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Abstract— In this work, we discuss the computational techniques of molecular dynamics and docking as essential
tools in the study of the interactions between proteins and membranes. We focus on the cellular mechanisms of the
membrane pore and the fusion pore, used by the cell to communicate with its exterior. We look at the cases of two
proteins of interest: dynamin and alpha-synuclein, and describe their possible role in membrane events such as fusion,
fission, and poration. Finally, we describe some of the most widely used docking and molecular dynamics softwares
applied to biological protein and membrane systems.
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Resumen— En este trabajo, comentamos las técnicas computacionales de dinamica molecular y docking como
herramientas esenciales en el estudio de las interacciones entre proteinas y membranas. Nos centramos en los
mecanismos celulares del poro de membrana y el poro de fusion, utilizados por la célula para comunicarse con su
exterior. Vemos los casos de dos proteinas de interés: la dinamina y alfa-sinucleina, y describimos su posible rol en
eventos de membrana como la fusion, la fision y la poracién. Por ultimo, describimos algunos de los softwares mas
cominmente utilizados en docking y en dinamica molecular aplicados a sistemas bioldgicos de proteinas y membranas.
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I. INTRODUCCION

na de las cuestiones centrales en biofisica y bioquimica

molecular es el estudio de las transiciones entre confor-
maciones de grandes macromoléculas como las protefnas. Las
técnicas in silico (por analogia con los métodos experimentales
in vitro e in vivo) son un método muy conveniente para
explorar amplios escenarios posibles, permitiendo una rapida
evaluacion y una eficiente eliminacion de errores conceptuales
mejorando, por ejemplo, el proceso de disefio de nuevos
farmacos. Es asi que se ha incorporado la idea de que
las predicciones computacionales generan informacién valiosa
que al combinarse con datos experimentales mejoran el avance
cientifico en biomedicina.

El desarrollo de mejores modelos, algoritmos mdas efi-
cientes y el impresionante aumento del poder de célculo
han permitido alcanzar escalas y tiempos de simulacién
sin precedentes, dando lugar a los proyectos mds am-
biciosos, como por ejemplo The Human Brain Project,
https://www.humanbrainproject.eu/en y a resultados sorpren-
dentes como la reciente simulacién de una completa mitocon-
dria [1]. Entonces, un desafio actual de la ciencia es extraer
conocimiento de la compleja informacién muiltidimensional

de las simulaciones numéricas.

La biologia computacional es un campo multidisciplinario
que cubre un vasto y diverso grupo de topicos derivados de la
biologia, las ciencias de la computacion, la fisica, la quimica
y las ingenierias. Partiendo de las estructuras cristalograficas
de las proteinas de interés, el modelado computacional de
sus interacciones permite obtener informacién dindmica de
los procesos de reconocimiento a nivel atomistico. De este
modo pueden estudiarse fenémenos de baja probabilidad
como la formacién de complejos transitorios y determinar
la relevancia de aminodcidos especificos. Se ha propuesto
repetidamente que los procesos de plegado (folding) y unioén
(binding) entre proteinas (y entre proteinas y biomembranas)
son interdependientes [2], [3]. Dado que muchas proteinas en
la célula estdn desplegadas, su plegamiento y funcionamiento
estan aparejados y por lo tanto condicionados por el ambiente
celular que estd determinado en buena parte por las bicapas
lipidicas. Entonces, el estudio de como la dindmica de unién
entre proteinas y bicapas lipidicas es influenciada por sus
propios cambios conformacionales, es un desafio donde las
simulaciones computacionales tienen aplicacion directa.
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II. DINAMICA MOLECULAR (Molecular Dynamics)

Sin duda, la técnica por excelencia en el estudio computa-
cional de interacciones entre proteinas, ligandos y biomem-
branas es la dindmica molecular. Para una buena parte de los
sistemas bioldgicos, una descripcién atomistica completa de
los fendmenos estd fuera de las posibilidades de la dindmica
molecular clésica. Esta limitacion es inherente al algoritmo y
debida al paso de integracién del orden de los femtosegundos,
necesario para describir los grados de libertad mas rapidos
en los sistemas biomoleculares. Entonces, resulta de maximo
interés reducir el nimero de grados de libertad a unos pocos
pardmetros (o variables colectivas) que puedan ser sesgados
para acelerar la dindmica de una forma controlada. Sin em-
bargo, la mayor limitacién de esta estrategia es el reducido
nimero de variables colectivas que pueden implementarse
sin incrementar excesivamente el coste computacional, lo
que generaria el mismo problema que se busca solucionar.
Ademas, la seleccidn inicial de las variables colectivas de un
sistema puede introducir sesgos equivocados respecto de cémo
un evento debe ocurrir [4], lo que significa que la correcta
determinaciéon de un pequefio grupo de ellas (que permitan
exitosamente estudiar un evento de baja probabilidad), es ain
un problema no resuelto.

Durante la prediccion de la formacién de complejos
proteina-ligando una herramienta utilizada comtinmente es la
inspeccién visual del conjunto de conformaciones posibles. Sin
embargo, en sistemas mds complejos como las interacciones
proteina-proteina o proteina-membrana las limitaciones son
mayores y las predicciones menos fiables. Un problema aun
mas fundamental de las simulaciones computacionales es
alcanzar la adecuada exploracion del espacio conformacional,
para ser estadisticamente relevante y poder ser evaluada en
términos termodindmicos. Dado que la escala temporal de
los cambios conformacionales de interés bioldgico ocurren
entre los micro (107%) y los milisegundos (1073 y adn
mas alld), y puesto que las simulaciones computacionales
de resolucién atomistica resuelven vibraciones de los enlaces
de hidrégeno en la escala de los femtosegundos 1071'°, la
diferencia astrondmica de 12 6rdenes de magnitud deja claro
el problema de enfoque.

