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Resumen 

Las proteínas de la familia Csr se encuentran presentes en el 75% de las especies 

bacterianas, y se estima que el 15% de los genes codificados en Escherichia coli son 

regulados por éstas. Su rol biológico está asociado a su capacidad de unirse a las regiones 

no traducidas (UTR) 5’ de ARN mensajeros (ARNm), modificando así su tasa de traducción. 

Entre los ARNm blanco de RsmE se destaca el gen hcnA, el cual codifica para una de las 

subunidades de la enzima responsable de sintetizar HCN en Pseudomonas protegens. 

Dicho metabolito actúa como un inhibidor natural frente a patógenos del suelo, por lo que 

las bacterias capaces de sintetizarlo proveen una protección natural a las plantas cuyas 

races habitan. Las homólogas de la familia Csr en el género Pseudomonas son nombradas 

con el prefijo “Rsm”. Éstas impiden la accesibilidad de la unidad ribosomal 30s al gen 

objetivo, de manera que la presencia de la proteína implica una represión en la expresión 

del ARNm. La familia Csr/Rsm es a su vez regulada por moléculas de ARN no codificantes 

y de secuencia corta (ARNp), capaces de capturar a la proteína y liberar al gen sobre el cual 

ejercen una función regulatoria. Los ARNp en cuestión poseen la misma secuencia 

consenso de unión que los ARNm capturados por Csr/Rsm, actuando así como inhibidores 

competitivos. Entre estos ARNp, RsmZ es el único cuya estructura ha sido caracterizada 

experimentalmente. En dichos trabajos a su vez se determino que RsmE se une 

cooperativamente los distintos bolsillos de unión de RsmZ siguiendo un orden definido. 

Contrariamente, estudios experimentales previos demuestran que RsmE se une a hcnA de 

manera anticooperativa. El objetivo de esta tesis es explicar dichos aspectos del sistema. 

Para esto, se presenta un análisis basado en simulaciones de Dinámica Molecular (DM) que 

explora la diversidad conformacional tanto de RsmZ como de los complejos RsmE-RsmZ y 

RsmE-hcnA. Los resultados revelan un patrón definido de exposición secuencial de los 

diferentes motivos de unión de RsmZ causado por la captura de las sucesivas unidades de 

RsmE. En conjunto, estas simulaciones brindan una explicación simple y consistente para 

el orden de unión observado experimentalmente, y cuyas bases moleculares no habían sido 
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develadas hasta el momento. Además, se presentan modelos estructurales para los 

complejos RsmE-RsmZ parcialmente ocupados que no habían sido descritos de forma 

experimental al momento de realizarse esta tesis. Por otra parte, se implementaron 

simulaciones de Umbrella Sampling que describen el mecanismo de unión entre RsmE y el 

sitio de unión de RsmZ situado en una región simple cadena. El estudio estuvo enfocado en 

dilucidar cuáles son las interacciones más relevantes del proceso, estimando la energía 

involucrada en el evento de unión. Se observó que el motivo estudiado de RsmZ adquiere 

una estructura símil stem-loop durante el evento, y que para poder llegar a esa conformación 

es necesario que el segmento de simple cadena contenga al menos nueve nucleótidos. 

Asimismo, y mediante un Análisis de Componentes Principales (PCA) de ambas moléculas 

en su forma libre, se determinó que sus principales coordenadas colectivas tienden a 

generar las conformaciones propicias para la unión, sugiriendo fuertemente que la 

flexibilidad de la región monocatenaria de RsmZ afecta de manera crucial su capacidad para 

capturar a RsmE. Finalmente, se presentan resultados preliminares realizados para dilucidar 

el mecanismo de unión entre RsmE y el gen hcnA. Las simulaciones de Umbrella Sampling 

presentadas reproducen cabalmente los resultados experimentales y, por lo tanto, pueden 

ser luego aplicados a su racionalización. En conjunto, este trabajo presenta las primeras 

simulaciones reportadas tanto para el sistema de regulación post-transcripcional RsmE-

RsmZ como para el complejo RsmE-hcnA, y se suma a los escasos antecedentes de 

técnicas de DM aplicadas al estudio de moléculas de ARNp.  
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Preámbulo

Esta tesis está dividida en dos partes, cada una de las cuales cuenta con tres
capítulos. El criterio por el cual establecí esta división es distinguir el marco teórico,
plasmado en la primera parte, de la implementación metodológica propiamente
dicha, que se presenta en la segunda parte. La segunda parte incluye además las
conclusiones generales del trabajo, la bibliografía empleada, y una tabla que resume
las siglas utilizadas a lo largo del texto.

El primer capítulo introduce al sistema estudiado en este trabajo, el cual se
trata de un tándem de regulación post-transcripcional que opera sobre la expresión
de ciertos genes bacterianos. Este sistema se conoce como RsmE-RsmZ, y está
implicado en la síntesis de metabolitos secundarios que proveen una protección
natural a las plantas cuyo entorno habitan las bacterias que lo contienen. Una de
las principales motivaciones de este trabajo ha sido dilucidar las bases moleculares
del funcionamiento del sistema RsmE-RsmZ, así como de los genes sobre los que
ejerce una función de regulación, a sabiendas de que el conocimiento generado
podría contribuir al desarrollo de factores de biocontrol naturales para un enfoque
ecológico de agricultura sustentable. Aún en los pasajes de este trabajo en los que
esa motivación no sea explícita, fue siempre ésta la que impulsó la elección del
sistema y sus posteriores etapas de estudio.

El segundo capítulo se centra en las características dinámicas y estructurales de
las moléculas de ARN. El motivo por el cual se dedica un capítulo entero a este
aspecto radica en que, por un lado, este tipo de moléculas no son las más ampli-
amente estudiadas mediante técnicas de simulación computacional, pero además
porque los fenómenos más detenidamente estudiados en este trabajo se relacionan,
precisamente, con esas características propias de los ARN. El tercer capítulo discute
los fundamentos teóricos de las simulaciones de Dinámica Molecular, siendo ésta la
técnica sobre la que se basó este trabajo. Habiendo introducido ya las características
del ARN, se discute cómo éstas afectan a la aplicación de técnicas de Dinámica
Molecular, y a los métodos de análisis generalmente aplicados a proteínas. Parte
de los temas discutidos en estos dos capítulos fueron recientemente incluidos en el
libro “Bacterial Regulatory RNA: Methods and Protocols” de Springer Nature [1],



en el cual participó nuestro grupo.

