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Resumen

La interaccion entre el ARN y las proteinas es fundamental en numerosos procesos bioldgicos,
como la regulacién de la expresion génica, el ensamblaje y desensamblaje de nucleocapsides
virales. Desarrollar modelos precisos para estudiar estas interacciones resulta esencial para
comprender la fisica subyacente y explotar su potencial en aplicaciones biotecnolégicas. En
este estudio, nos enfocamos en el componente electrostitico de estas interacciones mediante la
ecuacion no lineal de Poisson-Boltzmann, un modelo continuo que, aunque no captura detalles
atémicos, permite calcular potenciales de campo medio y energias libres con alta precision

utilizando recursos computacionales modestos.

Presentamos un anélisis termodindmico en el que determinamos la orientacién més probable de
una cadena de ARN al interactuar con superficies proteicas con geometria icosaédrica, plana
y esférica, basadas en el virus del mosaico del tabaco (STMYV, por sus siglas en inglés). Este
enfoque se centra en como las propiedades geométricas y la densidad de carga influyen en la
afinidad de unién y las configuraciones espaciales 6ptimas del ARN en confinamiento. Nuestro
principal caso de estudio es la nucleocépside viral, donde la estructura interna del ARN sigue
siendo un tema de debate. Los resultados ofrecen una representacion mds realista basada en
propiedades fisicas, integrandose con modelos estructurales previos basados Gnicamente en

informacién de pares de bases.

Exploramos dos escenarios: uno con dreas constantes y densidades de carga homogéneas, y otro
con areas variables y densidades de carga no homogéneas. En el primer escenario, la energia de
union atractiva mostrd una relacion lineal con el grosor del cépside, siendo la simetria 3 la que
presento interacciones mds intensas, seguida por las simetrias 2 y 5, mientras que las geometrias
esférica y plana resultaron menos atractivas. En el segundo escenario, las energias de unién
fueron mayores, y la simetria 5 liderd las interacciones mds intensas, seguida por las simetrias
3y 2, evidenciando cémo las variaciones geométricas y de carga afectan las configuraciones
Optimas del ARN.

Este estudio destaca la importancia del balance entre geometria, densidad de carga y
confinamiento en las interacciones ARN-proteina. Ademads de aportar conocimiento fundamental
sobre estas interacciones que gobiernan estos complejos bioldgicos, los hallazgos abren nuevas
oportunidades en nanobiotecnologia, disefio de capsides virales artificiales e ingenieria molecular.
Estos resultados sientan las bases para futuros desarrollos en aplicaciones biotecnoldgicas y

biologia sintética.

Palabras clave — Poisson-Boltzmann, Viruses icosahedricos, Fuerzas electrostaticas, interaccion
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Abstract

The interaction between RNA and proteins is fundamental to numerous biological processes, such
as gene expression regulation, the assembly, and disassembly of viral nucleocapsids. Developing
accurate models to study these interactions is essential for understanding the underlying physics
and leveraging their potential in biotechnological applications. In this study, we focus on the
electrostatic component of these interactions using the nonlinear Poisson-Boltzmann equation, a
continuous model that, while not capturing atomic details, enables the calculation of mean-field

potentials and free energies with high accuracy using modest computational resources.

We present a thermodynamic analysis to determine the most probable orientation of an RNA
strand interacting with protein surfaces with icosahedral, planar, and spherical geometries, based
on the satellite tobacco mosaic virus (STMV). This approach examines how geometric properties
and charge density influence binding affinity and the optimal spatial configurations of RNA
under confinement. Our primary case study is the viral nucleocapsid, where the internal structure
of RNA remains a topic of debate. The results provide a more realistic representation based
on physical properties, integrating with previous structural models based solely on base pair

information.

We explored two scenarios: one with constant areas and homogeneous charge densities, and
another with variable areas and non-homogeneous charge densities. In the first scenario, attractive
binding energy showed a linear relationship with capsid thickness, with symmetry 3 presenting
the most intense interactions, followed by symmetries 2 and 5, while spherical and planar
geometries were less attractive. In the second scenario, binding energies were higher, with
symmetry 5 leading the most intense interactions, followed by symmetries 3 and 2. This

highlighted how geometric and charge variations influence RNA’s optimal configurations.

This study emphasizes the importance of balancing geometry, charge density, and confinement
in RNA-protein interactions. In addition to enriching fundamental knowledge about these
interactions governing biological complexes, the findings open new opportunities in
nanobiotechnology, the design of artificial viral capsids, and molecular engineering. These
results lay the groundwork for future developments in biotechnological applications and synthetic

biology.

Keywords — Poisson-Boltzmann, Icosahedral viruses, Electrostatic forces, RNA-protein

interaction, RNA-protein interactions
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1. Introduccion

La interaccion entre los dcidos ribonucleicos (ARN) y las proteinas desempefia un papel
fundamental en una amplia gama de procesos bioldgicos, como la regulacién de la expresion
génica, el ensamblaje de complejos ARN-proteina y la formacion de cédpsides virales. Estas
interacciones, determinadas en gran medida por fuerzas electrostdticas, son esenciales para la
estabilidad estructural y la funcionalidad de numerosos complejos biol6gicos. Sin embargo,
su modelado y prediccién a nivel molecular representan un desafio significativo debido a la

complejidad intrinseca de estos sistemas.

Entre las herramientas mds efectivas para estudiar las interacciones electrostaticas en sistemas
bioldgicos se encuentra la ecuaciéon no lineal de Poisson-Boltzmann (NLPB). Este enfoque
permite calcular los potenciales electrostaticos y las energias libres de interaccion en sistemas
complejos, utilizando una descripcion continua del medio solvente. Aunque no alcanza una
resolucion atémica del entorno, la NLPB ofrece una representacion precisa de las interacciones
electrostdticas con un costo computacional reducido, lo que la convierte en una herramienta ideal

para el estudio de sistemas de alta complejidad, como las nucleocdpsides virales.

El presente estudio aplica la ecuacion NLPB para modelar la interaccion entre el ARN vy
superficies de geometria icosaédrica, plana y esférica, similares a las de capsides virales. En
particular, el andlisis se centra en la componente polar de la energia libre de interaccion entre el
ARN y la superficie proteica, evaluando como las caracteristicas geométricas y la orientacion del
ARN afectan la afinidad de unién. Este enfoque estdtico permite examinar de manera sistematica
cOmo la simetria influye en la posicion y conformacion 6ptima del ARN dentro del complejo

ARN-proteina.

Para ello, se lleva a cabo un mapeo exhaustivo de configuraciones posibles, explorando
variaciones en la rotacion, inclinacion y posicion del ARN con respecto a la superficie proteica.
Este trabajo no solo busca identificar la configuraciéon mas estable electrostaticamente, sino
también integrar esta metodologia con modelos estructurales basados en la secuencia y los pares
de bases del ARN, con el objetivo de generar predicciones mds realistas sobre su organizaciéon

espacial en las nucleocapsides.

En dltima instancia, los resultados de este estudio contribuirdn a una comprensién mas profunda
de los mecanismos que regulan las interacciones ARN-proteina en sistemas virales, asi como a

la mejora de herramientas computacionales para la investigacion en biologia molecular.



2. Objetivos

2.1. Objetivo General

Estudiar las interacciones electrostéticas entre el ARN y el cépside viral, comprendiendo cémo
la simetria del virus influye en la afinidad de unién y la orientacién del ARN respecto a la

superficie proteica.

2.2. Objetivos Especificos
Los objetivos especificos de este trabajo son

= Revisar el estado del arte sobre las interacciones electrostéticas entre dcidos nucleicos y

proteinas, con énfasis en sistemas virales.

= Desarrollar y simular un modelo electrostatico basado en la ecuacion no lineal de Poisson-

Boltzmann para describir la interaccion entre el ARN y el cépside viral.

= Implementar un programa computacional para calcular la energia libre de unién entre el

ARN vy la proteina, considerando diferentes configuraciones espaciales.

= Realizar un andlisis sistemdtico de la orientacion del ARN respecto a la superficie proteica
mediante variaciones en la rotacion e inclinacion, evaluando su impacto en la energia de

interaccion.

= Explorar como la variacion en el drea superficial del cdpside y la distribucién de carga por

unidad afectan la afinidad de unién entre el ARN y la proteina.

= Investigar la influencia de la simetria del capside viral en la posicién y conformacién

optima del ARN que maximiza la afinidad electrostatica.

» Visualizar y analizar las configuraciones y energias de interaccién mediante herramientas

gréficas, facilitando la interpretacion de los resultados obtenidos.



3. Marco Teorico

3.1. ARN: estructura y funcion

El 4dcido ribonucleico (ARN) es un polimero de nucleétidos que juega un papel fundamental en
la expresidn génica y en diversos procesos bioldgicos. Similar al ADN, el ARN estd compuesto
por una pentosa (ribosa), un grupo fosfato y cuatro bases nitrogenadas: adenina (A), guanina (G),
citosina (C) y uracilo (U). Sin embargo, la presencia de ribosa en lugar de desoxirribosa confiere
al ARN una mayor reactividad quimica y flexibilidad estructural, caracteristicas esenciales para

su funcién bioldgica diversa.

El ARN se clasifica como un polianion, ya que posee multiples cargas negativas debido a
los grupos fosfato presentes en su esqueleto de azdcar-fosfato. Estas cargas negativas, que se
encuentran distribuidas a lo largo de toda su estructura, hacen que el ARN interactie de manera
significativa con cationes y proteinas cargadas positivamente. Esta propiedad electrostatica es

crucial para su estabilidad y funcionalidad en entornos biolégicos.

La estructura primaria del ARN es una cadena simple de nucleétidos, que debido a la presencia
del grupo hidroxilo (-OH) en el carbono 2 de la ribosa, como se observar en la figura 1, introduce
cambios significativos respecto al ADN. Este grupo funcional limita la formacién de la cldsica
doble hélice tipo B, y en su lugar, el ARN adopta una conformacién de hélice sencilla tipo A en
sus regiones apareadas, donde las bases complementarias (A-U y G-C) establecen enlaces de

hidrégeno [4].
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(a) Desoxirribosa - ADN (b) Ribosa - ARN

Figura 1: Estructura del ADN y ARN

Mas allé de su estructura, el ARN puede adoptar configuraciones tridimensionales complejas.
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Las regiones complementarias de una misma molécula permiten la formacion de doble hélices
internas, horquillas y bucles, que estabilizan la estructura. Estas propiedades estructurales son
esenciales para la interaccién molecular, especialmente en su rol como catalizador y en el

reconocimiento molecular [5].

En los virus, el ARN desempeiia un papel doble como material genético y como agente estructural.
En muchos virus, el ARN estd empaquetado junto con proteinas en un complejo conocido como
nucleocdpside o cdpside viral. Estos complejos ARN-proteina son esenciales para el ensamblaje
y la estabilidad del material genético viral dentro del virién. La capacidad del ARN para plegarse
y adoptar multiples conformaciones le permite interactuar de manera versétil con las proteinas,
influyendo en la formacién de estructuras virales especificas, como en los virus de simetria
icosaédrica, donde la disposicion del ARN juega un rol crucial en la estabilidad y funcién del
virus [6, 7]

Dado que el ARN es una molécula altamente dindmica, su interaccidon con proteinas en sistemas
bioldgicos esta sujeta a una variedad de fuerzas, entre las que las interacciones electrostaticas
desempeifian un papel preponderante. Estas interacciones son particularmente relevantes en
entornos confinados, como en las cdpsides virales, donde el ARN debe adoptar una conformacién

Optima que minimice la energia libre del sistema, asegurando la estabilidad del complejo [8].

3.2. Proteinas: Estructura y funcion

Las proteinas son heteropolimeros compuestos por aminodcidos, los cuales se enlazan mediante
enlaces peptidicos para formar cadenas polipeptidicas. Cada proteina tiene un plegamiento
especifico que define su estructura tridimensional y, por ende, su funcién bioldgica [9]. Estas
estructuras pueden dividirse en cuatro niveles: primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria,

siendo estas ultimas dos las més relevantes para sus interacciones moleculares.

Los aminodcidos que conforman las proteinas poseen cadenas laterales con propiedades quimicas
especificas, algunas de las cuales son hidrofébicas, hidrofilicas, cargadas positivamente o
negativamente. Estas propiedades permiten que las proteinas interactien con otros componentes
biomoleculares, como acidos nucleicos, membranas celulares y otras proteinas. La electrostética
juega un rol fundamental en estas interacciones, especialmente en sistemas complejos donde las
cargas superficiales de las proteinas y su entorno determinan la estabilidad y funcionalidad de

las mismas [10].

En el contexto de este trabajo, se analiza la relevancia de las proteinas como actores clave en
interacciones biomoleculares, particularmente aquellas con ARN, debido a su capacidad de

formar complejos dindmicos que dependen tanto de interacciones electrostdticas como de la



complementariedad estructural.

3.3. Interacciones RNA-Proteinas

En la modelacion de la electrostética para la solvatacion de biomoléculas, existen dos enfoques
generales para representar la interaccién entre la molécula y su entorno solvente: el modelo de
solvente explicito y el modelo de solvente implicito. El modelo explicito describe detalladamente
cada molécula de solvente que rodea a la biomolécula, tal como se muestra en la Figura 2a. Si
bien este enfoque entrega una representacion precisa del solvente, con todas sus interacciones
moleculares, es altamente costoso en términos computacionales debido a la necesidad de
considerar cada molécula de solvente con todos sus grados de libertad y luego integrar sobre
ellos para obtener cantidades energéticas de interés. Este costo es prohibitivo, especialmente
en el caso de biomoléculas grandes o sistemas de multiples biomoléculas en el mismo solvente
[11,12].

Por otro lado, el modelo de solvente implicito representa al solvente como un medio continuo
polarizable en lugar de modelar cada molécula individualmente. Este enfoque, ampliamente
utilizado en simulaciones computacionales, busca capturar el comportamiento promedio de las
fluctuaciones del solvente, lo que simplifica drasticamente los calculos electrostéticos. En este
trabajo, se emplea el modelo de Poisson-Boltzmann (PB), que utiliza una representacion del
solvente como una regién con una constante dieléctrica caracteristica y considera a los iones
moviles siguiendo una distribuciéon de Boltzmann [13]. Este modelo permite obtener resultados
confiables con un costo computacional considerablemente menor que el modelo explicito y es

ideal para sistemas complejos de biomoléculas grandes, como se muestra en la Figura 2b.

Sin embargo, es importante destacar que los modelos de solvente explicito, a pesar de su alto
costo computacional, son indispensables cuando se requiere un muestreo estadistico detallado
para analizar fendmenos dindmicos a nivel molecular. Por el contrario, los modelos de solvente
implicito son mds adecuados para cdlculos estaticos o estudios de equilibrio en la interaccion

biomolecular [14].

En este contexto, el modelo PB es particularmente ventajoso para describir interacciones
electrostaticas en complejos RNA-proteina debido a su balance entre precisién y eficiencia
computacional, entre las aproximaciones al modelo PB se encuentra el modelo Generalized Born
(GB) [15], que simplifica los cdlculos al aproximar los efectos del solvente implicito de forma
més eficiente. Aunque GB es una técnica util en ciertos contextos, este trabajo se enfoca en el
uso directo del modelo PB, que ofrece un balance mas adecuado entre precision y eficiencia para

los sistemas analizados.



(a) Solvente explicito (b) Solvente Implicito

Figura 2: Esquemas de modelo solvente explicito e implicito.

En ambos casos, las superficies entre el soluto y el solvente juegan un papel crucial en la
definicién de la frontera entre las regiones dieléctricas del sistema. La Figura 3 muestra los
diferentes tipos de superficies que se consideran en la disolucién de un soluto: La superficie
3a considera a la superficie como todo lo que se encuentra por la regién cubierta por el radio
atémico de los dtomos. La superficie 3b es la superficie accesible por el solvente (SAS), la
cual se genera a través de seguir la trayectoria que tiene el centro de una probeta del tamafio
de una molécula de agua (~ 1.4 A) la cual rueda a lo largo de la proteina. Para la modelacion
de la frontera de todas formas se ocupa la superficie excluyente de solvente 3c, la cual es la
superficie mds cercana que puede llegar la probeta que rueda a lo largo de la proteina. En el
modelo implicito, generalmente se utiliza la SES, la cual es la superficie més cercana a la que
puede llegar una molécula de agua que “rueda” sobre los radios de Van der Waals de los atomos
del soluto [1, 16].

El modelo de solvente implicito basado en la ecuacion de Poisson-Boltzmann (PBE) es
comunmente utilizado para describir el potencial electrostitico medio y las energias de
solvatacion en sistemas biomoleculares. Esta aproximacion permite modelar el solvente como
un medio continuo con una permitividad relativa definida, sin la necesidad de representar de
manera explicita cada molécula de solvente. La region del solvente se describe con la ecuacion
de Poisson-Boltzmann linealizada, mientras que el interior de la biomolécula se describe con la

ecuacion de Poisson [17].
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Figura 3: Tipos de superficies entre soluto y solvente [1]

Este enfoque proporciona una representacion eficiente en términos de costo computacional, lo
que permite su uso en sistemas de gran escala como membranas celulares y capsides virales,
donde los modelos explicitos serian demasiado complejos y prohibitivos. Aunque los modelos
implicitos son menos precisos que los explicitos, han demostrado ser ttiles en aplicaciones

bioldgicas debido a su balance entre precision y eficiencia computacional [18].

3.4. Electrostatica en un medio dieléctrico

La electrostatica se rige por la Ley de Gauss en su forma integral, como se muestra en la ecuacion

(1):

fEdS:%“, (1)
S &

Donde E es el campo eléctrico, genc 1a carga encerrada, y & es la permitividad del vacio. Esta

ley también puede expresarse en forma diferencial utilizando el teorema de la divergencia:
V-E=—, 2)

donde p es la densidad volumétrica de carga eléctrica.

El campo eléctrico E es irrotacional en electrostatica, lo que implica que puede describirse
mediante un potencial electrostético ¢ tal que E = —V¢. Por lo tanto, la ecuacién (2) puede
reescribirse como:

V2 =L 3)

€

Que es una ecuacion de Poisson. La solucidn general de esta ecuacion para un medio en vacio

puede expresarse de manera integral:

o(r) = 1/’Mﬂdﬂ- )

dmey Jo r—r|



Donde Q denota el volumen de integracion sobre el espacio en el que se distribuye la carga p (r').
En presencia de un medio dieléctrico, el campo eléctrico induce una polarizacion en el material.
Esta polarizacion, representada por la densidad de dipolos P, introduce una modificacién en el

campo. El potencial electrostatico debido a una distribucién de dipolos se expresa como:

g 1 / ! 1 /
¢)(r):m/QP(r)~V (|r_r,’>d£2. (5)

Sumando las contribuciones de las cargas libres y de la polarizacion, se obtiene:

p(r +V/ P(r')
e [T

El término (p — V - P) puede interpretarse como una distribucién de carga efectiva, lo que nos

lleva a la siguiente expresion para el desplazamiento eléctrico D:

D =¢gE+P. (7)

Si asumimos que el material dieléctrico es isotrdpico y lineal, la polarizacién P puede expresarse
como una relacion proporcional con el campo eléctrico E, donde el factor de proporcionalidad es

la susceptibilidad eléctrica ),:

P=¢gxKE. 8)
A partir de esta relacion se define la permitividad del medio dieléctrico como:

=&(1+ %), )

lo que finalmente nos lleva a la expresion macroscopica de la ecuacién de Poisson para un medio
dieléctrico:

_P 240y — _P
VE=" = V@r)=-". (10)

3.5. Ecuacion de Poisson-Boltzmann

La ecuacion de Poisson-Boltzmann surge de una modificacién de la ecuacion de Poisson en un
medio dieléctrico, donde se incluyen tanto las cargas fijas como las cargas méviles. El potencial
electrostdtico @ (r) en presencia de un campo de cargas distribuidas puede ser descrito por la

ecuacion de Poisson:



(r)
(r

he)

V2 (r) = -

: (11)

m

~—

donde p(r) es la densidad de carga y £(r) es la constante dieléctrica del medio. En un sistema
bioldgico, el soluto (e.g. proteina) y el solvente (e.g. agua y iones) tienen propiedades dieléctricas
diferentes. En el solvente, los iones mdviles generan una distribucién de carga que puede
describirse utilizando una estadistica de Boltzmann, resultando en la siguiente forma para la

ecuacion de Poisson-Boltzmann no lineal:

1 M 4 b
V2p(1) = —  ps(0) + Y g (eP/hoT —emouliaT) | (12)
=1

Donde ps(r) representa las cargas fijas, definido como p(r) = ps(r) + pu(r), donde p,
representa las contribuciones de carga debido a los iones en solucién (p.ej., las cargas de
los atomos de la proteina) y el segundo término describe la distribucién de iones mdviles en
el solvente, con ¢; la carga del ion tanto positivo como negativo, ¢’ su concentracion, kg la
constante de Boltzmann y 7" la temperatura absoluta. La ecuacion 12 puede ser reescrita de la

forma siguiente:

1 & q;¢(r)
V2 (r) = —~ 2} gjc5sinh ( 13
ote) =~ (prin 2 L arersnn (7)), (13)
Donde el uso de sinh en lugar de una forma exponencial permite capturar los efectos de ambos

tipos de iones (positivos y negativos, o contraiones) de manera completa.