Desde un punto de vista mecdnico-estadistico las conforma-
ciones de relativa alta energia en un sistema bioldgico tienen
una probabilidad muy pequefia de ser visitadas durante una
simulacién de dindmica molecular, lo que lleva a un muestreo
ineficiente. Por ello, han surgido alternativas que mejoran la
exploracion del espacio de interés por métodos muy difer-
entes: docking molecular proteina-proteina y proteina-ligando,
métodos estocdsticos de muestreo (Monte Carlo, Metropolis-
Hastings, Markov Chain), y dindmica molecular restringida
(umbrella sampling, metadindmica) mediante coordenadas de
reaccion ad-hoc para la observaciéon de eventos raros y/o
improbables para la dindmica cldsica.

I11. BICAPAS LIPIDICAS

Las bicapas lipidicas son estructuras autoensambladas que
utilizan los organismos vivos para aislar y organizar el con-
tenido interno de sus células [5]. La formacién de poros en

membranas es un evento crucial en los procesos de permeabi-
lizacién celular y de transporte de fairmacos y macromoléculas
a través de la membrana. La reorganizacion de las moléculas
lipidicas de la membrana durante la fusidn, la fisién y poracién
ha sido extensamente estudiada por métodos computacionales
[6]-[14] y experimentales [15]-[17]. En ambos casos, se ha
encontrado que proteinas especializadas como las SNARE,
Sinaptotagmina, Alfa-sinucleina y Dinamina condicionan los
eventos por mecanismos atin no comprendidos enteramente.

Las interacciones lipido-lipido en ambientes acuosos for-
man naturalmente una sorpendente variedad de estructuras
autoensambladas, entre las cuales las bicapas son un ejemplo
representativo [18] dada su importante funcidn bioldgica y su
empleo como modelo en estudios de biofisica fundamental
[19]. Las moléculas amfifilicas de la bicapa se ubican con
los grupos hidrofilicos orientados hacia la interfaz con el
agua, manteniendo las cadenas no polares en el interior de
la membrana. De esta forma el interior celular queda aislado
aunque con una permeabilidad selectiva [20]. Esta propiedad
es de crucial interés en biomedicina y biotecnologia pues es
esta permeabilidad controlada la responsable del transporte de
iones, moléculas y nanoparticulas a través de la membrana.

Las simulaciones computacionales resultan particularmente
adecuadas para estudiar estados transitorios y metaestables
(como la hemifusién) como pasos intermedios previos a una
configuracion final estable. En este sentido el desarrollo de
nuevas variables colectivas resulta de maximo interés para
calcular la energia libre (en kJ/mol) asociado a un evento
bioldgico, reduciendo el espacio de muestreo y el coste com-
putacional. Numerosos estudios han presentado nuevas coorde-
nadas de reaccidn para describir eventos de baja probabilidad:
mezclado y separacion de especies moleculares diferentes
[12], curvatura de membranas [21]-[25] y formacién de poros
hidrofilicos de transmembrana [10], [13], [26], [27]. Es asi que
el estudio a nivel molecular de las interacciones entre proteinas
y bicapas lipidicas sienta las bases del desarrollo farmacéutico
y tecnoldgico, para el disefio de mejores drogas y su transporte
mas efectivo.

Las bicapas lipidicas son un elemento crucial en la mayoria
de los eventos celulares, siendo su curvatura una caracteristica
ubicua en biologia. Muchas funciones celulares requieren que
las membranas se deformen y/o sus lipidos se reorganicen, por
ejemplo: la fusiéon de membranas, la endo y la exocitosis, la
divisién celular, la citocinesis y la autofagia. La forma de la
membrana y la distribucidn de sus lipidos estdn condicionadas
por sus interacciones con proteinas, complicando el fenémeno
de deformacion/curvatura y afiadiéndolo a los mecanismos
de reconocimiento que las proteinas interactuantes hayan
desarrollado. En el modelo clasico de Helfrich [28], que es
muy conocido y ha sido utilizado ampliamente en escalas del
orden de las decenas de nanémetros [29]-[36], se entiende a
la bicapa como un fluido viscoso con elasticidad, (ec. 1):

HTotal = HHelfrich + HComp + Hm (1)

En esta ecuacion el Hamiltoniano total Hp,t,; €S una combi-
nacion lineal de tres variables en principio independientes. En
primer lugar, Hpefrich tiene en cuenta la energia libre que
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se necesita para curvar una bicapa modelada como una hoja
elastica, con un médulo de elasticidad constante k., tension
superficial o y espesor h, como fue descripto por Helfrich [28]
hace mds de 40 anos (ec. 2):

ke
HHelfm'ch = /[E(Vzh)Q + %(Vh)z]dxdy (2)

En segundo lugar, el coste energético que resulta de las fluc-
tuaciones de la composicién lipidica se considera en Hcomyp
(ec. 3), que ha sido descripto por una expansion de Landau
de 4*° orden con coeficientes A,B y C (véase Vink et al. [37],
[38]):