Los tres capítulos de la segunda parte están divididos de manera que cada uno
de ellos aborda objetivos generales y específicos distintos, así como hipótesis difer-
entes. Esta segunda parte comienza con el Capítulo IV, el cual explica cómo se
aplicaron las técnicas de Dinámica Molecular, Análisis de Componentes Princi-
pales y métodos de clusterización para hallar un patrón estructural y dinámico que
permitiera explicar el carácter secuencial y cooperativo a través del cual RsmE se
une a RsmZ. Los resultados presentados en dicho capítulo fueron publicados en
The Journal of Physical Chemistry B en 2021 [2].

El quinto capítulo aborda la simulación del evento de unión entre RsmE y
RsmZ propiamente dicho. Asimismo, también se describieron las principales
deformaciones sufridas por el sistema durante el proceso de unión, los residuos que
juegan un papel crítico en ese mecanismo, y el perfil de energía asociado al evento.
El análisis reveló que la longitud del segmento de ARN al que se une RsmE cumple
un rol fundamental para posibilitar esa unión. Los resultados presentados en dicho
capítulo fueron publicados en Journal of Chemical Information and Modeling en
2022 [3].

El sexto capítulo describe un nuevo proceso de unión, pero esta vez protago-
nizado por RsmE y un segmento de uno de los ARN mensajeros sobre los que
ejerce una función regulatoria: el gen hcnA. Este gen codifica una de las unidades
de la enzima responsable de sintetizar ácido cianhídrico, uno de los metabolitos
secundarios de Pseudomonas protegens que actúan como inhibidores de crecimiento
para patógenos de plantas. Dicho capítulo plantea la perspectiva de continuidad para
esta línea de investigación, describiendo mediante técnicas de muestreo mejorado el
carácter anti cooperativo en el tándem RsmE-hcnA y dejando sentadas las hipótesis
que permitirían explicar dicho comportamiento.

Finalmente, las conclusiones generales de este trabajo aúnan los resultados
obtenidos en cada una de sus etapas, aportando una mirada integral de los mismos
en el contexto del conocimiento previo sobre el sistema, e intentando relacionar
diversas observaciones experimentales que hasta el momento aparecían como in-
conexas. Los trabajos reportados en esta tesis implican los primeros antecedentes



de simulaciones abocadas al estudio del sistema de regulación post-transcripcional
RsmE-RsmZ.

El documento es interactivo, de manera que tanto las referencias, como los títulos
de las secciones y las menciones al material complementario, están hipervinculadas
como enlaces. De esta manera, presionando sobre cada una de estas menciones
en el cuerpo del texto se redirige al elemento referenciado, sea dentro del propio
documento como fuera de él. En este sentido, cabe mencionar que la tesis cuenta
con modelos estructurales disponibles en el repositorio https://sketchfab.com/
aormazabal, y a lo largo del texto se proveen códigos QR que, al escanearse,
permiten visualizar las estructuras en Realidad Aumentada. A su vez, se puede
acceder a videos con animaciones de los procesos simulados a través del enlace:
https://www.youtube.com/@agusin.ormazabal/playlists.

Cabe destacar que, en paralelo a esta investigación, realicé una estancia de
investigación de seis meses en el Instituto Europeo de Bioinformática de Cambridge
(EMBL-EBI) bajo la dirección de Alex Bateman. Durante este período, trabajé en
la caracterización de proteínas repetitivas humanas con capacidad de unión a ARN.
En particular, el trabajo estuvo centrado en distinguir las propiedades de dichas
interacciones según si el tipo de repeticiones de las proteínas involucradas era de
carácter secuencial o estructural. Si bien la temática es tangencial a la abordada
durante mi doctorado, me permitió ampliar mi visión sobre las interacciones del tipo
proteína-ARN, lo cual fue esencial para la escritura de este trabajo. Los resultados
de dicha investigación fueron publicados en PLOS ONE en el año 2023 [4].

Respecto a la historia de esta tesis, la misma se remonta al año 2017. Todo
empezó cuando nos encontramos con el que sería el sistema a estudiar, gracias a
la gentileza de Claudio Valverde, docente e investigador de nuestra Universidad,
quien nos puso al tanto de la reciente obtención de la estructura tridimensional
del complejo RsmE-RsmZ. Durante el desarrollo de esta tesis se produjo un punto
de inflexión en el campo de la biología y la biofísica computacional, como fue el
advenimiento de las inteligencias artificiales para predecir estructuras de proteínas a
partir de sus secuencias. Esas herramientas hoy empiezan a dar, con las dificultades
del caso, sus primeros pasos en lo que respecta a la predicción estructural de ácidos
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nucleicos, y en etapas posteriores (probablemente más fatigosas), seguramente
hagan lo propio para los complejos formados por ambos tipos de moléculas. No
obstante, esa perspectiva parecía muy lejana cuando este trabajo tuvo comienzo, por
lo que contar con la estructura del complejo RsmE-RsmZ fue un insumo esencial
para su estudio.

Para nuestro grupo avanzar con esta investigación implicó inaugurar una nueva
línea de investigación sobre la que no teníamos experiencia. Implicó acostumbrarse
a comprender que el ojo a través del cual hay que observar una simulación que
involucra moléculas de ARN es completamente distinto al necesario para observar
la dinámica de una proteína. Implicó adaptar las técnicas que hasta ese momento
nos resultaban habituales a un nuevo contexto biológico. Y sobre todo, implicó
mucha artesanía, paciencia y trabajo en equipo.

Podría decirse que la apuesta por investigar este tema fue, ante todo, bastante
inconsciente. Nos ganó completamente el entusiasmo del momento, y creo hablar
tanto por mi como por quienes dirigieron este trabajo al decir que, con los matices
propios del paso del tiempo, esa motivación nos acompañó hasta el momento en el
que cayó el último punto sobre esta tesis. Y hasta después, también.

