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A partir del descubrimiento de la estructura de la doble hélice del acido
desoxirribonucleico (ADN), realizado por Watson y Crick en 1953, se
inicié un intenso desarrollo de la biofisica molecular, que tiene repercu-
siones en genética, medicina y biotecnologia. Este creciente interés
por investigar problemas genéticos a nivel molecular tiene como punto
de partida el estudio de la estructura y la dindmica de los &cidos
nucleicos.

El ADN es el banco de la informacion genética y consta de dos
cadenas de una sucesion de nucledtidos. Hay cuatro tipos de nucle6ti-
dos dependiendo de la base nitrogenada que contienen (Adenina,
Guanina, Timina y Citosina) (Figura 1).

Las bases contienen atomos con caracteristicas donadoras y
aceptores de protones que pueden formar enlaces de hidrégeno (en-
laces-H) entre si 0 con otras moléculas. Solo dos pares de bases se
pueden formar para dar una doble hélice de ADN regular; éstos son
los pares de Watson y Crick (WC), A:Ty G:C (Figura 1).

La investigacion de los &cidos nucleicos influyd en el desarrollo de
los métodos experimentales y tedricos que lograron determinar diver-
sas caracteristicas de su estructura. En 1981, Dickerson y colaborado-
res lograron cristalizar pequefios fragmentos de ADN (oligonucledtidos)
para investigar por el método de rayos X y obtener varias de sus
propiedades. Hoy en dia, han sido caracterizadas varias decenas de
fragmentos, como octameros, decameros y dodecameros.’?

Un hecho de actualidad que ocupd los encabezados de los me-
dios de comunicacion a nivel mundial fue la determinacion del geno-
ma humano, que consistié en conocer la secuencia nucleotidica e
identificar los genes de que consta el ADN humano. Sin embargo, esto



es solo una pequefia parte del problema, pues la aplicacion
de los resultados adin no es plena y no lo serd, mientras no
se comprendan en detalle los mecanismos de expresion,
reparacion y transferencia de los genes para una manipula-
cion dirigida y segura.

En la actualidad, comprendemos en términos generales
que la secuencia de bases y la conformacion estructural del
ADN dirigen la construccion de las proteinas, y que este
proceso se puede ver influenciado por factores que alteraran
la informacion genética o afectan los mecanismos que ase-
guran la transmision correcta de la informacion en la célula.

Muchos de los mecanismos fisicos de estos procesos
transcurren en el nivel de atomos o grupos atémicos y de-
penden de sus interacciones, asi como de la influencia del
medio, a través de la interaccién con los constituyentes mo-
leculares de éste. Por lo tanto, se precisa de métodos aplica-
bles a nivel molecular, que puedan cuantificar energias,
coordenadas y otras caracteristicas asociadas a los compo-
nentes de los &cidos nucleicos.

LOS METODOS EXPERIMENTALES

Los més usados en el estudio de los Acidos nucleicos son la
técnica de rayos X en cristales de ADN y los métodos de Reso-
nancia Magnética Nuclear (N\MR) para cidos nucleicos en solu-
cion. Los datos obtenidos por rayos X sobre la estructura de
cientos de cristales de oligonucledtidos de doble espiral y sus
complejos con proteinas, permitieron comprobar la dependen-
cia de la conformacion de los acidos nucleicos respecto de la
secuencia nucleatidica y los alrededores moleculares.

Otros datos experimentales muestran la importante in-
fluencia del agua en la formacion de la estructura espacial del
ADN Y su relacion e interacciones con proteinas y antibiéticos.
Por ejemplo, se encontré un arreglo ordenado de moléculas
de agua (estructura de hidratacion) en la forma cristalina del
dodecamero d(CGCGAATTCGCG) en la conformacion B.! Este
arreglo se forma en la hendidura menor de la doble hélice a lo
largo de la secuencia central AATT, region que es importante
porque en ella hay una unién preferente de antibiéticos como
el netropsin® o el distamicin —pero este Gltimo para la secuen-
cia d(GGCCAATTGG).* De estos resultados se desprende la
propuesta de que los atomos que sobresalen de las hendidu-
ras de ciertas secuencias abundantes en bases Ay T, forman
parte de sitios promotores o de reconocimiento.
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FIGURA 1. Estructura del &cido desoxiribonucleico en la conformacion B,
obtenida con el programa HiperChem v5.02; sélo se incluye una cadena
azlcar-fosfato. El rectangulo indica un nucleétido (base, azdcar y grupo
fosfato), la molécula de azicar se ilumina de gris. Se observan los pares de
bases unidos con enlaces de hidrégeno (lineas punteadas).

