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FARFAR2: Fragment Assembly of RNA with Full-Atom Refinement 2
CHARMM36: Chemistry at Harvard Macromolecular Mechanics (Campo de fuerza)
RDF: Funcién de distribucion radial

RMSD: Desviacion cuadratica media

RMSF: Fluctuacion cuadratica media
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MD: Dindmica Molecular.
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LINCS: Linear Constraint Solver (Algoritmo para restricciones).

TIP3P: Transferable Intermolecular Potential 3 Point (El modelo de agua).

NVT: Ensamble Canonico (Algoritmo de equilibracion).

NPT: Ensamble Isotérmico-Isobarico (Algoritmo de equilibracion).

GROMACS: Groningen Machine for Chemical Simulations (software usado).
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Waobble: Apareamiento de bases tipo Wobble (Tipo de apareamiento no canonico).

Backbone: Columna vertebral del ARN conformada por la cadena de enlaces fosfodiéster.
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Resumen
Titulo: Estudio computacional de las interacciones entre el DMSO Y ARN
Autor: Pedro Andrés Guzman Cacua
Palabras clave: Dinamica molecular, ARN, DMSO, interacciones electrostaticas.

Descripcion: El dimetilsulféxido (DMSO) es un solvente orgénico ampliamente utilizado como
agente desnaturalizante para mejorar la eficiencia de pruebas de diagnostico como la PCR, al
desestabilizar la estructura secundaria del ARN. Sin embargo, el mecanismo de interaccion
mediante el cual el DMSO induce la desestabilizacion de la estructura secundaria del ARN atn no
es completamente elucidado. Por lo tanto, en el presente trabajo se aborda esta brecha de
conocimiento evaluando el efecto del DMSO al 5% v/v sobre la estructura secundaria de un
fragmento de 30 nucledtidos del gen humano DRD4 mediante simulaciones de dindmica molecular

en la escala de microsegundos.

Los resultados muestran que en la escala de tiempo simulada (2us), el DMSO al 5% v/v no induce
la desnaturalizacion global de la estructura secundaria del ARN. Sin embargo, la molécula de ARN
presenta una dindmica conformacional ligeramente mas flexible en comparacién con las
simulaciones en fase acuosa. Se identificé que el DMSO forma enlaces de hidrogeno transitorios
y de bajo tiempo de residencia con el ARN. Estas interacciones muestran una ligera preferencia
por las guaninas y uracilos de motivos estructurales flexibles, pero no se observé que el DMSO
compitiera directamente por los enlaces de hidrogenos intramoleculares entre las bases

nitrogenadas que estabilizan la estructura secundaria.
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Abstract
Title: Computational study of interactions between DMSO and RNA
Author: Pedro Andrés Guzmén Cacua
Keywords: Molecular Dynamics, RNA, DMSO, electrostatic interactions.

Description: Dimethyl sulfoxide (DMSO) is an organic solvent widely used as a denaturing agent
to improve the efficiency of diagnostic tests, such as PCR, by destabilizing the secondary structure
of RNA. However, the interaction mechanism by which DMSO induces this destabilization is not
yet fully elucidated. Therefore, this work addresses this knowledge gap by evaluating the effect of
5% v/v DMSO on the secondary structure of a 30-nucleotide fragment of the human DRD4 gene

through microsecond-scale molecular dynamics simulations.

The results show that on the simulated timescale (2 ps), 5% v/v DMSO does not induce
global denaturation of the RNA secondary structure. However, the RNA exhibits slightly more
flexible conformational dynamics compared to simulations in the aqueous phase. It was identified
that DMSO forms transient hydrogen bonds with low residence times with the RNA. These
interactions show a slight preference for guanine and uracil residues in flexible structural motifs,
but DMSO was not observed to compete directly for the intramolecular hydrogen bonds that

stabilize the secondary structure.
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Introduccion

Las metodologias computacionales, como la dindmica molecular, se han convertido en
herramientas indispensables para analizar las propiedades estructurales y las interacciones de
biomoléculas a nivel atdbmico. El avance de esta area investigativa ha impulsado el desarrollo de
aplicaciones terapéuticas y farmacologicas al facilitar una comprension profunda de los
mecanismos moleculares que gobiernan la funcidén de proteinas, dcidos nucleicos y membranas
bioldgicas y su interaccion con diversos sustratos.

Entre estas biomoléculas, el ARN ha emergido como un objetivo central de estudio en la
ultima década, debido a su rol fundamental en procesos bioldgicos clave, desde la transcripcion y
traduccion de la informacion genética en los seres vivos (ARNm y ARNt, ARNr) (Lehninger
Principles of Biochemistry, 8th Edition | Macmillan Learning US, 2021.) hasta la regulacion de la
expresion genética (micro-ARN). La funcion del ARN estd ligada a su capacidad de adoptar
complejas estructuras tridimensionales. Sin embargo, esta complejidad estructural del ARN
plantea desafios para su estudio y resulta un obstaculo en aplicaciones biotecnoldgicas, ya que el
complejo estructural del ARN se compone de cuatro niveles estructurales: estructura primaria
(secuencia lineal de nucledtidos), estructura secundaria (enlaces de hidrégeno entre pares de bases
nitrogenadas, estructura terciaria (plegamiento tridimensional por interacciones intramoleculares)
y estructura cuaternaria (complejos con otras biomoléculas).

Un area de estudio del ARN es la amplificacion de secuencias virales por transcripcion
inversa mediante la técnica PCR con fin de diagnostico. Donde se usan solventes como el DMSO
para desestabilizar y promover la desnaturalizacion del ARN (Wilcox et al., 2019) para mejorar la
eficiencia de la transcripcion, la capacidad de diagndstico y reducir el nimero de resultados falsos

negativos causados por las estructuras secundarias estables en secuencias de ARN viral que inhiben
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la eficiencia de la transcripcion en las pruebas PCR (Cadena-Caballero et al., 2022; Wilcox et al.,
2019).

A pesar de su uso extendido y eficacia demostrada(Cadena-Caballero et al., 2022; Hardjasa
etal.,, 2010; Wilcox et al., 2019), existe una laguna en el conocimiento del mecanismo de
interaccion a nivel atdmico entre el DMSO ARN. Estudios afines se han enfocado en otros aspectos
y sistemas (Stachura et al., 2018; Tariq et al., 2022; Tunger et al., 2018), y no responden cémo el
DMSO promueve la desestabilizacion de la estructura secundaria del ARN vy si existe preferencia
de interaccion con motivos estructurales y residuos especificos. Para abordar esta brecha, este
trabajo de grado estudia las interacciones del DMSO con la estructura secundaria de un fragmento
de ARN de 30 ribonucledtidos perteneciente al gen humano DRD4 (Human Dopamine Receptor
D4,NM_000797.4 (Nothen et al., 1994)) mediante dindmica molecular a escala de microsegundos

para caracterizar las interacciones con resolucion atomica.

1. Objetivos

1.1 Objetivo general

= Evaluar el efecto del DMSO sobre la estructura secundaria de un fragmento de ARN de 30
ribonucleotidos.

1.2 Objetivos especificos

= Determinar el tipo de interacciones no covalentes que definen la estructura secundaria de una
secuencia de 30 ribonucledtidos.

= Evaluar las interacciones no covalentes entre el DMSO y el ARN.

11
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2. Estado del arte y planteamiento del problema

El estudio computacional del ARN ha experimentado un crecimiento notable en el ultimo
lustro, impulsado en gran medida por la pandemia del virus SARS-CoV-2. En este contexto, una
investigacion colaborativa entre el Centro de Supercomputacion y Célculo Cientifico de la UIS
(SC3UIS) y el Grupo de Investigacion en Computo Avanzado y a Gran Escala (CAGE) de la
Universidad Industrial de Santander (UIS) realizaron un estudio que combiné parte experimental
y andlisis computacional, en el que se demostrdo la mejora en la precision y velocidad de
diagnéstico de las pruebas PCR mediante el uso agentes desnaturalizantes de secuencias de ARN
con Dimetilsulfoxido (DMSO) y Tetraetilamonio (TEA) (Cadena-Caballero et al., 2022). Esta
investigacion constituye el punto de partida de la presente investigacion.

Sin embargo, a pesar de la evidencia experimental sobre la eficacia del DMSO para
desestabilizar la estructura de los acidos nucleicos y su uso para optimizar técnicas de diagnostico
(Chakrabarti & Schutt, 2001; Hardjasa et al., 2010; Lestarini et al., 2019; Wilcox et al., 2019), la
comprension del mecanismo de interaccion a nivel atomico entre el DMSO y el ARN es limitada
(Lee etal., 2013). Los estudios computacionales analogos existentes se han centrado en las
interacciones DMSO-agua (Stachura et al., 2018), el efecto de diferentes concentraciones DMSO
en la alteracion de procesos celulares mediante la modulacion conformacional de biomoléculas,
como la transicion conformacional de ADN-B a ADN-Z (Tunger et al., 2018) y el efecto
estabilizante indirecto del DMSO sobre los G-quadruplexes mediante la modulacion de las
interacciones solvente-cation-ADN (Tariq et al., 2022).

Por lo tanto, mediante el presente trabajo de grado se propone estudiar las interacciones
entre el DMSO y el ARN que promueven la desestabilizacion de la estructura secundaria mediante

simulaciones de dinamica molecular con el paquete Gromacs, metodologia idonea para investigar
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las interacciones inter € intramoleculares con resolucion atomica. Se selecciond el campo de fuerza
CHARMM36 usado ampliamente para modelar acidos nucleicos (Huang & MacKerell Jr, 2013;
Sponer et al., 2018). Ademas, se usa el software FARFAR2 (Watkins et al., 2020) para la
prediccion y determinacion de la estructura de partida.

A pesar de las ventajas del método, existen limitaciones asociadas con el coste
computacional ya que se requieren simular escalas de tiempo grandes (us a s) para observar
transiciones conformacionales drasticas y acoplamientos ligando-ARN (Sponer et al., 2018),
Figura 1. los resultados de este estudio no so6lo ampliaran el conocimiento fundamental sobre este
sistema, sino que también fortaleceran las capacidades metodologicas del Grupo de Bioquimica

Teoérica (GBQT).