Juliana, Gustavo y yo somos un equipo pequeño. Pero sin ese constante trabajo
en equipo no existiría ninguno de los capítulos que suceden a esta pequeña intro-
ducción. Si bien me toca ser quien narra la historia de estos cinco años y medio
de investigación, el rol que cada quién asumió para el desarrollo del trabajo es
intercambiable. Sobre todo, a nivel personal. Esas tres dimensiones del equipo son
la identidad del resultado final de ese trabajo que es esta tesis.
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I.2 La familia de ARNp reguladores
de Csr/Rsm 9

I.3 RsmE como regulador en la sín-
tesis de HCN 16

Resumen de este capítulo Las proteínas de la familia Csr se encuentran presentes en
el 75% de las especies bacterianas, y se estima que el 15% de los genes codificados en
Escherichia coli son regulados por éstas. Su rol biológico está asociado a su capacidad
de unirse a las regiones no traducidas (UTR) 5’ de ARN mensajeros (ARNm), modificando
así su tasa de traducción. Las homólogas de CsrA de la familia Csr en el género
Pseudomonas son nombradas con el prefijo “Rsm”. Éstas impiden la accesibilidad de la
unidad ribosomal 30s al gen objetivo, de manera que la presencia de la proteína implica
una represión en la expresión del ARNm. La familia Csr/Rsm es a su vez regulada por
moléculas de ARN no codificantes y de secuencia corta (ARNp), capaces de capturar
a la proteína y liberar al gen sobre el cual ejercen una función regulatoria. Los ARNp
en cuestión poseen la misma secuencia consenso de unión que los ARNm capturados
por Csr/Rsm, actuando así como inhibidores competitivos. Entre estos ARNp, RsmZ es
el único cuya estructura ha sido caracterizada experimentalmente. Esta información
estructural constituyó un insumo fundamental para la realización de esta tesis. En este
capítulo se introduce el sistema de regulación post-transcripcional RsmE-RsmZ, y se



2 Capítulo I. RsmE como reguladora de la expresión génica

exponen los principales interrogantes que se abordarán en la segunda parte de esta
tesis. Por último, se describe cómo la síntesis de estos ARNp es también regulada en
función de factores de contexto, y la influencia que éstos tienen sobre la traducción de
metabolitos secundarios relevantes por su rol ambiental. Así, se introduce a la familia de
genes hcnABC, de particular interés para este trabajo.

En las siguientes secciones se describen los aspectos esenciales del complejo de
regulación post-transcripcional RsmE-RsmZ, así como de los ARNm regulados por
el mismo. También se presentan las principales incógnitas que existían al momento
de iniciarse este trabajo. Los capítulos que conforman la segunda parte de esta tesis
buscan, precisamente, dar respuesta a algunas de esas preguntas.

I.1 La familia Csr/Rsm de proteínas reguladoras en bacterias

Durante décadas, la adaptación de las bacterias a los cambios en su entorno fue
asociada a factores de regulación sobre la transcripción de determinados genes
[5–7]. En particular, la mayoría de los estudios hasta principios de siglo coincidían
en asociar esta regulación al control sobre el inicio de la transcripción y, en menor
medida, con su terminación [8]. Sin embargo, los últimos años trajeron impor-
tantes avances en términos de la información fisiológica, bioquímica, genética y
ómica disponible. En particular, se identificaron etapas de regulación que ocurren
a posteriori de la transcripción [9], generando un gran auge de investigaciones
referidas a los mecanismos de regulación post-transcripcional durante las últimas
dos décadas. Si bien, en la mayoría de los casos, los mecanismos de regulación
post-transcripcional están asociados al control fino de la expresión de ciertos genes,
existen ejemplos en los que su rol es determinante para el ajuste de rutas metabólicas
asociadas a factores contextuales [9]. Tal es el caso de la familia de proteínas Csr.

CsrA (por sus siglas en inglés Carbon storage regulator A) fue la primera
proteína de la familia en ser identificada. Su descubrimiento se dio en el año 1993,
como consecuencia de una serie de estudios basados en mutagénesis dirigida que
tenían como objetivo la identificación de proteínas de Escherichia coli capaces de
unirse de forma secuencia-específica a ácidos ribonucleicos (ARN) [10]. En ese
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mismo trabajo se reportó que CsrA se trata de un polipéptido de 61 aminoácidos.
Al momento de descubrirse esta proteína, su secuencia no se correspondía con

ninguna otra conocida. Por este motivo, no era posible inferir su función específica
basándose en la secuencia. No obstante, en esos experimentos se observó que la
deleción del gen codificante para CsrA (csrA) tenía consecuencias fenotípicas en
las vías de flujo del Carbono de las bacterias [10]. El nombre de la proteína se debe
precisamente a esa observación. En un estudio posterior realizado ese mismo año,
se encontró que los mutantes deletéreos de csrA sufren alteraciones en su forma
celular y su capacidad de adhesión a superficies, entre otros efectos pleiotrópicos
[11]. Hasta la fecha se ha reportado que CsrA participa de mecanismos involucrados
con un espectro amplio de funciones biológicas que incluyen la motilidad celular,
la virulencia, la síntesis de glucógeno, el quorum sensing y las respuestas a estrés,
entre otras [8, 12–17].

El descubrimiento de CsrA abrió la puerta a nuevos estudios abocados a su
caracterización biológica. En el año 1996 se abordó por primera vez la distribución
filogenética de la proteína a partir de la búsqueda de homologías secuenciales
por Southern Blot, partiendo de amplificaciones por PCR (por Polymerase Chain
Reaction) [18]. Aunque esta metodología alcanzó un número limitado de genomas
bacterianos, arrojaron un primer indicio sobre la amplia distribución de esta proteína
entre eubacterias.

I.1.1 Proteínas homólogas de CsrA

La primera homóloga de CsrA fue descubierta en la γ-proteobacteria Pectobac-
terium carotovorum, y se denominó RsmA por sus siglas en inglés Repressor
of Secondary Metabolites A [19]. Su nombre se debe a su efecto represor en
hospedadores patogénicos través de la regulación de enzimas líticas y del mecan-
ismo de quorum sensing. Si bien la subfamilia Rsm presenta a grandes rasgos
diferencias importantes desde el punto de vista de sus secuencias, posee una alta
similitud estructural con el resto de la familia Csr [9, 20]. Por simplicidad, las
proteínas de la familia Csr y la subfamilia Rsm serán mencionadas en adelante
como la familia “Csr/Rsm”, dado que a fines de esta tesis representan un conjunto
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de proteínas estructuralmente equivalentes.