A B
Heomy = [156%+ 5 (V6P + C'ldsdy @)

donde ¢ es una funcién bidimensional de la composicion
local de moléculas. Finalmente, el tercer término H, acopla
Hpyeiprich con Hoopy para incorporar al modelo los efectos
de las asimetrias de la bicapa y las separaciones de fase (eq.
4) [38], [39]:

H, =~ / ¢(Vh)dxdy 4)

donde ~ define la intensidad del acoplamiento. Cuando v = 0
no hay acoplamiento y la composicion de la bicapa es libre de
fluctuar. Sin embargo, para v > 0 los fendmenos se vuelven
dependientes y la agregacién local de lipidos modifica ¢ y
h para dar un H, # 0 obligando a Hyeifrich ¥ @ Hcoomp
a reajustarse, en definitiva modificando las propiedades de la
bicapa con efectos tangibles en la energia libre de curvatura. Al
respecto, en un trabajo reciente [21] hemos desarrollado una
nueva variable colectiva (¥) que induce curvatura en bicapas
lipidicas (ec. 5), de facil implementacién y para ser usada
en cualquier tipo de membranas (homogéneas, heterogéneas,
simétricas, asimétricas y que incluyan o no proteinas u otras
moléculas) definida en la ecuacién 5.

Zf\; tanh (%\/ a2, + &2 + d2;) — No
U = )
N — N,

Aqui, la sumatoria se extiende sobre todos los centros de masas
de las moléculas lipidicas de la membrana; d,. , d, y d. son
las componentes de la distancia tridimensional entre el centro
de masa de cada lipido y el centro de masas de la membrana.
N es el nimero total de moléculas de lipidos y Ny es una
constante de equilibrio igual a la sumatoria en el numerador,
calculada sobre una simulacién sin restricciones sobre una
membrana plana. La figura 1 muestra la curvatura inducida
por proteinas en una membrana biolégica. ¥ no sélo permite
inducir curvatura de manera controlada en bicapas lipidicas,
sino que también permite calcular la energia libre de Gibbs
asociada al proceso (dado que V¥ es una funcién continua
y diferenciable). La aplicacién de ¥ a sistemas de proteina-
membrana es directa y ha dado excelentes resultados, i.e. para
cuantificar efectos en la curvatura de membrana del dominio
BAR [21], del dominio C-terminal de la subunidad g (sintasa
ATP mitocondrial) [40] y el mecanismo de reconocimiento de
curvatura de membrana que utiliza alfasinucleina [41].

Figure 1. Curvatura en una bicapa inducida por proteinas de transmem-
brana. Representacion de resolucion reducida (coarse-grained).

IV. EL PORO DE MEMBRANA

Los procesos bioldgicos celulares estdn necesariamente rela-
cionados con las propiedades fisicas de la membrana, que aisla
el delicado interior celular de su entorno. Las bicapas lipidicas
son estructuras autoensambladas utilizadas por los organismos
vivos para aislar y organizar el contenido interno de sus
células. La formacién de un poro en una membrana ocurre
debido a una disminucién de la densidad local de lipidos, que
puede ocurrir de manera espontdnea, o ser inducida por la
aplicacion de estrés mecdanico o eléctrico. La poracién es un
evento importante en procesos de permeabilizacién celular y
de transporte de firmacos y macromoléculas a través de la
membrana, lo que provee amplia motivacién para estudiar sus
bases moleculares.

Las interacciones lipido-lipido en ambientes acuosos for-
man naturalmente una sorprendente variedad de estructuras
autoensambladas, entre las cuales las bicapas son un ejemplo
representativo [18] dada su importante funcién biolégica y su
empleo como modelo en estudios de biofisica fundamental
[19]. Las membranas celulares estdn compuestas principal-
mente de lipidos, proteinas y carbohidratos organizados en
forma de bicapas por efectos hidrofébicos. Las moléculas
amfifilicas se ubican con los grupos hidrofilicos orientados
hacia la interfaz con el agua manteniendo las cadenas no
polares en el interior de la membrana. De esta forma el
interior celular queda selectivamente aislado [20] con una per-
meabilidad controlada de forma activa y pasiva por complejos
mecanismos celulares. Esta propiedad es de maximo interés
en biomedicina y biotecnologia pues es esta permeabilidad
selectiva la responsable del transporte de iones, moléculas
y nanoparticulas a través de la membrana. La fusién de
membranas y la formaciéon de nanoporos ha sido estudiada
con especial interés por métodos experimentales [15], [17]
y simulaciones computacionales [11], [13], [42]. Con estas
ultimas se ha demostrado la geometria toroidal del nanoporo
y se ha cuantificado el coste termodindmico para generarlo en
términos de la energia libre, en [kJ/mol] [12]-[14].

V. EL PORO DE FUSION

Aunque notablemente mas complejo que el poro de mem-
brana, un poro de fusién es un mecanismo efectivo para
conectar organelas intracelulares y liberar el contenido vesic-
ular durante la exocitosis. Una compleja reorganizaciéon de
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Figure 2. Vistas de un poro de membrana. Representacién de resolucién
reducida (coarse-grained). Por claridad, no se muestran las moléculas de agua.

moléculas lipidicas tiene lugar durante la aproximacién de
las membranas, su deformacién y su fusién [43], [44]. Ter-
modindmicamente el proceso es desfavorable [12], [13] y se
ha hipotetizado que es mediado por proteinas especializadas
i.e., SNARE [11], [45] y Sinaptotagmina [46]. Entre los
mecanismos mds aceptados para la compleja reorganizacién
de lipidos durante la formacién del poro de fusién tenemos:
el stalk [47], 1a micela invertida [48], 1a curvatura del stalk [49]
y la elongacién [50]. Un andlisis molecular tridimensional de
este proceso es de gran escala en términos computacionales
y requiere una detallada descripciéon de la compleja reorga-
nizacion de las moléculas lipidicas. Entonces, por métodos in
silico se ha buscado estudiar la formacién de un poro de fusién
a partir de dos membranas inicialmente planas y paralelas.