3.5.1. Uso de la Ecuacion de Poisson-Boltzmann en Simulaciones

Moleculares

La ecuacién de Poisson-Boltzmann (PB) es ampliamente utilizada en simulaciones moleculares
para modelar la interaccidn electrostética en sistemas con interfaces dieléctricas, como proteinas
inmersas en un solvente iénico. En estos escenarios, la interfaz dieléctrica se produce debido a
la diferencia en la permitividad entre el soluto (e.g., una macromolécula como una proteina) y
el solvente (e.g., agua con iones). Este contraste dieléctrico afecta la distribucién del potencial

electrostético y, por ende, la energia y las fuerzas que gobiernan las interacciones moleculares.

En sistemas bioldgicos, la PBE permite describir como los iones modviles en el solvente
interactian con las cargas fijas de la macromolécula. Esto es crucial para entender procesos como

la unién de ligandos, la estabilidad estructural de proteinas y las interacciones entre biomoléculas.
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La ecuaciéon PB es particularmente valiosa para calcular la energia libre de solvatacion y los

efectos de apantallamiento electrostdtico en sistemas complejos.

Debido a la complejidad de las geometrias involucradas y la no linealidad de la PBE en presencia
de altas concentraciones de iones o fuertes campos eléctricos, las simulaciones moleculares
suelen emplear esta ecuacién para obtener una descripcion mds precisa de los fendmenos
electrostaticos. En este contexto, métodos numéricos avanzados son esenciales para resolver la

PBE en dominios con geometrias irregulares y multiples interfaces dieléctricas.

3.5.2. Solucion Numérica de la Ecuacion de Poisson-Boltzmann

La solucién numérica de la ecuaciéon de Poisson-Boltzmann (PBE) es crucial para modelar la
interaccion de cargas en medios dieléctricos, especialmente en sistemas biolégicos, entre los
programas mas utilizados para resolver la PBE en aplicaciones de biofisica esta APBS, DelPhi,
CHARMM, AMBER, MEAD, entre otros [2, 19, 20, 21, 22]. La PBE completa, que es no
lineal, requiere métodos especializados para su resolucién. Aunque el método linealizado de
Poisson-Boltzmann (LPBE) se puede resolver directamente, la PBE completa necesita técnicas
iterativas como los métodos de Newton, que empiezan con una solucidn inicial y la mejoran

iterativamente resolviendo ecuaciones lineales asociadas.

En este trabajo, se utiliza el software APBS [2] para abordar la ecuacién de Poisson-Boltzmann.

APBS implementa diversas técnicas de discretizacion para resolver la PBE, entre ellas:

= Método de Diferencias Finitas (FD): Este método resuelve la PBE en una malla
cartesiana tridimensional no uniforme. Aunque es popular por su simplicidad y facilidad
de implementacion, su principal limitacion es la falta de control sobre la colocacion de
incognitas en el dominio de solucion. La malla cartesiana puede resultar ineficaz para
representar cargas puntuales y para modelar adecuadamente la interfaz entre el soluto y el
solvente. Ademads, las condiciones de contorno al infinito son dificiles de manejar, lo que
puede afectar la precision del modelo en regiones alejadas del soluto. La malla cartesiana
también puede aumentar significativamente el nimero de incognitas en toda la malla si se
desea mejorar la resolucion en regiones especificas, lo que puede ser computacionalmente
costoso. A pesar de estas limitaciones, el método de diferencias finitas ha demostrado
ser eficaz en muchas aplicaciones préicticas debido a su robustez y adaptabilidad. Su
capacidad para ser implementado en sistemas computacionales de alto rendimiento lo
convierte en una opcidn atractiva para modelar sistemas biolgicos complejos. Ademds, se
han desarrollado mejoras, como el uso de métodos de refinamiento de malla adaptativos
y condiciones de contorno artificiales, que han incrementado la precision y reducido el

costo computacional. Estas caracteristicas hacen del método FD una herramienta valiosa y

10



ampliamente utilizada para resolver la PBE en una amplia gama de escenarios.

= Método de Elementos Finitos (FE): Utiliza mallas de tridngulos o tetraedros para
discretizar el dominio. La principal ventaja del método de elementos finitos es su capacidad
para adaptar la malla localmente, permitiendo un refinamiento en 4reas de interés sin afectar
tanto a otras partes del dominio. Esto resulta en matrices dispersas con menos valores
no cero en comparacion con el método de diferencias finitas y es especialmente util para

problemas con geometrias complejas.

S-)'.'h €3, f!i'.:}:_{_., a

I

R

Figura 4: Ejemplificaciéon del método de diferencias finitas con un esquema de las condiciones
de frontera entre el soluto y el solvente., mostrando el mallado que se realiza en este método.

El método elegido para resolver la PBE completa en esta investigacion serd el método de
diferencias finitas aplicado a la version no lineal de la ecuacion, dado que la no linealidad
desempeiia un papel crucial en la representacion precisa de las interacciones moleculares en
sistemas bioldgicos. Estudios recientes han demostrado que la aproximacion lineal de la PBE
puede ser insuficiente en sistemas con alta densidad de carga o en condiciones de baja fuerza
16nica, donde los efectos no lineales se vuelven significativos. Por ejemplo, investigaciones
han revelado que las soluciones obtenidas con la ecuacion linealizada presentan desviaciones
importantes respecto a las soluciones completas de la PBE en geometrias biomoleculares
complejas, lo que puede afectar el cdlculo de propiedades como la energia libre electrostética y

el potencial electrostético en zonas criticas [23, 24, 25].

Ademads, se ha demostrado que la no linealidad es esencial para capturar adecuadamente la
exclusion i6nica y otros fendmenos relacionados con la estructura del solvente, particularmente
cerca de superficies altamente cargadas, como las observadas en dcidos nucleicos y proteinas
[23, 25]. En este contexto, el método no lineal mejora significativamente la precision al incluir
estos efectos de manera explicita. Por otro lado, investigaciones adicionales destacan la utilidad
de enfoques hibridos que combinan diferencias finitas con métodos de contorno para resolver
problemas no lineales en geometrias complejas, permitiendo un balance 6ptimo entre precision y

eficiencia computacional [25].
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Finalmente, los limites de la ecuacién linealizada también han sido evaluados, confirmando que
su aplicabilidad se restringe a sistemas con campos eléctricos bajos en relacién con la constante
de apantallamiento de Debye. Por ello, optar por el modelo no lineal resulta crucial para evitar
errores significativos en los calculos [24, 26]. Estas consideraciones refuerzan la eleccion del
método no lineal de diferencias finitas como una herramienta fundamental en esta investigacion

para la descripcion detallada de los sistemas moleculares estudiados.

3.6. Energias y Ciclos Termodinamicos de un sistema

Los ciclos termodindmicos proporcionan un marco fundamental para entender cdmo las energias
se transforman en procesos moleculares, como la interaccion de cargas y la solvatacion. La
Figura 5 ilustra dos ciclos termodindmicos relevantes en nuestro estudio. El ciclo a la izquierda,
Ciclo de Solvatacion, representa como una molécula se incorpora a un solvente y como las
interacciones con el solvente afectan la energia del sistema. El ciclo a la derecha, Ciclo de
Energia de Unidn, ilustra cémo las interacciones de las cargas afectan la energia libre de unién

en un sistema molecular.

3.6.1. Energia de Coulomb

La energia de Coulomb describe la contribucion energética de las interacciones electrostaticas
entre cargas eléctricas en un sistema molecular. Esta energia se calcula usando la ley de Coulomb

y se define como:

coulomb Z Z %q] ( 14)

€0Ep|ri — 1}

donde ¢g; y g; son las cargas de las particulas i y j, respectivamente, r; y r; son sus posiciones,
& es la constante dieléctrica del vacio, que tiene un valor de 8,8542 % 10~ !12[C% /Nm?], y €, es
la constante dieléctrica relativa para el agua, cuyo valor es 80, adimensional. Este concepto se
ilustra en la Figura 5b, que explica como estas energias se integran en el cdlculo de la energia

libre de union.
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(a) Ciclo de solvatacién (b) Ciclo energia de unién

Figura 5: (a) Ciclo de Solvatacién, representa el proceso de incorporacién de una molécula o
ion en un solvente, con énfasis en las interacciones entre el soluto y las moléculas de solvente
circundante. Este ciclo captura tanto la solvatacién polar como la no polar. (b) Ciclo de Energia
de Union, Muestra como las interacciones electrostéticas afectan la energia libre de unién en un
sistema molecular. Este ciclo es esencial para entender las energias de unién entre biomoléculas
y sus entornos.

3.6.2. Energia de Solvatacion

La energia de solvatacion se refiere a la energia asociada con el proceso de incorporar una
molécula o ion en un solvente, lo que implica las interacciones entre la molécula y las
moléculas del solvente circundante. Los métodos PB proporcionan energias de solvatacion
polar y, por lo tanto, deben complementarse con modelos de solvatacién no polar para ofrecer
una vision completa de las interacciones soluto-solvente biomoleculares. La solvatacién no
polar generalmente estd asociada con la insercion del soluto no cargado en el solvente. Existen
muchos modelos de solvatacion no polar disponibles; sin embargo, el trabajo de Levy et al. [27]
y Wagoner et al. [28] han demostrado la importancia de los modelos de solvente implicito no

polar que incluyen el tratamiento de términos de dispersion atractiva soluto-solvente.

- Componente polar: Es el resultado de cargar el soluto en un solvente con dieléctricos

heterogéneos y moéviles, como en los pasos 2 y 6 del ciclo en la Figura 5a. Se calcula como:

AP G — Ay G — A¢G (15)

solv

La contribucién polar incluye términos de auto-interaccion que dependen de pardmetros de

discretizacion, como el espaciado de la grilla. Es esencial asegurarse de que se utilicen
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configuraciones idénticas en ambos pasos del ciclo (como en los pasos 2 y 6 de la Figura 5a) para
evitar errores de cdlculo. Dado que este espaciado influye en la precision de las simulaciones,
debe ser seleccionado de manera que sea adecuado para el tamafio y la distribucién de los atomos

en el sistema, especialmente en sistemas organicos.

En el contexto de sistemas biomoleculares y simulaciones moleculares, la energia de solvatacién
es una contribucion importante para comprender la estabilidad y las interacciones en un entorno
acuoso, la cual puede ser calculada por la ecuacion PB la cual es una ecuacion diferencial parcial

eliptica no lineal [29, 30, 31, 32] que tiene la forma:

q9(r)
kgT

V- (e(r)V¢(r)) — k*(r) sinh ( ) = —47mp;(r), (16)
Donde ¢(r) es el potencial electrostdtico en la posicion r, €(r) es la permitividad dieléctrica
dependiente de la posicion, K es el pardmetro relacionado con la longitud de Debye, g es la carga
del ion, kp es la constante de Boltzmann, T es la temperatura absoluta y p/(r) representa las
cargas fijas, Esta ecuacion describe como el potencial eléctrico varia debido a la distribucion
de cargas fijas y méviles en un medio dieléctrico. El funcional de la energia libre G[¢] mide la

energia asociada a la distribucién del campo eléctrico en el sistema, estd definido como:

Gl6] = / [? Vo) +pr(r)o(r) + ijT cosh (q]f;(;))] dr. 17

Donde cada sumando se interpreta de la siguiente manera, el primer sumando es la interaccion
entre la densidad de carga fija y el potencial eléctrico, lo cual representa el campo de reaccion.
El segundo sumando representa la energia almacenada en el campo eléctrico debido al medio
dieléctrico, esta relacionado con los efectos en la frontera dieléctrica. El tercer sumando esta
relacionado a la contribucion osmética de los iones moviles en el sistema. Para obtener la fuerza

F;[¢], se deriva la energia libre G[¢] on respecto a una posicion r; cuyo resultado es el siguiente.

1 dpr(x 1de(x de BV .
E[¢r€act] = _E/Q %¢()€) +§ 85) [V¢(X)]2+ZCmT [6 Bano(x) _ 1i| dx

(18)

Donde se mantienen las contribuciones del campo de reaccion, la frontera dieléctrica y el efecto
osmotico, explicados anteriormente, ademas se considera al potencial electrostatico Qreqcr, €l
cual es la resta entre el potencial obtenido considerando la proteina disuelta, con el potencial con

la proteina en el vacio, donde unicamente influye la interaccion de Coulomb entre cargas.
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(])react = (ptotal - (Pcaulomb

Donde ¢,.,.s representa la componente polar del potencial electrostatico, obtenida restando la

contribucién del potencial de Coulomb y (¢couioms) de la energia total (@;yrq1)-

- Componente no polar: Representa efectos como la formacién de cavidades y dispersion
soluto-solvente, asociados a los pasos 3 a 5 de la figura 5a. Su contribucion es omitida en este
trabajo, dado que el enfoque esta en las interacciones polares por uso del modelo del solvente

implicito.

3.6.3. Energia Libre de Uni6n E,

La energia libre de union, E, , también conocida como la diferencia en la energia libre de Gibbs
de unién (AG), es una medida termodindmica que describe la variacion en la energia libre de un
sistema al pasar de dos estados diferentes: uno donde las moléculas estan aisladas y otro donde
las moléculas estdn unidas o interaccionan entre si. En el contexto de sistemas biomoleculares,
la energia libre de unidn se utiliza para cuantificar la estabilidad de una asociacién molecular,
como la formacién de un complejo entre dos biomoléculas, como proteinas y ARN. La Figura

5b resume los pasos del ciclo involucrado, dando lugar a la expresion para esta energia:

AunionG = —A3G = AyG — A1G — A G (19)

Donde A;G: Energia de Coulomb en el vacio, A,G: Energias de solvatacion de las moléculas

individuales, A4G: Energia de solvatacion de las moléculas como complejo.

Estas energias proporcionan informacién clave sobre la configuracién mds probable y la

estabilidad de complejos biomoleculares.
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4. Metodologia

4.1. Software de calculo computacional APBS

APBS (Adaptive Poisson-Boltzmann Solver) es un software de cédigo abierto disefiado para
resolver la ecuacion de Poisson-Boltzmann, ampliamente utilizado en la modelizacion de
interacciones electrostaticas en sistemas biologicos a nivel molecular [2]. Este solver es
especialmente util en el cdlculo de energias y fuerzas electrostéticas en sistemas de soluto-
solvente utilizando modelos de solvente implicito. APBS emplea el método de diferencias finitas
(FDM) para aproximar la solucién de las ecuaciones diferenciales parciales y calcular las fuerzas
sobre cada 4tomo, o sobre toda la molécula, mediante interpolacidn de “splines” de cuarto grado
en la interfaz. Ademds, soporta el uso de superficies moleculares, lo que permite calcular la

energia libre de unidn.

Una funcionalidad adicional relevante de APBS es PDB2PQR [3], una herramienta integrada
que facilita la conversion de archivos de coordenadas moleculares en formato PDB (Protein
Data Bank) a archivos en formato PQR, los cuales incluyen informacién adicional sobre la
carga atomica y el radio atomico. Este proceso de conversion se realiza a partir de un campo de
fuerza, el cual es un conjunto de pardmetros y funciones matematicas utilizadas para modelar las
interacciones entre dtomos y moléculas en simulaciones computacionales. Los campos de fuerza
asignan parametros como cargas parciales, radios atdémicos, y otros valores relacionados con
la estructura y la dindmica de las moléculas. Estos pardmetros son fundamentales para realizar
calculos de interacciones electrostdticas y, en el caso de APBS, para la correcta representacion
de las cargas y tamafios atdmicos que se utilizardn en la resolucion de la ecuacion de Poisson-

Boltzmann.

APBS se ha consolidado como una herramienta potente en biofisica computacional, ofreciendo
flexibilidad en la resolucién de problemas complejos de electrostética y un soporte robusto para

la simulacién de biomoléculas y materiales en un entorno acuoso.
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Typical APBS & PDB2PQR user workflow
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Figura 6: Flujo de trabajo para cdlculos electrostaticos biomoleculares utilizando el software
APBS-PDB2PQR [2, 3]

4.1.1. Introduccion al Método de Solucion de APBS

El software Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS) es una herramienta ampliamente
utilizada en biofisica computacional para resolver la ecuacién de Poisson-Boltzmann (PB),
que describe el comportamiento del potencial electrostético en sistemas bioldgicos, incluyendo
proteinas, dcidos nucleicos y complejos macromoleculares en solucién. La ecuaciéon de PB
combina la teoria del campo medio con el modelo continuo del solvente, proporcionando una
aproximacion efectiva para calcular interacciones electrostiticas en presencia de un medio

dieléctrico heterogéneo y un entorno iénico.

En su forma general, la ecuacién de Poisson-Boltzmann se expresa como:

V- (e(r)Vo(r)) — k*(r)sinh(¢(r)) = —47p(r), (20)

En ausencia de contribuciones idnicas (es decir, k¥ = 0), esta ecuacion se reduce a la ecuacién de
Poisson estdndar. En sistemas donde la densidad de carga de los iones es significativa, la ecuacion
se vuelve no lineal debido al término hiperbélico sinh(¢(r)), que modela la distribucién de iones

en un medio continuo bajo el supuesto de Boltzmann.

El enfoque principal de APBS es la discretizacion de esta ecuacion utilizando métodos numéricos,

lo que permite resolver problemas complejos en sistemas de alta dimensionalidad.
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4.1.2. Discretizacion y Diferencias Centradas

La resolucidn de la ecuacion de Poisson-Boltzmann requiere métodos numéricos para manejar la
complejidad de los sistemas bioldgicos. Como se ha mencionado APBS utiliza principalmente el
método de diferencias finitas para discretizar el dominio continuo en una malla tridimensional
regular. Las derivadas parciales se aproximan mediante diferencias centradas, lo que implica que
las ecuaciones se expresan en términos de los valores del potencial en los puntos vecinos de la

malla.

Para una malla tridimensional, la discretizacion de la ecuacion de Poisson-Boltzmann se describe

como:

Para la discretizacion de la ecuacidn en tres dimensiones, la ecuacion de Poisson-Boltzmann se

aproxima como:

920 029 970 _ Giy1jx— 200kt D1k

N n Oijr1 k=20 jx+0i -1k
ox2  dyr 072 Ax?

Ay2
Oi jk+1—20; j i+ Oi jk—1
AZ2 '

_|_

+ 1)

Aqui, ¢; ;, representa el valor del potencial electrostitico en el nodo (i, j,k) de la malla

tridimensional, y Ax, Ay, Az son los tamafios de celda en cada direccidn.

Este esquema de diferencias centradas de segundo orden garantiza una buena precisién en la
aproximacion de las derivadas, a la vez que mantiene la estabilidad numérica. El archivo de
entrada de APBS especifica pardmetros fundamentales, como el tamafio de la malla (dime 513
513 513), la resolucion de las celdas (grid 0.25 0.25 0.25) y el método de interpolacion
para las cargas (chgm spl2). Mas detalles sobre estos pardmetros se presentan en el apéndice
(Figura 44).

4.2. Tipos de Condiciones de Frontera en APBS

= Condiciones de Dirichlet: En los calculos de APBS, las condiciones de frontera
son tipicamente del tipo Dirichlet, es decir, se asigna un valor especifico al potencial
electrostatico en los bordes de la malla. Para los sistemas biol6gicos, por ejemplo, estas
condiciones a menudo representan el potencial a una distancia suficientemente grande
de la estructura, donde la influencia del sistema es despreciable (o la carga externa se

aproxima a un valor constante).
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= Condiciones en la Frontera Externa (Lejana): Aunque la ecuacién PB es no lineal, en
la préctica se establecen condiciones de frontera Dirichlet en la region externa utilizando
aproximaciones lineales para simplificar la representacién del potencial lejos de la region
del soluto. Esto se hace, por ejemplo, utilizando un potencial de Coulomb o un modelo de

campo eléctrico a distancia.

= Condiciones para la Superficie Soluto-Solvente: En el caso de los problemas donde
hay interfaces entre la proteina o molécula (soluto) y el solvente, las condiciones en la
frontera se aplican en la superficie de la molécula, donde el potencial debe cumplir con
la continuidad fisica en la interfaz. Esto se basa en el hecho de que el potencial debe
ser continuo a través de la superficie del soluto, y el gradiente normal del potencial esta

relacionado con la densidad de carga a través de la ecuacion PB no lineal.

