
Para determinar el angulo ¢ se calculé un angulo inicial ¢; = 12.7° y fue en ese angulo
donde se ensamblo la capside. Para T=3 se calculé un angulo inicial ¢; = 6.6°, lo cual
corresponde a un didmetro de la segunda esfera de oo = 0.885. Se buscé de g9 = 0.86
hasta o9 = 0.92 con un incremento de Ag = 0.01. Esto corresponde a buscar en un rango
de angulos que va de 5.1° a 8°, rango dentro del cual se encontré T=3 (¢pr3 = 7.4°) y T=4
(14 = 6.2°). Para T' = 7 se calculé un dngulo de 4° y se buscé hacia arriba hasta los 5°

con un delta de 0.02°.

Ademas de formar las capsides con el modelo M5, que si incluye la interaccion 2-Fold,
se usaron dos modelos moleculares mas. Estos modelos son idénticos a los modelos M4 y
M5, pero se diferencian en que su parche 3-Fold tiene una profundidad del pozo de e = 4
mientras que los demas parches se mantienen con la profundidad de ¢ = 6. Esta diferencia
estd motivada en la medicién de las fuerzas de atraccion de las interacciones 2-Fold, 3-
Fold e TH del Gag del VIH. Estos datos se obtuvieron con PDBePISA % una herramienta
que calcula la energia libre de Gibbs de las interfaces que se producen entre los sitios de
interaccion de las proteinas. El resultado de esta medicién fue que la interaccién 3-Fold
es tres veces mas débil que las interacciones 2-Fold e IH. Debido a esto se cambio el valor
de e para el parche 3-Fold. Sin embargo como los modelos M4 y M5 tienen profundidad
de € = 6 lo més que se consiguié disminuir el valor de epsilon, y mantener la formacion

de parejas y ternas a la misma temperatura, fue a € = 4.

En la Tabla 6.1 se muestran los datos de densidad, nimero de moléculas y rangos
de temperaturas para los que se forman las capsides utilizando los cuatro modelos. Los
modelos con el cambio en la profundidad del potencial seran identificados como M4, (sin 2-
Fold) y Mb5ope (con 2-Fold). Al observar los datos de la tabla se encuentran algunos hechos
interesantes. De la sexta columna de la tabla se ve como es que conforme la capside es mas
grande el rango de temperaturas donde se formaron se reduce. Las ltimas tres columnas
de la tabla indican la temperatura, pasos en el tiempo y tiempo de simulacion de la capside
que se ensamblé mas rapidamente dentro de su rango de temperaturas de formacion. Con
estos datos se pueden hacer varias observaciones. La mas clara es que cuanto mas grande

es la capside se necesitan mas pasos en el tiempo para formarla. También es notable que
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No. Triang. | ¢r P No. mol | Modelo | Rango Temp | Temp | PT/10° | t (hr:min)
0.512 M4 0.65 - 0.71 0.69 25 0:38
0.64 M5 0.84 - 0.9 0.84 30 0:48
r=1 12.7 0.512 180 M4, 0.67 - 0.75 0.69 10 0:14
0.64 Mbop, 0.81 - 0.89 0.87 15 0:22
0.512 M4 0.68 - 0.695 | 0.695 315 10:09
0.64 M5 0.86 - 0.88 0.88 147.5 8:30
r=3 4 0.512 343 M4, 0.61 - 0.62 0.62 190 9:40
0.64 Mb5gpe | 0.775-0.79 | 0.79 102 3:35
0.512 M4 0.695 0.695 430 18:16
0.64 M5 0.88 - 0.89 0.88 522 27:35
r=4 6.2 0.512 b12 M4, 0.61 0.61 245 11:15
0.64 Mbsope | 0.765 - 0.77 | 0.77 180 7:55

Cuadro 6.1: Modelos que forman cdpsides icosaédricas. M4 (sin 2-Fold), M5 (con 2-Fold), M4, (sin 2-Fold
con € menor para el parche 3-Fold) y Mbsp. (con 2-Fold y con € menor en 3-Fold ). En las columnas se
presenta el niimero de triangulacién; dngulo que forma la cdpside (¢7); densidad atémica (p) y ndmero de
moléculas (No. mol) de la simulacién; modelo usado; rango de temperaturas donde se ensambla la capside
(Rango Temp). En las dltimas 3 columnas se presenta la temperatura (Temp); pasos en el tiempo (PT)
y tiempo (t) de la cédpside que se ensamblé més rapido dentro de su rango de temperaturas de formacion.