Figure 3. Vistas de un poro de fusién. Representacion de resolucién reducida
(coarse-grained).

VI. ESTRUCTURAS 3D DE PROTEINAS

Dado que la mayor parte de los procesos bioldgicos involu-
cran complejos macromoleculares, la correcta identificacién y
caracterizacion de las interacciones entre proteinas y las redes
que forman, resulta esencial para entender los mecanismos
moleculares en la célula. Las interacciones proteina-proteina
son fundamentales en la mayoria de los procesos celulares
puesto que las funciones de las proteinas estdn gobernadas por
sus interacciones con otras moléculas, en especial con otras
proteinas.

El conocimiento de la estructura y las propiedades de los
complejos proteina-proteina es entonces crucial a la hora de
comprender cémo funcionan las células y para desarrollar
nuevos métodos en el campo del disefio de nuevas drogas. Por
lo tanto, resolver la estructura de complejos proteina-proteina
podria sustentar las bases para un mejor entendimiento de la
transmisién bioldgica de sefiales y del modo en que ciertas
funciones biolégicas son llevadas a cabo [51].

Actualmente las enzimas representan la mayor parte de
los estudios experimentales y tedricos referidos a proteinas
[52]. Sin embargo otras funciones de las proteinas son

también de interés, como por ejemplo el soporte mecdnico, el
transporte, el almacenamiento, el movimiento, la proteccién
inmunoldgica, la transduccién de sefales, el crecimiento y
la diferenciacion. Esta heterogeneidad de funciones de la
cuales las proteinas son responsables, ha sido un incentivo
en los investigadores para intentar interpretar y relacionar las
funciones bioldgicas con las estructuras. Tal es asi que durante
el estudio de las estructuras moleculares y sus interacciones
el modelado proteina-proteina ha sido un linea central en la
biomedicina computacional [53]-[56].

Dado que es posible obtener informacién confiable de la
funcién de una proteina estudiando su estructura tridimen-
sional [57], los detalles moleculares de las interacciones entre
algunas proteinas y las actividades de algunas enzimas se
han descripto con éxito y con gran impacto en el desarrollo
farmacéutico y en el diseio de nuevas drogas [58]-[60].
Aunque el conocimiento de los mecanismos de asociacion
de proteinas en solucién (3D) crece rdpidamente, hay una
clara necesidad investigar como estos procesos son mediados
a través de las membranas celulares (2D). Sin embargo, y a
pesar de que se han logrado importantes avances en el campo
experimental de la determinacién estructural [61], [62], la
dificultad y el coste asociado limitan la cantidad de estructuras
de proteinas que pueden determinarse. El conocimiento de las
secuencias, por otro lado, se ha multiplicado con la ayuda
de las técnicas de secuenciacién masiva [63]-[66]. Luego, el
vacio restante estd ocupado por secuencias de proteinas cuyas
estructuras tridimensionales no se conocen. Es aqui donde las
técnicas in silico tienen aplicacion inmediata.

Docking es el proceso por el cual dos moléculas interactian
y se enlazan. En un sentido mas general, docking es la
busqueda y la localizacién de configuraciones de baja energia
de una molécula y su receptor. Encontrar un ligando que se en-
lace fuertemente a una molécula conocida por ser responsable
de una enfermedad podria inhibirla funcionando como una
potencial droga. Por lo tanto, un docking computacionalmente
eficiente depende de la precisién de las funciones de energia
usadas para evaluar la intensidad de enlace de los candidatos.
Teodricamente, informacion predictiva de docking podria usarse
para reemplazar la ausencia de datos experimentales [55].

La prediccion estructural de complejos proteina-proteina a
partir de los mondémeros de los dos compuestos en estado
aislado (cristalizados separadamente) es un problema esen-
cial en biofisica, con implicaciones centrales en biomedi-
cina: disefio de inhibidores, interacciones macromoleculares
y comunicacién celular. En el desarrollo de algoritmos de
prediccién de interacciones entre proteinas (docking) resulta
de suma utilidad el uso de bases de datos (benchmarks)
[67]-[69] que retdnen decenas de complejos proteina-proteina
caracterizados experimentalmente por cristalografia de rayos
X, muchos de ellos disponibles en el Protein Data Bank
(PDB, [70]). Tanto por métodos experimentales como com-
putacionales el primer paso es probar cualquier hipdtesis
en casos conocidos (los algoritmos de docking han seguido
histéricamente este principio). El estado de las simulaciones
de docking entre proteinas queda peridédicamente determinado
por el Critical Assessment of Predicted Interactions (CAPRI),
un experimento de la comunidad cientifica internacional de
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modelado y acoplamiento entre proteinas [71], [72].