= Aproximaciones de Condiciones de Frontera para Sistemas Complejos: En sistemas
mas complejos, como aquellos con geometrias irregulares, la malla de calculo se adapta
utilizando aproximaciones de carga efectiva para modelar la interaccion entre el soluto y
el solvente a distancias largas, lo que se traduce en condiciones Dirichlet que pueden ser

definidas a partir de cdlculos previos o de un modelo aproximado.

= Condiciones Internas: En la region interna de la malla, donde se calcula el campo
electrostatico dentro de la molécula, se asume que el potencial es continuo y cumple con
las leyes de conservacion de carga. En estos casos, las condiciones de frontera se imponen

segun la distribucion de carga interna y las propiedades dieléctricas de la molécula.

4.2.1. Interfaces y Transiciones Dieléctricas

En las regiones cercanas a la interfaz ARN-soluto, se modelan transiciones entre diferentes
valores de permitividad dieléctrica. Las propiedades dieléctricas del ARN vy el solvente se
representan mediante superficies moleculares suaves (srfm smol) para una mejor precision. La

interpolacion de splines se utiliza en estas superficies para calcular el potencial electrostatico.

En estas regiones, la densidad de carga depende tanto del potencial como de la concentracion de
iones, lo que introduce una no linealidad en las ecuaciones. APBS actualiza iterativamente la

densidad de carga y el potencial para garantizar la consistencia.

4.2.2. Métodos Iterativos para la Resolucion de Ecuaciones

Para resolver la ecuacion de Poisson-Boltzmann (PB), que es no lineal, APBS emplea un enfoque
iterativo. Debido a la naturaleza no lineal de la ecuacidn, los métodos directos no son précticos,

y en su lugar se utilizan métodos iterativos combinados con técnicas de multigrid para asegurar
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la convergencia eficiente.

= Resolucion Iterativa de la Ecuacion No Lineal: El proceso comienza con una
aproximacion inicial del potencial, generalmente un valor cero o un campo electrostético
en una forma aproximada. Luego, la ecuacion PB no lineal se resuelve de manera iterativa
utilizando una variante del método de Newton-Raphson para actualizar el valor del
potencial en cada paso. A medida que se avanza en la iteracion, el sistema no lineal

se vuelve cada vez mas cercano a la solucion exacta.

= Método de Newton-Raphson: El método de Newton-Raphson es uno de los métodos
iterativos mas comunes para resolver ecuaciones no lineales. En cada iteracion, este
método ajusta el valor del potencial en funcién de la derivada de la ecuacién con respecto
al potencial en el punto actual. La ecuacién de Poisson-Boltzmann no lineal se resuelve de
manera iterativa hasta que se alcanza un nivel de convergencia predeterminado, en el que

el cambio en los valores del potencial se vuelve insignificante.

= Uso de Multigrid para Mejorar la Convergencia: Para acelerar la convergencia de
las soluciones y mejorar la eficiencia computacional, APBS utiliza técnicas de multigrid.
Este enfoque consiste en resolver el sistema en diferentes resoluciones de malla. Al
comenzar con una malla mds gruesa (resolucion baja), se puede obtener una aproximacion
inicial rdpida, que luego se refina a medida que se reduce la resolucién de la malla. Este
método permite reducir el nimero de iteraciones necesarias para alcanzar la solucién,

especialmente en regiones donde la solucidn varia rdpidamente.

= Combinacion de Métodos: El método de Newton-Raphson se combina con el enfoque de
multigrid de manera eficiente. El método de Newton-Raphson se encarga de resolver la
parte no lineal de la ecuacion en cada nivel de la malla, mientras que el multigrid mejora
la convergencia global del proceso, especialmente en sistemas grandes y complejos. La
combinacion de estos métodos permite a APBS resolver la ecuacién de Poisson-Boltzmann

no lineal de manera eficiente, incluso para sistemas biolégicos de gran tamaio.

4.3. Geometria y Orientacion del Sistema ARN- Superficie

En este estudio, se analizan las interacciones entre el ARN y el cdpside viral del Satellite Tobacco
Mosaic Virus (STMV), utilizando el modelo icosaédrico con identificador 40q9 del Protein Data
Bank (PDB). El STMV consta de 188 aminodcidos y un total de 134032 4tomos, sin especificar
si estos son pesados o ligeros, ya que se consideran todos. El anélisis se centra en dos segmentos
especificos de ARN asociados con este virus, los cuales han sido descritos previamente en la
literatura [33].
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El primer segmento, denominado ARN grande (ARN,), corresponde a la secuencia completa
del ARN del STMYV, formada por 43 nucleétidos y un total de 1,378 dtomos. Su secuencia
es UGGAUCGAAGGUUAAACGAUCCGCUCCUCGCUUGAGCUUGAGG. El segundo
segmento, conocido como ARN pequefio (ARN,,), representa una version mas corta con 16
nucledtidos, 514 dtomos y la secuencia GACCCCAACGUGGGUC. Ambos segmentos fueron

extraidos de la misma referencia [33].

En los virus, las interacciones entre el ARN y las proteinas virales son fundamentales para
varios aspectos criticos del ciclo de vida viral. EI ARN viral, al ser el material genético que
lleva la informacién necesaria para la replicacion y ensamblaje del virus, necesita interactuar de
manera precisa con las proteinas del virus, como las del cdpside. Estos complejos ARN-proteina
desempefian un papel esencial en la formacion de ribonucleoproteinas (RNPs), estructuras que
estabilizan el ARN y lo protegen de la degradacion por nucleasas hostiles. Ademads, las proteinas
del cédpside viral facilitan el empaquetamiento del ARN en nuevas particulas virales durante la
fase de ensamblaje [34, 35, 36, 37].

Estas interacciones también son clave en la regulacion de la expresion génica viral. En ciertos
casos, las proteinas del cdpside pueden influir en la transcripcion del ARN viral o en su traduccién
dentro de la célula huésped, de manera que optimicen las condiciones para la propagacion viral.
Las proteinas virales a menudo modulan las actividades celulares del huésped, desviando la
maquinaria celular para su propio beneficio. Esta manipulacién es crucial para la proliferacion

del virus, permitiendo que el ARN viral se replique y se empaquete eficientemente [38, 39, 40].

Ma3s adn, las interacciones ARN-proteina también tienen un impacto significativo en la
especificidad y eficacia de la infeccion. La conformacién icosaédrica del cdpside viral es
esencial para mantener la estabilidad estructural del virus durante la transferencia del material
genético a una célula huésped, y cualquier alteracion en estas interacciones podria afectar la
infectividad del virus o incluso desencadenar respuestas inmunoldgicas. El estudio detallado
de estas interacciones proporciona informacion critica que puede ser utilizada para desarrollar
tratamientos antivirales especificos que inhiban la formacién de los complejos ARN-cépside,

interferiendo asi con el ciclo replicativo del virus y reduciendo su capacidad de infeccion [41, 42].

Este trabajo se enfoca en investigar como las diferentes orientaciones del ARN interactdan
con superficies de geometrias variadas, como planas, esféricas e icosaédricas, y como estas
configuraciones influyen en la energia libre de interaccion. En particular, se busca analizar de
manera detallada como las propiedades geométricas y espaciales del sistema ARN-superficie
modulan las fuerzas involucradas en estas interacciones. Este andlisis permitird comprender
mejor los factores que determinan la estabilidad y afinidad en estos sistemas complejos. A

continuacion, se presentan las caracteristicas especificas del sistema estudiado.
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4.3.1. Orientacion del ARN

En el contexto del modelo de solvente implicito, la orientaciéon del ARN con respecto a una
superficie es un factor crucial para determinar las interacciones electrostaticas y, por ende, la
energia libre total del sistema. Para calcular la energia libre total, se resuelve la ecuacion de
Poisson-Boltzmann (PB), y a partir de los resultados electrostaticos, se obtiene la distribucién de

probabilidad de las posibles orientaciones del ARN sobre la superficie.

La probabilidad de encontrar el sistema en un microestado especifico, denotado como 7, esta
dada por la distribucién de Boltzmann. Esta probabilidad depende de la energia libre total del

sistema AGoy), cOMo se expresa en la siguiente ecuacion [43]:

AGtotal
o250

P(y) =
fr exp (_ AGtotal) dr

kgT

(22)

Donde 7 es el estado de interés y T es el conjunto de todos los estados posibles. Aqui, kp

representa la constante de Boltzmann y 7 es la temperatura del sistema.

Para obtener la probabilidad de una orientacion especifica del ARN, se puede calcular la integral

del numerador de la siguiente manera:

AGyotal / / AGiotal
xp | — dy = xp | — d Clesd Cli: 2
/ye ( kgT ) © kgT ot ilt (23)

En este caso, las orientaciones del ARN son descritas por dos dngulos: 04 Y - El dngulo

O4or corresponde al dngulo de rotacion del ARN alrededor de un eje fijo, que varia de 0° a 360°.
Por su parte, el dngulo oy} define la inclinacién del ARN con respecto a un vector normal a la
superficie o un vector de referencia, variando de 0° a 180°. Estos dngulos se pueden visualizar
en la Figura 7, donde se ilustra un esquema de las diferentes orientaciones del ARN sobre una

superficie.

Es importante destacar que, en este modelo, el ARN se considera inmovilizado a una distancia
constante de la superficie, representando un escenario donde se ha fijado mediante algin enlace
o interaccion de naturaleza fisico-quimica. La distancia a la superficie dependerd del tamaio del
enlace o la interaccién que fije al ARN, tipicamente en el rango de 2-4 [A], en nuestro caso la

distancia d mostrada en la figura 4 es fijada a 3[A].
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Figura 7: Esquema de las orientaciones del ARN sobre una superficie plana mostrando el eje en
la que se encuentra el momento dipolar t, con los dngulos de rotacién ;o que va de 0° a 360° e
inclinacién o4y que va de 0? a 180°.

De acuerdo con las ecuaciones 22 y 23, es posible calcular la distribucion de probabilidades para
diferentes orientaciones del ARN. La orientacién mds probable corresponde a aquella con la
menor energia libre total, lo cual implica que el estado preferido es el que presenta la energia de
interaccion mds baja. En términos fisicos, esto significa que mientras mds negativa sea la energia

libre total, mayor serd la probabilidad de que el ARN adopte esa orientacion sobre la superficie.

4.3.2. Generacion de Superficies

Para realizar un andlisis de los ciclos termodindmicos asociados a la interaccion entre el ARN
y el capside viral, es necesario simplificar la compleja geometria del sistema real. El cdpside
viral del STMV presenta una estructura icosaédrica que, si bien es representativa de su forma
bioldgica, dificulta el anélisis directo de las interacciones termodindmicas, debido a la cantidad
elevada de atomos del STMV que se incluirfan en las simulaciones, lo que deriva en un mayor

costo computacional.

Por esta razén, se utiliza una aproximacion basada en superficies simplificadas que mantienen
las caracteristicas geométricas esenciales, pero permiten un andlisis mas manejable desde el
punto de vista computacional y termodindmico. Las superficies generadas se clasifican en tres
categorias: simetria plana, simetria esférica 'y simetrias icosaédricas. Estas simplificaciones
geométricas permiten reducir la complejidad del sistema y modelar los puntos representativos
donde ocurren las interacciones entre el ARN y el cdpside o las superficies, un ejemplo de esta

simplificacién en el caso de la simetria esférica se muestra en la figura 8.

Para representar estas interacciones, se emplean los denominados beads, que son esferas de
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radio 1.908 [A], estos beads forman las superficies deseadas, mostrando un ejemplo de esta
simplificacién en la figura 8b y, en funcion de ciertas consideraciones explicadas posteriormente,
se realiza un recorte desde la base de la geometria hasta una cierta altura, a esta altura se la
denomina distancia de corte (dcor), la cual podemos observar en la figura 8c, la cual a modo
ilustrativo nos muestra dos posibles distancias de corte. Un dltimo paso es asignar una carga

eléctrica a cada bead, de esta forma preparamos la representacion del cdpside viral.

(b) (c)

Figura 8: Representacion de la simplificacidn que se realiza para la generacion de las superficies.
(a) Forma bioldgica de la a cdpside viral del STMV ,(b) Forma simplificada de la a c4pside viral
del STMYV, (c) Definicién de la distancia de corte (dcor)

Como se a mencionado anteriormente tenemos las tres categorias de simetrias que se tomaron en
cuenta para esta investigacion, a continuacion detallaremos los pasos realizados a cada una de

estas para su simplificacion y representacion mediante beads.

4.3.2.1 Simetria Plana

La simetria plana representa una aproximacion bidimensional del sistema, ideal para estudios
donde se desea observar la interaccidon del ARN con superficies completamente extendidas. Esta
simetria es particularmente til para evaluar interacciones de adsorcion y distribucion del ARN

en planos homogéneos.

Para generar la superficie plana, se tomé como referencia la distancia maxima entre dos d&tomos
del ARN estudiado, tal como se muestra en la Figura 9a, Esta distancia maxima se divide entre
el didmetro de los beads, lo que nos permite calcular la cantidad de beads de un lado de nuestra

superficie, para finalmente generar la superficie plana cuadrada mostrada en la Figura 9b.
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Figura 9: Esquema bdsico para la generacion de superficies planas. (a) Determinacién de la
distancia maxima entre dos dtomos del ARN,. (b) Superficie plana rectangular generada a partir
de la distancia mdxima amplificada.

Para comprender mejor la influencia del area de la superficie plana en las interacciones, se
escala la distancia mdxima previamente calculada entre los d&tomos del ARN. Esta distancia se

multiplica por un factor de escala, en nuestro caso tendremos dos tipos de consideraciones:
= Distancia maxima por 1.3, a la cual nos referiremos como superficie plana base.

= Distancia maxima por 2, lo que permite generar una superficie plana mas grande con

respecto a la primera, a esta consideracion la llamaremos superficie plana ampliada.

El aumento del tamafio de la superficie tiene un impacto significativo en las interacciones entre el
ARN vy la superficie. Al multiplicar la distancia méxima entre los &tomos del ARN por un factor
de 1.3, garantizamos un margen adecuado para que el ARN interactie con la superficie sin que
las moléculas de ARN se vean limitadas a dreas pequefias. Esto también permite una distribucion
mds homogénea de las moléculas de ARN sobre la superficie, lo que puede influir positivamente

en la formacién de interacciones electrostaticas y la adsorcién del ARN sobre la superficie.

Cuando se aumenta la distancia mdxima por un factor de 2 (superficie plana ampliada), estamos
ampliando atn mads el drea de interaccidn, lo que podria influir en la densidad relativa de los beads
y, €n consecuencia, en la energia de union atractiva entre el ARN y la superficie. Este aumento
del 4rea genera un espacio més grande en el cual el ARN podria interactuar, pero también podria
reducir la concentracién de beads en un area dada. Es posible que, al mantener una densidad
adecuada de beads alrededor del ARN, las interacciones sigan siendo efectivas, aunque mas
dispersas. Sin embargo, serd necesario estudiar como este aumento del drea afecta tanto a la

densidad de beads como a las interacciones del ARN, ya que el mayor espacio disponible podria
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modificar la orientacion y la estructura del ARN, permitiendo una extension mas amplia de las
moléculas y, potencialmente, alterando las interacciones entre el ARN y las proteinas asociadas

a la superficie.

La diferencia de tamafios nos permite analizar el impacto del drea en la interaccion electrostatica.
Estas superficies son la base para posteriores comparaciones con las demds simetrias, por lo que

tener claro como se generan y como influye el drea en las interacciones es fundamental.

4.3.2.2 Simetria Esférica

La simetria esférica simplifica el capside viral completo en una superficie tridimensional,
permitiendo una representacion isotrépica de la interaccién entre el ARN y una superficie
curva. A diferencia de las otras simetrias, en la simetria esférica no existe un eje definido de
simetria, dado que la forma esférica es inherentemente homogénea en todas las direcciones. Esta
simplificacion es ttil para capturar las caracteristicas generales del cdpside, mientras se reduce
la complejidad asociada a su estructura detallada y se evita el uso de modelos mas costosos

computacionalmente, como los basados en una representacion all-atom.

Una primera aproximacion al cdpside viral STMV es considerarlo como una esfera, ignorando
su compleja simetria icosaédrica. Este modelo simplificado facilita la representacién y el analisis,
pero sigue proporcionando una descripcion util del comportamiento general del sistema. Este
enfoque se puede entender como una aproximacion coarse-grained (CG), en la cual se emplean
unidades representativas como los beads (esferas de un tamafio dado) para reducir la cantidad de

informacién a procesar.

En este caso, el radio interno del cédpside viral, que es de 56 [A], segun datos de ViperPDB.
se utiliza como base para calcular el area de la superficie esférica, resultando en un valor de
39408.14 [A?], el siguiente paso es poblar con beads de la manera més ordenada y simétrica
posible toda esta area, lo cual se logro con una cantidad de 3445 beads, lo que nos deja con una
representacion de 11.44 [A2] por bead para esta simetria. El resultado de esta distribucién de

beads se muestra en la Figura 10.
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Figura 10: Superficie esférica generada a partir del radio interno del STMYV, del lado izquierdo se
aprecia el capside visualizado de manera ilustrativa y del lado derecho la simplificacion lograda
con beads.

Este modelo es una representaciéon mds simplificada que la basada en la simetria icosaédrica, ya
que no involucra la complejidad geométrica asociada a los ejes de simetria especificos (2-fold,
3-fold, y 5-fold) presentes en el capside real. El siguiente paso es realizar ajustes para obtener
una representacion mads fiel de la geometria del capside viral que en este caso es una geometria

icosaédrica.

El cédigo implementado para distribuir los beads sobre la superficie de una esfera grande busca
obtener una disposicién simétrica y ordenada, evitando solapamientos entre beads. Para lograr
esto, se utiliza un método basado en la secuencia de Fibonacci, que garantiza una distribucién

eficiente y homogénea de los puntos sobre la esfera.

La distribucién de los puntos se realiza mediante el cdlculo de las coordenadas esféricas (¢ y 0)
para cada bead, donde ¢ es el dngulo polar y 0 es el dngulo azimutal. El indice de cada bead se
ajusta de la forma i+ 0,5 para mejorar la uniformidad de la distribucion. La férmula utilizada

para calcular el d&ngulo polar ¢ es:

2
¢ = arccos (1 — —l>
num_points

Este cdlculo asegura que los puntos estén distribuidos a lo largo de la superficie de la esfera,
evitando una acumulacién cerca de los polos. Por otro lado, el dangulo azimutal 0 se calcula de

acuerdo con la férmula:

6:7r(1+\/§)-i

Donde /5 proviene de la constante durea, garantizando que los puntos no se amontonen en
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ciertas dreas de la esfera y se distribuyan de manera equitativa.

Una vez que se han calculado los dngulos ¢ y 0, se realiza la conversion a coordenadas cartesianas

utilizando las siguientes ecuaciones:

x=R-sin(¢§)-cos(6)
y=R-sin(¢)-sin(0)

z=R-cos(9)

Donde R es el radio del cdpside. Estas formulas permiten ubicar cada bead en la superficie de la

esfera grande de forma precisa.

La distribucion obtenida gracias a esta técnica es altamente simétrica, ya que la secuencia de
Fibonacci y la constante durea aseguran que los puntos estén distribuidos de manera homogénea,
minimizando la posibilidad de solapamientos. Esta metodologia es comtinmente utilizada en
simulaciones y visualizaciones 3D, ya que permite una cobertura uniforme de la superficie
esférica, lo cual es crucial para aplicaciones en las que se requiere una distribucion precisa de

objetos en una esfera.

Ademads, el cdlculo del nimero de puntos necesarios para cubrir la superficie de la esfera se

realiza en funcion de las dreas de la esfera y los beads. Este calculo se expresa como:

2
4nR esfera

2
n bead

num_points =

Lo que permite determinar la cantidad beads necesarias para cubrir de manera eficiente la esfera

grande sin solapamientos y de la manera mas simétrica posible.

4.3.2.3 Simetrias Icosaédricas

La geometria icosaédrica se aproxima mejor a la morfologia real del cépside viral del STMV.
Dado que el cdpside presenta puntos de simetria caracteristicos (2-fold, 3-fold y 5-fold), que se
ajustan perfectamente con la geometria icosaédrica, lo cual la hace idénea para estudiar cémo

las distintas orientaciones del ARN interactiian con estos puntos.