Figura 1. Representacion esquematica de las escalas de tiempo relevantes para la dindmica
estructural del ARN
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opening binding/unbinding SFW"C"'“Q

PR )7

Vibrations  Bond rotations /> —\)

w

10" 10° 10° 10° 10°
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Quantum mechanics |, ,,,ceee0escaeecsdosscacsatocnss
calculations Enhanced sampling

| Molecular dynamics simulations ] "ANTON “: -------------

Coarse-grained models ]

Y

.8 1'2 1'6
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Nota. Figura tomada de Sponer, J., et al. (2018). RNA Structural Dynamics as Captured by

Molecular Simulations: A Comprehensive Overview. Chemical Reviews, 118(8), 4177-4338.
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3. Marco tedrico

Los acidos nucleicos son biomoléculas de alto interés bioldgico debido a su rol en los
procesos de conservacion y evolucion de la vida. El ARN es la principal biomolécula encargada
de los procesos de transcripcion y traduccion de la informacion genética en las células, siendo el
encargado de almacenar, regular, y participar en la expresion de la informacién genética. En estos
procesos biologicos (i.e. la transcripcion, traduccién y regulacion de la expresion genética)
participan diferentes tipos de ARN como el ARNm, ARNt, ARNr, microARN y ncARN, que
poseen una compleja conformacion tridimensional que guarda una fuerte relacion con su funcion
bioldgica (Lehninger Principles of Biochemistry, 8th Edition | Macmillan Learning US, 2017).

Los acidos nucleicos (ARN y ADN) son polinucleétidos cuya unidad estructural son los
ribonucleodtidos y desoxirribonucledtidos, unidos mediante enlaces fosfodiéster entre el grupo
fosfato (5’P037) y el 3°0OH de la ribosa o de la desoxirribosa, en sentido 5’ a 3°, y se diferencian
principalmente por la presencia del grupo 2°OH de la ribosa del backbone, Figura 2.

Figura 2. Enlaces fosfodiéster del esqueleto covalente del ADN y del ARN
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Nota. Tomado de Nelson, D. L., & Cox, M. M. (2017). Lehninger principles of Biochemistry (8th

ed., p. 1038). Macmillan learning.

Los nucleétidos, unidades monomeéricas, esencialmente estan conformados por tres grupos,
una ribosa o una desoxirribosa, un grupo fosfato y una base nitrogenada (purina o pirimidina). Las
pirimidinas (i.e. citosina (CYT), uracilo (URA) y timina (THY)) presentan una estructura de anillo
de seis atomos y las purinas adenina (i.e. (ADE) y guanina (GUA)) tienen una estructura de doble
anillo de nueve atomos, Figura 3.

Figura 3. Principales bases puricas y pirimidinicas de los 4cidos nucleicos

- i
N N N~ g
H([j | ;CH (ll | ;CH
TN ogx” N7 N
H H
Adenine Guaninge
Purines
NH. O
! i !
CH.
l/ '-.(le HI]I/ a(lj/ 3 HITT/ x(lle
CH C CH C CH
o \N/ 0 \\N/ 0/ ‘-\N/
H H H
Cytosine Thymine Uracil
(DMA) (RMA)

Pyrimidines
Nota. Tomado de Nelson, D. L., & Cox, M. M. (2017). Lehninger Principles of biochemistry (8th
ed., p. 1030). Macmillan learning.

Las bases nitrogenadas interactian complementariamente mediante enlaces de hidrégeno,
formando apareamientos de diferentes tipos (e.g. canonicos o de Watson-Crick entre Adenina-
Uracilo (AU) y Guanina-Citosina (GC)). Durante el apareamiento (A=U) se forman dos enlaces

de hidrégeno y durante el apareamiento (G=C) se forman tres enlaces de hidrogeno Figura 4.
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Figura 4. Patrones de enlace de hidrogeno en los pares de bases definidos por Watson y Crick

Thymine

Cytosine

Nota. Tomado de Nelson, D. L., & Cox, M. M. (2017). Lehninger principles of biochemistry (8th

ed, p. 1044). Macmillan learning.

Adicionalmente a los apareamientos canonicos, existe otro tipo de apareamiento entre
bases presente en estructuras especificas de ARN con funciones relevantes en procesos biologicos
(e.g. El apareamiento tipo Wobble, presente en el ARNt (entre G=U o [=U; donde I = Imidazol,
una base nitrogenada derivada de la guanina (Varani & McClain, 2000) y otros apareamientos no
candnicos como los apareamientos de tipo Hoogsteen y de Sugar Edge, mas informacion en la

seccion 3.1.

3.1 Estructura del ARN

La estructura del ARN comprende de arquitecturas jerarquicas compuestas por motivos
estructurales recurrentes que son estabilizados por interacciones no covalentes intramoleculares
(i.e. enlaces de hidrogeno, interacciones nt- m, interacciones de Van der Waals y fuerzas de London)
entre los residuos del ARN (e.g, bases nitrogenadas, ribosas y fosfatos). Los motivos estructurales

del ARN cumplen roles especificos asociados a estructuras funcionales nativas. La estructura del
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ARN se compone de cuatro niveles de estructura: estructura primaria, estructura secundaria,
estructura terciaria y estructura cuaternaria.
La estructura primaria es la base de la formacion de los demaés niveles estructurales, y esta

conformada por la secuencia linear de nucleotidos de la molécula de ARN, Figura 5.a.

Figura 5. Niveles estructurales del ARN

a) b)

a > O a0 Q@ @ @ aa» a8 aar

Nota. a) Estructura primaria, secuencia linear de ribonucleétidos. b) Estructura secundaria
estabilizada por enlaces de hidrogeno entre pares de bases nitrogenadas, representacion 2D
representacion hecha con VARNA (Darty et al., 2009), ¢) Estructura tridimensional, representacion
hecha con VMD (Humphrey et al., 1996).

La estructura secundaria estd determinada por los enlaces de hidrogeno entre los grupos
donadores (-NH», -NH y -CH) y los grupos aceptores (-CO y -N) de las bases nitrogenadas. Estas
interacciones a lo largo de la cadena forman patrones recurrentes o también llamados motivos
estructurales, los cuales dirigen el plegamiento de la molécula, Figura 5.b y Figura 6.a. Los
motivos mas comunes de estructura secundaria del ARN son: Steam (tallo), secuencia consecutiva
de 4 pares de bases en adelante, tridimensionalmente se observa como una doble hélice; bulge
(bulto), presencia de una base desapareada en medio de un tallo; internal loop (loop interno), zonas

abiertas por bases desapareadas; hairpin (horquilla), secuencia de pares de bases en forma de tallo
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con un extremo abierto tipo loop; y pseudoknots (pseudonudos), apareamiento entre bases de
diferentes segmentos de la misma molécula, relevantes en el plegamiento tridimensional de la

molécula, estos motivos se observan en la Figura 6.

Hairpin ‘9\
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Bulge A C
& G
C,q CUUG CUACU A UC
AC 7-,7_,_% CGU G
1 AG
cuGGP‘GCGAUGG J—‘\
&

N
G\

»z’

a)

Nota. a) Estructura secundaria del ARN, b) Secuencias y estructuras de pseudonudos de ARN.
Tomado de Nelson, D. L., & Cox, M. M. (2017). Lehninger Principles of Biochemistry (8th ed).
1044). Macmillan learning. Staple, D. W., Butcher, S. E. (2005). Tomado de In D. W. Staple, S. E.;
Butcher, S. E. Pseudoknots: RNA structures with diverse functions. PLoS Biology, 3(6)(«(PDF)
Pseudoknotsy, 2024).

La estructura terciaria del ARN esté asociada a las interacciones que dirigen el plegamiento
tridimensional de la molécula para adoptar la conformacion mas estable en términos de energia
libre de Gibbs (AG). La conformacion 3D del ARN estd asociada a funciones en procesos
estructurales o enzimdticos. Las interacciones que hacen parte de los motivos de estructura
terciaria del ARN son: los apareamientos canonicos y no canonicos entre bases, el apilamiento de
bases, interacciones base-backbone, e interacciones entre el backbone de diferentes segmentos de
la estructura, Figura 7.(e.g. fosfato-ribosa, fosfato-fosfato y ribosa-ribosa). Algunos motivos de
estructura terciaria comunes son: apilamiento coaxial, kissing loops, kink turns, UsA-U triplets

and G-quadruplexes (Tariq et al., 2022; Walter et al., 2009).
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Figura 7. Estructura tridimensional del ARN
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Nota. Tomado de Nelson, D. L., & Cox, M. M. (2017). Lehninger Principles of Biochemistry (8th
ed). 1074). Macmillan learning.

Los apareamientos no canonicos se forman debido a la alta flexibilidad del backbone del
ARN, ya que ocurren torsiones y variaciones de la orientacion en la que interactiian las bases
nitrogenadas, principalmente por torsiones del enlace glucosidico base-ribosa. La bases presentan
tres bordes de interaccidon para formar enlaces tipo puente de hidrégeno, estos bordes son: Borde
de Watson-Crick (W-C), borde de Azicar (SUG) y borde de Hoogsteen (H) (Hoehndorf et al.,

2011), Figura 8 a).
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Figura 8. Bordes de interaccion de las bases nitrogenadas y familias sus geométricas
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Nota. Tomado de Nasalean, L., Stombaugh, J. and Zirbel, C. L., & Leontis, N. B. (2009). Non-
Protein Coding RNAs (Vol. 13, pp. 6 y 9). Springer, Berlin, Heidelberg.

Los apareamientos no canonicos entre bases nitrogenadas se organizan en 12 familias
geométricas, formados mediante la combinacion de los seis tipos acercamientos entre los tres

bordes de interaccion (i.e. Watson-Crick, Hoogsteen, Sugar) en sentido cis- o trans-, Figura 8.

Por ultimo, las interacciones del ARN con otras biomoléculas (e.g ARN-ARN, ARN-ADN

y ARN-proteina) se denominan la estructura cuaternaria del ARN.
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3.2 Interacciones no covalentes

Mas allé del concepto de enlace quimico; definidos como idnicos, metalicos y covalentes,
se conoce la capacidad de interaccion de la materia mediante interacciones no covalentes, fuerzas
atractivas y repulsivas encargadas de que las moléculas o 4&tomos permanezcan unidos e impiden
su colapso. Las interacciones no covalentes son fuerzas débiles y reversibles y no implican el
intercambio o la transferencia de electrones, a diferencia de los enlaces covalentes.

Las fuerzas electromagnéticas de atomos y moléculas producen las siguientes interacciones
no covalentes: interacciones electrostaticas, los enlaces de hidrogeno, las interacciones de Van der
Waals, fuerzas de dispersion de London y los efectos hidrofobicos. Son fundamentales para la
estructura y la funcién de las macromoléculas biologicas, ya que influyen en el plegamiento de las
proteinas, la estabilidad del ADN y el reconocimiento molecular. La intensidad de la fuerza de
interaccion entre moléculas o 4&tomos depende de la distancia y la orientacion relativa de estas
particulas. El comportamiento general de la energia de interaccion se representa en la Figura 9.