Por tal motivo, es importante tener una descripcion deta-
llada de la estructura espacial de los &cidos nucleicos y del
solvente a nivel atomico.

LOS METODOS TEORICOS

Aun con la utilizacion de los mas sofisticados y modernos
métodos experimentales, no es posible determinar los deta-
lles de la estructura del ADN y sus complejos moleculares.

La investigacion directa de los detalles atémicos con los
métodos de rayos X es imposible, ya que la precision de los
resultados frecuentemente no llega al nivel atémico y la posi-
cién y orientacion de las moléculas de agua quedan determi-
nadas solo aproximadamente. Ademas de los datos de la
estructura de cristales de ADN, sélo es posible determinar
una o algunas conformaciones de la molécula de ADN; sin
embargo, es fundamental conocer todas las posibles confor-
maciones y los mecanismos de las transformaciones entre
ellas. Esta tarea es asumida por los métodos tedricos, y su
aplicacion a los sistemas moleculares ha dependido del de-
sarrollo de las supercomputadoras.

La descripcion de un sistema molecular obedece a las
leyes de la mecanica cuéntica. Estas leyes fisicas se resu-
men en la ecuacion de Schrodinger propuesta en 1926. Para
predecir el comportamiento del sistema se deben resolver
directamente las ecuaciones de la mecanica cuantica.

En principio, las propiedades electronicas de una molé-
cula pueden ser calculadas de las interacciones entre todos
los electrones y todos los nicleos de la misma. Fue en los
afios sesenta, con el desarrollo de las computadoras, cuan-
do la ecuacién de Schrodinger se resolvid para sistemas
moleculares en su mas rigurosa aproximacion de primeros
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FIGURA 2. Simulacién de la estructura de la capa de hidratacion de los
pares de bases G:C,, (izquierda) y G:T (derecha). Los puentes de agua
pueden estabilizar algdn par incorrecto como es el caso del par G:T encon-
trado en estudios experimentales. La estructura mostrada se obtuvo de una
simulacién de Monte Carlo con 400 moléculas de agua a temperatura de
500K, las restantes moléculas de agua se eliminaron.

principios (ab initio), asi se pudieron definir propiedades im-
portantes de las moléculas. Sin embargo, es suficientemente
pequefio el tamafio de las moléculas que la aproximacion ab
initio puede tratar con suficiente exactitud (relativa) para po-
der comparar con los datos experimentales.

Otra opcion para la construccion de un cuadro completo
y detallado de las posibles conformaciones del ADN, que
consideren las interacciones con agua, iones y otras molécu-
las (como proteinas), es utilizar esquemas empiricos para la
simulacion computacional molecular. Estos comprenden
la aproximacion de la mecénica molecular.

SIMULACION COMPUTACIONAL: MECANICA MOLECULAR

Los métodos de la simulacién molecular han llegado a utilizar-
se ampliamente en las Ultimas décadas y en diferentes disci-
plinas de las ciencias exactas; tienen su origen en modelos
simples, como los modelos moleculares construidos con alam-
bre, madera o de otros materiales. Estos modelos permitian
cambios manuales en las posiciones mutuas de los atomos. A
pesar de lo burdo de los modelos, contribuyeron al descubri-
miento de la estructura de la doble espiral del ADN .

Hoy existe software con paquetes graficos muy sofistica-
dos que son estupendos para visualizar moléculas bioldgicas,
pero no dicen mucho acerca de como cambian las moléculas
cuando estan sujetas a su accion mutua. Por tanto, se necesi-
tan modelos fisicos que reproduzcan confiablemente la es-
tructura, las conformaciones y las rutas para obtener una
conformacion favorable bajo ciertas condiciones.