En estas bases de datos, cada complejo proteina-proteina
dispone del dimero y de los monomeros cristalizados de forma
aislada. Asi, la tarea de los algoritmos computacionales es
“simplemente” transformarlos en complejos. Dadas las impli-
caciones en el disefio de nuevas drogas, la mayor dificultad
técnica y los costes asociados a los métodos experimentales, la
prediccion de interacciones proteina-proteina es de un interés
particular, siendo una de las metas en biomedicina el uso,
desarrollo y mejoramiento de herramientas computacionales
para producir cada vez mejores modelos proteina-ligando y
proteina-proteina [67], [67]-[69], [73]-[75]. Por esto, en la
carrera por el disefio de mejores y mds eficientes algoritmos
de prediccién, los mondmeros aislados son utilizados como
unica informacion de inicio, siendo el objetivo maximo de
un algoritmo de docking el de generar el complejo proteina-
proteina en su versién dimérica nativa.

Las primeras aproximaciones de docking molecular fueron
desarrolladas para aplicarse entre proteinas y ligandos. La
primer versién de un programa de docking fue el algoritmo
DOCK [76], originalmente concebido como un algoritmo
de complementaridad geométrica usando las superficies de
Connolly [77]. Autodock [78], [79] fue disehado para pre-
decir como pequefias moléculas, como potenciales drogas, se
enlazaban a un receptor de estructura tridimensional conocida.
Por ultimo, GLIDE [80], [81] es un programa altamente
eficiente para predecir y ordenar configuraciones de docking
de ligandos.

Entre los algoritmos de docking mas extendidos encon-
tramos ZDOCK [55] basado en la complementariedad de
forma, energia de solvatacion y electrostatica para probar todas
las poses de enlace, para una dada resolucién y usando un
algoritmo optimizado con la transformada rdpida de Fourier
(FFT) [82]. El algoritmo FTDock (Fourier Transform Dock
[83]) genera eficientemente orientaciones de docking en el
espacio del cuerpo rigido entre dos biomoléculas. Basado
en la correlacion de Fourier de Katchalski-Katzir [84] es
actualmente uno de los mas optimizados en términos de
costes computacionales. Otros protocolos de docking como
FRODOCK [85] y HEX [86] se basan también en la trans-
formada rdpida de Fourier. PyDock [87] utiliza una funcién
energética relativamente independiente de las geometrias de
la orientaciones de docking, dandole la versatilidad necesaria
para ser usado en grupos de docking de cuerpo rigido gener-
ados por diversos métodos. HADDOCK [75] fue inicialmente
desarrollado para estudios de docking entre proteinas e incluye
diferentes niveles de flexibilidad combinando informacién
precalculada de simulaciones de dindmica molecular y de
resonancia magnética nuclear. En este sentido, RosettaDock
es también un método de mecdnica molecular con el objetivo
de predecir complejos proteina-proteina comenzando desde
sus componentes aislados [88]. RosettaDock realiza mini-
mizaciones energéticas para encontrar las poses mas estables,
combinandolas con un andlisis flexible de las cadenas laterales
mediante un muestreo conformacional de tipo Monte Carlo
[89].

A diferencia de los métodos que utilizan la transformada
rapida de Fourier [82], los métodos basados en mecanica

molecular como RosettaDock y HADDOCK utilizan modelos
explicitos de las proteinas, en el espacio atomistico o bien bajo
alguna forma de resolucién reducida de tipo grano grueso,
como el programa ATTRACT [74], [90], [91]. ATTRACT
es un innovador método de docking para aplicaciones en-
tre proteinas basado en un modelo de resolucién reducida,
garantizando asi un muestreo mds denso con un menor coste
computacional. Por un lado, los métodos geométricos resultan
utiles para muestrear grandes espacios configuracionales con
menores costes computacionales, mientras que los métodos
basados en una descripcidon mecanistica utilizan modelos mas
reales de las proteinas y son mds apropiados para un muestreo
exhaustivo de pequefias porciones del espacio, con mayor
complejidad computacional.

Alternativamente, algunos estudios [90], [92] han utilizado
con éxito modelos basados en redes eldsticas para aplica-
ciones de docking, forzando los carbonos-a con un potencial
armoénico hacia una nueva posicién utilizando un modelo
anisotropico de modos normales. Esto ha demostrado que
la dindmica de un sistema cerca de un estado de equilibrio
puede describirse en muchos casos con un nimero reducido
de grados de libertad. Un resultado de maximo interés para
las técnicas de dindmica molecular restringida por variables
colectivas.

VII. PROTEINAS MECANOQUIMICAS: DINAMINA

En 1989, se descubri6 una GTPasa llamada dinamina [93]
que cumple una funcién central durante la fisién de las
vesiculas endociticas, en células vegetales y animales. Las
dinaminas clasicas y las proteinas similares a la dinamina
(dynamin-like proteins, DLP) son una familia expansiva de
GTPasas mecano-quimicas que inducen fusién y fisién de
membrana. En eucariotas, su repertorio funcional incluye la
escision de vesiculas en la endocitosis y en el mantenimiento
de la membrana mitocondrial [94]. La dinamina posee la
notable propiedad de ensamblarse en polimeros helicoidales
contrictiles que se envuelven alrededor del cuello de una
vesicula y lo estrangulan hasta la fisién. La descripcion
molecular de un mecanismo de tal complejidad es de maximo
interés en biomedicina [95]. En 2011, la estructura crista-
lografica de esta proteina humana (sin el nucleétido) fue
obtenida por primera vez [96], potenciando los estudios de
simulaciones computacionales relacionados a dinamina.