Figura 9. Potencia de energia de enlace
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Nota. El punto minimo de energia de la grafica es la distancia en que las fuerzas atraccion y

repulsion se compensan y se define como la distancia de enlace en equilibrio.
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Las interacciones comunmente estudiadas son las interacciones de Van del Waals, formadas
por dipolos permanentes con dipolos permanentes o inducidos, y los enlaces de hidrogeno,
formados entre un atomo electronegativo con un par de electrones libres que se une a un grupo de
un hidrégeno y un atomo electronegativo. Estas interacciones son las principales encargadas de
estabilizar estructura y definir el plegamiento de las biomoléculas, y estdn presentes en las
interacciones de las biomoléculas con las moléculas del medio en que se encuentran (Ingold,

1940).

3.2.1 Enlaces de hidrogeno

Los enlaces de hidrogeno juegan un rol fundamental en la estructura de gran variedad de
sistemas, presentes en la estructura del agua y en la estructura de las biomoléculas de los seres
vivos. Los enlaces de hidrogeno se caracterizan por ser interacciones estabilizantes formados entre
un grupo donador AH; un hidrégeno unido a un 4tomo electronegativo y un grupo aceptor B; un
atomo electronegativo con un par de electrones libres. Los dtomos aceptores mas electronegativos
son F, Oy N.

La fortaleza de los enlaces de hidrégeno depende de la electronegatividad de los atomos A
y B involucrados, de la distancia entre ellos, el angulo y la densidad electronica de los grupos que
interactian. Los enlaces de hidrogeno se catalogan como fuertes, cuando la distancia entre el
hidrogeno y el aceptor (H---B) estd entre 1.2 'y 1.5 A. Estos enlaces tienen un considerable caracter
covalente y energias de enlace altas (> 15 kcal/mol). Presentan una mayor flexibilidad geométrica,
con angulos mas variables. Las distancias H---B son més largas, usualmente entre 2.0 y 3.0 A. Su
naturaleza es principalmente electrostatica y sus energias de enlace son bajas (< 4 kcal/mol)

(Steiner, 2002).
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3.3 Método de prediccion de la estructura del ARN: FARFAR2

Actualmente, se han desarrollado diversos métodos computacionales para la prediccion
estructural de proteinas y acidos nucleicos. Estos métodos se clasifican principalmente en tres tipos
de acuerdo a su enfoque: los basados en algoritmos evolutivos, los que emplean conocimiento
previo y los que utilizan aprendizaje automatico (métodos de machine learning (ML) y deep
learning (DL)(Zhang et al., 2022; Zhao et al., 2021). A lo largo de la tltima década, estos métodos
han experimentado un avance considerable, en gran medida gracias al progreso en el desarrollo de
modelos computacionales y a la creciente disponibilidad de datos estructurales experimentales
(Laing & Schlick, 2011), lo que ha mejorado significativamente la precision y capacidad de
prediccion.

En el presente trabajo de grado se emplea el software FARFAR2 (Fragment Assembly of
RNA with Full-Atom Refinement) (Watkins et al., 2020), método basado en algoritmos evolutivos
para la prediccion estructural de moléculas de ARN. Este método combina 3 etapas para la
construccion de la estructura tridimensional del ARN en formato PDB. En la primera etapa de baja
resolucion, se construyen posibles conformaciones de la cadena a partir del ensamblaje de
fragmentos de 1-3 nucledtidos de longitud a partir de la secuencia nucleotidica con base en el
modelo de Montecarlo. Después, se optimiza la geometria utilizando una funcidon de puntuacion
geométrica mediante un modelo de DL entrenado a partir de estructuras caracterizadas
experimental y tedricamente. A continuacion, se aplica una minimizacion de energia, obteniendo
predicciones de alta resolucion y estabilidad. Por Gltimo, se evaluian las energias y se seleccionan
los mejores modelos estructurales predichos, la metodologia de prediccion descrita observa en la

Figura 10.
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Figura 10. Algoritmo de FARFAR?2 de prediccion estructural de ARN.
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3.4 Dinamica molecular

La dinamica molecular es una técnica computacional que permite modelar las propiedades
estructurales e interacciones de macromoléculas y moléculas pequefias mediante simulaciones con
base en la mecanica clésica (i.e. Las ecuaciones de movimiento de Newton), por lo que permite
estudiar la evolucion de sistemas fisicos, quimicos o bioldgicos en condiciones especificas de
temperatura y presion. Para ello se implementan parametros, algoritmos y campo de fuerza
pertinentes al sistema estudiado, para reproducir las posiciones atomicas, dindmica de los enlaces,

interacciones no covalentes de largo y corto alcance, y energia potencial del sistema (Leach, 2001).

3.5 Campo de fuerza

El campo de fuerza es una aproximacién empirica que permite simular el comportamiento
de un sistema macromolecular, describiendo sus propiedades estructurales, las interacciones inter
e intramoleculares y las energias del sistema mediante aproximaciones de la mecdnica clasica y
las ecuaciones de movimiento de Newton. Para ello, se calculan las fuerzas inter e intramoleculares
y la energia potencial del sistema. En una ecuacion de energia potencial, las interacciones inter e
intramoleculares se describen como potenciales individuales mediante modelos de la mecanica
clasica y funciones matematicas que describen el movimiento de enlaces como resortes (i.e. La ley
de Hooke) y las interacciones presentes como puntos cargados (i.e. mediante el potencial de
Lennard-Jones y la ley de Coulomb). Esto se logra sumando las energias asociadas a todas las
interacciones presentes en el sistema y determinando su estabilidad, dicha energia potencial se
representa en las ec. 1 y 2. Los tipos de interacciones inter e intramoleculares presentes en estos
sistemas se pueden observar en la Figura 11.

U = Upnter + Uintra (ec. 1)
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Figura 11. Esquema ilustrativo de las principales contribuciones de un campo de fuerza de
dinamica molecular
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Nota. Tomado de Leach, A. R. (2001). Molecular Modelling: Principles and applications (pp. 180).
Prentice Hall(Leach, 2001).

En la ec 2, se observa la forma ampliada de la ecuacion general que describe la energia
potencial del sistema, donde se incluyen términos para el estiramiento de enlaces, cambios en los
angulos de enlace, torsiones e interacciones intermoleculares de tipo electrostaticas y de Van der
Waals. Las interacciones enlazantes son representadas por la ley de Hooke donde los enlaces se
consideran como resortes, esta aproximacion permite describir los estiramientos, deformacion de
angulos y torsiones de enlaces. Por otro lado, para el célculo de las interacciones no enlazantes
como las interacciones electrostaticas y a las fuerzas de dispersion de London, fuerzas encargadas
de la atraccion y repulsion entre &tomos y moléculas, se usa la funcion analitica de Lennard-Jones

con potencias de 12-6, la cual se observa en la ec. 2.
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En el presente trabajo de grado se utiliza el campo de fuerza CHARMM36 (Chemistry at
Harvard Macromolecular Mechanics) (Huang & MacKerell Jr, 2013), ampliamente destacado por
su uso en el modelado de sistemas biomoleculares (i.e. proteinas, lipidos y acidos nucleicos), ya
que esta parametrizado para el estudio especifico de estos sistemas. La ecuacion de energia

potencial de CHARMM36 se presenta en la ec. 3.

=Y E(b—b)l+ > K0 -0+ > K1+ cos(nx—3d))
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Ademas de la ecuacion de energia potencial del campo de fuerza, los paquetes de dinamica
molecular implementan algoritmos matemadticos calcular los pasos de la simulacion, la
minimizacion de energia del sistema, para restringir enlaces de alta frecuencia, para descomponer
y calcular las interacciones electrostaticas de larga y corta distancia, y para equilibrar la
temperatura y presion del sistema. Para cada estudio se selecciona el algoritmo pertinente de
acuerdo con el sistema y el rendimiento que se desee. Se describen con mayor detalle los

algoritmos usados en el presente estudio en la seccion del Apéndice.

3.6 Dimetil sulfoxido (DMSO)

El dimetil sulféxido (DMSO) es un solvente organico de naturaleza anfipatica, utilizado en
sintesis organica y en aplicaciones médicas (Ramirez, 2014). Es un solvente aprético, altamente
polar debido a la presencia del grupo sulfoxido (-SO). E1 DMSO actia como un excelente aceptor
de puentes de hidrogeno debido al par de electrones libres del &tomo de oxigeno, que facilita la
formacion de enlaces de hidrogeno con grupos donadores (como grupos -OH o -NH). A pesar de

que no es buen donador, su elevada polaridad y naturaleza aprotica lo hacen especialmente
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eficiente para estabilizar moléculas y disolver numerosas sustancias polares a través de interaccion
por puentes de hidrogeno, ademads, puede formar enlaces de hidrogeno en proporcion de 1:2
(DMSO:2H>0) con el agua (Oh etal., 2017). Por otra parte, el DMSO tiene una simetria Cs
idealizada, con una geometria piramidal trigonal caracteristica de compuestos S(IV) con tres
enlaces coordinados. El atomo de azufre presenta un par de electrones no enlazantes y el agua dos

pares, por lo que adopta una geometria aproximadamente tetraé¢drica

h=—0

Figura 12. Estructura del

#ES J DMSO

H,C CH, J

el DMSO puede atravesar facilmente las membranas biologicas debido a su naturaleza polar y
anfipatica, lo que le permite difundir a través de la bicapa lipidica y actuar como método de
transporte de otras moléculas transmembranalmente (Ramirez, 2014.). Un uso relevante es en
técnicas como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, RT-PCR, RT-qPCR), ya que el DMSO
afecta la estructura y estabilidad de los 4acidos nucleicos ayudando a desnaturalizar sus estructuras
secundarias y mejorar la eficiencia de lectura y la precision de resultados de estas técnicas
(Cadena-Caballero et al., 2022; Hardjasa et al., 2010; Tunger et al., 2018; Wilcox et al., 2019). Las
concentraciones tipicas utilizadas para este proposito varian en el rango entre 5-10% v/v. Sin
embargo, también se ha documentado que el DMSO también puede tener el efecto de estabilizar
y prevenir la degradacion de algunos motivos estructurales de acido nucleicos como los G-

quadruplexes (Lee et al., 2013; Tariq et al., 2022).

28



ESTUDIO COMPUTACIONAL DE LAS INTERACCIONES ENTRE EL DMSO Y ARN

4. Metodologia

4.1 Seleccion del fragmento de ARN

Se uso la secuencia nucleotidica de un fragmento de ARN de 30 nucleotidos perteneciente
al gen humano DRD4 (Human Dopamine receptor D4, NM_000797.4), el cual fue secuenciado
experimentalmente por el Grupo de Investigacion de Microbiologia y Genética (GIMG), y
sugerido por el profesor de la Escuela de Biologia, Francisco M. Pérez (Francisco Jose Martinez

Perez-Es, 2025.).