para cada nimero de triangulacion las capsides formadas con los modelos M4, y M5y p, se
ensamblan mas rapidamente que su contra parte M4 y M5. Otro hecho remarcable es que
para las capside T'= 3 y T' = 4 los modelos M5 y Mbsp,, que incluyen el parche 2-Fold,
son de 1.2 a 2.1 veces mas rapidos que los modelos M4 y M4, que no lo incluyen. Para el
caso de T1 esta observacion se cumple a la inversa Ahora son las versiones sin el parche
2-Fold, M4 y M4,, las que son 1.2 y 1.5 veces mas rapidas que su versiéon M5 y M5y que
si lo tienen. Por ultimo, para los nimeros de triangulacion 7'= 3 y T" = 4 la temperatura
a la que se forma la capside mas rapidamente se da a temperaturas muy similares para
los cuatro modelos. Nuevamente las capsides T = 1 se comportan de manera diferente,
siendo solamente la temperatura del modelo M4 la que se acerca a los otros niimeros de

triangulacién.

6.2.3.1. Estabilidad térmica

Para probar qué tan estables son las capsides formadas con los modelos, se eligié la
capside T=3 ensamblada con el modelo M4, a la temperatura de 7' = 0.61 para ser
sometida a un aumento y disminucién de la temperatura. Se tomoé la tltima configuracion
de la simulaciéon como punto de partida y se corrieron seis simulaciones por 50 millones
de pasos en el tiempo a las temperaturas siguientes: 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2 y 0.1. En todos
estos casos las capsides se mantuvieron ensambladas sin inconvenientes.

El aumento de temperatura se hizo de dos maneras. Primero se aumenté la tempe-
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ratura de manera cuasiestatica aplicando incrementos de temperatura de AT = 0.02. Se
tomd la tdltima configuracion de la temperatura anterior como punto de partida en cada
incremento de temperatura. La segunda manera de incrementar la temperatura fue a ba-
se de choques térmicos, como en el caso de la disminucién. Se aumenté la temperatura
en multiplos de AT = 0.01 empezando todas las simulaciones a la misma temperatu-
ra de T" = 0.61. Estas simulaciones nuevamente se corrieron por 50 millones de pasos
en el tiempo. Para el caso del choque térmico la capside mantuvo su estructura estable
hasta T' = 0.69, desintegrandose por completo en la siguiente temperatura. Para el caso
del incremento cuasiestatico la capside se mantuvo estable a una temperatura mayor de

T =0.73.

6.2.4. Capsides no-icosaédricas

Durante la bisqueda de las capsides icosaédricas se encontraron otro tipo de estruc-
turas. Estas estructuras se cierran sin dejar huecos, aislando su interior del exterior, por
lo que también se les puede llamar cépsides. Estas capsides, al igual que las icosaédricas,
cuentan con 12 pentameros, pero ahora no se colocan en los vértices de un icosaedro sino
que se distribuyen de distintas maneras. El nimero de hexdmeros dependera del tamano

de la capside, que a su vez depende del angulo ¢ de la molécula.

En la Figura 6.19 se muestran las capsides no icosaédricas encontradas. Un hecho
interesante de estas capsides es que, sin importar el nimero de hexameros del que esté
compuesta la capside, siempre se guarda una simetria en el acomodo de los pentameros y
hexdmeros. Esto se ve facilmente en los paneles b) y e) de la Figura 6.19. En el panel b)
se observa una capside alargada con un anillo zigzagueante de hexameros en el ecuador,
mientras que en los polos se concentran los pentdmeros. En el panel e) se muestra una
capside con forma de tetraedro con un hexamero en cada una de sus cuatro caras. Estos
acomodos simétricos entre pentameros y hexameros son mas facil de identificar en las
primeras cinco capsides, pero las 4 restantes también presentan arreglos simétricos entre

pentameros y hexameros.
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a) $=14°, 8Pen2cuad D) ¢=113°, 6Hex C)  $=113°, 2Hex

d) e) f)
¢ =11.3° 4Hex ¢ =8.5° A4Hex ¢ =8° 8Hex

¢ =8°, 12Hex ¢ =6.8°, 15Hex ¢=6.2°, 23Hex

Figura 6.19: Cépsides no icosaédricas ensambladas con el modelo M4. a) Cépside més pequefia encontrada
formada por 8 pentdmeros y dos cuadrados, pintados en rojo, uno en cada polo. (b - i). Cépsides de
distintos tamanos ensambladas con un nimero diferente de hexdmeros, pero manteniendo, en todos los
casos, 12 pentameros. En todos los casos se muestra el angulo ¢ de la molécula que se usoé.