Está descrito que la distribución filogenética de estas proteínas no es homogénea,
sino que se encuentran ausentes en especies que poseen ciclos de vida intracelulares,
como Rickettsia, Chlamydia y la γ-proteobacteria Francisella [9]. En ese mismo tra-
bajo se muestra que incluso dentro de la rama proteobacteria algunas clases carecen
de homólogos de Csr/Rsm, mientras en bacterias tales como las β -proteobacterias
su presencia se limita a las especies Bordetella petrii y Burkholderia pseudomallei
(cepa TSV202). Este mismo estudio destaca que Bordetella petrii no cumple un rol
patogénico, sino que ejerce una función ambiental. Este es un aspecto compartido
con Pseudomonas aeruginosa, siendo esta última una de las especies que expresa
esta familia de proteínas.

Las homólogas de CsrA en el género Pseudomonas son de particular interés para
este trabajo. Entre dichas homólogas, RsmA es la más ampliamente distribuida
[9]. Casi todos los genomas del género Pseudomonas presentan un alelo para el
gen rsmA. En segundo lugar, se ubica la subfamilia RsmE, presente en las especies
chlororaphis, corrugata, fragi, koreensis, lutea, mandelii, putida, syringae y, de
particular relevancia para este trabajo, protegens. RsmC y RsmI son las otras dos
homólogas de CsrA muy extendidas dentro del género Pseudomonas, mientras
el resto de las subfamilias (RsmN, RsmM, RsmD, RsmL y RsmH) tienen una
distribución mucho más restringida [9]. La tabla I.1.1 resume los nombres de CsrA
y sus homólogas en diferentes organismos del género Pseudomonas.

Al día de hoy, se estima que CsrA y sus homólogas interactúan con el 15%
de los genes de Escherichia coli [21–23] y que las mismas están presentes en
el 75% de las especies bacterianas [13]. Esto equivale a alrededor de 16.000
secuencias polipeptídicas asociadas a CsrA, las cuales se encuentran almacenadas
en las bases de datos de Pfam e InterPro, abarcando cerca de 2900 especies [9].
Estas observaciones muestran la relevancia de las funciones ejercidas por la familia
de proteínas Csr. Puede verse además que, entre estas funciones, su participación
en mecanismos de regulación supera con creces al alcance inicialmente asignado a
la proteína.
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Tabla I.1: Resumen de los nombres adoptados por las proteínas homólogas de CsrA según la especie.
Información recopilada de la Referencia 9.

Especie Homóloga de CsrA
Acinetobacter baumannii CsrA

Azotobacter vinelandii RsmA
Erwinia amylovora RsmA
Escherichia coli CsrA

Halomonas anticariensis CsrA
Legionella pneumophila CsrA

Pectobacterium carotovorum RsmA
Pseudomonas aeruginosa RsmA, RsmN (RsmF)

Pseudomonas brassicacearum RsmA, RsmE
Pseudomonas chlororaphis RsmA, RsmE
Pseudomonas donghuensis RsmA, RsmE, Rsm3
Pseudomonas entomophila RsmA1, RsmA2, RsmA3
Pseudomonas fluorescens RsmA, RsmE
Pseudomonas protegens RsmA, RsmE

Pseudomonas putida RsmA, RsmE, RsmI
Pseudomonas syringae CsrA1-5, (RsmI, RsmA, RsmE)

Salmonella enterica serovar Typhimurium CsrA
Serratia mascescems CsrA

Vibrio cholerae CsrA
Vibrio fischeri CsrA

Vibrio tasmaniensis CsrA

I.1.2 Mecanismos de regulación mediados por CsrA

La enzima ADP-glucosa pirofosforilasa, responsable de la síntesis de glucógeno,
está codificada por el gen glgC. Este gen fue uno de los primeros en ser identificado
como blanco de CsrA [24]. Para esto se usó un constructo entre glgC y lacZ, y se
observó que su regulación no dependía de que existiera un promotor nativo para
glgC. Esto sugirió que la regulación debía ocurrir de manera post-transcripcional.
Años después esta suposición fue demostrada, encontrándose que la unión de CsrA
a la secuencia leader de glgC bloquea el acceso del ribosoma al Sitio de Unión al
Ribosoma (RBS, por sus siglas en inglés), inhibiendo así su traducción [25].
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Posteriormente se encontró el mismo efecto en otros genes de E. coli [23, 26, 27].
También se han descrito contextos dentro de los cuales CsrA actúa estabilizando
la formación de estructuras secundarias en el ARN blanco que luego impiden su
traducción [28]. Un caso interesante es el del gen pgaA, necesario para la síntesis
de la adhesina y la posterior formación del biofilm. En este caso, se observó que
CsrA altera la estructura secundaria del ARNm, permitiendo el acceso del complejo
Rho que eventualmente producirá el fin de la transcripción [29]. Este fue el primer
caso descrito en el que CsrA regula la transcripción de manera directa.

También se han encontrado casos en los cuales CsrA actúa como activador
positivo de la traducción. Se ha demostrado que el gen moaA, necesario para la
biosíntesis del cofactor de Molibdeno (MOCO), es regulado positivamente cuando
dos sitios de unión a CsrA ubicados en su Región no Codificante 5’ (UTR 5’, por
sus siglas en inglés) son ocupados por dicha proteína. Esta interacción hace que el
gen adopte una estructura óptima para la accesibilidad al ribosoma, activando así
su traducción [30]. Asimismo, se ha descripto que CsrA regula positivamente la
traducción de flhDC, responsable de controlar la motilidad de Escherichia coli, al
evitar la degradación del ARN en cuestión [31, 32].