Las dinaminas, unas GTPasas de ~ 100 kDa, tienen tres
propiedades bien establecidas. (i) Se oligomerizan formando
hélices alrededor un tubo de membrana. (ii) Los cambios
conformacionales impulsados por nuceétidos derivan en una
constricciéon del oligémero de dinaminas y de la membrana
que rodean. (iii) La fisién del cuello de la membrana es
dependiente de la hidrélisis de guanosin trifosfato (GTP) en
guanosin difosfato (GDP).

La estructura y funcién de dinamina durante su interaccién
con membranas han sido estudiadas por métodos experimen-
tales [94], [95], [97], [98] y computacionales [96], [99]-[103].
La forma de las membranas bioldgicas estd condicionada por
proteinas que estabilizan y/o generan curvatura de membrana
[21], [40], [104]. En general, tales procesos de compleja
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Figure 4. Dimero de dinamina (PDB ID: 2X2E). Representacion atomistica.
Los aminodcidos siguen la convencién de coloracién de Corey-Pauling-Koltun
(CPK) para distinguir dtomos.

remodelaciéon lipidica se llevan a cabo de forma pasiva,
es decir, sin el aporte de energia [102], como es el caso
de proteinas que contienen dominios Bin/Amphiphysin/Rvs
(BAR) [21], [105], [106]. Por el contrario, la etapa final de
la endocitosis catalizada por dinamina al ensamblarse en el
cuello endocitico, utiliza energia de la hidrdlisis de GTP para
la escision. La dinamina funciona entonces como un andamio
estructural polimérico activo, que se enrolla alrededor del tubo
de membrana y estabiliza su curvatura.

En principio, la fisién de membranas inducida por dinaminas
se ha explicado por dos mecanismos: el modelo de resorte y
el modelo de cizalla. Cuando la dinamina se asocia con nan-
otubos de lipidos [107], el cambio conformacional genera un
aumento en la extensién del arrollamiento. El paso helicoidal
aumenta de 11 nm a 20 nm cuando el tubo de membrana
recubierto de dinamina se trata con GDP, mientras que el paso
permanece constante cuando se trata con GTP~S o cuando estd
libre de nucledtidos. Se ha sugerido que la membrana podria
romperse por la rapida extension de la hélice, se han observado
hélices extendidas de dinamina in vivo [108] y se ha propuesto
un modelo tedrico que explicaria este mecanismo [109].

La validez del modelo de resorte se basa en la velocidad de
extension de la hélice: si la hélice de dinamina se extiende
mas rapido de lo que la membrana puede deformarse, la
membrana se rompe. De lo contrario, la membrana fluye
siguiendo el volumen cilindrico de la hélice y se ajusta a
la nueva conformacién del polimero, sin romperse. Por lo
tanto, la fisién ocurriria si y solo si la constriccion fuese mas
rapida que el tiempo viscoeldstico de las membranas lipidicas
(la escala de tiempo por debajo de la cual las membranas
se comportan como un sélido eldstico en lugar de un fluido
viscoso), que experimentalmente se encuentra en menos de 10
ms [110]. Como se ha descripto, el cambio conformacional
de dinamina ocurre en el orden de unos pocos cientos de
milisegundos [111], un orden de magnitud mds lentamente
de lo que se requiere. Por esto, resulta dificil que la sola
extension de la hélice de dinaminas, emulando un resorte,
genere suficiente arrastre mecanico en la bicapa lipidica como
para inducir la fisién [112].

Otra propuesta es el modelo de fisién por cizallamiento.
Este modelo propone que la torsiéon podria conducir a un

cizallamiento suficientemente intenso como para inducir fisiéon
[113]. Como en el caso del modelo de resorte, la rapidez
con la que las dinaminas se contraen es fundamental para
este modelo. Debido a que necesitan unos pocos cientos
de milisegundos para contraerse, parece poco probable que
las dinaminas se contraigan lo suficientemente rapido como
para cizallar la membrana. Una descripcion teérica de los
cambios conformacionales de los tubos lipidicos recubiertos
de dinamina predice tres estapas sucesivas [114]. La primera
ocurre en una escala de tiempo de 100 us y corresponde a
una leve expansion de la hélice. Durante la segunda etapa, que
ocurre dentro de los 100 ms, el radio del tubo disminuye. En la
tltima etapa, que ocurre en tiempos del orden del segundo, se
reduce el paso de la hélice y se expulsa la membrana desde el
interior de la hélice. Este modelo tedrico fue corroborado por
experimentos in-vitro [111], confirmando que la constriccion
ocurre en escalas de tiempo de 100 ms, que es mayor al
tiempo viscoeldstico de la membrana (menos de 10 ms). Por
lo tanto, tampoco resulta factible que la fisién de la membrana
se produzca exclusivamente por cizallamiento [112].

La dinamina tiene un papel regulador durante la expansion
del poro de fusién, a través del cual controla la liberacion del
transmisor, independientemente de su papel endocitico [115]-
[117] o de la translocacién de vesiculas [118]. Ademads, como
sefialaron Keating y colaboradores [119] desde un enfoque
farmacoldgico, la dinamina no solo controla la expansion
del poro de fusién durante la exocitosis, sino que es un
modulador bidireccional del poro de fusién, que aumenta o
disminuye la cantidad liberada desde la vesicula durante la
exocitosis, cuando es activada o inhibida. Asi, la dinamina
tiene la capacidad de ajustar con precisién la liberacién del
transmisor y sus mecanismos moleculares son, por lo tanto,
de sumo interés.