Gen Secuencia

Human Dopamine Receptor D4,
(DRD4), NM_000797.4 GCUCAUCGGCGCCACGUGGCUGCUGUCCGC

4.2 Determinacion de la estructura secundaria del fragmento de ARN

Se predijo la estructura secundaria y la estructura tridimensional del fragmento de ARN
mediante el software FARFAR2 (Watkins et al., 2020). Para obtener la conformacion mas estable,
se modelaron un total de 10000 estructuras con 100000 ciclos de monte Carlo. Posteriormente, la
estructura secundaria del modelo 3D obtenida con FARFAR2 fue caracterizada usando las
siguientes herramientas complementarias: rna-tools.online (Magnus, 2022), para obtener la
estructura secundaria en formato dot-bracket a partir del archivo PDB; VARNA (Darty et al.,
2009), para generar una representacion 2D de la estructura secundaria a partir la notacion dot-
bracket; y DSSR (Lu et al., 2015), para un andlisis detallado de la estructura secundaria del
fragmento de ARN. Las representaciones estructurales 2D y 3D del fragmento de ARN se ilustran

en las Figuras 14y 16.

4.3 Dinamicas moleculares

Se realizaron seis simulaciones de dindmica molecular de 2us cada una: tres réplicas del
fragmento de ARN en fase acuosa y tres réplicas del fragmento de ARN en solucion de DMSO al
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5%v/v. A continuacion, se ilustra el flujo de trabajo usado para la produccion de las dindmicas

moleculares en el esquema 1.

Esquema 1. Diagrama de flujo para la produccion de las dindmicas moleculares
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Nota. Se utiliz6 la semilla del llenado de moléculas de agua del sistema de ARN en fase acuosa
para las simulaciones de ARN en presencia de DMSO, para tener la misma disposicion inicial de
moléculas de agua en las réplicas de ambos sistemas. Las moléculas de DMSO se adicionaron

aleatoriamente y con relacion al calculo de la seccion 4.3.2.
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4.3.1 Dinamicas de ARN en agua

Para la produccion de las dinamicas moleculares de ARN en agua, se corrieron tres réplicas,
cada una de 2 ps de duraciodn, para cada réplica se siguid la ruta de trabajo ilustrada en el esquema
1, de esta forma se tuvieron las mismas configuraciones iniciales pero diferente semilla de
distribucion de moléculas del medio y velocidades iniciales. Todas las réplicas compartieron los
siguientes parametros: las simulaciones se generaron utilizando el software GROMACS 2023-1
y 2024-5 (GROMACS 2024.4 documentation, 2024) con el campo de fuerza CHARMM36-Jul
2022 (Huang & MacKerell Jr, 2013) y el modelo de agua TIP3P (Mark & Nilsson, 2001).
Inicialmente, se minimiz6 la energia del sistema mediante el Algoritmo de gradiente conjugado
(GC) (Nazareth, 2024), lo que permite optimizar la estructura inicial y eliminar cualquier
solapamiento no deseado. A continuacion, se coloco el fragmento de ARN en una caja ctbica, de
manera que la distancia entre la superficie de la molécula y el limite de la caja fuese de 1.5 nm
(Sponer et al., 2018). Posteriormente, se llené la caja de la simulacién con moléculas de agua. Para
neutralizar la carga total del sistema, se afiadieron contraiones de sodio, ajustando su concentracion
para igualar la carga neta del sistema. En el presente sistema, la carga es de -30, de acuerdo con el
numero de ribonucleotidos del fragmento de ARN seleccionado. Luego de preparar el sistema, este
se sometid a un proceso de equilibracion que consta de dos fases. Primero, se realizd una
equilibracion de 1 ns bajo el conjunto NVT a una temperatura de 300 K. Para controlar la
temperatura, se utiliz6 el termostato modificado de Berendsen reescalado de velocidad (V-
rescale) (Bussi et al., 2007) con un tiempo constante de t = 0.1 ps. Una vez finalizada esta etapa,
se realizd una segunda etapa de equilibracion, también de 1 ns bajo el conjunto NPT a 1 bar de

presion, empleando el acoplamiento de presion de Parrinello-Rahman (Parrinello & Rahman,
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1981) de forma isotropica, con un tiempo constante de 2.0 ps y una compresibilidad isotérmica de

4,5 -10~>. En ambos casos, se utilizo un paso de integracion de 2 ps.

Asi mismo, es importante sefialar que algunos parametros adicionales como las longitudes
de enlace intermoleculares del agua se restringieron utilizando el algoritmo LINCS (Linear
Constraint Solver) (Hess et al., 1997) con un orden de expansion de 4 para asegurar la estabilidad
de la simulacion. Ademas, para las interacciones electrostaticas de larga distancia se hizo uso del
método Particle Mesh Ewald (PME) (Darden et al., 1993), configurado con un corte de espacio
real de 10 A y un espaciamiento de Fourier de 1.6 A. Por otro lado, se adopt6 el esquema de corte
Verlet para la busqueda de vecinos, utilizando un tipo de bisqueda por cuadricula y un intervalo
de actualizacion de la lista de vecinos de 100 pasos. Los cortes para las interacciones de Coulomb
y de van der Waals fueron establecidos en 1.2 nm de acuerdo con las recomendaciones de
GROMACS para trabajar con el campo de fuerza CHARMM, lo cual es adecuado para representar
de manera eficiente las interacciones de corto alcance. En conclusion, estos pardmetros en conjunto
aseguran la estabilidad del sistema, garantizando que se modelen adecuadamente las interacciones
de corto y largo alcance, asi como el comportamiento termodindmico y estructural del ARN en un

entorno acuoso.

4.3.2 Dindamicas de ARN en solucion de DMSO al 5% v/v

Para la produccion de las simulaciones del sistema de ARN con DMSO al 5% v/v, se
generaron tres réplicas, cada una de 2 ps de duracion. Se usaron los mismos parametros de las
simulaciones de ARN en fase acuosa para mantener un modelado consistente del sistema, seccion
4.3.1. La adicion de DMSO requirié una parametrizacion adicional que se realizd utilizando

Charmm Small Molecule Library (CSML), el CGENFF (Charmm General Force Field) y el script
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cgenff charmm2gmx para generar los parametros topoldgicos del DMSO. Esto asegurd un
correcto modelado del DMSO y generar las simulaciones con adicion de un cosolvente. Para la
adicion DMSO a una concentracion de 5% v/v se realizd la siguiente relacion:

Considerando un volumen de 100 mL solucién 5% v/v de DMSO y asumiendo volimenes

aditivos dado que las densidades del DMSO &pyso = 1,004 g/cm? y el agua On,0 =

0,999 g/cm? son muy cercanas, se utiliza este valor de densidad del agua de acuerdo con el

modelo TIP3P (Mark & Nilsson, 2001), entonces:

Mpumso = 1;004% -5mL =5,020g mpy,o = 0,999% -95mL = 94,905g

Donde se tiene, PMpyso = 78,13 g/moly PMy,, = 18,02 g/cm?

5,02g i -
Npumso = — g = 0,064 mol —» moléculas = 3,87 x 10

78,13
mol

94,9059
H,0 = g

18,029
mol

n = 5,268 mol —» moléculas = 5,71 x 10%*

Donde, xy,o = moléculas de agua en el sistema y Xpyso = moléculas de DMSO

tzo . 0, 00678 = XpMSo

Posteriormente a la produccion de las dindmicas moleculares, se realizo el analisis de
resultados, para el cual se utilizaron diversos métodos de andlisis para la comprension del
comportamiento del sistema y la elucidacion de los mecanismos de interaccion molecular. Los

métodos de analisis empleados se discuten en la seccion del Apéndice.
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5. Resultados

5.1 Determinacion y caracterizacion estructural del fragmento de ARN

A partir de la secuencia nucleotidica del fragmento de ARN de 30 nucleo6tidos del gen
humano DRD4 se obtuvo la estructura inicial con el software FARFAR2 (Watkins et al., 2020). Se
generaron mas de 100,000 modelos tridimensionales mediante la modulacion del nimero de ciclos
de Montecarlo con el objetivo de obtener la mejor conformacion. Una vez predicha y seleccionada
la estructura més estable del fragmento de ARN, se caracterizaron los enlaces de hidrogeno entre
bases nitrogenadas con rna-tools.online (Magnus, 2022), obteniendo la representacion de la
estructura secundaria en formato dot-bracket. Por ultimo, se gener6 la representacion 2D de la
estructura secundaria con el software VARNA (Darty et al., 2009) para identificar los pares de
bases y motivos de estructura secundaria del fragmento de ARN. En la figura 13 se muestra la

representacion 2D de la estructura secundaria mas estable predicha.

Figura 13. Estructura secundaria mas estable del fragmento de ARN predicha con FARFAR?2

©-@
& u

A=

@ o SCORE = (-57.971)

La estructura secundaria seleccionada est4 definida por 8 pares de bases, con un total de 22
enlaces de hidrogeno, conformados por: 6 pares de bases G=C (18 enlaces de hidrogeno), 1 par de

bases A=U (2 enlaces de hidrogeno) y 1 par de bases G=U (2 enlaces de hidrogeno).
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El analisis de la estructura secundaria predicha, Figura 14, con la herramienta DSSR revelo
la presencia de multiples motivos estructurales. La estructura se pliega simétricamente en forma
de horquilla (hairpin) apareando sus extremos 5’ y 3°, y contiene los siguientes motivos
estructurales: a) un primer loop interno (entre las bases 2-5 y 26-29), b) un apareamiento tipo
Wobble (entre las bases U6=G25), ¢) un segundo loop interno (entre las bases 6-8 y las bases 23-
25), d) un tercer loop interno (entre las bases 8-11 y las bases 20-23), e) un tallo (entre las bases

11-12 y las bases 13-20) y f) un tetraloop (entre las bases 14-17).

Figura 14. Motivos de estructura secundaria del fragmento de ARN de 30 nucleodtidos del gen
DRD4 humano.

@ f) Tetraloop
@ m/
€
[#

e) Tallo

¢) Loop interno ¢ “o @ Loopintemo

d
a)L - /E(' ,_zzf, b) Apareamiento tipo Wobble
oop interno

Mediante DSSR (Lu et al., 2015) se evaluo la presencia de motivos de estructura terciaria,
como variaciones en la orientacion de los apareamientos de las bases nitrogenadas (i.e.
apareamientos entre bases canonicos (Watson-Crick) y apareamientos no canénicos (Hoogsteen y

sugar-edge) y se caracterizo la presencia de apilamiento entre bases nitrogenadas, Tabla I a) y b).