Para la generacion de esta simetria, se consider6 inicialmente el radio interno del cdpside viral
(56 [A]). A continuacidn, se calculd la longitud de las aristas del icosaedro, necesaria para que el

radio interno de la geometria sea igual a la del cdpside, una vez calculada la arista (58.88 [A]),
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determinamos el area del icosaedro dando como resultado 30025.76 [Az], poblamos esta drea
con beads de la manera més ordenada y simétrica posible, la cantidad necesaria para cubrir esta
drea es de 1962 beads, lo que da un 4drea representativa por bead de 15.30 [A2]. Tras obtener la

estructura icosaédrica completa, se procedio a rotarla para identificar las simetrias caracteristicas

2-fold, 3-fold y 5-fold, las cuales se observan en la Figura 11.

HAARHAAAAIAA
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(a) Simetria 2 (b) Simetria 3 (¢) Simetria 5

Figura 11: Esquema los tres ejes de simetria especificos. (a) Simetria 2: Representa los puntos
donde dos planos de simetria se cruzan, formando un eje de simetria doble ,(b) Simetria 3:
Corresponde a los puntos de interseccion de tres planos de simetria, formando un eje triple ,(c)
Simetria 5: Corresponde a los puntos de cinco planos que se intersectan en un eje quintuple.

Estas simplificaciones geométricas permiten comparar la interaccion del ARN con superficies
que varian desde lo simple a lo complejo, facilitando el andlisis termodindmico y la comprensién
de los efectos de la geometria en la estabilidad del sistema, ademas de brindarnos mayor control
al momento de tomar en cuenta dreas determinadas ya que al utilizar distancias de corte podremos

generar distintas dreas para una misma simetria.

La generacion de una geometria icosaédrica rellenada por beads se llevé a cabo utilizando
un enfoque basado en la estructura del icosaedro. Este proceso fue realizado con el objetivo
de obtener una disposicion ordenada y simétrica de los beads sobre la superficie icosaédrica,
garantizando una distribucion precisa y coherente de los puntos en la superficie. Un icosaedro

es un poliedro compuesto por 12 vértices, 30 aristas y 20 caras triangulares. La disposicién
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geométrica de estos vértices se realiza utilizando la relacion durea (¢ = #), lo cual garantiza
una simetria perfecta en la estructura del icosaedro. Los vértices del icosaedro son inicialmente
ubicados en una esfera de radio unitario y escalados para ajustarse al tamafio deseado de
la cdpside, en este caso, un radio de 56 A. El cédigo utiliza esta relacién para generar las

coordenadas de los vértices de forma precisa y balanceada.

La generacion de la superficie icosaédrica se logra mediante una técnica de subdivision, donde las
caras del icosaedro son subdivididas en un nimero determinado de puntos. Cada cara triangular
del icosaedro se divide en una malla de puntos, creando una superficie suave sobre la cual
se distribuyen los beads. Este proceso se realiza interpolando puntos dentro de cada tridngulo
definido por los vértices de la cara, utilizando la interpolacion lineal para calcular las coordenadas
de los puntos intermedios. El nimero de divisiones por cara estd determinado por el pardmetro

Npoints» €] cual se ajusta en funcién del tamafio de los beads y la densidad deseada de puntos.

Una vez generada la superficie icosaédrica, se distribuyen los beads sobre ella. El cddigo
proporciona un método para crear una disposicion ordenada de los beads mediante el uso de
un nimero definido de puntos en cada cara triangular, siguiendo la geometria de la superficie
icosaédrica. Este proceso asegura que los beads estén distribuidas uniformemente en la superficie,
maximizando el aprovechamiento del area disponible. Para garantizar que la distribucién de
los beads sea lo més simétrica posible, se aplican rotaciones y traslaciones a la geometria del
icosaedro. Esto permite que la disposicion de los beads se ajuste perfectamente a las simetrias
del icosaedro, manteniendo un patrén de distribucion regular y equidistante. Las rotaciones se
realizan mediante matrices de rotacion 3D sobre los ejes x, y y z, lo que permite rotar la estructura
icosaédrica en tres dimensiones sin perder su simetria. Dependiendo de la simetria deseada, se
aplican transformaciones especificas de traslacion y rotacion, lo que asegura que los beads estén

distribuidas de manera ordenada en la superficie.

La clave para lograr una distribucién ordenada y simétrica de los beads radica en la correcta
subdivision de las caras del icosaedro y la aplicacion precisa de las transformaciones geométricas.
El nimero de puntos en cada cara estd determinado por la longitud de la arista del icosaedro y
el tamafio de los beads. De esta manera, se asegura que los beads no se superpongan y que la
distribucién mantenga una alta regularidad. El c6digo también emplea un algoritmo para generar
las aristas del icosaedro, lo que contribuye a definir los limites entre las diferentes regiones de la
superficie, garantizando que la malla de puntos sea consistente y no presente irregularidades. Al
utilizar una malla densa y bien definida, los beads se colocan en posiciones especificas sobre la

superficie icosaédrica, garantizando un alineamiento perfecto con la geometria subyacente.

El resultado de este proceso es una geometria icosaédrica de alta simetria, con una distribucién

de esferas que sigue de manera ordenada la superficie del icosaedro. Este enfoque asegura que los
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beads estén posicionadas de forma regular, maximizando la eficiencia del espacio y manteniendo
la estética y la simetria caracteristicas de la geometria icosaédrica. En resumen, la combinacién
de la subdivision geométrica precisa de las caras del icosaedro, las transformaciones de rotacién
y traslacion aplicadas a la estructura y la distribucion ordenada de los beads permite obtener una
geometria icosaédrica rellena de beads de manera altamente ordenada y simétrica, adecuada para

su uso para la simulacién de capsides virales.

4.3.3. Consideraciones respecto al grosor del capside viral

Para realizar simulaciones precisas del cdpside viral, es esencial considerar la carga total del
mismo. El grosor del cépside influye directamente en la distribucion de esta carga, lo que requiere
un calculo detallado. Para abordar este problema, se utiliz6 como punto de partida un archivo
PDB correspondiente al STMYV, el cual fue convertido una sola vez al formato PQR mediante
la herramienta PDB2PQR [3]. En este proceso inicial, se aplicé el campo de fuerza AMBER,
asignando las cargas parciales y radios atomicos a los dtomos del cédpside bajo condiciones
estdndar, considerando un pH de 7. Este archivo PQR obtenido contiene las coordenadas y las
cargas atémicas del capside, y se utiliza de manera constante a lo largo de las simulaciones. La

suma de las cargas parciales de todos los d&tomos resulté en un valor total de 420 [e™].

Es importante destacar que el pH influye significativamente en la carga de los componentes
del capside y del ARN. A pH 7, el ARN, que contiene grupos fosfato débiles, mantiene estos
grupos protonados, lo que resulta en una carga negativa estable. Por otro lado, el cdpside, que
estd compuesto principalmente por proteinas que incluyen grupos bdsicos como lisina y arginina,
presenta una carga positiva. Esta carga positiva es fundamental para la interaccién con el ARN

negativo, ya que la afinidad electrostatica entre ambos es elevada.

Cuando el pH aumenta, el entorno se vuelve mas basico. En este caso, los grupos fosfato del ARN
se mantienen desprotonados, lo que no altera significativamente la carga negativa del ARN, ya
que estos grupos permanecen con una carga negativa incluso a pH altos. En cuanto al cépside, los
grupos bdsicos de las proteinas (como la lisina y la arginina) pueden perder protones, reduciendo
asi su carga positiva. Esto disminuye la afinidad electrostatica entre el ARN y el capside, lo que

podria afectar la estabilidad y las interacciones de unién del capside con el material genético.

Por el contrario, cuando el pH disminuye y el entorno se vuelve més 4cido, los grupos fosfato
del ARN permanecen desprotonados y cargados negativamente, sin que la carga global del ARN
se vea afectada significativamente. Sin embargo, en el caso del capside, los grupos basicos de
las proteinas estaran protonados, adquiriendo una carga positiva, lo que aumenta la afinidad
electrostatica entre el ARN y el capside. Ademads, algunos grupos 4cidos en el capside, como

el 4dcido glutdmico o aspdrtico, pueden ganar protones, lo que disminuye su carga negativa,
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haciendo que la superficie del cdpside sea atin mds positiva y favoreciendo la interaccion con el
ARN.

Aunque esta carga total describe globalmente al cdpside viral, el impacto del grosor del mismo
sobre la distribucién de carga merece especial atencion. En particular, se asume que los d&tomos
ubicados en las regiones externas del cdpside no interactian de manera equivalente a los
localizados en el interior. Estos ultimos, cuyas “colas” estdn orientadas hacia el ARN, son
responsables de interacciones directas con el material genético 12a. Por este motivo, se desarrollé

un procedimiento para analizar las cargas totales en funcién del grosor del cdpside [44, 45].

Dado que el STMV presenta una simetria icosaédrica, la carga total se distribuye uniformemente
entre las 20 caras del icosaedro, resultando en una carga de aproximadamente 21 [e™ ]. Para
validar este supuesto, se tomaron en cuenta los aminodcidos correspondientes al tridngulo
isOsceles de una cara y se realizé la suma de las cargas atdmicas. Los resultados confirmaron
que la distribucion es consistente, como se ilustra en la Fig. 12a, que muestra una de las caras

aisladas junto con el valor de carga total obtenido.

Posteriormente, se definié un plano de referencia para mapear el grosor del capside desde el
interior hacia el exterior, estimdndose un grosor total de 48 [A], segun se presenta en la Fig.
12b. Este plano fue desplazado progresivamente en pasos de 5 [A], y en cada paso se calcul6
la carga acumulada de los 4tomos localizados por debajo del plano. La relacién entre la carga
acumulada y el grosor del cdpside y, a partir de estos datos, se realizé una regresion lineal todo

esto se representa en la Fig. 12c.

Para modelar la variacién de la carga acumulada con respecto al grosor, multiplicando el valor
de carga acumulada de una cara (derivado de la regresion) por las 20 caras del icosaedro, se
determind la carga total del cdpside para diferentes valores de grosor. Este anélisis se centrd
en grosores especificos de 5, 10, 15y 20 [A], seleccionados en funcién de su relevancia en
las interacciones criticas entre el ARN y el cdpside, que a su vez concuerdan con la distancia

ocupada por las “colas”.

Ademas, se llevo a cabo un andlisis de las dreas involucradas. Para aproximar el drea total del
capside, se asumid una forma esférica con un radio de 56 [A], obtenido de VIPERJD. Este area
permitié calcular la carga proporcional al drea del capside y su redistribucién en superficies
planas, para ello distribuimos esta carga proporcional entre los 900 beads que componen la
simetria plana. Este procedimiento nos proporciona la carga por bead, un valor crucial que se
muestra en la Fig. 12c y que se utilizard como referencia para las simulaciones con superficies

planas.
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Figura 12: (a) Representacion ilustrativa del los aminodcidos aislados para una sola cara del
icosaedro,(b) Visualizacion del proceso de sumatoria de cargas respecto al grosor del cépside,(c)
Resultados obtenidos a partir del andlisis del grosor del cdpside viral.

4.4. Escenarios a considerar

Como hemos mencionado el considerar la carga total constante es fundamental para nuestra
investigacion, por lo que ahora que tenemos el valor de la carga por bead, podemos cambiar con
el area icosaedro moviendo la distancia de corte, esto con la idea de mantener el area constante
independientemente de la simetria, lo que da origen al primer escenario que consideramos,
denominado drea constante. Al mantener el drea constante entre las diferentes simetrias y
sumado a que tenemos la carga total constante origina que la densidad de carga ¢ constante, ya

que esta se define como area dividido entre carga total.

Esto nos llevo a plantearnos el escenario dos, ya que si por una parte estamos cambiando con la

distancia de corte, que pasa si esta vez mantenemos la distancia de corte constante Fig. 13. Al
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mantener una distancia de corte constante lograremos una variacion del drea entre las diferentes
simetrias, al tener dreas variables tendremos distinta cantidad de beads, ahora bien, para mantener
la premisa de que la carga total sea constante nos vemos en la obligacién de cambiar las cargas
por bead, esto garantiza que la carga total siga siendo constante, todas estas consideraciones dan
lugar al llamado escenario de area variable. Estos dos escenarios propuestos aplicados a cada
simetria, junto con el cambio de orientacién del ARN nos brindaran un mejor entendimiento del
rol que juega cada aspecto que estamos considerando, para poder entender y revisar el estado del

arte sobre las interacciones electrostaticas.

En ambos escenarios, la carga total se mantiene constante, lo que asegura una base comun para
comparar los dos escenarios. En cada escenario se consideran tanto las superficies planas bases y
las superficies planas amplificadas como punto de comparacion con ambos tipos de ARN, asi
también se toma en cuenta el grosor del capside viral STMYV, esto generan distintos casos de un
mismo escenario. Un resumen de los casos planteados se encuentra en las tablas 15, 16 'y 17 del

apéndice, los mismos serdn explicados y detallados en la siguiente seccion.
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5. Resultados y Discusion

5.1. Escenario 1: Area constante

5.1.1. Modelado del sistema RNA-capside

En este escenario, consideramos el drea de la superficie plana, ya sea en su version base o
amplificada, como equivalente a la del icosaedro. Asumimos que el drea representativa de
cada bead en ambas simetrias es idéntica y, bajo este supuesto, contabilizamos la cantidad de
beads presentes en la simetria plana. A continuacidn, igualamos esta cantidad de beads con
la correspondiente en las simetrias icosaédricas. Para realizar esta comparacion, utilizamos el
grafico mostrado en la figura 13, donde se determina la cantidad de beads en la superficie plana
en el eje “Cantidad de Bead”, y luego se observa la distancia de corte a la que se encuentra esa
cantidad de beads en las simetrias respectivas. Dado que las distancias de corte se miden en

pasos de 1 [A], seleccionamos el valor mds cercano al deseado.

sym_2 _A

2500 sym 3
sym_5
— sym_0

2000 1

[}
w
o
(=]

Cantidad de Beads
=
o
(=]
o

u
(=]
(=]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Distancia de Corte del Capside Viral [A]

Figura 13: Esquema que muestra la relacion entre la cantidad de beads respecto a la distancia de
corte (dcor) del cdpside viral, para las simetrias icosaédricas y esférica.

Para la simetria esférica (sym 0), el 4rea representativa de cada bead disminuye, lo que implica la
necesidad de un mayor niimero de beads. Esto obliga a realizar un ajuste para igualar la cantidad
de beads con la de la simetria plana. La simetria 5 es particularmente sensible, ya que existe un
cambio abrupto en la cantidad de beads entre distancias de corte. A pesar de esto, seleccionamos
la distancia de corte mds adecuada para el ajuste, estas distancias de corte estdn detalladas en la
tabla 15, y la tabla 16 que muestra la cantidad de beads generadas por cada distancia de corte para
todos los casos analizados, ambas en el anexo. Como resultado, obtenemos la grafica presentada

en la figura 14.
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Figura 14: Esquema que muestra el drea a considerar de cada simetria y su relacién con la
cantidad de beads, para el escenario drea constante considerando el ARN, amplificado, a un
grosor del cépside de 20 [A].

En la figura 14, se observa una leve variacion entre las dreas, lo cual era esperado. De hecho,
como mencionamos previamente, la simetria 5 es la més sensible, lo que se refleja claramente
en la gréafica. Este comportamiento se debe a que el criterio de la distancia de corte limita la
posibilidad de realizar un ajuste mds preciso; no obstante, se tomo consideraciones especiales
para poder satisfacer que el drea sea lo més constante posible. A partir de estas consideraciones,
obtenemos las simetrias que analizaremos, un ejemplo claro de esta variacién de la distancia
de corte se puede observar en en la figura 15, las cuales se obtuvieron con la herramienta de

visualizacién molecular PyMol [46].

Finalmente, asignamos la carga por bead, obtenida del andlisis del grosor del capside del STMV,
mostrado en la figura 12c. De esta forma, mantenemos constante la carga total, el detalle de las
cargas por beads utilizadas para todos los casos se encuentra en la tabla 17. Dado que en este
escenario las dreas permanecen casi constante, la densidad de carga superficial (o), se mantiene
de la misma manera, constante, a lo largo de los diferentes grosores considerados, los detalles de

O se encuentran en la tabla 18.
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Figura 15: Esquemas representando las distintas simetrias para el escenario de dreas constantes,
tomadas de referencias el ARN, base, para un grosor del cépside de 20[A]. (a) Simetria plana
base ,(b) Simetria esférica (SimQ), dcor = 17 [A] ,(c) Simetria 2 , dcor = 20 [A] ,(d) Simetria 3,
dcor = 16 [A] ,(e) Simetria 5, dcor = 28 [A].

Este escenario toma como referencia la simetria plana, que se genera de distintas formas: a
partir de la distancia maxima entre dos segmentos de ARN (RNA, y RNA,), ya sea en su
consideracion base o en la consideracion amplificada. Esto genera cuatro casos que, a su vez, se
modifican segun el grosor del cdpside del STMV (5, 10, 15y 20 [A]), lo que da lugar a 16 casos
de estudio. En cada uno de estos casos, el ARN se coloca en todas las orientaciones posibles

(2701 orientaciones) y se procede a simular cada ensamble RNA-cépside.

5.1.2. Exploracion del Comportamiento RNA-Capside

Los resultados de estas simulaciones fueron estudiados y analizados para los 16 casos de este
escenario, nos enfocamos en mostrar uno de estos casos a modo de ilustrar el andlisis que se
realiza para la totalidad de casos los cuales pueden ser visualizados en una interfaz de Google
Colab.

El caso que presentamos en esta seccion es el del RNA,, considerando la simetria plana
amplificada, con un grosor de 20 [A] del cdpside de STMV. El resultado de las simulaciones nos

brinda la energia de unién de este caso la cual se ilustra el mapeo realizado en la figura 16.
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Figura 16: Mapeados de energia de unidn, que representan las distintas simetrias para el
escenario dreas constantes, manteniendo la carga total en un valor de 76.22[e¢™ ], usando como
referencia la simetria plana amplificada, usando como referencia el RNA,, el circulo rojo indica
la posicion con la energia minima de unién. (a) Simetria plana, con gp.qq = 0,0847[¢~] ,(b)
Simetria esférica (Sim0), dcor = 39 [A], con Gpead = 0,0635[e] ,(c) Simetria 2, dcor = 44 [A],
con Gpeaq = 0,0847[¢~] ,(d) Simetria 3, dcor = 41 [A], con gpeaq = 0,00847[¢ ] ,(e) Simetria 5,
dcor = 52 [A], con gpeaq = 0,00847[e].

Ahora bien, podemos observar que la energia de unidn, pese a que el ARN tiene carga negativa y
la superficie carga positiva, no muestra una interaccion atractiva en todas las posiciones posibles.
Este comportamiento resalta la complejidad de las interacciones electrostaticas en funcion de
la geometria y orientacion. Para profundizar en este andlisis, descartamos las contribuciones
de energia repulsiva y seccionamos la energia atractiva en cinco segmentos, permitiendo una
evaluacion més detallada. Los resultados de este andlisis se presentan en las graficas de la figura
17.
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Figura 17: Mapeados de energia de unién atractiva, que representan las distintas simetrias
para el escenario dreas constantes, manteniendo la carga total en un valor de 76.22[e ], usando
como referencia la simetria plana amplificada, usando como referencia el RNA, amplificado,
considerando un grosor del cépside de 20[A], quitando la parte repulsiva de la figura 16, el circulo
rojo la posicién con la minima energia de unién. (a) Simetria plana, con gpeqq = 0,0847[e7] ,(b)
Simetria esférica (Sim0), dcor = 39 [A], €ON Gpeaq = 0,0635[e ], (c) Simetria 2, dcor = 44 [A],
CON Gpeaq = 0,0847[¢~] ,(d) Simetria 3, dcor = 41 [A], con gpeaq = 0,00847 [e7] ,(e) Simetria 5,
dcor = 52 [A], con gpeaq = 0,00847[e].