En la Figura 6.19a) se nuestra una capside mas pequena que la cédpside T = 1y por
tal motivo solo cuenta con 8 pentameros. Esta capside ensamblé dos cuadrados, uno en
cada polo, para poder cerrarse por completo. Esto fue posible, por un lado, por el angulo
¢ = 14°, mayor que el de la capside T'= 1 de ¢71 = 12.7° el cual induce una curvatura
mayor. Y por otro lado, se debe a la capacidad del modelo de formar pentdgonos e incluso

cuadrados a partir de un modelo disenado para formar hexdgonos. Esta capacidad esta
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basada en el hecho de que las esferas repulsivas pueden rotar alrededor de ellas mismas
manteniendo a los parches TH, formadores de parejas, a la distancia del minimo de su
potencial, dada por dpni, = 2Y/%0 ;. Si la distancia entre los parches es igual a la distancia
del minimo del potencial, como se muestra en la Figura 6.20, esta rotacién corresponde
a una variacion del angulo que da posicion a los parches sobre el ecuador de 6 = +11.6°.
Esto quiere decir que el parche situado a 120° para formar hexagonos queda muy cerca
del angulo para formar pentagonos (108°) debido a la rotacién 6, lo cual le permite formar
hexagonos y pentagonos. No se debe olvidar que la aparicién de pentagonos solo sucede
cuando la red plana se intenta formar a temperaturas bajas y cuando se le induce una

curvatura a la red por medio del angulo ¢.

. E2
rotada

El 0 =

Figura 6.20: Esquema de la rotacién de las esferas repulsivas alrededor de los parches pareja IH, lo cual
les permite formar pentédgonos. Si los parches (pintados en azul) siempre se mantienen a la distancia de
su minimo de potencial (pintado en rojo), los centros de la esfera E1 y la esfera E2 rotada, después de
rotar, alcanzan un angulo de # = 11° respecto de la esfera punteada sin rotar E2.
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Capitulo 7

Conclusiones

El resultado principal de este trabajo es que a partir de modelos sencillos se reproducen
estructuras de una gran complejidad. Es de destacar que modelos de grano grueso con un
mayor detalle estructural del dominio CA del Gag del VIH-1, logran formar en 2D la red
hexagonal,”’ pero en 3D, a pesar de formar hexdmeros y pentdmeros, no obtienen estruc-
turas cerradas.”! También hay modelos sencillos que logran ensamblar hasta la cépside
T=3," pero requieren de tres especies moleculares distintas y reglas de interaccién com-
plejas adaptadas para cada caso. En cambio, los modelos presentados aqui requieren de

una sola especie molecular como bloque constructor y no se necesitan cambiar las reglas

de interaccién para ensamblar una red hexagonal o una capside icosaédrica.

El modelo de esferas traslapadas presentado en este trabajo, en si mismo demuestra
ser capaz de formar facilmente una red en 3D, lo cual le da la posibilidad de ensamblar
otras redes en 3D. Respecto a la red del VIH-1, los modelos moleculares utilizados aqui
demuestran que la estructura hexagonal se puede formar sin la necesidad de la interac-
ciéon 6F, la proteina IP6 ni de otros dominios que dan estabilidad a la red en el virion.
Otro hecho importante es que la red obtenida con modelo M2 se puede ensamblar sin la
necesidad de la interaccién 2-Fold del dominio CA del Gag del VIH-1 en su etapa inma-
dura. Esto es de resaltar ya que esta interaccién se mantiene en los hexdmeros al pasar
de la etapa inmadura a la etapa madura (cépside) del virus. Hecho que no sucede con las

interacciones 3-Fold y 6-Fold.