Los mecanismos mediante los que Csr/Rsm regula la expresión génica se re-
sumen en el siguiente listado [9]:

• Represión de la traducción por unión competitiva al RBS.
• Activación de la traducción por rearreglo estructural de la UTR 5’ y exposición

del RBS.
• Regulación traduccional por replegamiento de la UTR 5’, favoreciendo el

ingreso de otras moléculas reguladoras de la traducción.
• Modulación de la concentración de ARNm por control del acceso de ribonu-

cleasas.
• Modulación sobre la terminación de la transcripción.

Una característica que tienen en común todas las proteínas de la familia Csr/Rsm
es la secuencia de consenso que reconocen en sus ARNm objetivo, así como también
las estructuras que tienen los sitios de interacción con estas secuencias. La siguiente
sección aborda esta temática.
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I.1.3 Características estructurales de CsrA
Las primeras características estructurales descritas de CsrA y sus homólogas se
basaron en predicciones de su estructura secundaria [33]. Las estructuras así
predichas indicaban la presencia de cinco láminas-β consecutivas y antiparalelas,
seguidas de una hélice-α corta y una región C-terminal desestructurada. Recién en
el año 2005 fue resuelta la estructura de CsrA [34], y al año siguiente, se obtuvo la
de RsmA de Yersinia enterocolitica. En ambos casos se pudo observar que CsrA es
un homodímero cuyos monómeros están entrelazados a través de las láminas β que
forman un centro hidrofóbico, con dos hélices α extendiéndose hacia las regiones
C-terminal. Dicha forma de ensamblado es transversal a toda la familia Csr/Rsm
[9]. La Figura I.1 muestra una representación pictórica de esta estructura.

Figura I.1: Representación de la estructura de CsrA. Se resalta en verde a la lámina β1 de una
de las cadenas, así como en rojo y amarillo a las láminas β4 y β5 de la cadena complementaria,
respectivamente. Dichas regiones de la proteína son las que establecen las principales interacciones
con sus ARN objetivo.

En estudios posteriores que utilizan la técnica de mutagénesis por barrido de
Alanina (en inglés alanine-scanning mutagenesis), se determinó que cada dímero
puede interactuar con hasta dos moléculas de ARN a través de la superficie for-
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mada por la lámina β1 de una de las cadenas, y las láminas β4 y β5 de la cadena
complementaria [35]. Esto se debe a la presencia de residuos cargados positiva-
mente en dichas láminas. Entre estos residuos, se ha determinado que la Arginina
altamente conservada en la interfaz entre β5 y la hélice H1 es fundamental para el
reconocimiento del primer residuo G en motivos GGA del ARN objetivo [26, 36].
Estos fueron los primeros indicios de una secuencia consenso de unión para los
miembros de la familia Csr/Rsm.

Dado que CsrA forma un dímero simétrico, en su momento ya se había especu-
lado con que sería capaz de unir simultáneamente dos sitios de una misma molécula
de ARN, o bien dos moléculas distintas al mismo tiempo. En 2007 fue dilucidada
la estructura de la proteína homóloga de CsrA en la cepa CHA0 de la rizobacteria
Pseudomonas protegens, unida a dos fragmentos de la secuencia RBS del ARNm
hcnA [26] (Ver Sección I.3). Esta estructura ratificó que el esqueleto de la proteína
reconoce al ARN a través de una secuencia de tres nucléotidos (GGA) dentro de un
loop con la secuencia consenso A(X)GGAX. En esta secuencia, la letra “X” indica
que cualquier nucleótido puede ocupar ese lugar, mientras que el paréntesis implica
que ese nucleótido puede estar presente o no.

Estudios posteriores de Evolución Sistemática de Ligandos por Enriquecimiento
Exponencial (SELEX, por sus siglas en inglés) permitieron identificar moléculas
de ARN candidatas a poseer zonas de unión a CsrA, el 100% de las cuales tenían
al menos una secuencia compatible con la secuencia de consenso reportada en la
Referencia 26 [37]. Se encontró que el 92% de dichos motivos estaban en regiones
de simple-cadena, generalmente ubicados sobre los extremos de stem-loops (Ver
Sección II.1.1 para más información sobre este tipo de estructuras del ARN). De
hecho, mutaciones sitio dirigidas que modifican la estabilidad de los stem-loops
mostraron una disminución en la afinidad de CsrA por los ARN identificados.

Las concentraciones citosólicas de CsrA aumentan entre 10 mil y 30 mil dímeros
por célula durante el estadío de crecimiento en batch [38]. Esto da cuenta de
la necesidad de un mecanismo de control que permita mantener o modificar los
niveles citosólicos de CsrA en función del contexto metabólico del organismo. La
estructura del dímero puede servir como andamio para interacciones proteína-ARN
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o proteína-proteína, ambas impactando en la expresión génica. Por ejemplo, en
ciertos linajes, CsrA coexiste con FliW, un regulador de la expresión génica flagelar
y primera proteína en describirse como antagonista de CsrA [39].

En la bacteria Gram-positiva Bacillus subtilis, FliW está implicada en el mecan-
ismo de regulación para la síntesis de flagelina, de manera que controla tanto sus
niveles en citoplasma como su organización dentro del mismo [40, 41]. Esto se
debe a que FliW puede unirse a CsrA de forma no competitiva, inhibiendo su acción
represora sobre la síntesis de flagelina [42]. En 2016 fue resuelta la estructura
cristalográfica de CsrA unida a FliW [43]. Este trabajo demostró que una región de
FliW rica en aminoácidos de carga negativa se ubica próxima a la región de CsrA
que interactúa con sus ARNm objetivo. A raíz de esta observación se especula con
que la unión de FliW a CsrA desfavorece su interacción con el ARNm objetivo,
debido a la repulsión provocada por la región negativamente cargada de FliW hacia
el esqueleto del ARN.

En el estudio de la Referencia 43 se demuestra que la extensión de la secuencia
C-terminal de CsrA, involucrada en la interacción con FliW, está sujeta a co-
evolución con dicha proteína. De esta manera, esta región de CsrA sólo está
presente en las bacterias que expresan FliW. Esto evidencia que otras moléculas
fueron seleccionadas por el curso evolutivo para ejercer el rol de FliW. Estas
moléculas fueron, precisamente, de ARN.