En la Figura 17, se observa que la geometria de cada simetria tiene un papel fundamental en
las interacciones, ya que influye en las zonas atractivas y en como varia el valor de la energia
minima de unién. Este comportamiento depende de la simetria, como se resume en la Tabla 1,
que presenta los valores de energia correspondientes a cada segmento para las distintas simetrias.
Para facilitar la identificacién de la cantidad de posiciones en cada segmento de la grifica,
realizamos un conteo, cuyos resultados se muestran en la Tabla 2. Para ver las posiciones en la

que la energia de unién es minima pueden revisar la tabla 19 del anexo.
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Sim 40-60 % 60-80 % 80-100 %

Plana | 0.00—-7.51 | -7.51—-15.02 | -15.02—-22.53 | -22.53—-30.05 | -30.05—-37.56
Sim0 | 0.00—-9.94 | -9.94—-19.89 | -19.89—-29.83 | -29.83—-39.77 | -39.77—-49.71
Sim2 | 0.00—-11.06 | -11.06—-22.12 | -22.12—-33.18 | -33.18—-44.24 | -44.24—-55.29
Sim3 | 0.00—-12.71 | -12.71—-25.41 | -25.41—-38.12 | -38.12—-50.83 | -50.83—-63.53
Sim5 | 0.00—-10.96 | -10.96—-21.92 | -21.92—-32.87 | -32.87—-43.83 | -43.83—-54.79

Tabla 1: Tabla de los valores de energia de union atractiva, pertenecientes al escenario de dreas
constantes, para cada segmento en las diferentes simetrias, representados en la barra de color de
la figura 17. Los valores estdn expresados en [KJ/mol] y permiten visualizar como la geometria
influye en las zonas atractivas y cdmo estas varian segun la simetria. La distribucién de las
energias refleja las diferencias en los patrones de interaccion atractiva a través de las diversas
configuraciones geométricas.

Sim 40-60% 60-80% | 80-100% Sum
Plana | 661 || 24.47 | 612[[22.66 | 265 [[9.81 | 35 1.30 | 9] 0.33 | 1582 ]| 58.57
Sim0 | 558 || 20.66 | 685 || 25.36 | 449 || 16.62 | 122/ 4.52 | 25 0.93 | 1839 || 68.09
Sim2 | 325 12.03 | 754 || 27.92 | 781 | 28.98 | 286 || 10.59 | 32 || 1.18 | 2178 || 80.64
Sim3 | 525 19.44 | 691 | 25.58 | 493 | 18.25 | 153 5.66 | 32| 1.18 | 1894 || 70.12
Sim5 | 358 || 13.25 | 821 30.40 | 644 || 23.84 | 205 || 7.59 | 43| 1.59 | 2071 || 76.68

Tabla 2: Tabla de distribucién de las posiciones dentro de cada segmento de energia de unién
atractiva, pertenecientes al escenario de dreas constantes, para las distintas simetrias. En esta tabla
se muestra el nimero de posiciones con energia de unién negativa dentro de cada intervalo de
energia, junto con el porcentaje calculado a partir del total de posiciones (2701), lo cual permite
normalizar los datos y facilitar su comparacion entre los diferentes simetrias o escenarios.

De la Tabla 1, se puede observar como estan divididos los segmentos mostrados en la Figura 17.
A partir de esto, se concluye que el orden de mayor energia de unién atractiva estd encabezado
por la simetria 3, seguida de la simetria 2, luego la simetria 5, luego la simetria 0, y finalmente la
simetria plana. Por otro lado, al observar la Tabla 2, se nota una distincion en el orden de las
posiciones con energia de unién atractiva, comparado con la Tabla 1. En esta tabla, la simetria 2
lidera en términos de cantidad de posiciones, seguida por la simetria 5, la simetria 3, la simetria 0
y, finalmente, la simetria plana. Ademas, se puede analizar como cambia la cantidad de posiciones
en cada segmento: en el primer segmento (0-20 %), la simetria plana tiene la mayor cantidad
de posiciones con energia de unién negativa, seguida por la simetria esférica. En el segundo
segmento (20-40 %), la simetria 5 encabeza, seguida de la simetria 2. En el siguiente segmento
(40-60 %), 1a simetria 2 lidera, seguida de la simetria 5. En el segmento (60-80 %), la simetria 2
sigue siendo predominante, seguida de la simetria 5. Finalmente, en el segmento (80-100 %), la
simetria 5 lidera, seguida de la simetria 2 y la simetria 3, las cuales tienen la misma cantidad de

posiciones.

Es evidente que, cuando las energias de unidn atractiva no son tan altas, no hay un orden estricto
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en todos los segmentos. Sin embargo, a medida que la energia de unidn atractiva aumenta, los
valores tienden a seguir el orden observado en la Tabla 1 aunque no es exactamente el mismo ya
que existe dos simetrias que no cumplen con esta premisa. A continuacién, para cada segmento

de las distintas simetrias, sumamos las energias de union, cuyos resultados se presentan en la

Tabla 3, con el objetivo de analizar el aporte total por segmento de cada simetria.

Sim 40-60 % 60-80% | 80-100% Sum Norm
Plana | -2671.87 | -6645.80 | -4745.40 | -866.87 -266.89 | -15196.84 | 0.31
SimO | -3086.39 | -10084.05 | -10888.84 | -4096.27 | -1013.84 | -29169.39 | 0.60
Sim2 | -2054.72 | -13072.13 | -21236.28 | -10659.08 | -1462.62 | -48484.84 | 1.00
Sim3 | -3305.94 | -13234.25 | -15276.27 | -6558.90 | -1683.93 | -40059.28 | 0.83
Sim5 | -2208.11 | -13689.99 | -17161.39 | -7635.26 | -1974.19 | -42668.97 | 0.88

Tabla 3: Tabla que muestra la suma total de las energias de unidn atractiva por segmento y por
simetria de cada posicién del escenario de dreas constantes. En esta tabla se muestra la energia
total de unién por segmento para cada simetria, facilitando la observacion de como la energia
total varia entre los segmentos de cada simetria, especialmente a medida que la energia de unién
atractiva aumenta, datos expresados en [KJ/mol].

De la Tabla 3, como era de esperarse, el orden de la columna Sum coincide con el de la Tabla
1. Ademads, como se anticipaba, al haber un mayor nimero de posiciones en los segmentos
con energia de unidn atractiva mds baja, la energia total de unioén en esos segmentos es mayor,
disminuyendo conforme se avanza hacia los segmentos de mayor energia. Ahora bien, al analizar
cada segmento individualmente: en el primer segmento (0-20 %), predomina la simetria 3, seguida
de la simetria O; en el segmento (20-40 %), predomina la simetria 5, seguida de la simetria 3;
en el segmento (40-60 %), predomina la simetria 2, seguida de la simetria 5; en el segmento
(60-80 %), la simetria 2 sigue siendo predominante, seguida de la simetria 5; y en el segmento

(80-100 %), predomina la simetria 3, seguida de la simetria 5.
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Figura 18: Distribucién del ndmero de posiciones en los diferentes segmentos de energia de
union atractiva, para el escenario de dreas constantes, segin lo mostrado en la figura 17 y
resumido en la tabla 2. Cada gréfico presenta la cantidad de posiciones dentro de los intervalos
de energia para cada simetria, con referencia en el RNA, amplificado, considerando el grosor del
capside a 20[A]. (a) Simetria plana amplificada, (b) Simetria esférica, dcor = 39 [A), (¢) Simetria
2, dcor = 44 [A], (d) Simetrfa 3, dcor = 41 [A], (e) Simetrfa 5, dcor = 49 [A].

Es importante destacar que, en esta tabla, prevalece la simetria con el mayor nimero de beads
en el segmento correspondiente, lo que tiene cierta relacion con los valores de energia de union
atractiva, pero con un enfoque mayor hacia la cantidad de beads. Otro aspecto relevante es
la representatividad de los segmentos. Sabemos que, mientras mayor sea la energia de unién
atractiva, mayor serd la probabilidad de encontrar el ARN en esa configuracion. En este sentido,
podriamos enfocarnos en los segmentos de 60 % a 100 %, ya que son los que presentan mayor

coherencia entre los valores y el orden observado en las Tablas 1, 2 y 3.

Para facilitar la comparacion de los datos presentados en las tablas 1 y 2, se generaron las graficas

mostradas en las Figuras 18 y 19.
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Figura 19: Distribucién del porcentaje de posiciones con respecto al total de 2701 casos, en los
diferentes segmentos de energia de unidn atractiva, para el escenario de dreas constantes, segin
lo mostrado en la figura 17 y resumido en las tablas 1 y 2. Cada grafico muestra el porcentaje
de posiciones dentro de los intervalos de energia para cada simetria, con referencia en el RNA,
considerando el grosor del cépside a 20[A]. (a) Simetria plana amplificada, (b) Simetria esférica,
deor = 39 [A], (c) Simetrfa 2, dcor = 44 [A], (d) Simetria 3, dcor = 41 [A], (e) Simetria 5, dcor =

49 [A].

Como se observa en las simetrias icosaédrica y esférica, generadas en referencia a la simetria
plana, nos brindan los datos que muestran como la simetria esférica (sim0) tiene siempre valores
menores. Esto se debe al confinamiento que experimenta el ARN, que en el caso de la simetria
esférica es mds “abierto” debido a la disposicion de los beads, mientras que en las simetrias
icosaédricas el confinamiento es mds “cerrado”. Este comportamiento es consecuencia de la
geometria de estas simetrias, lo que resulta en beads més cercanos en las simetrias icosaédricas

que en la esférica. Esta proximidad genera interacciones atractivas mas fuertes, lo cual esta

respaldado por los resultados obtenidos de las energias de union atractiva.

Para profundizar en el andlisis de las energias de union atractivas, se generaron graficas polares,

como se muestra en la figura 20. Estas gréficas destacan la energia minima asociada a cada

angulo de rotacion e inclinacidn.
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Figura 20: Esquemas que representan las energias atractivas minimas en funcién de los dngulos
de rotacion (parte superior) e inclinacion (parte inferior) para las cinco simetrias estudiadas en el
escenario 1 (dreas constantes). Los dngulos de rotacion varian de 0° a 360° y los de inclinacién
de 0° a 180°, tomando como referencia el RNA, amplificado, considerando ZO[A] CcOmo grosor
del capside. En cada gréfica, la posicién de minima energia de unién estd indicada con una linea
segmentada verde. Las posiciones mds probables para cada simetria son: (a) Simetria plana: o
=225° o4 = 70°; (b) Simetria esférica (sym 0): o = 5°, 04y = 135°; (¢) Simetria 2: o, =
195°, oi;; = 60°; (d) Simetria 3: ot = 5°, 01 = 120°; (e) Simetria 5: Qo = 275°, 041 = 115°.

El andlisis de las gréficas polares revela la relacion entre la energia de union y las posiciones en
el sistema. A partir de este andlisis, podemos identificar la posicién mds probable y las zonas de

rotacién o inclinacién que puedan llegar a ser relevantes, incluso mostrando los niveles maximos
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de energia de unidn atractiva, de esta manera se obtiene una nueva perspectiva en comparacion
con las gréficas presentadas en la figura 17, las posiciones mas probables para todos los casos

simulados se encuentran resumidos en tabla 19 del anexo.

Para realizar una comparacion entre las distintas simetrias, identificamos las posiciones en las
que coinciden en tener energias de unidn atractivas. Este andlisis se llevo a cabo comparando
primero la simetria plana con cada una de las otras (esférica e icosaédricas), luego la simetria
esférica con las demads, y asi sucesivamente, hasta cubrir todas las combinaciones. Los resultados
se presentan en la tabla 4, donde se detalla el nimero de posiciones compartidas entre cada
par de simetrias. Posteriormente, para normalizar estos resultados, calculamos el porcentaje de
coincidencias con respecto al total de posibles posiciones (2701 para cada simetria), lo cual se
muestra en la tabla 5. Este enfoque permite comparar de manera proporcional las similitudes

entre las simetrias, independientemente del tamaifio del conjunto total.

# Plana SimO Sim2 Sim3 Sim5
Plana | 1582 1287 1387 1314 1240
SimO 1839 1703 1472 1554
Sim2 2178 1663 1794
Sim3 1894 1536
Sim5 2071

Tabla 4: Nimero de posiciones compartidas entre pares de simetrias, donde ambas presentan
energias de unidn atractivas, para el escenario de dreas constantes. Los valores diagonales
representan el total de posiciones atractivas para cada simetria, mientras que los valores fuera de
la diagonal corresponden a las coincidencias entre pares de simetrias.

% Plana Sim0 Sim2 Sim3 Sim5
Plana | 58.57 46.72 51.35 48.65 4591

Sim0O 68.09 63.05 54.50 57.53
Sim?2 80.64 61.57 66.42
Sim3 70.12  56.87
Sim5 76.68

Tabla 5: Porcentaje de posiciones compartidas entre pares de simetrias, del escenario dreas
constantes, calculado con base en el niimero total de posiciones posibles (2701). Estos valores
permiten comparar la similitud relativa entre las distintas simetrias en términos de energias de
union atractivas.
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A partir de las tablas 4 y 5, se puede observar que la simetria 2 presenta la mayor afinidad global
entre las distintas simetrias, ya que comparte el mayor nimero de posiciones atractivas con
las demads. Esto se confirma en la tabla 2, donde se evidencia que la simetria 2 alcanza hasta
un 80 % del total de posiciones con energias de unidn atractivas. Este comportamiento puede
atribuirse al hecho de que, al poseer un mayor nimero de posiciones atractivas, existe una mayor
probabilidad de coincidencia con las posiciones atractivas de otras simetrias, estableciendo asi

una correlacion significativa.

El andlisis también destaca la importancia de las distancias entre los nucleétidos del ARN y
los beads, ya que estas influyen directamente en la intensidad de la energia de unién atractiva.
observaciones previas han demostrado que, a menor distancia entre los beads y los nucleétidos,
mayor es la energia de union atractiva; ademads, un incremento en el nimero de beads cercanos
refuerza ain maés esta interaccion. Para profundizar en este comportamiento, se llevd a cabo
un andlisis detallado considerando la distancia minima promedio entre los fosfatos de cada
nucledtido del ARN y el cdpside, asi como el niimero promedio de beads con los que interactia.

Los resultados de este analisis se presentan en las figuras 21, 22 y 23.

Este enfoque se complementé evaluando la cantidad de nucleétidos que interactian dentro
de un radio especifico alrededor de los fosfatos, generando una esfera como referencia. Se
realizaron pruebas con diferentes radios, seleccionandose 25 [A] como el valor Optimo debido
a su capacidad para representar los resultados con mayor fidelidad, como se respalda en la
referencia [47]. Este andlisis integrado permite una comprensién mas profunda de la afinidad

posicional en el ensamblaje ARN-proteina, la cual se ilustra en detalle en la figura 22.
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Figura 21: Esquemas que muestran las distancias minimas promedio (df, Fatoprom) de los fosfatos
del ARN al cépside para cada simetria evaluada, para el escenario de dreas constantes. Donde el
circulo rojo resalta la posicién con la energia minima de unién atractiva, y el circulo lila sefiala
el punto con la menor distancia promedio al ARN. Estos resultados reflejan la influencia de la
cercania en la intensidad de las interacciones, destacando la relacion entre la geometria de la
cépside y el posicionamiento del ARN.

Las figuras 17, 21, 22 y 23 presentan informacion crucial que permite optimizar los tiempos
de simulacion en estudios de interaccion ARN-cépside. Estas imdgenes identifican dreas clave
asociadas con posiciones de mayor probabilidad de energia de unién, lo que reduce la necesidad

de explorar configuraciones menos relevantes en el espacio de simulacién.
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Figura 22: Esquemas que ilustran la cantidad de nucledtidos que se encuentran a una distancia
de 25 [A] desde los fosfatos del ARN para cada simetria analizada, del escenario dreas constantes.
Donde el circulo rojo marca la posiciéon de energia minima y el circulo naranja identifica la
regién con el mayor nimero de nucleétidos considerando el radio de 25[A]. Este analisis permite
visualizar las regiones de mayor afinidad entre el ARN y la cdpside, destacando la influencia de
las geometrias en el ensamblaje.

En particular, las zonas con menor distancia minima promedio estdn estrechamente relacionadas
con las posiciones mds probables de interaccion favorable. De manera similar, las regiones
con méxima interaccion entre el ARN y los nucledtidos, asi como aquellas con alta densidad
de interaccion con los beads, se superponen con las dreas donde es mds probable encontrar

configuraciones energéticamente favorables.
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Figura 23: Esquemas que representan la cantidad promedio de beads de la cépside que
interactian con el ARN dentro de un radio de 25 [A] desde cada fosfato, evaluados para
cada simetria, del escenario dreas constantes. Donde el circulo rojo sefiala la posicion de energia
minima, mientras que el circulo verde identifica el punto con el mdximo nimero de beads
considerando el radio de 25[A]. Este andlisis resalta c6mo la proximidad y densidad de beads
influyen en las interacciones locales y en la afinidad global del sistema ARN-capside.

Al integrar estas regiones de interés en la figura 24, se delimitan con precision las dreas criticas
que concentran las condiciones més prometedoras para la estabilidad del sistema. Este andlisis
permite priorizar estas zonas y enfocar los cédlculos tnicamente en ellas, evitando un muestreo
extensivo de todo el espacio de configuraciones posibles. Como resultado, este enfoque reduce
significativamente los tiempos de simulacién, optimiza el uso de recursos computacionales y

mejora la eficiencia general en estudios de simulacién molecular.

Este andlisis preliminar no solo es una herramienta estratégica para reducir costos
computacionales, sino también un paso fundamental hacia una caracterizacion més detallada de

las interacciones especificas en el sistema ARN-cépside.
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Figura 24: Superposicion de las dreas de interés, del escenario dreas constantes, derivadas de las
figuras 17, 21, 22 y 23, considerando un margen del 50 % para determinar las zonas con mayor
probabilidad de configuraciones energéticamente favorables en el sistema ARN-cdpside. Estas
visualizaciones destacan las regiones prioritarias que optimizan los tiempos de simulacién al
enfocar el andlisis en las zonas mds prometedoras.

De la figura 24 se identifican las posiciones que representan las dreas donde se superponen
las regiones asociadas con las interacciones mas significativas. Estas dreas incluyen: la energia
atractiva minima (Eb,,,), las distancias promedio minimas (d_Fosfato,,,), €l 50 % del rango
superior de los nucleétidos que interactdan, y el 50 % del rango superior de la cantidad promedio

de beads involucrados en la interaccion.

Podemos distinguir una clara correlacion entre estas dreas, siendo las mds marcadas aquellas

50



que involucran los nucleétidos, las distancias promedio minimas, y la cantidad promedio de
beads. Esta correlacion estd intrinsecamente relacionada con la distancia de corte de 25 [A]
utilizada en las simulaciones. Las dreas de superposicion coinciden predominantemente con las
regiones de energia de unidn mds atractiva, es decir, las posiciones de mayor probabilidad de
interaccion favorable. Por el contrario, las posiciones que no se encuentran dentro de estas dreas
de superposicion corresponden a energias de unién menos atractivas, lo que refuerza la hipdtesis

de que las energias de unién mds intensas se concentran en las regiones de solapamiento.

El andlisis de estas superposiciones se detalla en la tabla 6, donde se presenta el conteo de las
posiciones dentro de cada drea individual (energia, nucledtidos, distancia minima y cantidad
de beads), asi como el conteo de posiciones que muestran solapamiento entre pares de dreas
(energia con nucle6tidos, energia con distancias minimas, y energia con beads). Finalmente, se
incluye una columna que representa las posiciones que cumplen simultineamente con las cuatro

condiciones mencionadas.

Para complementar este andlisis, en la tabla 7 se muestran los porcentajes normalizados de
estas posiciones respecto al total de 2701 configuraciones evaluadas. Este promedio nos permite
cuantificar la relevancia de las dreas de superposicion y resaltar la predominancia de las regiones
con mayor interaccion atractiva. Estas tablas refuerzan la idea de que las energias de unién mas
intensas estin intrinsecamente relacionadas con las dreas de solapamiento entre las distintas

propiedades analizadas.

Sim | Ebne | Nts | dmin | Beads | Eb||Nts | Eb||dmin | Eb|[Beads | All
Plana | 1582 | 800 | 1522 516 385 751 751 | 385
Sim0 | 1839 | 938 | 1068 691 519 582 582 | 495
Sim2 | 2178 | 1180 | 909 570 950 669 669 | 658
Sim3 | 1894 | 1275 | 1179 859 860 734 734 | 716
Sim5 | 2071 | 915 | 836 695 708 580 580 | 552

Tabla 6: Numero de posiciones (#) identificadas en las simulaciones para las distintas simetrias,
del escenario areas constantes. Las columnas muestran las posiciones con energia de union
atractiva minima (Eb,,), las que superan el 50 % del rango de nucledtidos que interactian (#
Nts), las que se encuentran por debajo del 50 % del rango de las distancias minimas promedio (#
dmin), y las que corresponden al 50 % del rango de beads promedio que interactian. Ademas,
se incluyen las posiciones de solapamiento entre energias y nucledtidos (# Eb||Nts), energias
y distancias minimas (# Eb||dmin), energias y beads (# Eb||Beads), y aquellas que cumplen
simultaneamente las cuatro condiciones (# All).