La insercién de pentagonos en una red hexagonal permite curvar la red, pero ademas
el bloque constructor morfolégicamente debe tener las condiciones para permitir la curva-

tura, es decir, debe tener una forma cénica. Cuando los modelos tienen un angulo ¢ = 0
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(M2 y M3) los pentagonos no aparecen en la red, pero si ¢ > 0 (M4 y M5) los pentdgonos
se estabilizan adecuadamente dentro de la red. Al medir los diametros de los dominios
del Gag del VIH-1, usando la reconstruccion del Gag completo hecha por Sundquist et
al. (figura 1c),* se encuentra su forma cénica con un édngulo de ¢,q, = 2.2. Pak et al.?!
usando un modelo de grano grueso encuentra que cuando el dominio CA forma hexameros
en la etapa inmadura, el diametro del hexdgono formado por su N-terminal es mayor que
el del formado por su parte C-terminal. Nuevamente se observa una forma conica. Pack
concluye que el dominio CA induce una curvatura en la red hexagonal, hecho que ayuda a
doblar la membrana celular que formara el virién del VIH-1. De este modo, la capacidad
de los modelo introducidos aqui de formar pentagonos y hexagonos a partir de la misma
unidad estructural, junto con la forma cénica de la molécula, hace posible la formacion
de céapsides icosaédricas. Ademas se encuentra que la tnica variable necesaria para elegir

entre una u otra capside es el angulo ¢.

Por otra parte, la imposibilidad de los modelos M4 y M5 de formar la capside T =
7 se debe a no tener control sobre que enantiémero debe ser ensamblado. Ademas en
trabajos de simulacién donde se eligen entre enantiémeros y se usan poligonos como
bloques constructores de las cédpsides™ la efectividad de formacién de las capsides T > 7
se reduce a menos del 10%. En consecuencia, con los resultados presentados aqui se
reconoce que las cépsides pequenas (7' < 4) pueden ser ensambladas libremente, pero las
cépsides mayores necesitan de andamiajes?® para su correcto ensamblaje. Para el virus
del VIH estos andamiajes no son mas que su material genético y la membrana lipidica de
la célula infectada.®! Estos elementos dan el soporte necesario para formar primeramente

el viriéon inmaduro y posteriormente ensamblar capsides de gran tamano.

Con respecto al sistema Gag-Membrana para modelar la formacién de un virién en-
vuelto por la membrana, hay dos puntos importantes que senalar. El primero es que se
logré el objetivo de ensamblar un virién a partir de unidades tipo Gag y no con estruc-
turas mas elaboradas tipo pentdmero.”> Ademds, se muestra que unidades estructurales
tipo cénicas son suficientes para doblar la membrana. El segundo punto tiene que ver
con los modelos de membrana lipidica. En primer lugar, se consigue autoensamblar una
membrana con un potencial de pozo cuadrado en lugar de un potencial continuo, que fue
el que se usé como referencia.*® En segundo lugar, se consiguié ensamblar una membrana

48
1.,

de doble capa con un modelo mas sencillo que el de Cooke et a compuesto solo por
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dos esferas tangentes para representar un lipido. Y no solo se consigue una membrana
de doble capa con este modelo mas sencillo, sino que es la que se usa para ensamblar y

liberar el virién, lo cual demuestra su completa funcionalidad.

7.1. Perspectivas

Los resultados presentados en este trabajo son la base de lo que se podria obtener
con los sistemas presentados. Ya que se puede continuar obteniendo resultados en cada
uno de los sistemas simulados a partir de modificaciones en los modelos o con distintas
estrategias de simulacion. Por lo que a continuacion se enuncia brevemente el trabajo
futuro con estos sistemas.

En el sistema Gag-Membrana, el paso siguiente es sustituir las interacciones atractivas
isotrépicas entre los dominios de la molécula Gag por los parches atractivos 2F, 3F e TH.
Esto con el objetivo de obtener un viriéon que forme una red hexagonal con las moléculas
Gag que lo compongan, asemejandose aun mas al viriéon del VIH-1.

El sistema de dos esferas traslapadas del mismo didmetro formé relativamente facil la
red hexagonal del VIH-1. Debido a esto se buscara ensamblar otras redes abiertas en 3D
utilizando el modelo de esferas traslapadas con parches atractivos.

Finalmente, para el sistema de las capsides icosaédricas se buscara ensamblar la capside
T=T7 asi como las siguientes capsides T=9,13,... Para este fin se usara un cascaron esférico
dentro del cual interaccionaran las moléculas que formaran la cdpside. Ya sea que las
moléculas se desplacen sobre la superficie interna del cascaron o libremente dentro él. El
objetivo del cascaron es que sirva como andamiaje y facilite la formacién de capsides con
numeros de triangulaciéon grandes. Ademas, se calcularan los diagramas de fases de las

capsides empezando con las formadas hasta el momento.
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