La version moderna de los métodos de simulacion para
acidos nucleicos es la mecéanica molecular. Ella nos permite
calcular la estructura espacial de una molécula con base en

la bisqueda de los minimos locales a través del andlisis de
la energia de interaccion no-valente.

La mecanica molecular se basa en la idea de que una
molécula se puede representar por un conjunto de puntos
con carga neta situados en los ndcleos de los atomos y
distribuidos en una superficie de energfa potencial generada
por ellos mismos. El célculo de los valores de la energia se
hace utilizando un potencial efectivo para interacciones ato-
mo-atomo, el cual se construye basandose en datos experi-
mentales y en calculos mecanico cuanticos.

El método de Monte Carlo y el de Dindmica Molecular son
los dos métodos de la mecanica molecular més utiizados para
obtener propiedades promedio de los sistemas moleculares. El
primero parte de una configuracion inicial que cambia aleatoria-
mente generando un conjunto de “fotografias” instantaneas del
sistema que se eligen de acuerdo con una regla (muestreo por
importancia). Las propiedades de interés se obtienen promedian-
do éstas sobre el conjunto de fotografias. EI sequndo resuelve
las ecuaciones de Newton para los &tomos del sistema, a los
cuales se les asignan posiciones y velocidades iniciales. El movi-
miento de los &tomos se simula calculando sucesivamente las
posiciones y velocidades del sistema cuando transcurre el tiem-
po, de esta forma la conformacion va cambiando hasta la confor-
macion final. Ambos métodos pueden ser aplicados a sistemas
con miles de &tomos debido a que las funciones de energia y sus
derivadas son relativamente faciles de calcular.

Partiendo de la viahilidad de los métodos de célculo, la dife-
rencia en la obtencion de resultados mas acordes con la reali-
dad (el experimento) lo constituyen las interacciones entre los
atomos, expresadas a través de las funciones de potencial.

LAS FUNCIONES DE POTENCIAL

En la actualidad existen varios conjuntos de funciones de
potencial. Algunos de ellos son bastante sofisticados y exi-
gen grandes recursos de computo y complejos programas
gue abarcan interacciones en acidos nucleicos, proteinas y
diversas moléculas organicas, pero esta generalidad limita la
exactitud. Respecto de los resultados experimentales, los
modelos sofisticados no dan mejores valores, respecto de
los modelos simples.® Las funciones de potencial deben re-
producir satisfactoriamente los datos experimentales dispo-
nibles; también deben estar acordes con los més estrictos
resultados de los calculos mecanico cuanticos.



El interés en la investigacion detallada de las posibles
conformaciones de fragmentos de ADN que expliquen las pe-
culiaridades de las conformaciones de diferentes secuencias
y ayuden a comprender el papel de la capa de solvente acuo-
s0 sobre la estructura y el funcionamiento del ADN, se logra al
elegir potenciales exclusivos para acidos nucleicos y elaborar
programas de computo especiales para estos sistemas.

La formulacion de uno de los primeros sistemas de fun-
ciones de potencial atomo-atomo para interacciones de mo-
léculas organicas con miras a aplicaciones a acidos nucleicos
fue introducido por uno de los autores en 1967. En 1984 el
potencial se ajustd y fue presentado como el potencial Pol-
tev-Malenkov (Pm).8 Casi simultineamente otro campo de
fuerzas hace su aparicion presentado por Kollman y colabo-
radores y después optimizado en 1995.7 Adquirié gran popu-
laridad al ser implementado en el software AMBER para
simulacion de écidos nucleicos y proteinas. Pero para hidra-
tacion de bases nitrogenadas sus resultados no son mejores
que los obtenidos con el potencial Pm. Otros potenciales para
estudiar acidos nucleicos son el campo de fuerza en el pro-
grama CHARMM® y el “potenciales optimizados para la simula-
cion de liquidos” (opLS) de Jorgensen,® este ltimo no obtiene
buenos resultados para acidos nucleicos.®

Una caracteristica de los campos de fuerzas es que
continuamente deben someterse a refinamientos sucesivos
para una descripcion cuantitativa mas precisa. Recientemen-
te se inicid una optimizacion del potencial P, pero sin cam-
biar su forma analitica.®® El potencial PM ha obtenido
importantes resultados que han sido corroborados experi-
mentalmente, contribuyendo a comprender los procesos ge-
néticos a nivel molecular.