I.2 La familia de ARNp reguladores de Csr/Rsm

El reemplazo de una proteína por un ARN para asumir el rol de controlar la acción
de Csr/Rsm implica un ahorro en términos tanto de tiempo como de la energía
requerida para el proceso de síntesis de la molécula reguladora. Además, supone un
aumento de la eficiencia de la unión a su antagonista, porque admite la posibilidad
de sumar más sitios de interacción a Csr/Rsm. Estos sitios mimetizan a aquellos
presentes en los ARNm objetivo dado que poseen las mismas secuencias consenso
de unión a la proteína, lo que les permite actuar con un mecanismo de inhibición
competitiva [27, 30, 44–46]. Una única molécula de ARN puede poseer varias
secuencias consenso, capturando así un número mayor de unidades proteicas que
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su versión ancestral FliW.

Los ARN que ejercen funciones de regulación sobre las proteínas Csr/Rsm
son de secuencia corta o “pequeños” (ARNp) y de tipo no codificante (es decir,
que ejercen su función per sé sin ser traducidos) [15]. CsrB fue el primer ARNp
caracterizado como regulador de CsrA [47, 48]. Se ha demostrado que mutaciones
realizadas sobre csrB afectan la expresión de genes dependientes de CsrA, y que su
deleción tiene efectos pleiotrópicos en la fisiología de Escherichia coli [8].

El descubrimiento de CsrB permitió identificar las características que debe tener
un ARNp para reconocer a las proteínas Csr/Rsm: Utilizando un algoritmo estocás-
tico de plegamiento de ARN, se estableció que la estructura de CsrB contenía 15
stem-loops, la mayoría de los cuales tenía un motivo GGA ubicado en las regiones
simple-cadena en el extremo de cada loop [49]. Estos motivos se encontraban flan-
queados por nucleótidos conservados, siguiendo la secuencia consenso presentada
en la sección anterior.

Los ARNp CsrC y McaS aportan regulaciones adicionales sobre CsrA cuando
los niveles intracelulares de la proteína aumentan, de manera que los tres actúan de
manera concertada para ejercer su mecanismo regulatorio en el organismo que los
expresa [50, 51]. Si bien esto podría interpretarse como una redundancia, estudios
realizados en la última década demuestran que condiciones distintas de crecimiento
in vivo y factores regulatorios como la proteína Hfq inciden de forma diferente
sobre la expresión de CsrB, CsrC y McaS. Esto sugiere que cada uno de estos ARNp
tiene además distintos roles regulatorios [52–54].

Los mecanismos de regulación de las proteínas Csr/Rsm basados en ARNp están
altamente conservados en γ-protobacterias [12]. En estos organismos, los nombres
de estos ARNp llevan también el prefijo “Rsm”, y su interacción con RsmE conduce
al “secuestro” de la proteína. Esto posibilita la traducción del gen en cuestión por
permitir el ingreso de la subunidad ribosomal 30s [31, 32, 55–62]. La Figura I.2
presenta un esquema de este mecanismo. Si bien las concentraciones citosólicas
de estos ARNp suelen ser relativamente bajas, las mismas se compensan por su
capacidad de capturar varias proteínas de manera simultánea. La Tabla I.2 resume
cuáles son los ARNp reguladores de las proteínas Csr/Rsm según la especie en la
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que se encuentran.

Figura I.2: Representación pictórica del comportamiento de RsmZ como activador de la traducción.
En el panel izquierdo se muestra cómo en ausencia de RsmZ, RsmE (celeste) es capaz de unirse
al ARNm objetivo (bordó) e impedir el ingreso de la unidad ribosomal 30s (violeta), inhibiendo la
traducción del gen. En el panel derecho se muestra el caso contrario, donde la presencia de RsmZ
(rojo) implica el secuestro de RsmE y la posibilidad de acceso para la subunidad ribosomal 30s al
ARN objetivo, activando su traducción.

En las γ-proteobacterias, RsmX, RsmY y RsmZ son los los ARNp que están
mejor caracterizados. Estos actúan de manera concertada para la regulación de las
proteínas Rsm [63]. En la cepa CHA0 de Pseudomonas protegens se determinó que
el complejo RsmE-RsmZ suprime la expresión de genes que codifican para factores
de biocontrol [64–71]. De la misma manera, está descripto que este mecanismo
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Tabla I.2: Resumen de los ARNp reguladores de las proteínas Csr/Rsm según la especie en la que
se encuentran. Información recopilada de la Referencia 9.

Especie ARNp regulador de CsrA
Acinetobacter baumannii RsmX, RsmY, RsmZ

Azotobacter vinelandii RsmZ1-7, RsmY1-2
Erwinia amylovora RsmB
Escherichia coli CsrB, CsrC

Halomonas anticariensis Desconocido
Legionella pneumophila RsmY, RsmZ

Pectobacterium carotovorum RsmB
Pseudomonas aeruginosa RsmY, RsmZ, RsmW,

Pseudomonas brassicacearum RsmX, RsmY, RsmZ
Pseudomonas chlororaphis RsmX, RsmY, RsmZ
Pseudomonas donghuensis RsmY, RsmZ
Pseudomonas entomophila RsmY, RsmZ
Pseudomonas fluorescens RsmY, RsmZ
Pseudomonas protegens RsmX, RsmY, RsmZ

Pseudomonas putida RsmY, RsmZ, RsmX?
Pseudomonas syringae CsrA1-5, (RsmX1-5, RsmY,RsmZ)

Salmonella enterica serovar Typhimurium CsrB, CsrC
Serratia mascescems CsrB, CsrC

Vibrio cholerae CsrB, CsrC, CsrD
Vibrio fischeri CsrB, CsrC, CsrD

Vibrio tasmaniensis CsrB1-4

regulatorio juega un rol esencial en los factores de virulencia de numerosas plantas y
mamíferos [8]. RsmZ es el único ARNp de Pseudomonas protegens cuya estructura
se conoce. En primer lugar se resolvió la estructura de los complejos formados por
RsmE y cinco porciones de RsmZ de la cepa CHA0 de Pseudomonas protegens
[72], cada una de las cuales contenía un motivo de unión diferente. El estudio
demostró que tanto la secuencia como las variaciones en el contexto estructural de
los motivos de unión modulan la afinidad de dichos fragmentos por RsmE, pudiendo
cambiar su constante de asociación/disociación en hasta cinco órdenes de magnitud
[72].