35



ESTUDIO COMPUTACIONAL DE LAS INTERACCIONES ENTRE EL DMSO Y ARN

Tabla 1. Caracterizacion de los pares de bases, tipos de apareamientos, motivos de estructura
secundaria y apilamiento entre las bases nitrogenadas del fragmento de ARN

Cr ) )

PairID - Pair

1
2

@ | e W

=

10

12
13

ol

G-C
C-G
u-c
Cc-C
AU
UG
c-u
G-C
G+G
c-u
G-C
C-G
C-G

@

Chainl = ReslD1

o

== R -« R = = B = « I~ = B =« N == B =« B == I = = B s |

1
2

@ | e W

=

10

12
13

Basel
GUA
CYT
URA
CYT
ADE
URA
CYT
GlUA
GUA
CYT
GUA
CYT
CYT

Base2 ReslD2 Chain2

Name Saenger

CYT 30 R WC 18-X1X
GUA 29 R wC 19-X1%
CYT 28 R 18-XvII
CYT 27 R nia
URA 26 R WC 20-XX
GUA 25 R Wobble | 28-xXVII
URA 24 R 18-XvII
CYT 23 R WwC 19-K1X
GUA 22 34 06-V1
URA 21 R 18-Xv1
CYT 20 R wC 19-X1%
GUA 19 R WC 19-K1X
GUA 18 34 WwC 19-X1X
Page 1 ofl 0 W

Lw
cWW
cWWW
cWWW
cWW
cWW
cWWW
cWWW
cWW
cHW
cWW
cWWW
cWW
cWW

DSSR
cW-W
cW-W
cW-W
cW-W
cW-W

Hbond

0w MR W R R R R W

View 1- 13 of 13

e —
b)

Nucleotides List

Serial ~
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P
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Num of nucleotides

Stacks
cu
CA
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UCGG
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GCGCUG

Page 1 of 1

R.CYTZ2,R.URAZ

R.CYT4.R.ADES

R.CYT20,R.URAZL

RURAS R.CYTT R.GUAS R.GUAS

R.URA26 R.CYT27,R.CYT28,R.GUAZ9
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R.GUA11 R.CYT10,R.GUAZ22Z R.CYT23,R.URAZ24 R.GUAZL

30 W

View 1-7aof 7

Nota. a) Analisis del apareamiento entre bases nitrogenadas; nimero de pares de bases presentes,

tipos de bases nitrogenadas apareadas, posicion en la cadena, tipo y orientacion del apareamiento

entre las bases nitrogenadas, y el nimero de cada apareamiento entre bases. b) Analisis del

apilamiento entre bases nitrogenadas; nimero de apilamiento, nimero y tipo de bases apiladas, y

la posiciones en la cadena de cada apilamiento.
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Figura 15. Representacion 3D del fragmento de ARN para el andlisis del apareamiento y
apilamiento entre bases nitrogenadas

Nota. a) En rosado se sefialan las zonas de la estructura en que se forman apareamientos entre
bases nitrogenadas. b) En rosado se sefialan las zonas de la estructura con apilamiento entre las

bases nitrogenadas.

Mediante este analisis se identificO un Unico apareamiento de bases nitrogenadas no
canonico, el apareamiento de bases tipo Wobble entre las bases (U6=G25). Los demas pares de
bases se identificaron como apareamientos canonicos (i.e. apareamiento de tipos Watson-Crick).
El andlisis del apilamiento entre bases nitrogenadas mostrd presencia de apilamiento de bases en
el tetraloop (bases 14-17), en los bucles internos (bases 26-29), en las regiones helicoidales (i.e.

tallos, las bases 11-13 y 18-20) y en otras regiones (bases 6-9).

Complementariamente, se elabor6 una visualizacion 3D de la estructura con VMD
(Humphrey et al., 1996), enfocada en facilitar la identificacion de los residuos y atomos relevantes

de la estructura, Figura 16.
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Figura 16. Visualizacion 3D del fragmento de ARN

2 - Apareamiento
S tipo Wobble

Tallo

Tetraloop

Nota. Se representan las bases nitrogenadas con colores especificos; Guanina (verde), Adenina
(amarillo), Uracilo (naranja), Citosina (azul), los enlaces fosfodiéster del backbone como una cinta
blanca y los azucares ribosa del backbone con lineas. Se sefialan algunos de los motivos de

estructura secundaria como el tetraloop, el tallo y el apareamiento tipo Wobble.

5.2 Dinamica conformacional del fragmento de ARN en fase acuosa y en presencia de DMSO

Para evaluar la dindmica conformacional y estabilidad global, se calcul6 la fluctuacion
cuadratica media (RMSF) y la desviacion cuadratica media (RMSD) del fragmento de ARN en
fase acuosa y en presencia de DMSO, Figuras 17y 18. El anélisis de RMSF revel6 que las regiones
mas flexibles del fragmento de ARN fueron los extremos terminales 5 y 3’ y el tetraloop.
Adicionalmente, el analisis de RMSD mostr6é una alta flexibilidad y una reiterada fluctuacion
conformacional en ambas condiciones simuladas, sin embargo, las simulaciones en presencia de

DMSO se presentaron fluctuaciones conformacionales mas recurrentes. Estos resultados sugieren
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que el DMSO, aunque en la escala de tiempo simulada no induce un cambio estructural
significativo, si incrementa ligeramente la fluctuacion conformacional como se observa en las
graficas del RMSD.

Figura 17. Flexibilidad local del fragmento de ARN

Sistema ARN-agua Sistema ARN-DMSO al 5% v/v

Replica 1 Replica 1
20

450 500 550 650 700 750 800 850 %0 950 50 s
Atom # Atom #

Nota. Comparativa de las réplicas de la fluctuacion cuadratica media (RMSF) entre los dos
sistemas. Medicion de la fluctuacion promedio de la posicion de cada atomo del fragmento de
ARN alo largo de los 2us de simulacion. Los picos elevados indican una alta flexibilidad local en
estas regiones de la estructura. Las graficas en azul corresponden al sistema de ARN en fase acuosa
y en rojo al sistema de ARN con DMSO al 5% v/v.

Se observaron diferencias entre las réplicas debido a la dindmica conformacional y
trayectoria particular del fragmento de ARN en cada simulacion. A pesar de esto, se observo de
forma consistente en todas las réplicas que los atomos pertenecientes a los extremos terminales 5’
y 3’ (nucleotidos 1-4 y 27-30) del fragmento de ARN evidenciaron mayor fluctuacion cuadratica
media (1.5 - 2.0 nm) en la totalidad de las simulaciones, debido a la ruptura de los dos primeros
pares de bases de la estructura secundaria lo cual le otorga una alta flexibilidad a esta zona de la
estructura. Ademas, El tetraloop (nucledtidos 14-17) presentd valores ligeramente altos de

fluctuacion cuadratica media (0.5 — 1.0 nm) ya que es un motivo estructural flexible.
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Figura 18. Flexibilidad global del fragmento de ARN

Sistema ARN-agua Sistema ARN-DMSO al 5% v/v
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Nota. Comparativa de las réplicas de la desviacion cuadratica media (RMSD) entre los dos
sistemas. Medicion de la desviacion promedio de la conformacion inicial del fragmento de ARN
alo largo de los 2pus de simulacion. Los picos pronunciados indican transiciones conformacionales.
Las gréficas en azul corresponden al sistema de ARN en fase acuosa y en rojo al sistema de ARN
con DMSO al 5% v/v.

En la totalidad de las simulaciones el fragmento de ARN explora un amplio espacio
conformacional (alcanzando un RMSD de hasta ~2 nm). En las réplicas del sistema en fase acuosa
los valores de RMSD fluctuaron, pero presentd periodos de estabilidad. En contraste, en las
réplicas con presencia de DMSO se presentd mayor variabilidad de los valores de RMSD a lo largo
de las trayectorias. Lo cual indica una mayor fluctuacion conformacional y recurrente a lo largo

de las trayectorias en comparacion con el sistema en fase acuosa.

5.2.1 Estabilidad de la estructura secundaria del ARN: Anadlisis de los enlaces de hidrogeno

intramoleculares

Se caracterizo la estabilidad de los enlaces de hidrogeno intramoleculares entre las bases
nitrogenadas que definen y estabilizan la estructura secundaria del fragmento de ARN durante las

dinamicas moleculares de ambos sistemas mediante un mapa de calor, Figura 19y A.2.
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Figura 19. Estabilidad de los enlaces intramoleculares del fragmento de ARN

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3

ARN-agua

ARN-DMSO al 5% v/v
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Nota. En las estructuras 2D, las lineas en tonos calidos oscuros representan los pares de
bases mas estables, y en tonos mas claros se representan los pares de bases menos estables. Con
linea sélida se representan pares de bases que se conservan desde la estructura inicial y en linea
punteada los nuevos enlaces formados durante las simulaciones. Las estructuras 3D, representan
la conformacion estructural mas dominante del cluster estructural de cada réplica obtenido
mediante el plugin de VMD clustering, método que agrupa conformaciones similares con base en

la desviacion cuadratica media (RMSD).

En la totalidad de las réplicas se evidenci6 ruptura de los enlaces de hidrégeno entre los
dos primeros pares bases de los extremos terminales 5y 3°, Figura 19. Se observo la formacion
de enlaces de hidrégeno transitorios en la region abierta de los extremos 5’y 3’ (entre las bases 1-
5y 26-30), que se forman durante la exploraciéon conformacional de la estructura en presencia del
medio. En contraste, La region del tallo (bases 11-13 y 18 -20) fue la mas estale de la estructura,
con enlaces de hidrégeno que residen en mas del 80% de la simulacion, dicha estabilidad se
atribuye a la presencia de tres pares de bases G=C consecutivos cuyas bases estan apiladas, por lo
que es una zona con alta densidad de enlaces de hidrogeno e interacciones n-n que contribuye a la

estabilidad de la estructura secundaria.

5.3 Caracterizacion de las interacciones intermoleculares no covalentes: ARN-agua y ARN-

DMSO

Se analiz6 la organizacion del agua y el DMSO alrededor del fragmento de ARN (con
enfoque en los grupos de referencia de la Figura A.3, mediante funciones de distribucion radial de
las moléculas del medio (i.e. oxigeno del agua (OW), hidrégenos del agua (HW) y oxigeno del
DMSO (O-DMSO)) en los sistemas ARN en fase acuosa y en presencia de DMSO al 5% v/v,
Figuras 20-22. En ambos sistemas, el agua formo una red de hidratacion bien definida y alrededor
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de los grupos polares de los residuos del fragmento de ARN, Figura 20 y 21. En contraste, la

distribucién del DMSO alrededor de los residuos del fragmento de ARN fue significativamente

menos definida, con picos de baja intensidad, Figura 22. Esto indica que la superficie del

fragmento de ARN interactiia preferencial con el agua debido a que se encuentra principalmente

rodeada por una red de hidratacion, y que el DMSO a pesar de interactuar ligeramente con el ARN

se distribuye de manera difusa en el volumen del sistema.