Como se observa en la tabla 7, la implementacion de estas consideraciones puede reducir el total
de posiciones simuladas en aproximadamente un 75 %. Este resultado representa una mejora
significativa en la optimizacion de los tiempos de simulacion, permitiendo identificar de manera

mas eficiente las configuraciones mds probables del sistema. El proceso se organiza en un
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Sim | Ebye | Nts | dmin | Beads | Eb||Nts | Eb|[dmin | Eb|/Beads All
Plana | 58.57 | 29.62 | 56.35 | 19.10 14.25 27.8 27.8 | 14.25
Sim 0 | 68.09 | 34.73 | 39.54 | 25.58 19.22 21.55 21.51 | 18.33
Sim 2 | 80.64 | 43.69 | 33.65 | 21.10 35.17 24.77 24.77 | 24.36
Sim 3 | 70.12 | 47.20 | 43.65 | 31.80 31.84 27.18 27.18 | 26.51
Sim5 | 76.68 | 33.88 | 30.95 | 25.73 26.21 21.47 21.47 | 20.44

Tabla 7: Porcentaje de posiciones (%) respecto al total de 2701 casos simulados, normalizado a
partir de los valores de la tabla 6, del escenario dreas constantes. Se muestran los porcentajes
para las posiciones con energia de union atractiva minima (Eb,,g), las que superan el 50 % del
rango de nucleétidos (# Nts), las que estan por debajo del 50 % del rango de distancias minimas
(# dmin), y las que corresponden al 50 % del rango de beads promedio. También se indican los
porcentajes de las posiciones que solapan energias con nucleétidos (# Eb||Nts), energias con
distancias minimas (# Eb||dmin), energias con beads (# Eb||Beads), y aquellas que cumplen las
cuatro condiciones simultdneamente (# All).

enfoque de refinamiento progresivo, comenzando con una evaluacién mds amplia y general
(enfoque grueso) y avanzando hacia un andlisis més detallado (enfoque fino). Segtin este enfoque,
las configuraciones se priorizan en el siguiente orden: simetria 3, seguida de simetria 2, luego
simetria 5, posteriormente simetria esférica, y finalmente simetria plana. Este orden coincide con

los resultados que se muestran en la tabla 1.

Ademas, se realiz6 un analisis detallado de las posiciones mds probables para cada simetria,
considerando tanto las interacciones con los nucleétidos como las distancias minimas promedio,
tal como se ilustra en la figura 25. También se evalu6 la cantidad de beads involucrados en las
interacciones con cada nucleé6tido, informacion que se encuentra representada en la figura 26.
Estas gréficas proporcionan una perspectiva més profunda sobre la influencia de la geometria y
de los diez nucledtidos con mayor impacto en el sistema, permitiendo un entendimiento mas

completo de su distribucién y comportamiento.
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Figura 25: Esquemas que muestran las posiciones mds probables de los 10 nucle6tidos mas
cercanos al cdpside viral para cada simetria, para el escenario dreas constante, con la ubicacién
mas probable del ARN para cada simetria indicada en la esquina superior derecha. Estas

representaciones permiten visualizar las dreas donde los nucledtidos interactiian mds fuertemente
con el cépside viral, en funcién de la minima distancia promedio.

La figura 25 muestra las posiciones mds probables de los 10 nucledtidos mds cercanos al capside
viral para cada simetria. En estas representaciones, cada nucleétido esta identificado por un color
unico que se mantiene constante a través de todas las simetrias, facilitando la comparacion entre
ellas. La superficie del capside viral se representa en verde, y su apariencia varia segtn la simetria
considerada. Los nucleétidos se visualizan como esferas cuya posicion refleja su proximidad
al capside viral; el didmetro de las esferas disminuye a medida que la distancia promedio entre
el nucleétido y la superficie del cdpside se reduce. Este cambio de tamafio estd disefiado para
transmitir una sensacion de profundidad, considerando que la perspectiva es desde arriba: cuanto
mads cerca estd el nucleétido de la superficie, més alejado parece estar de nuestro punto de vista.
Ademais de identificar el “top 10” de nucle6tidos mds cercanos en la posicién mds probable,
la figura permite comparar como varian las interacciones entre nucleétidos y cdpside segtn
la simetria. Esto ayuda a identificar qué nucleétidos estdn mds cerca de la superficie y cudles

aparecen con mayor frecuencia en el “top 10”. Aunque la conformacién del ARN permanece
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constante, la cercania con el cépside viral puede ser un factor determinante en las interacciones,

subrayando la relevancia de estas variaciones entre simetrias.

A partir de las figuras 25 y 26, podemos observar que, en la simetria plana, la base de uracilo
(RU) es la més influyente en la interaccion con el cdpside viral. En la simetria esférica, en cambio,
la base que predomina es la citosina (RC). Para la simetria 2, el nucle6tido més relevante es la
adenina (RA), mientras que en las simetrias 3 y 5, la base predominante sigue siendo la citosina
(RC), aunque la conformacion de ARN no cambia, determinar la importancia de los nucleétidos
cercanos es importante para comprender detalles sobre la influencia de los nucleétidos en las

interacciones.

Es particularmente interesante que la simetria 2 muestra una estructura muy similar a la simetria
plana, lo cual es inesperado, dado que se podria suponer que la simetria 3, que tiene una
superficie plana en su base, seria la mas parecida. Este hallazgo subraya la importancia del
efecto de confinamiento del ARN dentro del capside viral. Como se observo previamente, este
confinamiento estd estrechamente relacionado con la energia minima de union, lo que refuerza la
idea de que las interacciones nucleotidicas estdn influenciadas no solo por la geometria de la

simetria, sino también por el espacio disponible para el ARN dentro del capside.

54



W Beads W Beads W Beads
® RAIY @ RCZ1 @ AG36 @ RU3Z @ RAAL ® RGZ ® RAI4 AL25 RC.2T RC_28 ® A4 ® AGT @ FAS @ RUIZ @ RUIS
AUZ0 @ RAIS @ AU @ RGA @ AG42 ® RS RC_74 AC_26 RU7E @ RG_30 ® RCE RA S RGID @ RU3E @ R4 41

rate235" tiit= 0" | rob=S* tilts 135" | rats185" Hit=ga-

401

.@
1® 5
-

-20]

x [A]

-401

a0 T,
—an “30 0 4 @ -60 a0 —30 o 20 I ' [T -0 a 20
zIh zlh zlh
(a) Plana (b) Sim0 (¢) Sim2
# Beads # Beads
® RG_23 RU_Z5 RC29 @ AC 31 @ RG_36 ® AG_23 RUS @ RA3IS @ RC37 @ AU
R 24 AC26 @ RGID @ RAZS @ RO D AC_2a AL 26 ® RGI6 @ AL @ RG4D

a0

ot=3" fitm120° p— ot=275" titm115"
-

A g

-

y. ‘ 5 “‘.:

: 09 ’a
| § - s

\ o

-0 \ 'f

1\ > e
- .5“ > _—
—a0 20 @ 0 a0 ) =T —2a a I an
Zi4) Zi4)
(d) Sim3 (e) Sim5

Figura 26: Esquemas que ilustran las posiciones mds probables, destacando los 10 nucleétidos
que interactdan con la mayor cantidad de beads del capside viral, para el escenario dreas constante,
considerando un radio de 25 [A] desde cada fosfato, con la ubicacién mas probable del ARN para
cada simetria indicada en la esquina superior derecha, permitiendo estudiar como la geometria
de cada simetria afecta la interaccion entre nucleétidos y beads en el sistema.

Hasta este punto hemos realizado un andlisis detallado de la configuracién y las interacciones
nucleotidicas en funcién de las diferentes simetrias. Sin embargo, para completar nuestra
comprension, es esencial considerar la influencia del grosor del c4pside en estas interacciones.
En la figura 27, mostramos cémo varia la energia minima de unién al incrementar el grosor
del cdpside. Esta grafica nos permitird obtener una visién mds completa del impacto que tiene
el grosor del capside sobre las interacciones con el ARN, revelando cémo un cambio en esta

variable puede modificar significativamente el sistema.
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Figura 27: Esquemas que muestran la variacién de la energia minima de unién al incrementar el
grosor del cépside en (a) 5 [A] ,(b) 10 [A], (c) 15 [A], y (d) 20 [A], para el escenario de dreas
variables. Para cada valor de grosor, se incluyen: (1) Mapeo de la energia de unidn atractiva, (2)
Griéfico polar de la energia minima de unién en funcién de la rotacién, (3) Grafico polar de la
energia minima en funcién de la inclinacion, (4) Gréfica polar de la energia minima promedio
con respecto a la rotacion, y (5) Grafica polar de la energia minima promedio con respecto a la
inclinacion.

De la figura 27, podemos observar que la energia de unién incrementa las dreas donde la
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interaccion es atractiva a medida que se considera un mayor grosor del cdpside, esto debido a
que la carga por bead aumenta para poder representar un mayor grosor del STMV. Aunque las
energias minimas de unién presentan un comportamiento relativamente similar con un incremento
gradual, el andlisis mds claro proviene del promedio de la energia de unién (graficas 4 y 5 en las
graficas mostradas en la figura 27). Esta grafica muestra que, a un grosor de 5 [A], predomina
una energia repulsiva. Sin embargo, a medida que se incrementa el grosor, la energia promedio

revela un aumento en las energias atractivas.

Resumiendo el comportamiento de la energia minima de unién a medida que se incrementa el
grosor presentamos la figura 28. Donde la figura 28a muestra la densidad de carga, los grosores,
el valor de la energia de unién de la posicion mds probable y el porcentaje de posiciones donde
la energia de unidn es atractiva con respecto al total de posiciones analizadas. La figura 28b
adicionalmente, muestra los valores esperados ponderados (Ej), en lugar del eje de porcentaje,

el calculo de (Ej) se lo realiza usando la ecuacién 24.

(E) =Y PE, (24)

Donde (E) es el valor esperado ponderado, P, es la probabilidad del suceso en la posicién i, E;
es el valor de la energia de union en esa posicion, y N es el nimero total de posiciones que en

nuestro caso son 2701.
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Figura 28: Graficas correspondientes al escenario de dreas constantes, basadas en el RNA,
amplificado, que utiliza dreas constantes para cada grosor y simetria, basadas en la simetria plana
maximizada y el ARN de mayor tamafo (ARNy). (a) Energia minima de unién y porcentaje
de posiciones con interaccion atractiva en funcion del grosor del cdpside. (b) Energia minima
de unidn junto con el valor esperado ponderado de la energia de unién, calculado mediante la
ecuacion 24, considerando la probabilidad de cada posicion analizada.

57



En la figura 28, como anticipamos, la energia de unidn atractiva aumenta en magnitud a medida
que se incrementa el grosor del cdpside. Observamos que la simetria 3, en todos los casos,
presenta la energia de unidn atractiva més fuerte, seguida por la simetria 2. Aunque para los
grosores de 15 Ala energia de union atractiva de la simetria 5 es mas fuerte a la de la simetria 2,
pero a un grosor de 20 A 1a simetrfa 2 retoma el valor mas atractivo de ambas. A continuacién,
en el orden de mayor a menor energia de union atractiva, se encuentran la simetria esférica y,

finalmente, la simetria plana. Este patron se observa en ambas graficas de la figura 28.

Si nos centramos en la figura 28b, notamos que los valores esperados ponderados coinciden
exactamente con los obtenidos previamente. En contraste, al examinar la figura 28a, el orden de
las simetrias cambia respecto al comportamiento de la energia minima de unién. De menor a
mayor porcentaje de posiciones con interaccion atractiva, el orden es: simetria plana, simetria
esférica, simetria 3, simetria 5 y, finalmente, simetria 2. Este orden es el mismo que observamos
en la tabla 1, pero ahora se extiende a los diferentes grosores considerados. La tinica excepcion a

este orden se da para el grosor de 5 A, donde se invierte el orden entre las simetrias 2, 5 y 3.

Es importante resaltar que, aunque la simetria 2 es la mas similar a la simetria plana en términos
de orientacidon del ARN (como se muestra en los andlisis de las figuras 26 y 25), a nivel energético
y en cuanto a los porcentajes de posiciones negativas, las diferencias son significativas. De hecho,
la simetrfa 2 es mds atractiva que la simetria plana en términos de energia de unién, mientras que,
en cuanto a los porcentajes de posiciones negativas, la simetria 2 presenta muchos més puntos en
interaccion negativa que la simetria plana. No obstante, la posicion del ARN dentro del cépside

viral es la mds parecida entre todas las simetrias.

Para comprender mejor el comportamiento de las interacciones entre el ARN y el cdpside viral,
y con el fin de explorar como varian las dreas de interaccion, analizamos ahora el escenario 2,

que tiene en cuenta areas variables para cada simetria.

5.2. Escenario 2: Area variable

5.2.1. Modelado del sistema RNA-capside

En este escenario, consideramos una distancia de corte fija para las simetrias esférica e
icosaédricas. En particular, utilizamos una distancia de corte de 34 [Al, ya que esta coincide
con la longitud a la aristas de la simetria 5. Con esta consideracidn, realizamos el corte para las
simetrias esférica e icosaédricas. Los resultados de estos cortes generan las dreas variables que

se pueden observar en la figura 29.
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Figura 29: Esquemas representando las distintas simetrias para el escenario de areas variables,
tomadas de referencias el ARN, base, para un grosor del cdpside de 20[A]. (a) Simetria plana
base ,(b) Simetria 2, dcor = 34 [A] ,(c) Simetrfa 3, dcor = 34 [A] ,(d) Simetrfa 5, dcor = 34 [A]
,(e) Simetria 0, esférica, dcor = 34 [A].

En este escenario, como se observa en la figura 29, se utiliza la misma distancia de corte (dcor)
para las simetrias esféricas e icosaédricas. Esto genera diferencias en el nimero de beads entre
las simetrias, lo que resulta en una variacion en las dreas correspondientes, los detalles de las
distancias de corte y cantidad de beads para todos los casos se muestran en el anexo en las tablas
15y 16. Al igual que en el escenario de areas constantes, se mantiene la carga total constante
para garantizar un punto de comparacién coherente. Sin embargo, dado que el niimero de beads
varia, es necesario ajustar las cargas asignadas a cada bead para conservar esta premisa, este
ajuste se lo realiza a partir de mantener una carga total de 76.22 [e™ ] al igual que en el escenario
1 y redistribuyendo esta carga con la nueva cantidad de beads, el detalle de las cargas por beads
para todos los casos se los muestra en la tabla 17 del anexo. Este ajuste también considera el
grosor del STMYV, lo que significa que las cargas por bead se recalculan en funcién del grosor

evaluado.

Como resultado de este ajuste, la densidad de carga superficial (o) también varia, ya que una
carga total constante, combinada con dreas variables, implica cambios en o, detalle que se puede
observar para todos los casos en la tabla 18 del anexo. La relacion entre el area, el nimero de
beads y las simetrias consideradas se presenta en la figura 30. Este escenario complementa al
de dreas constantes, ya que permite analizar como las variaciones en las dreas, manteniendo

constante la carga total, afectan las interacciones entre el ARN y el cdpside viral.
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Figura 30: Esquema que muestra el drea a considerar de cada simetria y su relacién con la
cantidad de beads, para el escenario drea variables considerando el ARN, amplificado, a un
grosor del cépside de 20 [A].

A diferencia del escenario de areas constantes, este caso revela un cambio significativo en el
nimero de beads y las dreas asociadas a cada simetria. Se observa una variacién considerable en
las 4reas, que fluctian entre 14,000 [Az] y 8,000 [AQ], junto con una fluctuacién aproximada de
600 beads. Estas variaciones refuerzan las premisas y consideraciones especificas planteadas

para el escenario de dreas variables.

5.2.2. Exploracion del Comportamiento RNA-Capside

Como se ha evidenciado en el escenario 1, al mantener constante tanto el area de interaccion
como la densidad de carga, se logra una distribucién de carga consistente que facilita un andlisis
claro y uniforme de las interacciones electrostaticas. Este enfoque permite comprender de manera
precisa la influencia de las cargas en la afinidad de unién. En el escenario 2, al introducir una
variacion en el drea de interaccidn, se permite explorar como las fluctuaciones en la densidad de
carga afectan las interacciones entre el ARN y la superficie, brindando una perspectiva adicional
que complementa los hallazgos del primer escenario. Este ajuste en el pardmetro del drea nos
ofrece una oportunidad para evaluar el sistema desde una perspectiva dindmica, lo cual es valioso
para un andlisis mas completo de las interacciones electrostéticas en distintos contextos de

simetria y configuracién geométrica.

Al igual que en el escenario 1, se generan 16 casos de estudio, de los cuales para mantener la
consistencia respecto al otro escenario, se presentard el mismo caso el cual es el del RNA,,
considerando la simetria plana amplificada, con un grosor de 20 [A] del cépside de STMV pero
esta vez aplicando la metodologia del escenario 2. Los resultados que se obtienen a partir de

estas simulaciones son las energia de union que se ilustran en mapeo realizado en la figura 31.
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Figura 31: Mapeados de energia de unién, que representan las distintas simetrias para el
escenario areas variables, manteniendo la carga total en un valor de 76.22[¢™ ], usando como
referencia la simetria plana amplificada, usando como referencia el RNA,, el circulo rojo
indica la posicién con la energia minima de unién. (a) Simetria plana, gpeqq = 0,0847[e7]; (b)
Simetria esférica (sym 0), dcor = 34 [A], gpeaqs = 0,0730[e]; (c) Simetria 2, dcor = 34 [A],
Gbead = 0,0938[¢~]; (d) Simetria 3, dcor = 34 [A], gpeqa = 0,1004[e~]; () Simetria 5, dcor = 34
[AL Gbead = 071449[67]'

Siguiendo con el andlisis, en el escenario de drea variable se observa que la energia de unidn,
similar al escenario 1, no siempre resulta atractiva en todas las posiciones, aunque el ARN
mantiene su carga negativa y la superficie una carga positiva. Al permitir una variacién en
el area de interaccion, se genera una fluctuacion en la densidad de carga, lo que brinda una
perspectiva adicional sobre como estas variaciones impactan la afinidad de unién. Para visualizar
esto claramente, descartamos las contribuciones repulsivas y se realiza el grafico de la energia

atractiva en cinco segmentos, como se muestra en la figura 32
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Figura 32: Mapeados de energia de unién atractiva, que representan las distintas simetrias
para el escenario dreas constantes, manteniendo la carga total en un valor de 76.22[e ], usando
como referencia la simetria plana amplificada, usando como referencia el RNA, amplificado,
considerando un grosor del cépside de 20[A], quitando la parte repulsiva de la figura 16, el
circulo rojo la posicién con la minima energia de unién. (a) Simetria plana, gpeqq = 0,0847[e|;
(b) Simetria esférica, dcor = 34 [A], gpeqq = 0,0730[e"]; (c) Simetria 2, dcor = 34 [A], Gpeaq =
0,0938[¢~]; (d) Simetria 3, dcor = 34 [A], gpeaq = 0,1004[e~]; (e) Simetria 5, dcor = 34 [A],
Gbead = 0,1449[e™].

En la figura 32, se confirma que la geometria de cada simetria desempefia un papel crucial en las
interacciones, como se observo en el escenario 1. Sin embargo, a diferencia de ese escenario,
las magnitudes de las energias de unién atractiva son mas elevadas, los valores de energia de
cada segmento de las distintas simetrias estdn resumidos en la tabla 8, como hemos realizado
anteriormente para clarificar estos resultados realizamos un conteo de posiciones con las que

cuenta cada uno de los cinco segmentos y después sacamos los porcentajes correspondientes
resumiendo estos resultados en la tabla 9
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Sim 40-60 % 60-80 % 80-100 %

Plana | 0.0—-7.51 | -7.51—-15.02 | -15.02—-22.53 | -22.53—-30.05 | -30.05—-37.56
Sim0 | 0.0—-11.22 | -11.22—-22.44 | -22.44—-33.67 | -33.67—-44.89 | -44.89—-56.11
Sim2 | 0.0—-12.66 | -12.66—-25.31 | -25.31—-37.97 | -37.97—-50.63 | -50.63—-63.28
Sim3 | 0.0—+-15.84 | -15.84—-31.67 | -31.67—-47.51 | -47.51—-63.35 | -63.35—-79.18
Sim5 | 0.0—-17.84 | -17.84—-35.69 | -35.69—-53.53 | -53.53—-71.37 | -71.37—-89.22

Tabla 8: Tabla de los valores de energia de union atractiva, pertenecientes al escenario de dreas
variables, para cada segmento en las diferentes simetrias, representados en la barra de color de la
figura 32. Los valores estdn expresados en [KJ/mol] y permiten visualizar como la geometria
influye en las zonas atractivas y cdmo estas varian segun la simetria. La distribucién de las
energias refleja las diferencias en los patrones de interaccion atractiva a través de las diversas
configuraciones geométricas.