VIII. PROTEINAS CON DESORDEN INTRINSECO:
ALFA-SINUCLEINA

En los ultimos 20 afios, el paradigma tradicional estructura-
funcién en las proteinas sufrié un replanteo fundamental
[120], bdsicamente porque al menos el 30% del ndmero
total de proteinas en una célula eucariota es intrinsecamente
desestructurada o desordenada [121], [122]. Segtn la idea
original, el desorden intrinseco es la ausencia de una estructura
tridimensional en el tiempo [123]. El desorden intrinseco
cubre un amplio espectro de estados, desde completamente
desestructurado hasta parcialmente estructurado. Tanto los
estudios experimentales como los computacionales observaron
desorden intrinseco en diversos tipos de proteinas, como
proteinas globulares, fibrosas y de membrana [124].

Muchas proteinas no tienen una estructura tridimensional
rigida bajo condiciones fisioldgicas in vitro, pues funcionan
como ensambles dindmicos de estructuras que coexisten. Es-
tas proteinas denominadas intrinsecamente desestructuradas
[123] o intrinsecamente desordenadas [121] tienen estruc-
turas dindmicas que se interconvierten en distintas escalas de
tiempo. A pesar de su flexibilidad inherente y su falta de
estructura secundaria estable, estas proteinas cumplen roles
bioldgicos cruciales como el reconocimiento molecular, la
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unién molecular y la modificaciéon de proteinas [3], [125],
[126].

Inicialmente, se relaciondé a las proteinas intrinsecamente
desordenadas (o a las proteinas con regiones desordenadas)
con el cancer [127]. Actualmente, sabemos que el desorden
intrinseco estd ampliamente distribuido en el proteoma y
que es un mecanismo utilizado durante la evolucién [128].
Ejemplos prominentes de proteinas desordenadas son: alfa-
sinucleina, la proteina tau y los péptidos beta-amiloides, cuya
agregacién resulta en degeneracién y muerte de las células
neuronales y en neuropatologias devastadoras [129]. En par-
ticular, la agregacion de alfa-sinucleina ha sido relacionada a
la enfermedad de Parkinson [130], [131] siendo el principal
componente de los cuerpos fibrilares insolubles de Lewy [132],
[133], que son indicadores de la degeneracién neuronal.

Figure 5. Alfa-sinucleina (PDB ID: 1XQ8). Representacion atomistica. Los
aminodcidos siguen la convencién de coloracion de Corey-Pauling-Koltun
(CPK) para distinguir dtomos.

Alfa-sinucleina es una pequefia proteina citosdlica
intrinsecamente desordenada (~ 14 kDa) relacionada al
trafico vesicular, a la fusién y a la fisién [133], [134]. Aunque
es desestructurada en su forma nativa, se ha demostrado que
al enlazarse con la superficie de la membrana, alfa-sinucleina
se pliega en dos hélices antiparalelas bien definidas [131],
[135] dejando un pequefio segmento de 47 residuos que
permanece desordenado [136]. En la estructura de resonancia
magnética nuclear disponible en el Protein Data Bank (PDB
ID: 1XQ8), alfa-sinucleina consiste de 140 aminoacidos: dos
hélices alfa (res 1-92) y la regién desordenada (res 93-140)
que no tiene estructura secundaria ni terciaria (ver figura 5).

Hace unos diez afios Middleton y sus colaboradores de-
mostraron que alfa-sinucleina se enlaza con sustancial afinidad
a vesiculas lipidicas altamente curvadas [134] y mds recien-
temente, se ha sugerido que los primeros 100 residuos de
alfa-sinucleina (mayormente el dominio hélice alfa ordenado)
inducen curvatura en membranas [137] y que la regién des-
ordenada cumple un rol esencial en los regimenes de maxima
deformacion [41].

Se ha hipotetizado que las sinucleopatologias podrian ser el
resultado de interrupciones en las funciones celulares bdsicas
que interactdan con la biologfa tnica de neuronas particulares
haciéndolas especialmente vulnerables [138]. Se ha reportado
que alfa-sinucleina se enlaza favorablemente con membranas
anidnicas de alta curvatura [139]-[141] y recientemente se ha
propuesto que alfa-sinucleina tiene efectos dosis-dependientes
sobre la dilatacién del poro de fusién exocitico [142].

IX. FORCE-FIELDS

Un problema no menor es elegir la resolucién mds ade-
cuada para realizar las simulaciones de dindmica molecular,

en una relaciéon de compromiso entre las posibilidades del
modelo (el force-field) para reproducir un evento de interés
con suficiente exactitud y el tiempo de simulacién del que
se dispone (el tiempo de supercomputacién es muy preciado
y no estd disponible para todos). Las resoluciones mads altas
(atomisticas) llevan desde luego asociados los costes computa-
cionales también mads altos. En general, la forma atomistica de
las simulaciones de dindmica molecular queda descripta por
la ecuacion:

Brotal = 32 Kr(r = 1eq)? + 33 Ko(0 6y + 3 31+
cos(ng — )] + 3 [A — £ + L]

que es ampliamente utilizada en simulaciones de sistemas
biolégicos [143]. En este modelo cada molécula se representa
mediante un conjunto de dtomos puntuales conectados entre
si mediante potenciales de enlace, angulares y torsionales,
que determinan la topologia, la forma y la flexibilidad de
la molécula. Atomos separados por mds de tres enlaces, o
pertenecientes a moléculas diferentes, interactdan a través de
potenciales de Lennard-Jones y de Coulomb. Los parametros
del modelo se ajustan para reproducir datos experimentales, o
se obtienen a partir de célculos de estructura electrénica. En
este sentido, en los ultimos afios los modelos GROMOS [144],
CHARMM [145], AMBER [146] y OPLS-AA [143] han sido
extensamente probados y reajustados, siendo una base sélida
para el modelado de iones, lipidos y aminodcidos.