5.3.1 Distribucion radial de las moléculas de agua.

Figura 20. Distribucion radial de las moléculas de agua (OW) alrededor de los grupos

donadores de enlaces de hidrégeno de los residuos del fragmento de ARN
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Nota. Comparativa entre las réplicas de los sistemas. A la izquierda el sistema de ARN-
agua y a la derecha el sistema de ARN-DMSO al 5% v/v. Al pie de cada grafica se observa el g(r)
del primer pico y el valor correspondiente de moléculas coordinadas (CN). Se seleccionaron como
grupos de referencia a los atomos donadores de enlaces de hidrogeno de los residuos del fragmento
de ARN, Figura A.3.

Las guaninas, adeninas y uracilos presentaron una mayor distribucion de moléculas de agua
(orientadas por el oxigeno OW) a distancia entre 1.8-1.9 A, con un primer pico bien definido,
indicativo de una distribucion consistente de la primera capa de moléculas de agua. El grupo 2°OH
del backbone evidenci6 un primer pico menos intenso y ancho de 1.7 hasta 4 A, lo cual indica
mayor difusién, ya que estos grupos estdn mas expuestos al solvente y tienen mds aguas
coordinadas y una red de moléculas de agua mas amplia.

Figura 21. Distribucién radial de las moléculas de agua (HW) alrededor los grupos aceptores de
enlaces de hidrogeno de los residuos del fragmento de ARN

GUA

GUA-Acceptor vs HW (Sist. Agua)

GUA-Acceptor vs HW (Sist. DMSO)

1.0

0.8

0.6

a()

0.4

0.2

0.0

— Réplical
-=- Réplica 2
----- Réplica 3

q(

— Réplica 1
--- Réplica 2
----- Réplica 3

100

5.0
2.5
80 0.0

75

100

80004

@ ]
o o
£ 5
Z 604°°7 Z 604°°7 |
5| 5 ] \
T 00 T T 00 T |
£ 40 do o015 020 0z 0 £ 404 do o015 020 0z 0w
2 2
o o
[=] o
o 207/ © 207/
0 T T T T T T o T T T T T
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
r (nm) r (nm)
Peak Information Peak Information
Réplica Peak r @ g(r) CN @ min Réplica Peak r @ g(r) CN @ min
Réplica 1 0.194 @ 0.54 0.254 @ 1.019 Réplica 1 0.194 @ 0.51 0.254 @ 0.937
Réplica 2 0.194 @ 0.50 0.255 @ 0.958 Réplica 2 0.194 @ 0.51 0.254 @ 0.946
Réplica 3 0.196 @ 0.51 0.253 @ 0.955 Réplica 3 0.194 @ 0.51 0.257 @ 0.970

46



ESTUDIO COMPUTACIONAL DE LAS INTERACCIONES ENTRE EL DMSO Y ARN
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URA-Acceptor vs HW (Sist. Agua)

URA-Acceptor vs HW (Sist. DMSO)
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Nota. Comparativa entre las réplicas de los sistemas. A la izquierda el sistema de ARN-
agua y a la derecha el sistema de ARN-DMSO al 5% v/v. Al pie de cada grafica se observa el g(r)
del primer pico y el valor correspondiente de moléculas coordinadas (CN). Se seleccionaron como
grupos de referencia a los atomos aceptores de enlaces de hidrogeno de los residuos del fragmento
de ARN, Figura A.3.

Las guaninas, adeninas y uracilos presentaron una mayor distribucion de moléculas de agua
(orientadas por los hidrogenos HW) a distancia entre 1.7-1.9 A, con un primer pico bien definido,
indicativo de una distribucion consistente de la primera capa de moléculas de agua. Resalta la
intensidad de la distribucion del agua alrededor de los grupos fosfato (PO4) con un g(r) >1 a 1.74
A, esto se ocurre dado a que cada grupo fosfato tienen cuatro oxigenos aceptores de enlaces de
hidrégeno y cada agua dos HW, por lo que la probabilidad de encontrar moléculas de agua

orientadas por cualquiera de sus dos hidrogenos es previsiblemente alta alrededor del backbone.
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5.3.2 Distribucion radial de las moléculas de DMSO

Figura 22. Distribucion radial de las moléculas de DMSO (O-DMSO) alrededor los grupos

donadores de enlaces de hidrégeno de los residuos del fragmento de ARN
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2' OH-Donor vs DMSO-0O Peak Information
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Nota. Comparativa entre las réplicas de los sistemas. A la izquierda el sistema de ARN-
aguay a la derecha el sistema de ARN-DMSO al 5% v/v. Al pie de las graficas se etiqueta el valor
maximo g(r) del primer pico y el niimero de moléculas coordinadas (CN). Se seleccionaron como
grupos de referencia a los atomos aceptores de enlaces de hidrogeno de los residuos del fragmento

de ARN, Figura A.3.
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Se observd que la distribucion de moléculas de DMSO orientadas por su oxigeno (O-
DMSO) alrededor del ARN fue muy baja, con picos poco intensos. A pesar de esto, se observo
ligeramente una mayor distribucion de moléculas de DMSO alrededor de las guaninas y uracilos
a distancias de 1.67 y 1.75 A, indicando ligeramente mayor interaccion del DMSO con las guaninas

y uracilos, y una distribucion difusa del DMSO en el volumen del sistema.

5.3.3 Enlaces de hidrogeno intermoleculares ARN-DMSO

Mediante el andlisis del nimero de enlaces de hidrogeno, distribucion de las distancias y
las ocupancias de los enlaces de hidrogeno ARN-DMSO, Figuras 23, 24 y 25. Se identifico que el
nimero de enlaces ARN-DMSO en las trayectorias es muy bajo y con tiempos de residencia muy
cortos. Esto indica que no existe preferencia del DMSO por interactuar con el ARN, que el DMSO
se difunde homogéneamente en el medio y que las interacciones observadas en la escala de tiempo

simuladas son transitorias.
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Figura 23. Conteo de enlaces de hidrogeno ARN-DMSO
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Nota. En verde, amarillo, azul y naranja se representa el conteo de enlaces de hidrogeno
entre el DMSO y guanina, adenina, citosina y uracilo. El valor promedio de enlaces de hidrogeno

nucle6tido-DMSO es < 1 enlace por fotograma de simulacion.
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La distribucion de la longitud de enlace de los enlaces de hidrégeno entre el DMSO con
los residuos del fragmento de ARN estuvo en el rango de 2.7 a 2.9 A, distancias en el orden de los
enlaces de hidrogeno débiles. El uracilo y el backbone fueron los residuos con mayor distribucion

de enlaces de hidrogeno a distancias de 2.8 y 2.7 A, Figura 24

Figura 24. Distribucion de las longitudes de enlace de hidrégeno entre ARN y DMSO.
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Nota. Distribucion de los enlaces de hidrogeno de la guanina, adenina, citosina, uracilo y

el backbone en verde, amarillo, azul, naranja y rosado respectivamente.

Figura 25. Nucledtidos con mayores tiempos de residencia de enlace de hidrogeno con el DMSO
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Nota. En rojo se sefalan las bases que tuvieron ocupancias de enlaces de hidrogeno > 1% con el

DMSO y en naranja se sefialan las bases que tuvieron ocupancias entre 0.6% < 1%. La ocupancia
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se refiere al porcentaje de tiempo de la trayectoria en que se forman enlaces de hidrogenos

nucledtido-DMSO, Figura A.5.

Mediante el andlisis de ocupancias se identificd que los nucledtidos con mayor interaccion
con el DMSO se localizan consistentemente en las zonas de alta flexibilidad estructural, en los
bucles y extremos terminales 5’ y 3’. La ocupancia de los enlaces de hidrogeno ARN-DMSO
tuvieron tiempos de residencia muy cortos, presentes en menos del 2% de la trayectoria, lo cual
que los enlaces ARN-DMSO fueron. Se identificd, que consistentemente los nucle6tidos con
mayor frecuencia de formacioén de enlaces de hidrogeno con el DMSO fueron las guaninas y
uracilos localizados en los bucles y los extremos abiertos 5'y 3°, Figuras 25 y A.5. Sin embargo,
no se observo ninguna interaccion estable o acoplamiento del DMSO con las bases nitrogenadas,
ni que el DMSO compitiera directamente por los enlaces de hidrégeno intramoleculares de las
bases nitrogenadas apareadas. Por lo que unicamente se evidenci6 la interaccion del DMSO con
las zonas expuestas y flexibles de la estructura, pero no se observé que el DMSO promoviera la

desestabilizacion directa de la estructura secundaria del fragmento de ARN.

A continuacion, en el Esquema 2 ilustra las geometrias de interaccion mas representativas
entre el oxigeno aceptor del DMSO y los grupos donadores de enlaces de hidrégeno de cada tipo
de nucledtido, principalmente los grupos amino (-NH:) y amida (-NH) de las bases nitrogenadas y
el grupo hidroxilo (-2'OH) de la ribosa. Adicionalmente, se caracterizaron interacciones menos
frecuentes pero relevantes, como aquellas que involucran al 4&tomo de azufre del DMSO y la

formacion de puentes de hidrogeno en proporcion 2:1 (DMSO:base).
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Esquema 2. Visualizacion de los enlaces de hidrogeno formados entre el DMSO y el fragmento de ARN
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Nota. Caracterizacion de los enlaces de hidrogeno ARN-DMSO, orientacion y atomos que
interactian, en representacion de Lewis y 3D. A. Enlaces de hidrogeno entre el uracilo y el DMSO.
B. Enlaces de hidrogeno entre la guanina y el DMSO. C. Enlaces de hidrégeno entre la adenina y
el DMSO. D. Enlaces de hidrogeno entre la citosina y el DMSO. E. Enlaces de hidrogeno entre el
backbone y el DMSO. F. y G. Enlaces de hidrégeno adicionales observados, enlaces de hidrogeno
del azufre-base nitrogenada, doble enlace de hidrégeno 2 DMSO - base nitrogenada y enlaces de
hidrogeno entre ribosas para estabilizar el backbone.