Posteriormente, se empleó un enfoque combinado basado en espectroscopía de
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Resonancia Paramagnética de Electrones (EPR) y Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) para caracterizar el mecanismo de unión de varios dímeros de RsmE a
RsmZ. Esto permitió dilucidar la estructura de los primeros 72 nucleótidos de RsmZ
unidos a tres unidades de RsmE [73]. A su vez, se describió que RsmZ forma un
empalme de cuatro vías (ver Sección II.1.1) capaz de adoptar dos conformaciones,
denominadas L y R. La Figura I.3 muestra la estructura secundaria de RsmZ y
compara las estructuras terciarias de sus dos conformaciones. Las estructuras
secundarias fueron determinadas haciendo uso del programa DSSR[74], mientras
la aplicación VARNA fue empleada para graficarlas [75].

En cuanto al mecanismo de formación del complejo, el estudio pudo dilucidar
que los motivos de unión de RsmZ se ocupan siguiendo un órden específico. El
primer dímero de RsmE se adhiere a los motivos ubicados en los stem-loops (SL) 2
y 3. El segundo es capturado por los motivos ubicados en SL1 y SL4, mientras que
el tercero se une al motivo situado en la región de cadena simple que conecta SL2
con SL3. Por lo tanto, en el complejo cuya estructura pudo ser resuelta, el tercer
dímero está unido por un solo lado. El motivo de RsmZ que captura el lado restante
se encuentra más allá del nucleótido 72, y su estructura no fue resuelta en dicho
trabajo. La Figura I.4 ilustra el orden que sigue RsmE al unirse a la conformación
R de RsmZ. El mismo orden es seguido por la conformación L.

Dado que el orden seguido por RsmE para ocupar los sitios de unión de RsmZ
es siempre el mismo, se postuló un mecanismo de acción cooperativo. De esta
manera, la unión de la primera unidad aumenta la afinidad del segundo bolsillo de
unión, y así sucesivamente hasta que se ocupan todos los sitios del ARNp. Ese
aspecto en particular es retomado en el Capítulo IV. Otro resultado interesante de
ese trabajo fue la evaluación de las constantes de disociación desde los sitios de
unión de RsmZ, las que resultaron diferentes entre sí y distintas de lo que cabría
esperarse de acuerdo a las constantes de disociación de los fragmentos de RsmZ
que fueron reportadas en la referencia 72.

Recientemente se descubrieron dos nuevos ARNp con capacidad de unión a CsrA
en Pseudomonas aeruginosa: RsmV [76] y RsmW [77]. No obstante, se desconocen
aún los detalles sobre su estructura tridimensional y las bases moleculares de su
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Figura I.3: Panel superior: estructura secundaria de RsmZ, común a ambos confórmeros. Panel
inferior: Estructura terciaria de los confórmeros L y R. El esqueleto de la conformación L está
mostrado en azul, excepto por el residuo U1 que aparece en rojo. El confórmero de la conformación
R está coloreado en rojo, excepto el residuo U1, que aparece en azul. En ambos casos, los motivos
GGA están destacados en amarillo. La imagen está adaptada de la Referencia 2.



I.2 La familia de ARNp reguladores de Csr/Rsm 15

Figura I.4: Representación pictórica del orden seguido por RsmE (celeste) al unirse secuencial
y cooperativamente a los motivos A(X)GGAX (amarillo) de RsmZ (cuyo esqueleto se marca en
rojo). Esta representación corresponde a la conformación R del ARNp. Los nombres de cada motivo
de unión se muestran en la estructura de RsmZ sin la proteína. La imagen está adaptada de la
Referencia 2.

interacción con RsmE. El último hito ligado al sistema RsmE-RsmZ ocurrió en
el año 2023, cuando dos nuevas estructuras de este complejo fueron reportadas
[78]. Las mismas fueron obtenidas por criomicroscopía electrónica (Cryo-EM),
y constituyen el primer antecedente de una estructura que contiene la secuencia
completa de RsmZ, unida a dos y tres unidades de RsmE. Este trabajo coincide
con el de la Referencia 73 respecto a cuál es el primer sitio de RsmZ ocupado por
RsmE, pero difiere en el orden de ocupación de los sitios siguientes. Este aspecto
en particular es retomado en los Capítulos IV y VI.

Los estudios computacionales del sistema RsmE-RsmZ son más bien escasos
en comparación con los experimentales. Cálculos de Dinámica Molecular (DM)
fueron implementados para evaluar la contribución de los diferentes nucleótidos
de cada motivo GGA a la Energía Libre de unión del complejo [79]. Asimismo,
estrategias de docking combinadas con simulaciones de DM fueron empleadas para
estudiar los modos de unión de inhibidores de RsmE [80]. Sin embargo, hasta el
inicio de este trabajo, no existían antecedentes de simulaciones sobre las estructuras
completas del complejo RsmE-RsmZ.

Las concentraciones citoplasmáticas de los ARNp reguladores de las proteínas
Csr/Rsm deben ser también controladas. En γ-proteobacterias, la expresión de estos
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ARNp depende de la respuesta a estímulos ambientales censados por proteínas de
membrana [8]. Así, el efecto inmediato es la fosforilación de un factor transcrip-
cional asociado, que regula la expresión del gen o genes que codifican el ARNp en
cuestión [9]. Este sistema de dos componentes se denomina GacS/GacA en bacte-
rias del género Pseudomonas [8]. Gac (por sus siglas en inglés Global Antibiotic
and Cyanide control) fue descubierta de manera simultánea con la ortóloga RsmA
de CsrA [81]. Mientras la quinasa sensora GacS responde a señales químicas del
entorno relacionadas con la densidad celular (al momento, químicamente descono-
cidas), GacA actúa como el factor intermediario para activar la transcripción de
RsmX, RsmY y RsmZ [9]. La expresión de estos ARNp regula positivamente la
síntesis de metabolitos secundarios como el ácido cianhídrico (HCN). La siguiente
sección aborda el efecto de este sistema de regulación sobre el cluster hcnABC,
responsable de la síntesis de dicho ácido.