Una reduccién de la resolucion, mediante un agrupamiento
de algin nimero de 4tomos en nuevas particulas con sus
propios parametros, es una estrategia interesante para reducir
el coste computacional. Al respecto, se han desarrollado
interesantes modelos de grano grueso (coarse-grained) para
sistemas biolégicos, como por ejemplo: MARTINI [147],
SIRAH [148] y SURPASS [149].

En el modelo de MARTINI, las particulas se clasifican
seglin sus interacciones mutuas como: polares, no polares,
apolares y cargadas. También se clasifican en subtipos que
determinan su capacidad para formar enlaces de hidrégeno o
su grado de polaridad [150]. En particular, para las moléculas
de lipidos de fosfatidilcolina, los grupos de cabeza de fosfa-
tidilcolina incluyen dos grupos hidréfilos (colina con carga
positiva y fosfato con carga negativa). Las moléculas de
colesterol estin modeladas por 8 particulas (6 para el esterol y
2 para la cola) con una geometria principalmente plana [150].

MARTINI [147], [150]-[152] ha dado excelentes resultados
en los dltimos afos para el modelado molecular de proteinas
y lipidos [153]-[157] y para célculos de energia libre [21],
[41], [158], [159]. Su nueva version MARTINI 3 promete una
descripcidn mas precisa de las interacciones proteina-lipido, de
modo de compensar y corregir algunas dificultades del modelo
anterior [160].

X. PAQUETES DE DINAMICA MOLECULAR

La investigacién cientifica dirigida a la interfaz entre la
nanociencia y la biologia promete desencadenar avances en
ciencia fundamental y potenciar el desarrollo de tecnologias
revolucionarias [161]. Por ejemplo, el estudio a nivel mole-
cular de las interacciones ADN/proteina y ADN/lipido son
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de relevancia farmacéutica [162], [163] y nanotecnoldgica
[164]-[167]. Las simulaciones computacionales multiescala
son hoy una herramienta indispensable para estudiar procesos
biolégicos transitorios y/o metaestables, dificiles de analizar
por técnicas experimentales. En este sentido el desarrollo de
nuevas o variables colectivas es de maximo interés para calcu-
lar la energia libre (en kJ/mol) asociado a un evento bioldgico,
reduciendo el espacio de muestreo y el coste computacional
de la dindmica molecular.

Varios paquetes de dindmica molecular han sido desarrolla-
dos en los dltimos afios y estdn disponibles para la comunidad
cientifica, por ejemplo: LAMMPS [168] y NAMD [169].
En sistemas biologicos, GROMACS (GROningen MAchine
for Chemical Simulations) [170] es uno de los paquetes de
dindmica molecular mas usados. Es un programa de alto
rendimiento, de cédigo abierto, multiplataforma, utilizado para
realizar simulaciones de dindmica molecular de sistemas con
cientos de miles de particulas. GROMACS esta escrito en C,
C++ y CUDA. Puede compilarse para CPU, GPU y para arqui-
tecturas XeonPhi [171], [172] usando gcc, CMAKE y FFTW3.
Plumed también estd escrito en C++ y estd desarrollado para
CPU y GPU. GROMACS utiliza MPI, thread-MPI y OpenMP
y también cuenta con aceleracién heterogénea GPU/CPU muy
optimizada y que escala muy bien a partir de la versién 5.0.

En el desarrollo de variables colectivas complejas,
PLUMED [173] es un conveniente programa para su im-
plementacién, con librerias matemdticas como MathEval y
Lepton. Es también un c6digo abierto para cdlculos de energia
libre que se compila junto con un motor de dindmica molecular
como GROMACS. Ambos cédigos (GROMACS y PLUMED)
han tenido excelentes resultados en simulaciones de sistemas
biolégicos [172], [174].

XI. CONCLUSIONES

Al desarrollar modelos matemadticos y técnicas in silico
para sistemas complejos de macromoléculas observamos tres
principios bdsicos:

o (i) proveer una detallada descripciéon molecular del pro-

ceso dindamico de interés,

o (ii) identificar posibles estados metaestables e intensificar

el muestreo en su espacio,

o (iii) reducir la complejidad computacional al minimo.

Con esta estrategia de base, dedicamos nuestra investigacion
al desarrollo de nuevas coordenadas colectivas que permitan
describir fendmenos bioldgicos de interés [3], [21], [40], [41],
[56], [175], como la curvatura de membrana, la formacion de
un poro de fusién y los efectos en ellos de proteinas rela-
cionadas. Cuando es posible realizamos también simulaciones
de dinamica molecular sin restricciones (unbiased) de modo de
identificar posibles minimos de energia no capturados por las
coordenadas colectivas, como consecuencia de una proyeccion
incompleta de la compleja superficie de energia libre al
espacio de fase utilizado para el muestreo. De este modo
se han sido identificados estados transitorios y/o metaestables
como un poro hidrofilico de transmembrana que no se cierra
espontdneamente y permanece en un minimo local de energia
libre descripto sélo recientemente [13].
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