En el Esquema 1 se visualizan las orientaciones mas comunes en que el DMSO interactia
con cada residuo del fragmento de ARN. En la ilustraciéon A.1 y A.2 se observa que el DMSO
forma enlaces de hidrogeno con el grupo amino (-NH) del uracilo. En las ilustraciones B.1, B.2 y
B.3 se identifica que el DMSO forma enlaces de hidrogeno con el grupo amino (-NHz) de la
guanina. En las ilustraciones C.1 y C.2 se identifica que el DMSO forma enlaces de hidrogeno con
el grupo amino (-NHb>) de la adenina. En las ilustraciones D.1, D.2 y D.3 se identifica que el DMSO
forma enlaces de hidrogeno con el grupo amino (-NHz) de la citosina. En las ilustraciones E.1, E.2
y E.3 se identifica que el DMSO forma enlaces de hidrogeno con el grupo hidroxilo 2’ (-2’OH) de
la ribosa del backbone. En la ilustracion F.1 se identifica que el &tomo de azufre (-S) del DMSO
puede formar enlaces de hidrogeno con los grupos donadores de enlaces de hidrogeno de las bases
nitrogenadas. En las ilustraciones G.1 y G.2 se identifica que el DMSO puede formar enlaces de
hidrogeno en proporcion 2:1 con los grupos donadores que tengan 2 hidrogenos como los grupos
amino (-NH>) de las bases GUA, ADE y CYT, y en la ilustracion G.3 se evidencia la presencia de
enlaces de hidrogeno entre las ribosas del backbone que estabilizan estructural del backbone. La
preferencia de enlace de hidrogeno de DMSO por la guanina en comparacion la citosina se debe a

la mayor presencia de grupos donadores de enlaces de hidrogeno (-NH y -NH3) en la guanina.
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5.3.4 Enlaces de hidrogeno intermoleculares entre el ARN y el agua

Se compar6 el nimero de enlaces de hidrégeno ARN-agua y backbone-gua entre los
sistemas de ARN en fase acuosa y ARN con DMSO al 5% v/v para identificar si en presencia de
DMSO se altera o disminuye el nimero de enlaces de hidrogeno entre el fragmento de ARN y las
moléculas de agua de su superficie, Figura 26. Donde, no se observo ninguna diferencia
pronunciada en el nimero de enlaces de hidrégeno del agua con el fragmento de ARN en presencia

de DMSO.

Figura 26. Conteo de enlaces de hidrogeno entre backbone del ARN y el agua
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Nota. Comparativa entre las réplicas de cada sistema. En rojo se observa el nimero en el

sistema ARN en DMSO al 5%v/v, y en azul el nimero de enlaces de hidrogeno entre el ARN y el

agua. En la parte superior de la grafica se observa el conteo de enlaces de hidrégeno entre el ARN-

agua y en la parte inferior el conteo de enlaces de hidrogeno backbone-agua.

Figura 27. Conteo de enlaces de hidrogeno entre los cuatro nucledtidos y el agua
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Nota. Comparativa entre las réplicas de cada sistema. Se etiqueta el valor promedio de los
enlaces de hidrogenos con las moléculas de agua.

El nimero promedio de enlaces de hidrégeno de cada nucleotido con el agua no varié en
presencia de DMSO. Se observa que el comportamiento coincide entre las réplicas de los sistemas
de ARN en fase acuosa y ARN en presencia de DMSO al 5% v/v.

La distribucion de los enlaces de hidrogeno entre el DMSO con los residuos del fragmento
de ARN fue del rango de 2,6 a 2,9 A, distancias en el orden de los enlaces de hidrogeno débil, lo
que indica que las moléculas que hidratan al fragmento de ARN se difunden durante la trayectoria.
El uracilo y el backbone fueron los residuos con mayor distribucion de enlaces de hidrogeno a

distancias de 2,8 y 2,7 A, Figura 28.
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Figura 28. Distribucion de las distancias de enlace de hidrogeno ARN-agua
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Nota. Comparativa entre las réplicas de cada sistema. Distribucion de las distancias de

enlaces de hidrégeno de la guanina, adenina, citosina, uracilo, el backbone y el DMSO con el agua

en verde, amarillo, azul, naranja, rosado y negro respectivamente.

6. Conclusiones

En el presente estudio, mediante simulaciones de dindmica molecular, cada una de 2 ps, se

reveld que el DMSO a una concentracion del 5% v/v no promueve la desestabilizacion de la

estructura secundaria del ARN mediante la ruptura directa de los enlaces de hidrogeno

intramoleculares. Si bien el DMSO muestra una ligera preferencia para interactuar con los

nucleotidos de G y de U de regiones flexibles de la estructura, no se observé la formacion de

enlaces de hidrogeno estables entre el ARN y el DMSO, por el contrario, los enlaces de hidrogeno

formados fueron transitorios y de corto tiempo de residencia.

Se resalta el reto del modelado computacional del ARN. A pesar de que en la escala de tiempo

simulada (2us) no se observo la desnaturalizacion completa del fragmento de ARN, si se observo

consistentemente una apertura parcial de los extremos 5’ y 3’ en todas las simulaciones, debida a
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la inestabilidad y flexibilidad intrinseca del fragmento de ARN modelado. Ademas, el fragmento
de ARN explor6 una vasta dindmica conformacional que vario inclusive entre réplicas de una
misma simulacion. Ademas, la escala de tiempo simulada es una variable critica. Si bien en 2 pus
no se observa un cambio estructural significativo, los cambios estructurales observados podrian

ser los precursores de eventos como la desnaturalizacion del ARN a escalas de tiempo mas largas.

En conjunto, este trabajo proporciona la primera vision a escala atomica de las interacciones
entre el DMSO y el ARN, sentando las bases para una comprension del efecto del DMSO sobre

la estabilidad del fragmento de ARN de 30 ribonucle6tido del gen DRD4 humano.

Recomendaciones

Los resultados de este trabajo sugieren que el mecanismo de desestabilizacion de la
estructura secundaria del ARN podria ser indirecto y futuras investigaciones podrian explorar el
efecto del DMSO sobre la red de las capas de hidratacion del ARN, usar concentraciones mas
elevadas de DMSO (e.g. 10-15% v/v), simular mayores escalas de tiempo de simulacion (e.g. pus-
s) y técnicas mejoradas como replica exchange o un campo de fuerza polarizable para lograr una

comprension mas amplia del mecanismo de interaccion ARN-DMSO.
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Apendice

= Algoritmos y parametros de simulacion

Integrador:

Es el algoritmo usado para integrar las ecuaciones de movimiento de newton para propagar
las coordenadas, velocidades y aceleraciones del sistema a lo largo del tiempo. Se empled
algoritmo de Verlet (md-vv)(Schiller, 2008.), algoritmo usado amplieamente por su robustez,
reversibilidad temporal y eficiencia computacional en la conservacion de la energia.

1) Determinacion de nuevas posiciones a partir de r(t) y v(t) para un paso de tiempo At

F(©)

r(t +40) = () + v(OAL +——~At? (ec. 4)

2) Calculo de la nueva aceleracion a(t + At) con base en la posicion r(t + At)
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alt + Ab) = F(t + At) (ec. 5)

3) Actualiza velocidades v(t + At)

v(t+ At) = v(t) + % [a(t) + a(t + A)]At (ec. 6)

4) Loop de los anteriores pasos en el tiempo
Minimizacion de energia:

Proceso previo a la dinamica molecular, implementado para que la estructura del sistema
adopte la configuracion espacial con menor energia potencial, eliminando tensiones estéricas y
posibles solapamientos atdmicos. Se uso el algoritmo de gradiente conjugado (CG) (Fletcher &
Reeves, 1964), un algoritmo iterativo que ajusta las posiciones atomicas en la direccion opuesta

al gradiente de la energia potencial hasta alcanzar el minimo global de energia del sistema.

F(t+ At) = =VU(ry, 15 ... Ty) (ec. 7)

Restricciones:

Algoritmo implementado para restringir los enlaces covalentes que involucran dtomos de
hidrogeno (ej., C-H, O-H). Esto elimina las vibraciones de alta frecuencia, que no son relevantes
para los movimientos macromoleculares, permitiendo asi el uso de un paso de tiempo de
integracion mayor (e.g, 2 fs) sin perder estabilidad numérica. Se empled el algoritmo LINCS (Hess
et al., 1997), método usado ampliamente en dindmica molecular ya que aplica una correccion a las

posiciones atdmicas en cada paso para satisfacer las restricciones de distancia (d;;) definidas.

Iri— 7|2 —d;;* =0 (ec. 8)

Doénde: 1,713

;7 son posiciones atomicas y d;; es la distancia restringida.
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Interacciones electrostaticas:

Algoritmo empleado para el calculo eficiente de las interacciones electrostaticas entre todas
las particulas del sistema de forma periddica. Se empled el algoritmo de Particle Mesh Ewald
(PME) (George et al., 2022), método que divide el calculo en dos componentes; Las interacciones
electrostaticas de corto alcance usando el potencial de Coulomb con un componente directo en el
espacio real; y las interacciones electrostaticas de largo alcance, con un componente reciproco en

el espacio de Fourier.

qi9q;

E .=
direct 477,'607'1] (GC. 9)
T‘ij<TC
1 41 112 2 (eC. 10)
Erea.p = ﬁ pe |k|?/4a? . Ip(k)lz

k+0

Donde: k: Son los vectores reciprocos, p(k): Es la densidad de carga transformada de Fourier vy,

V: es el volumen de la caja de simulacion.

Equilibracion de presion y temperatura:

Algoritmos con los que se mantiene la temperatura (NVT) y presion (NPT) del sistema
constante durante las simulaciones. Para la equilibracion de la presion se implement6 el algoritmo
de Parrinello-Rahman (Ulz, 2012), método que mantiene la presion de referencia constante
ajustando el volumen y la forma de la caja de simulacion, permitiendo cambios anisotropicos. El
algoritmo de Parrinello-Rahman actualiza estos vectores de caja a lo largo del tiempo
introduciendo un lagrangiano entendido en el que acopla ecuaciones de movimiento para las
particulas y la caja de simulacidn, y adicionalmente calcula un tensor de presiéon completo para

regular la deformacion anisotropica de la caja. Por otro lado, para la equilibracion de la temperatura

73



ESTUDIO COMPUTACIONAL DE LAS INTERACCIONES ENTRE EL DMSO Y ARN

se implement6 el algoritmo Velocity-rescale (V-rescale) (Bussi et al., 2007), modificacion del
termostato de Berendsen que mantiene la temperatura de referencia mediante un reescalado
estocastico de las velocidades de las particulas, asegurando mantener una temperatura cercana a la
de referencia mediante una correcta distribucion canonica de la energia cinética.

Halla el producto de las velocidades de todas las particulas por un factor que depende de la

temperatura actual y la temperatura objetivo.

dt KK, dW

dK = (Ky— K)—+ 2 ec. 11
(O )T Nf \/E ( )

Donde: K es la energia cinética objetivo correspondiente a la temperatura deseada, 7 es la
constante de tiempo de acoplamiento, Nf es el namero de grados de libertad y dW es un proceso

de Wiener (ruido aleatorio).

=  Métodos de analisis

Funcion de distribucion radial (RDF)

La funciéon de distribucion radial es una herramienta estadistica que permite medir la
probabilidad de encontrar una particula a una distancia (r) con respecto a una particula de
referencia, la probabilidad se denota como g(r). Mediante este método se logra caracterizar la
estructura local del solvente alrededor de la macromolécula identificando las capas de solvatacion.