SIMULACION DE LA ESTRUCTURA Y DINAMICA DE ADN

Las simulacion no puede sustituir al experimento, tal como el
modelo no sustituye a la realidad, pero logra aproximaciones
que sugieren afirmaciones que pueden ser corroboradas por
el experimento o que le indican al experimentador en qué
direccion trabajar. En este sentido mencionamos algunas
conclusiones que fueron hechas con base en el andlisis
tedrico de los célculos de la simulacion con el potencial PM,
sobre la estructura y propiedades de los acidos nucleicos,
mucho antes de que aparecieran los datos experimentales
que confirmaran dichas proposiciones.

Un proceso fundamental de la vida es la replicacion de
la informacion genética a partir de un molde o plantilla. Las
copias de la informacion se realizan con una alta fidelidad
durante la replicacion del ADN en la célula, formando sélo un
par incorrecto por cada 10%-10" pares correctos, a pesar de
que, de consideraciones tedricas y datos experimentales so-
bre “sistemas modelo”, se puede garantizar una exactitud no
mayor que una base errénea por 10° bases correctas. ¢, Cua-
les son los mecanismos atémico-moleculares de la exactitud
de la biosintesis del ADN? El papel crucial de esta exactitud lo
juegan las enzimas de reconocimiento, la ADN-polimerasa.

En 1974 se propuso por primera vez, por uno de los
autores, un mecanismo de reconocimiento primario para la
incorporacion de nuclegtidos por ADN-polimerasa.” Seguin este
mecanismo, el centro de reconocimiento de la ADN-polimerasa
interactda con invariantes estructurales de los pares de WC,
éstos son atomos que sobresalen del par de bases y que
pueden formar enlaces de hidrogeno. Por su parte, el centro
de reconocimiento de la ADN-polimerasa contiene dos grupos
proton-donador, N-H u O-H situados de manera que corres-
ponden a los atomos invariantes del par de Watson y Crick.

Utilizando las funciones de potencial PM, se calcul la
energia de interaccion de todos los posibles pares de bases
co-planares con un modelo del sitio de reconocimiento de la
ADN-polimerasa, permitiendo explicar los datos experimenta-
les sobre la frecuencia relativa de mutaciones espontaneas.
La conclusién que se obtuvo fue que los sitios de reconoci-
miento de la polimerasa actian como una plantilla adicional
que incrementa la probabilidad de incorporar un nucleétido
correcto y la disminuye para incorporar uno incorrecto.

En 1994 aparecen los primeros datos experimentales de
rayos X de complejos de varias ADN-polimerasas con frag-
mentos de plantillas de ADN;*? estos datos comprueban la
prediccion que se obtuvo 30 afios antes con los resultados
de la simulacion.

Usando el potencial Pm se estudio la hidratacion de los
diferentes pares de bhases (Figura 2); los resultados revelan
que, respecto de la morfologia de las bases, hay diferentes
patrones de hidratacién que dependen del tipo de base y de
la conformacion de ADN.%

Ambos pares de bases de Watson y Crick poseen un
patron de hidratacion similar, no as los pares incorrectos. Ello
esta de acuerdo con el mecanismo de fidelidad descrito antes.
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Se observaron estructuras similares a las espinas de
hidratacion en secuencias especificas corroborando la pro-
puesta de que los atomos de proteinas involucrados en la
union con ADN ocupan las posiciones donde normalmente se
sitdian las moléculas de agua en ADN.

En los Gltimos afios se ha incrementado la eficiencia de
calculo con el desarrollo de algoritmos que incrementan la
exactitud de los resultados, aunado a esto, el aumento en
la potencia de calculo de las computadoras ha permitido que
este desarrollo impacte en la habilidad para simular de ma-
nera mas realista la estructura de los cidos nucleicos y los
procesos que involucran, contribuyendo a tener una vision
mas completa del funcionamiento bioldgico de los éacidos
nucleicos y demas moléculas hio-organicas.
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