Sim 40-60% 60-80% | 80-100% Sum
Plana | 661 || 24.47 | 612 22.66 | 265]]9.81 | 35]1.30 | 9] 0.33 | 1582 58.57
Sim0 | 501 || 18.55 | 801 [ 29.66 | 529 19.59 | 182 6.74 | 35| 1.30 | 2048 || 75.82
Sim2 | 364 || 13.48 | 908 || 33.62 | 769 || 28.47 | 197 7.29 | 14 0.52 | 2252 || 83.38
Sim3 | 505 || 18.70 | 604 || 22.36 | 605 || 22.40 | 208 || 7.70 | 41 1.52 | 1963 || 72.68
Sim5 | 412 ]| 15.25 | 1076 || 39.84 | 778 || 28.80 | 296 || 10.96 | 50 || 1.85 | 2612 || 96.70

Tabla 9: Tabla de distribucién de las posiciones dentro de cada segmento de energia de unién
atractiva, pertenecientes al escenario de dreas variables, para las distintas simetrias. En esta tabla
se muestra el nimero de posiciones con energia de unién negativa dentro de cada intervalo de
energia, junto con el porcentaje calculado a partir del total de posiciones (2701), lo cual permite
normalizar los datos y facilitar su comparacion entre los diferentes simetrias o escenarios.

En la Tabla 8, se presenta el orden de las simetrias segtin su energia de unién atractiva, donde
la simetria 5 ocupa el primer lugar, seguida por las simetrias 3, 2, 0 y finalmente la simetria
plana. Este orden contrasta con el escenario de dreas constantes, en el que la simetria 3 lideraba.
Ademads, al analizar la Tabla 9, se observan diferencias en la cantidad de posiciones con energias
de unién negativa entre las simetrias, mostrando que la simetria 5 tiene la mayor cantidad
de posiciones, seguida de las simetrias 2, 0, 3 y plana, lo que nuevamente difiere respecto al

escenario 1.

Un aspecto importante al segmentar las energias en intervalos es que, aunque el comportamiento
de las simetrias en la mayoria de los segmentos mantiene similitudes con el escenario de areas
constantes, el segmento (80-100 %) muestra un cambio significativo: la simetria esférica lidera,
seguida de la simetria 5. Este comportamiento se puede atribuir al confinamiento mds “abierto”
del RNA en la simetria esférica, en comparacion con las simetrias icosaédricas, donde el RNA
queda mds confinado y los beads estan mas proximos entre si. A pesar de que la simetria esférica
presenta un mayor nimero de beads en este segmento en particular, no alcanza energias de unién

atractiva superiores a las de las simetrias icosaédricas. Este resultado destaca la importancia
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de considerar la geometria del cdpside viral —icosaédrica o esférica— en las simulaciones, ya
que influye directamente en la distribucién de las energias de unién. En conjunto, este cambio
subraya como las dreas variables afectan de manera significativa los segmentos superiores en

términos de energia de unidn atractiva.

Al igual que en el escenario de areas constantes, cuando las energias de unién atractiva son
moderadas, no se observa un orden estrictamente definido en todos los segmentos. Sin embargo,
para energias mds altas, los valores tienden a aproximarse a un orden coherente con la Tabla
8, aunque ciertas simetrias no cumplen con este patrén de manera consistente, como sucede
en ambos escenarios. Finalmente, la Tabla 10 presenta la suma de las energias de unién por
segmento, permitiendo evaluar y comparar directamente el aporte energético de cada simetria

bajo las condiciones de areas variables.

Sim 40-60 % 60-80% | 80-100% Sum Norm
Plana | -2671.87 | -6645.80 | -4745.40 | -866.87 -266.89 | -15196.84 | 0.17
SimO | -3265.08 | -13537.62 | -14508.84 | -6910.33 | -1669.25 | -39891.13 | 0.45
Sim2 | -2651.70 | -17831.94 | -23680.00 | -8330.82 | -693.55 | -53188.02 | 0.60
Sim3 | -4145.91 | -14675.75 | -23395.52 | -11068.16 | -2757.56 | -56042.91 | 0.63
Sim5 | -4673.68 | -28774.30 | -34077.08 | -17862.56 | -3789.24 | -89176.85 | 1.00

Tabla 10: Tabla que muestra la suma total de las energias de unién atractiva por segmento y por
simetria de cada posicion del escenario de dreas variables. En esta tabla se muestra la energia
total de union por segmento para cada simetria, facilitando la observaciéon de como la energia
total varia entre los segmentos de cada simetria, especialmente a medida que la energia de unién
atractiva aumenta, datos expresados en [KJ/mol].

De la Tabla 10, se observa que el orden de la columna Sum coincide con el de la Tabla 8,
confirmando un patrén similar al observado en el escenario de dreas constantes en términos
de energia total decreciente en los segmentos de mayor energia. Sin embargo, al analizar los
segmentos individuales, se identifican diferencias importantes: en todos los segmentos, la simetria
5 predomina consistentemente, mientras que el segundo lugar varia entre las simetrias 2 y 3. Este
comportamiento contrasta con el escenario de dreas constantes, donde la predominancia estd mas

distribuida entre las diferentes simetrias.
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Una observacion clave es que, a diferencia del escenario de dreas constantes, aqui la simetria con
mayor nimero de beads no necesariamente domina en los segmentos. Esto refuerza la influencia
de las areas variables en la distribucion de las energias de unidn atractiva y sugiere un cambio
en la dindmica del confinamiento del RNA bajo estas condiciones, dando mayor importancia al

concepto de confinamiento que sufre el ARN con las diferentes simetrias.

Las graficas mostradas en las Figuras 33 y 34 permiten visualizar estas diferencias de manera
clara, destacando el impacto de las dreas variables en la distribucion de energias y la preeminencia

de la simetria 5 en todos los segmentos.
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Figura 33: Distribucién del nimero de posiciones en los diferentes segmentos de energia de
unidn atractiva, para el escenario de dreas variables, segtin 1o mostrado en la figura 32 y resumido
en la tabla 9. Cada gréfico presenta la cantidad de posiciones dentro de los intervalos de energia
para cada simetria, con referencia en el RNA, amplificado, considerando el grosor del capside a
20[A]. (a) Simetria plana amplificada ,(b) Simetria esférica, dcor = 34 [A) ,(c) Simetria 2, dcor =
34 [A] ,(d) Simetrfa 3, dcor = 34 [A] ,(e) Simetrfa 5, dcor = 34 [A].
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Figura 34: Distribucién del porcentaje de posiciones con respecto al total de 2701 casos, en los
diferentes segmentos de energia de union atractiva, para el escenario de dreas variables, segin
lo mostrado en la figura 32 y resumido en las tablas 8 y 9. Cada grafico muestra el porcentaje
de posiciones dentro de los intervalos de energia para cada simetria, con referencia en el RNA,
considerando el grosor del cépside a 20[A]. (a) Simetria plana amplificada ,(b) Simetria esférica,
deor = 34 [A] ,(c) Simetrfa 2, dcor = 34 [A] ,(d) Simetria 3, dcor = 34 [A] ,(e) Simetria 5, dcor =

34 [A]

Como también se observo en el escenario de areas variables, la simetria esférica (sim0)
tiene siempre valores menores, nuevamente alegamos que este comportamiento se debe al

confinamiento causado por las simetrias, por la naturaleza geométrica entre el icosaedro y la
esfera.

Para profundizar en el andlisis de las energias de unidn atractivas, se han generado nuevamente
gréficas polares, como se muestra en la Figura 35. A diferencia de las gréficas polares presentadas
en el escenario de dreas constantes, en este caso se ha modificado la figura para incluir una
comparacién directa entre ambos escenarios. Esto permite observar de manera més clara las
diferencias en la distribucion de las energias minimas asociadas a cada angulo de rotacion e

inclinacioén, resaltando los cambios inducidos por el modelo de dreas variables.
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Figura 35: Esquemas que representan las energias atractivas minimas en funcion de los dngulos
de rotacion (parte superior) e inclinacidn (parte inferior) para las cinco simetrias estudiadas en
el escenario de dreas constantes (color azul pastel) y en el escenario de dreas variables (color
rosa pastel). Los angulos de rotacion varian de 0° a 360° y los de inclinacion de 0° a 180°,
tomando como referencia el RNA, amplificado, considerando 20[A] como grosor del capside.
Las posiciones méas probables para cada simetria del escenario de dreas variables son: (a) Simetria
plana, posicién mds probable: ,,; = 225° y o4, = 70°; (b) Simetria esférica (sym 0), posicién
mads probable: o, =5°y oy, = 135°; (¢) Simetria 2, posicion mds probable: a,,; = 195° y 04
= 60°; (d) Simetria 3, posicién mds probable: ¢, =5°y oy, = 120°; (e) Simetria 5, posicion

mas probable: o, =215°y o4, = 90°.

El andlisis de las gréficas polares revela que, aunque el comportamiento observado en el escenario
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de dreas constantes se mantiene en el escenario de dreas variables, se produce un incremento en
la magnitud de las energias de unién atractivas. Dado que el patrén se preserva, la posicion mas
probable para cada simetria sigue siendo la misma. Cabe mencionar que no existe variacion en el
caso de la simetria plana debido a que esta es la base con la cual se generan ambos escenarios.
Sin embargo, destaca el comportamiento de la simetria 5, que muestra la mayor sensibilidad a las
variaciones en las distancias de corte (dcor) y experimenta cambios abruptos en la cantidad de
beads. Esta simetria, ademads, es la inica que modifica su posicién méas probable en comparacién
con el primer escenario, reforzando su caracter sensible y dindmico. Por otro lado la simetria 2

llega a ser la menos afectada a la alteracion del sistema.

Estas observaciones subrayan la importancia de las graficas polares, ya que permiten identificar
cOmo, pese a los cambios en las posiciones, los dngulos mds probables siguen siendo consistentes
en su funcionalidad. Este comportamiento proporciona informacién valiosa, como en el caso
de la simetria 5, donde, aunque su posicion difiere respecto al escenario anterior, los dngulos
probables permanecen en rangos coherentes y predecibles, las pociones mas probables de todos

los casos simulados para este escenario se encuentran en la tabla 20 del anexo.

A continuacion, se realiza una comparacion entre simetrias, siguiendo un enfoque similar al del
escenario 1. Analizando las posiciones en las que coinciden las energias de union atractivas, se
construye la Tabla 11, que muestra el nimero de posiciones coincidentes segtin pares de simetria.
De manera complementaria, la Tabla 12 presenta el porcentaje de coincidencia para las distintas

simetrias, ofreciendo una perspectiva mas detallada de las relaciones entre los escenarios.

# Plana SimO Sim2 Sim3 Sim5
Plana | 1582 1399 1423 1295 1537
SimO 2048 1892 1632 1996
Sim?2 2252 1746 2216
Sim3 1963 1909
Sim5 2612

Tabla 11: Numero de posiciones compartidas entre pares de simetrias, donde ambas presentan
energias de unién atractivas, para el escenario de areas variables. Los valores diagonales
representan el total de posiciones atractivas para cada simetria, mientras que los valores fuera de
la diagonal corresponden a las coincidencias entre pares de simetrias.

A partir de las tablas 11 y 12, se observa que la simetria 5 presenta una alta afinidad global,
compartiendo un gran nimero de posiciones atractivas con las demds. Aunque no es la simetria
con la mayor cantidad de beads, como muestra la tabla 9, ocupa el segundo lugar en cantidad, lo
que se debe a su notable sensibilidad a las distancias de corte. Este comportamiento contrasta
con el escenario de dreas constantes, donde la simetria 2 mostré una mayor correlacioén con las

posiciones atractivas de otras simetrias, pero en el caso de la simetria 5, su sensibilidad y el
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% Plana Sim0 Sim2 Sim3 Sim5
Plana | 58.57 51.80 52.68 4795 56.90

Sim0O 75.82 70.05 6042 73.90
Sim2 83.38 64.64 82.04
Sim3 72.68 70.68
Sim5 96.70

Tabla 12: Porcentaje de posiciones compartidas entre pares de simetrias, del escenario areas
variables, calculado con base en el nimero total de posiciones posibles (2701). Estos valores
permiten comparar la similitud relativa entre las distintas simetrias en términos de energias de
union atractivas.

ndamero de beads cercanos refuerzan esta afinidad en el escenario de areas variables.

Como se analiz6 en el escenario 1, la importancia de las distancias entre los nucleétidos del
ARN vy los beads, asi como la cantidad de nucle6tidos que interactian dentro de un radio
especifico, sigue siendo relevante para entender la afinidad posicional. En este escenario de
areas variables, los resultados obtenidos, presentados en las figuras 36, 37 y 38, refuerzan esta
relacidén, mostrando cémo los patrones de interaccion varian al considerar las diferencias en el
nuimero de beads y la sensibilidad de la simetria 5. Este andlisis proporciona una visién mas
detallada de la afinidad en el ensamblaje ARN-proteina, permitiendo una comparacién directa

con el comportamiento observado en el escenario de areas constantes.
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Figura 36: Esquemas que muestran las distancias minimas promedio (dr,s faro pmm) de los fosfatos
del ARN al cépside para cada simetria evaluada, para el escenario dreas variables. Donde el
circulo rojo resalta la posicién con la energia minima de unién atractiva, y el circulo lila sefiala
el punto con la menor distancia promedio al ARN. Estos resultados reflejan la influencia de la
cercania en la intensidad de las interacciones, destacando la relacién entre la geometria de la
cépside y el posicionamiento del ARN.
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Figura 37: Esquemas que ilustran la cantidad de nucledtidos que se encuentran a una distancia
de 25 [A] desde los fosfatos del ARN para cada simetria analizada, del escenario 4reas variables.
Donde el circulo rojo marca la posiciéon de energia minima y el circulo naranja identifica la
regién con el mayor nimero de nucleétidos considerando el radio de 25[A]. Este analisis permite
visualizar las regiones de mayor afinidad entre el ARN y la cdpside, destacando la influencia de
las geometrias en el ensamblaje.
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Figura 38: Esquemas que representan la cantidad promedio de beads de la cépside que
interactian con el ARN dentro de un radio de 25 [A] desde cada fosfato, evaluados para
cada simetria, del escenario dreas variables. Donde el circulo rojo sefala la posicion de energia
minima, mientras que el circulo verde identifica el punto con el mdximo nimero de beads
considerando el radio de 25[A]. Este andlisis resalta c6mo la proximidad y densidad de beads
influyen en las interacciones locales y en la afinidad global del sistema ARN-capside.

En el segundo escenario, se sigue el mismo enfoque utilizado en el primero para identificar las
regiones clave, con las figuras 32, 36, 37 y 38. Estas graficas permiten reconocer las dreas mas
relevantes asociadas con la minima distancia promedio, la médxima interaccién con nucleétidos
y las configuraciones de energia atractiva. La figura 39 resume estas regiones, proporcionando
una representacion clara que valida la consistencia del andlisis y destaca las dreas de interés para

continuar con la evaluacion de la estabilidad del sistema.
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Figura 39: Superposicion de las dreas de interés, del escenario dreas variables, derivadas de las
figuras 32, 36, 37 y 38, considerando un margen del 50 % para determinar las zonas con mayor
probabilidad de configuraciones energéticamente favorables en el sistema ARN-cdpside. Estas
visualizaciones destacan las regiones prioritarias que optimizan los tiempos de simulacién al
enfocar el andlisis en las zonas mds prometedoras.

De la figura 39 se identifican las posiciones que corresponden a las dreas donde se superponen
las regiones asociadas con las interacciones mas significativas. Estas dreas incluyen: la energia
atractiva minima (Eb,,.,), las distancias promedio minimas (d_Fosfatop.om), €l 50 % del rango
superior de los nucleétidos que interactdan, y el 50 % del rango superior de la cantidad promedio

de beads involucrados en la interaccion.

Se observa una correlacion clara entre estas dreas, destacando especialmente las que involucran

73



los nucledtidos, las distancias promedio minimas, y la cantidad promedio de beads. Al igual que
en el escenario anterior, las dreas de superposicion coinciden principalmente con las regiones
de energia de unién mads atractiva, lo que refuerza la hipétesis de que las interacciones mas
favorables se concentran en estas zonas. Las posiciones fuera de estas areas de superposicion
corresponden a energias de unién menos intensas, lo que confirma la tendencia observada en el

escenario 1.

El anélisis de estas superposiciones se detalla en la tabla 13, donde se presenta el conteo de las
posiciones dentro de cada drea individual (energia, nucledtidos, distancia minima y cantidad
de beads), asi como el conteo de posiciones que muestran solapamiento entre pares de areas
(energia con nucledtidos, energia con distancias minimas, y energia con beads). En la tabla 14,
se incluyen los porcentajes normalizados de estas posiciones respecto al total de configuraciones
evaluadas, lo que permite cuantificar la relevancia de las dreas de superposicion y resaltar las

regiones con mayor interaccion atractiva.

Sim | Eby, | Nts | dmin | Beads | Eb||Nts | Eb||dmin | Eb|Beads | All
Plana | 1582 | 800 | 1522 516 385 751 751 | 385
Sim 0 | 2048 | 939 | 1076 695 631 712 712 | 610
Sim2 | 2252 | 1171 | 1046 558 984 826 826 | 783
Sim3 | 1963 | 1274 | 1210 851 943 842 842 | 807
SimS5 | 2612 | 1012 | 1199 704 952 1117 1117 | 871

Tabla 13: Numero de posiciones (#) identificadas en las simulaciones para las distintas simetrias,
del escenario dreas variables. Las columnas muestran las posiciones con energia de unidn
atractiva minima (Eb,,,), las que superan el 50 % del rango de nucledtidos que interactian (#
Nts), las que se encuentran por debajo del 50 % del rango de las distancias minimas promedio (#
dmin), y las que corresponden al 50 % del rango de beads promedio que interactian. Ademas,
se incluyen las posiciones de solapamiento entre energias y nucledtidos (# Eb||Nts), energias
y distancias minimas (# Eb|/dmin), energias y beads (# Eb||Beads), y aquellas que cumplen
simultaneamente las cuatro condiciones (# All).

Corroborando los datos presentados en la tabla 14, la implementacion de estas consideraciones
podria reducir el nimero total de posiciones simuladas en aproximadamente un 68 % para
este escenario. Esta reduccidn representa una mejora significativa en términos de eficiencia,
disminuyendo la carga computacional sin comprometer la calidad ni la precision de los resultados.
Al igual que en el escenario 1, este enfoque permite priorizar las configuraciones mds probables,

optimizando as{ los tiempos de simulacion.

El proceso sigue una estructura de refinamiento progresivo, comenzando con un andlisis general
de las configuraciones y avanzando hacia un enfoque mds detallado y especifico. Las posiciones
mas probables se priorizan en el siguiente orden: simetria 5, seguida de simetria 3, simetria 2,

simetria esférica y, finalmente, simetria plana, como se observa en la tabla 8. Este orden refleja

74



Sim | Ebye | Nts | dmin | Beads | Eb||Nts | Eb|[dmin | Eb|/Beads All
Plana | 58.57 | 29.62 | 56.35 19.1 14.25 27.8 27.8 | 14.25
Sim 0 | 75.82 | 34.76 | 39.84 | 25.73 23.36 26.36 26.36 | 22.58
Sim 2 | 83.38 | 43.35 | 38.73 | 20.66 36.43 30.58 30.58 | 28.99
Sim3 | 72.68 | 47.17 | 44.8 | 31.51 3491 31.17 31.17 | 29.88
Sim5 | 96.7 | 37.47 | 4439 | 26.06 35.25 41.36 41.36 | 32.25

Tabla 14: Porcentaje de posiciones (%) respecto al total de 2701 casos simulados, normalizado
a partir de los valores de la tabla 13, del escenario areas variables. Se muestran los porcentajes
para las posiciones con energia de union atractiva minima (Eb,,g), las que superan el 50 % del
rango de nucleétidos (# Nts), las que estan por debajo del 50 % del rango de distancias minimas
(# dmin), y las que corresponden al 50 % del rango de beads promedio. También se indican los
porcentajes de las posiciones que solapan energias con nucleétidos (# Eb||Nts), energias con
distancias minimas (# Eb||dmin), energias con beads (# Eb||Beads), y aquellas que cumplen las
cuatro condiciones simultdneamente (# All).

los resultados obtenidos al considerar las interacciones mas relevantes y la distribucion de los

nucledtidos y beads involucrados.