La funcion de distribucion radial se define como la densidad local a una distancia r entre la
densidad total del volumen del sistema:

g() = p(r)/ppuk

Y para un sistema con dos tipos de particulas, A (referencia) y B (objetivo) se calcula como:
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%4 (NB(r,r + 4r))
9ap(r) = NNy ZZ A2 Ar (ec. 12)

Donde: (NB(r,r + 4r)) es el nimero promedio de particulas B encontradas en una capa
esférica de grosor Ar a una distancia r de una particula A.V es el volumen total de la caja de
simulacion. Na y N son el nimero total de particulas A y B en el sistema, respectivamente. Y el

volumen de la capa esférica que normaliza el conteo es, 4nr2Ar.

Analisis de enlace de hidrogeno

Conteo de la formacion de enlaces de hidrogeno entre los grupos donadores y aceptores de
la molécula de interés con el solvente a lo largo de la simulacion. La formacioén de enlaces de
hidrogeno se determina con criterios geométricos mediante parametros estandarizados
experimental y tedricamente, como la distancia minima donador-aceptor, y angulo minimo

donador-H-aceptor.

Desviacion cuadratica media (RMSD)

Desviacion promedio conformacional con respecto a la estructura inicial a lo largo de la
simulacion. Método mediante el cual se evalta la estabilidad conformacional global. Valores bajos

y estables indican que el sistema no se desvia significativamente de su estructura de partida

M

RMSD(t) = %Z

i=1

|r(t) — riref”2 (ec. 13)

Fluctuacion cuadratica media (RMSF)

Fluctuacion promedio de la posicion de cada &tomo de la macromolécula con respecto a su
posicion media a lo largo de la simulacién. Indicando la flexibilidad local de las diferentes regiones

de la estructura. Valores altos de RMSF corresponden con regiones altamente flexibles (e.g, bucles)
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M
1
RMSF = [{|In]*) = |2 > lIn® — @[’ (ec. 14)
i=1

Area superficial accesible al solvente (SASA)

Medicion del area de la molécula que es accesible al solvente. Cuantifica la exposicion
global y local de la estructura. Permite analizar cambios conformacionales asociados a
plegamientos e interacciones. Se aproximando la superficie de la molécula mediante puntos
discretos sobre la superficie de Van der Waals de cada atomo y el solvente se describe por medio
de esferas de radio definido y el SASA se calcula contando y sumando el nimero moléculas del
solvente en el area de cada esfera de la superficie de Van der Waals.
Matriz de covarianza, PCAy FEL

La matriz de covarianza es un método mediante el cual se extraen los modos de movimiento
colectivo dominantes de la trayectoria, identificando las conformaciones con coordenadas
atomicas correlacionadas. Con la matriz de covarianza contiene la variacion de las posiciones

atomicas (1) con respecto a su posicion promedio ({ri)) a lo largo de la simulacion.

1 M
Cy = 7= ) @(® = N (50 - (5)) (ec. 15)

A partir de la diagonalizacion de la matriz de covarianza se obtienen los valores y vectores
propios que indican la varianza y las direcciones de los movimientos colectivos del sistema
mediante el cual se realiza el analisis de las componentes principales.

CcC-MHv=0 (ec. 16)
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Finalmente, proyectando las dos primeras componentes principales (PC1 y PC2) se
visualizan los cambios conformacionales dominantes de la trayectoria en un espacio de baja

dimensionalidad.

T
pi(t) = (Ar(0)) v; (ec. 17)
A partir del paisaje conformacional construido con la proyeccion de los componentes

principales se puede construir el paisaje de energia libre (FEL). Mediante el conteo y
normalizacion de las conformaciones de la proyeccion de los componentes principales se

obtiene una distribucion de probabilidad P(PC1, PC2) y utilizando la ecuacioén de Boltzmann se
convierte esta probabilidad en un valor de energia libre de Gibbs (AG), y se afiade como una tercera

dimension en la proyeccion.

AG = —k, Tin(P) (cc. 18)

Donde: kB es la constante de Boltzmann y T es la temperatura de la simulacion en Kelvin.

= Anadlisis complementario de la dinamica conformacional del fragmento de ARN

Se elabord el anélisis de componentes principales (PCA) de la dindmica conformacional
del fragmento de ARN en las réplicas de cada sistema y se identifico la estructura mas estable
alcanzada en cada simulacion, Figura A.1.

El paisaje energético permite analizar cualitativamente la basta adopcion de
conformaciones estructurales del fragmento de ARN. Ademas, permite observar que la dindmica
conformacional en las réplicas de un mismo sistema difiere a pesar de mantener los mismos
parametros y tiempo de simulacién, lo que evidencia la complejidad que se menciona en la

literatura de trabajar con moléculas flexibles como el ARN
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Figura A. 1. Paisaje de energia libre 3D y las conformaciones de menor energia libre en cada
réplica del fragmento de ARN

Réplica 1 Replica 2 Replica 3

Sistema ARN-agua

26 (g/mol)
4G (kj/mol)

Sistema ARN-DMSO 5%v/v
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Nota. Proyeccion 3D de paisaje energético de las conformaciones estructurales del fragmento del
ARN en cada simulacion. En color morado oscuro se observa el minimo global y los minimos
locales de las conformaciones estructurales con menor energia libre de Gibbs (AG) del fragmento
de ARN y en color naranja conformaciones estructurales con mayor energia libre de Gibbs (AG).

Las estructuras 3D pertenecen al minimo global de cada paisaje energético.

Ademas, se presenta el mapa de calor, Figura A.2, con que se identificaron los
apareamientos entre bases mas estables del fragmento de ARN durante las simulaciones del
analisis de la estabilidad estructural, Figura 19.

Figura A. 2 Mapa de calor de la estabilidad de los enlaces de hidrégeno intramoleculares entre
bases nitrogenadas

Réplica Water DMSO
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Nota. En tonos célidos oscuros se representan los enlaces de hidrégenos presentes en la mayoria
de frames de cada simulacion, y en tonos mas claros se representan los enlaces de hidrogeno menos
presentes en la simulacion. Analisis realizado con la libreria de Python MD analysis y DSSR (Lu

etal., 2015)
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= Analisis complementario de las interacciones intermoleculares ARN-Solvente

Los atomos seleccionados como donadores y aceptores de enlaces de hidrogeno de cada

nucledtido para los andlisis de las interacciones ARN-solvente, se ilustran en la Figura A.3.

Figura A. 3. Grupos donadores y aceptores de enlaces de hidrogeno de los nucleétidos del ARN

2) Adenina b)

Guanina

? o] N
0
Uracilo

¢)

T & |
*'}iz 5

Nota. Lo principales grupos donadores de enlaces de hidrogeno de los nucledtidos se

sefalan en color celeste (-CH, -NH, -NH> y -OH) y en rojo los principales atomos aceptores de
enlaces de hidroégeno de los nucledtidos (-O y -N)

Con el objetivo de evaluar la accesibilidad y capacidad de interaccion de cada nucledtido
con el agua en las simulaciones en fase acuosa y en presencia de DMSO al 5% v/v, se identificaron
los nucleodtidos con mayor el area superficial accesible por el solvente (SASA) y se compar6 el

valor de SASA de cada nucledtido entre las réplicas de los dos sistemas.

81



ESTUDIO COMPUTACIONAL DE LAS INTERACCIONES ENTRE EL DMSO Y ARN

Figura A. 4. Comparacion del SASA de cada nucleétido en las simulaciones

Réplica SASA de los nucledtidos

\\\\\\\

Sistema ARN-agua

Average Surface Area (nm?)
1

!

Sistema ARN-DMSO 5%v/v

Nota. Diagramas de barras del valor de SASA de cada nucleotido en las tres réplicas de los
sistemas de ARN en agua y ARN en DMSO al 5% v/v. A la derecha se representa la estructura
secundaria del fragmento de ARN sefialando los nucledtidos con mayor valor SASA.

De forma consistente, se observo que en todas las simulaciones de ARN en fase acuosa y
en presencia de DMSO al 5%, los nucledtidos (G1, A14, U17 y C30) exhibieron los valores de
SASA mas altos. La alta exposicion al solvente de estos nucleotidos se correlaciona directamente
con su ubicacion en la cadena, ya que estos nucledtidos forman parte de motivos estructurales mas
accesibles, como los bucles (loops) y en los extremos terminales 5’y 3’. No se observan cambios

en los valores de SASA de los nucle6tidos en presencia de DMSO. Se concluye que la accesibilidad
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de las bases por parte del solvente depende directamente de su estructura secundaria y

conformacion 3D.

Figura A. 5. Mapa de calor de los tiempos de residencia de los enlaces de hidrogeno ARN-
DMSO

Réplica Heatmap ARN-DMSO
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El porcentaje de la ocupancia del enlace de hidrogeno ARN-DMSO se determind de
acuerdo con el niimero total de frames en que hay presencia de enlace de hidrégeno nucleo6tido-

DMSO con respecto a los frames de la trayectoria, de acuerdo con la siguiente relacion:

_nf
Ocupancia = NF * 100 (ec. 19)

Donde nf = numero de frames de la interaccion y NF = niimero de frames totales de la
simulacién. Y se suman todas las interacciones con el mismo nucleotido.

Se obtienen bajas ocupancias de los enlaces de hidrogeno ARN-DMSO. Esto significa que
los tiempos de residencia de estos enlaces de hidrogeno son cortos e indica que las interacciones
ARN-DMSO son transitorias. Esto se explica ya que el DMSO es un aceptor de puentes de
hidrégeno menos fuerte que el agua debida su estructura y densidad de carga. Con base en la ec./9
El porcentaje de tiempo de residencia de 1.2% significa que en los 200000 frames de la simulacion
hay 2400 frames con la formacion de enlaces de hidrégeno ARN-DMSO.

Figura A. 6. Mapa de calor de tiempos de residencia de los enlaces de hidrogeno ARN-agua del
sistema de ARN en fase acuosa

Réplica Heatmap aguas ARN-agua
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Los altos tiempos de residencia de los enlaces de hidrogeno ARN-agua se debe a que el

agua tiene tiempos de residencia muy altos y a que mas varias moléculas pueden formar enlaces

de hidrégeno con cada nucleotido a la vez, por lo que al sumar los tiempos de residencia con

cada nucle6tido se obtienen valores mayores al 100%.
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Figura A. 7. Mapa de calor de tiempos de residencia de los enlaces de hidroégeno ARN-agua del
sistema de ARN con DMSO al 5% v/v

Réplica Heatmap aguas ARN-DMSO
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No se observo una diferencia significativa entre los tiempos de residencia de los enlaces de
hidrégeno entre los nucleétidos y el agua entre los sistemas de ARN en fase acuosa y ARN con
DMSO al 5%v/v. Esto indica que no es posible evidenciar un efecto del DMSO sobre la estructura

de las aguas coordinadas a la superficie del fragmento de ARN mediante la metodologia empleada.
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