Para obtener una perspectiva mds profunda sobre la influencia de la geometria y el impacto
del cambio de escenario, se analizan las posiciones mds probables en las figuras 40 y 41.
Estas gréficas, ya mencionadas en el escenario 1, permiten investigar de manera mads precisa la
distribucién y comportamiento de los nucleétidos més relevantes. A través de este andlisis, se
puede identificar el papel clave que juegan las interacciones entre la geometria y los nucled6tidos

en la determinacion de las configuraciones mds favorables para el sistema.
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Figura 40: Esquemas que muestran las posiciones mds probables de los 10 nucle6tidos mas
cercanos al cdpside viral para cada simetria, para el escenario dreas variable, con la ubicacion de
cada simetria indicada en la esquina superior derecha. Estas representaciones permiten visualizar
las dreas donde los nucledtidos interactian mds fuertemente con el capside viral, en funcion de
la minima distancia promedio.

A partir de las figuras 40 y 41, se observa que, al igual que en el escenario 1, la base uracilo
(RU) mantiene su rol predominante en la simetria plana. Este comportamiento consistente resalta
su importancia en las interacciones con el capside viral en esta configuracion. Sin embargo, en
la simetria esférica, el patron cambia y la base guanina (RG) se convierte en la mas influyente,
diferencidndose del escenario 1, donde la citosina (RC) era la predominante. Para la simetria
2, la adenina (RA) mantiene su relevancia como el nucleétido mds destacado, mientras que en
las simetrias 3 y 5, la citosina (RC) sigue siendo la base predominante, tanto en términos de

distancias minimas como en la cantidad de beads con los que interactua.
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Figura 41: Esquemas que ilustran las posiciones mas probables, destacando los 10 nucleétidos
que interactdan con la mayor cantidad de beads del cpside viral, para el escenario dreas variables,
considerando un radio de 25 [A] desde cada fosfato. La ubicacién de cada simetria esta indicada
en la esquina superior derecha, permitiendo estudiar como la geometria de cada simetria afecta
la interaccion entre nucleétidos y beads en el sistema.

Un hallazgo notable es que, en este escenario, la simetria mds similar a la plana es la 5. Este
resultado difiere de las expectativas iniciales, donde se podria suponer que la simetria 3, con su
base plana, presentaria mayor similitud. Este comportamiento puede atribuirse nuevamente
al confinamiento del ARN dentro del cédpside viral, que influye significativamente en las
interacciones nucleotidicas. A medida que se avanza en este trabajo, el efecto del confinamiento

ha demostrado ser un factor critico para entender estas dindmicas.

Finalmente, la figura 42 muestra cdmo varfa la energia minima de unidén con el incremento en el
grosor del cdpside viral. Este andlisis complementa las observaciones realizadas y proporciona
una vision mds amplia sobre cdmo los cambios estructurales en el cdpside pueden influir en las

interacciones con el ARN, ofreciendo una perspectiva integral del impacto de esta variable.
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Figura 42: Esquemas que muestran la variacién de la energia minima de unién al incrementar el
grosor del cépside en (a) 5 [A] ,(b) 10 [A], (c) 15 [A], y (d) 20 [A], para el escenario de dreas
variables. Para cada valor de grosor, se incluyen: (1) Mapeo de la energia de unidn atractiva, (2)
Griéfico polar de la energia minima de unién en funcién de la rotacion, (3) Gréfico polar de la
energia minima en funcién de la inclinacion, (4) Grafica polar de la energia minima promedio
con respecto a la rotacion, y (5) Grafica polar de la energia minima promedio con respecto a la
inclinacidn.

De la figura 42, se observa que, al igual que en el escenario 1, el incremento en el grosor del
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capside amplia las dreas donde la interaccion entre el ARN y el cdpside es atractiva. Sin embargo,
en este escenario, la transicion entre energias repulsivas y atractivas es mas marcada, lo que
sugiere que el confinamiento del ARN en el escenario 2 genera zonas repulsivas mds extensas en

comparacion con el escenario 1.

Ademas, se incluyen andlisis detallados que relacionan el grosor del cdpside con la energia
minima de unién para cada simetria. Estos resultados, como se ilustra en la figura 43, muestran
como las caracteristicas estructurales, como la densidad de carga y los porcentajes de zonas
atractivas, afectan las interacciones. Este andlisis resalta el papel critico del grosor del capside en

la modulacién de las energias de unién y en la configuracion de las interacciones atractivas.
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Figura 43: Graficas correspondientes al escenario de dreas variables, basadas en el RNA,
amplificado, que utiliza 4reas constantes para cada grosor y simetria, basadas en la simetria plana
maximizada y el ARN de mayor tamafio (ARN,). (a) Energia minima de unién y porcentaje de
posiciones con interaccion atractiva en funcion del grosor del cdpside. (b) Energia minima de
unidn junto con el valor esperado ponderado de la energia de unién considerando la probabilidad
de cada posicion analizada.

En la figura 43, observamos un comportamiento mds diferenciado en comparacién con el
escenario 1. Las energias minimas de unidn presentan una mayor dispersién, donde la simetria
5 muestra consistentemente la menor magnitud de energia atractiva, seguida por la simetria 3,
la simetria 2, la simetria esférica y, finalmente, la simetria plana. Este orden resalta diferencias
clave en la interaccién del ARN con el capside viral en este escenario, lo que sugiere que la

variacion en las dreas de interaccion tiene un impacto significativo en las energias de union.

Al analizar los porcentajes de posiciones atractivas, notamos que, aunque estos aumentan
conforme se incrementa el grosor del cdpside, la simetria 3 muestra un mayor desorden en

comparacion con el escenario 1. Ademas, la energia promedio ponderada guarda una buena
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relacion con los valores minimos de la energia de unién, con ligeras variaciones especificas,
como las observadas para la simetria 5 a un grosor de 5 [A]. La caracteristica distintiva de este
escenario es la variacion en el area, lo que implica que la densidad de carga ¢ no se mantiene
constante. Este comportamiento refleja la influencia de un disefio més dindmico del cdpside en
las propiedades de interaccion, a diferencia del escenario 1, donde la densidad de carga uniforme

genera un orden mds predecible.

En términos de similitud estructural, como también se observo en el escenario 1, la posicion
del ARN en la simetria plana es la mds cercana a la de la simetria 5. Sin embargo, desde
una perspectiva energética, estas dos simetrias muestran las mayores diferencias, evidenciando
que las propiedades geométricas no necesariamente estdn correlacionadas con las propiedades

energéticas.

En resumen, los resultados obtenidos en ambos escenarios destacan diferencias fundamentales
en las energias de union y los porcentajes de posiciones atractivas en funcion del grosor del
capside y las caracteristicas geométricas de las simetrias. En el escenario 1, la constancia de la
densidad de carga genera un patrén mas uniforme en las interacciones atractivas, mientras que
en el escenario 2, la variacion en las dreas y la densidad de carga introduce una mayor diversidad
en los resultados, evidenciada por un comportamiento energético mas disperso y un desorden en

ciertas simetrias.

Estos hallazgos confirman que, aunque la posicién del ARN en las diferentes simetrias puede
ser similar desde una perspectiva geométrica, las propiedades energéticas muestran diferencias
significativas, especialmente al considerar factores como la variacion del drea. Esto subraya la
relevancia de incluir consideraciones geométricas y energéticas para comprender completamente

las interacciones entre el ARN y el capside viral.

Con este andlisis completo, estamos en posicion de abordar las implicaciones de estos resultados
en el disefo y funcionalidad de cédpsides virales, lo que discutiremos a mayor profundidad en las

conclusiones.
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6. Conclusiones

Este trabajo presenta un anélisis exhaustivo de las interacciones electrostéticas entre ARN y
superficies cargadas, tomando como caso de estudio el STMV y evaluando dos escenarios clave.
Los resultados obtenidos arrojan una vision mds detallada sobre como las geometrias de las
superficies y la distribucién de cargas influyen en la estabilidad energética y las configuraciones
espaciales 6ptimas del ARN en confinamiento. Este enfoque no solo ha permitido identificar
patrones fundamentales en estas interacciones, sino también establecer una posible conexién

préactica con aplicaciones futuras en el disefio de nanomateriales y sistemas biomoleculares.

En el escenario 1, con dreas constantes y densidades de carga homogéneas, se observo una
relacion lineal entre el grosor del cpside y las energias de union atractivas. Este comportamiento
destac6 como las propiedades geométricas modulan las interacciones atractivas fuertes. En este
contexto, la simetria 3 presento las interacciones de energia de unién mas atractivas, seguida por
las simetrias 2 y 5, mientras que las geometrias esférica y plana mostraron energias de unién
mds bajas. Este patron reafirma la relevancia de la simetria icosaédrica en la estabilizacion de las
configuraciones ARN-superficie y sugiere que las propiedades geométricas pueden ser un factor

critico para optimizar la afinidad en sistemas confinados.

Por su parte, el escenario 2, con dreas variables y densidades de carga no homogéneas. El criterio
de la distancia de corte para este escenario se definié tomando como referencia la simetria 5,
medida desde su base hasta la arista superior. Este andlisis revel6 un incremento general en las
energias de unidn atractivas en comparacion con el escenario 1. Sin embargo, el cambio en el
orden de las simetrias icosaédricas (con la simetria 5 liderando las interacciones de energia de
union atractivas, seguida de las simetrias 3 y 2) pone de manifiesto la sensibilidad del sistema
a las variaciones en la densidad de carga y su distribucion espacial. Ademads, se evidencié una
mayor dispersion en el porcentaje de posiciones negativas para la simetria 3, subrayando como
estos factores afectan el posicionamiento preferido del ARN sin modificar de manera significativa

la magnitud de las energias de unién minimas.

Un hallazgo transversal a ambos escenarios es el papel del confinamiento en las configuraciones
energéticas y espaciales del ARN. Particularmente, la geometria esférica, con una distribucién
més uniforme y alejada de los beads respecto al ARN, resulté en energias de unién atractiva
sistemdticamente mds bajas que las observadas en las simetrias icosaédricas. Este resultado
refuerza la importancia de la geometria y el confinamiento como moduladores clave en sistemas
de interaccion ARN-superficie. Las gréficas polares y los andlisis angulares facilitaron la
identificacién de posiciones recurrentes y configuraciones energéticamente favorables, ofreciendo

una herramienta robusta para comprender y visualizar estas interacciones complejas.
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En conjunto, los hallazgos de este estudio destacan la necesidad de considerar el balance entre
geometria, densidad de carga y confinamiento al disefar superficies optimizadas para interactuar
con ARN. Ademads de enriquecer el conocimiento fundamental sobre las interacciones ARN-
cépside, los resultados aqui presentados pueden abrir nuevas oportunidades en dreas como la
nanobiotecnologia, el disefio de cdpsides virales artificiales y la ingenieria molecular en biologia
sintética y medicina. Las metodologias empleadas sientan las bases para futuras investigaciones

enfocadas en sistemas biomoleculares y aplicaciones tecnoldgicas innovadoras.
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A. Apéndice

A.1. Tablas de los casos analizados

En las siguientes tablas mostramos los casos analizados y sus caracteristicas principales

Tabla 15: Distancia de corte del icosaedro y esfera para cada caso, (*) este escenario tiene
consideraciones extras para aproximar mejor a un drea constante

: P Avariable / Aconslante
RNA | Simetria | Grosor Sym 0 [A] [ Sym 2 [A] | Sym 3 [A] | Sym 5 [A]
Plano 1.3 5 34/17 34/20 34/16 34/28
10 34/17 34/20 34/16 34/28
15 34/17 34/20 34/16 34/28
RNA 20 34/17 34/20 34/16 34/28
& | Plano 2 5 34/39 34/44 34/41 34/52%
10 34/39 34/44 34/41 34/52%
15 34/39 34/44 34/41 34/52%
20 34/39 34/44 34/41 34/52%*
Plano 1.3 5 34/7 34/8 34/4 34/18
10 34/7 34/8 34/4 34/18
15 34/7 34/8 34/4 34/18
RNA 20 34/7 34/8 34/4 34/18
P Plano 2 5 34/17 34/20 34/16 34/28
10 34/17 34/20 34/16 34/28
15 34/17 34/20 34/16 34/28
20 34/17 34/20 34/16 34/28
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Tabla 19: Posicién del ARN en la que es mds probable que se encuentre, del escenario de Area

Constante
Angulo ,,; / Angulo 4
RNA | Escala | Grosor |- o1 TSym 0 [A] | Sym2 [°] | Sym 3 /] | Sym 5 [°]
x1.3 5 | 150/115 | 10/170 | 40/65 | 207125 | 2707155
10 | 22570 | 10170 | 20/170 | 20/125 | 290/150
15 | 22570 | 207125 | 20170 | 20/125 | 290/150
RNA 20 | 225/70 | 5/135 10/120 | 5/125 | 345/140
¢ x2 5 225770 | 15/175 | 40/65 | 20/125 | 275/155
10 | 225770 | 15/175 | 40/65 | 20/125 | 275/115
15 | 22570 | 57140 | 20170 | 5/125 | 275/115
20 | 22570 | 5/135 195/60 | 5/120 | 275/115
x1.3 5 345/15 | 345/60 | 325/60 | 205/110 | 30745
10 | 165/60 | 345/60 | 34570 | 205/110 | 30/45
15 | 190/100 | 345/60 | 34570 | 205/110 | 10/75
RNA 20 | 1907100 | 345/60 | 345/70 | 205/110 | 10/75
P Tx2 5 345/15 | 330/50 | 325/60 | 345/45 | 345/60
10 | 165/60 | 355/55 | 345/70 | 345/60 | 345/60
15 | 190/100 | 355/55 | 345/70 | 345/60 | 345/80
20 | 190/100 | 355/55 | 345/70 | 345/60 | 345/80

Tabla 20: Posicién del ARN en la que es mds probable que se encuentre, del escenario de Area

Variable
. Angulo ,,; / Angulo 4

Tipo de RNA | Escala | Grosor Plano 7] | Sym 0 Al Sym2[°] | Sym3 ] | Sym5 [’]
x1.3 5 150/115 15/175 280/175 95/65 280/160

10 225/70 15/175 40/65 20/125 280/160

15 225/70 15/175 40/65 20/125 275/155

RNA 20 225/70 15/175 40/65 20/125 335/150

& x2 5 225/70 15/175 40/65 20/125 275/155

10 225/70 5/140 20/170 20/125 345/140

15 225/70 5/135 195/60 5/125 215/90

20 225/70 5/135 195/60 5/120 215/90

x1.3 5 345/15 285/105 325/60 285/100 | 345/120

10 165/60 285/105 325/60 285/100 | 345/120

15 190/100 | 285/105 325/60 285/100 | 345/120

RNA 20 190/100 | 285/105 325/60 285/100 | 345/120

P x2 5 345/15 285/105 325/60 285/100 | 345/120

10 165/60 330/70 325/60 285/100 | 345/120

15 190/100 330/70 325/60 285/100 | 345/120

20 190/100 330/70 325/60 285/95 345/75
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Tabla 21: Resumen de parametros calculados para el segmentos minimo y el promedio respecto
a todas las posiciones con energia de union atractiva para el escenario 1.

Sim | #Eb_supge, | %Eb_sup;, see | % Eb_suppos arrac
Plana 9 100.0 24.34
Sim 0 24 96.0 26.92
Sim 2 28 87.5 30.21
Sim 3 32 100.0 37.80
Sim 5 41 95.35 26.65

Tabla 22: Resumen de parametros calculados para el segmento minimo y el promedio respecto a
todas las posiciones con energia de union atractiva para el escenario 2.

Sim | #Eb_supg.s | %Eb_sup; seq | % Eb_sup,os_arrac
Plana 9 100.0 24.34
SimO 31 88.57 29.79
Sim2 14 100.0 34.77
Sim3 41 100.0 41.11
Sim5 50 100.0 33.35
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A.2. Parametros de ejecucion de APBS

read elec name vacc

mol pqr archivo.pqr mg-manual
end dime 513 513 513
elec name solv grid 0.250.25 0.25

mg-manual gcent mol 1

dime 513 513 513 mol 1

grid 0.250.25 0.25 npbe #lpbe

gcent mol 1 befl mdh

mol 1 pdie 2.0

gpﬁe ﬁ'ﬁbe sdie 2.0

criim
srfm smol

ion charge 1 conc 0.150 radius 2

: . chgm spl2

ion charge -1 conc 0.150 radius 2

odie 2.0 sdens 10.00

sdie 80.0 srad 1.40

srfm smol swin 0.30

chgm spl2 temp 298.15

sdens 10.00 calcenergy total

srad g}gg calcforce no

swin U.

temp 298.15 end

calcenergy total .

Camfomegﬁo print elecEnergy solv - vacc end
end quit

(a) (b)

Figura 44: Ejemplo de archivo de entrada para apbs, calculando la Energia de Solvatacién para
un fragmento de archivo pqr. (a) Célculo de la energia electrostatica para la molécula de ARN
en un entorno de disolvente. (b) Célculo de la energia electrostética para el ARN en el vacio y
célculo de la Energia de Solvatacion para el sistema.

APBS requiere un archivo de entrada que define los parametros para la ejecucion de la simulacion
como se ve en la Figd44. A continuacion se describe el propdsito de cada seccién y pardmetro en

el archivo:

= read: Esta seccion indica qué archivo de entrada PQR contiene las coordenadas

moleculares y las cargas de los &tomos que serdn utilizadas en el calculo.

* mol pqr symO_max_dcor53_00243.pqr: Indica el nombre del archivo en formato

PQR que contiene la estructura molecular con cargas y radios atomicos.

= elec: Cada bloque elec define una configuracion electrostética para la simulacion. En este

caso, hay dos bloques de elec: uno para el solvente (solv) y otro para el vacio (vacc).
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name: Establece el nombre de la solucion electrostitica. En este caso, hay dos

soluciones: solv (para el solvente) y vacc (para el vacio).

mg-manual: Indica que se usard una configuracién manual de la malla de diferencias

finitas (en lugar de automatica).

dime 513 513 513: Define el tamafio de la malla de diferencias finitas en cada

dimension (X, y, z), con un total de 513 puntos en cada direccion.

grid 0.25 0.25 0.25: Especifica el tamafio de las celdas de la malla en cada
direccion (en Angstroms). Un tamafio de celda mas pequeno puede proporcionar una

mayor precision, pero incrementa el tiempo de célculo.

gcent mol 1: Establece el centro de la malla en la primera molécula (mol 1), en

lugar de un punto especifico en el espacio.

mol 1: Se refiere a la primera molécula, la cual serd utilizada para los cdlculos

electrostaticos.

npbe: Utiliza la version no lineal de la ecuacion de Poisson-Boltzmann (Nonlinear
Poisson-Boltzmann Equation - NPBE). Alternativamente, se puede usar 1pbe para la

version lineal.

bcfl mdh: Especifica las condiciones de frontera (Boundary Condition Flag). En este
caso, mdh indica el uso de las condiciones de frontera de Debye-Hiickel modificado,

que simulan el comportamiento del campo electrostatico a grandes distancias.

ion charge: Define las propiedades de los iones en la solucién. Aqui se especifica
la carga, la concentracién (en mol/L) y el radio (en Angstroms) de los iones positivos

y negativos.

o ion charge 1 conc 0.150 radius 2: Iones positivos con carga +1,

concentracion de 0.15 M, y radio de 2 A.

o ion charge -1 conc 0.150 radius 2: lones negativos con carga -1,

concentracion de 0.15 M, y radio de 2 A.

pdie 2.0: Define la permitividad dieléctrica de la molécula (interior del soluto), en

este caso, 2.0.

sdie 80.0: Define la permitividad dieléctrica del solvente, que es 80.0 (valor tipico

para agua).

srfm smol: Especifica el modelo de la superficie utilizada para los célculos
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electrostaticos. smol indica que se utilizard el modelo de superficie molecular

suavizada.

* chgm spl2: Define el método de asignacion de carga. spl2 se refiere a una

interpolacién de cargas usando splines de segundo orden.

* sdens 10.00: Establece la densidad de puntos en la superficie (puntos/f‘ﬁ). Una

mayor densidad proporciona mayor precision.

* srad 1.40: Define el radio de la sonda utilizada para calcular la superficie accesible

al solvente, tipicamente 1.4 A (radio de una molécula de agua).

* swin 0.30: Define el ancho del suavizado en la superficie, lo cual afecta la transicién

entre las regiones de soluto y solvente.

* temp 298.15: Especifica la temperatura del sistema en Kelvin (298.15 K

corresponde a 25 °C, temperatura ambiente).

* calcenergy total: Indica que se calculard la energia electrostitica total del

sistema.

* calcforce no: Se indica que no se calcularan las fuerzas electrostéticas en este

caso.

= print elecEnergy solv - vacc: Esta instrucciéon especifica que se imprimira la energia
electrostatica, calculando la diferencia entre las dos soluciones (solv - solvente y vacc -

vacio). Este cdlculo es clave para determinar la energia de solvatacion de la molécula.

= quit: Finaliza la ejecucion del archivo . in.
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