I.3 RsmE como regulador en la síntesis de HCN

En bacterias del género Pseudomonas, GacA ejerce una función de regulación
positiva sobre la síntesis de HCN, así como de otros metabolitos secundarios y
exoenzimas [82, 83]. Esta función se ve favorecida en contextos de alta densidad
celular. Particularmente, en la bacteria Pseudomonas protegens, la síntesis de HCN
brinda protección a las plantas de tabaco frente al mal de la podredumbre negra
por prevenir la presencia de Thielaviopsis basicola, un patógeno fúngico de suelo
[82]. Se ha propuesto que esta especie de bacterias beneficia a las plantas cuyas
raíces habita, lo que indica que la síntesis de sus metabolitos secundarios puede
utilizarse como factor natural de biocontrol de cultivos [65]. Así, el uso de bacterias
productoras de HCN como bioplaguicidas ofrece un enfoque ecológico para una
agricultura sostenible.

La síntesis de HCN está asociada a la familia de genes hcn. Esta familia
está representada por el paquete de genes hcnABC, donde los subgenes A, B y
C codifican para cada una de las unidades de la enzima HCN sintasa [84]. En
particular, el ARNm de hcnA codifica la subunidad A de ese complejo trimérico, y
es el mejor caracterizado de la familia. En parte, esto se debe a que en el año 2007
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fue reportada la estructura tridimensional del complejo formado entre RsmE y dos
segmentos de hcnA [26], fijados a cada uno de los sitios de unión de la proteína.
Así, “hcnA20−mer” es un constructo de 20 nucléotidos de longitud, formado por
una secuencia de 12 bases provenientes de hcnA y 4 pares de bases flanqueantes
que estabilizan su conformación para posibilitar su elucidación estructural. La
secuencia de 12 nucleótidos contiene al motivo A(X)GGAX más próximo al codón
de inicio de la traducción en la UTR 5’ de hcnA. Trabajos posteriores sugieren que
este es el primer motivo de la UTR de hcnA en unirse a RsmE [72].

La estructura reportada en la Referencia 26 muestra que el motivo A(X)GGAX,
que en este caso adopta la secuencia específica ACGGAU, se encuentra en el
extremo de un stem-loop al unirse a RsmE. Esto promueve que los 3 nucleótidos
a un lado y otro del motivo ACGGAU se encuentren formando pares de bases.
La estructura obtenida muestra que hcnA20−mer se une a una superficie altamente
cargada positivamente de RsmE, formada por las láminas β1A, β4B y β5B en una de
las caras de la proteína, así como a las láminas β1B, β4A y β5A en la cara contraria.
Participan también de dicha interacción los loops entre β3/β4 y β4/β5 de cada
sitio. Por lo tanto, RsmE interactúa con todos los nucleótidos tanto del stem-loop
como los pares de bases C7-G14 y U6-A15. Esta característica es consistente con
las demás estructuras reportadas para los ARNp que se unen a RsmE [72, 73]. La
Figura I.5 muestra una representación pictórica para la secuencia de unión entre
RsmE y hcnA20−mer, así como del complejo final reportado por la Referencia 26.

Estudios complementarios indican que la unión entre RsmE y hcnA20−mer ocurre
con un mecanismo alostérico de cooperatividad negativa [79]. Se postula que este
fenómeno puede deberse a la distorsión del segundo sitio de unión de RsmE como
consecuencia de la unión del primer oligómero. Esta hipótesis fue planteada en un
trabajo que utilizó simulaciones del tipo MM-GBSA (por sus siglas Molecular Me-
chanics - Generalized Born Surface Area) para estimar la contribución de diferentes
residuos a la Energía Libre de unión. Estas mismas observaciones se desprenden
también de las constantes de afinidad para cada paso de unión, reportadas en la Ref-
erencia 72. Tanto el mecanismo de cooperatividad negativa como la contribución
de nucleótidos individuales a la energía de unión entre RsmE y hcnA20−mer, son
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Figura I.5: Representación pictórica del orden seguido por hcnA20−mer al unirse a RsmE. Se destaca
en verde al motivo ACGGAU de hcnA20−mer, mientras el resto de su secuencia está representada en
azul. Las láminas β de RsmE resaltadas son las que participan de la unión directa de hcnA20−mer.

dos fenómenos retomados con enfoques alternativos en esta tesis (Ver Capítulo VI).
En este capítulo se presentó al sistema investigado en esta tesis. El mismo tiene

a la proteína RsmE actuando como pivote central entre dos moléculas de ARN. Por
un lado, se encuentra el ARNm sobre el que RsmE ejerce una función regulatoria
a través de la unión a su segmento UTR 5’. Del otro lado se encuentra RsmZ, un
ARNp capaz de evitar dicha interacción al unirse competitivamente a RsmE. La
idea central de la tesis es que las características dinámicas, tanto de RsmE como de
los ARN estudiados, determinan el mecanismo de su unión. Para arrojar luz sobre
estas características, empleamos técnicas de DM. Estas técnicas fueron utilizadas
con éxito, durante muchos años, en el estudio de la dinámica de proteínas. Sin
embargo, su aplicación a los ARN es más reciente y tiene, por lo tanto, un grado de
desarrollo menor. En virtud de lo expuesto, en los siguientes capítulos se discuten
las propiedades estructurales y dinámicas de los ARN, así como las implicancias
que las mismas tienen en las simulaciones de DM.
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Espacio para anotaciones
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Parte del desarrollo sobre los temas presentados en este Capítulo fueron inclu-
idos en el libro “Bacterial Regulatory RNA: Methods and Protocols” de la serie

“Methods in Molecular Biology” en el año 2023 [1].

Resumen de este capítulo Los ácidos ribonucleicos (ARN) poseen características
dinámicas y estructurales que los diferencian marcadamente del resto de las biomolécu-
las. El reconocimiento de estos atributos es relativamente reciente, por lo que su estudio
es actualmente un campo en constante crecimiento. Para ilustrar este punto, cabe
mencionar que los primeros trabajos que reportaron estructuras cristalográficas del ARN
datan de los años 70’, casi dos décadas después de publicarse la primera estructura de
una proteína. La gran diversidad estructural de estas moléculas desafía tanto los abor-
dajes experimentales como computacionales, dado que es necesario observar al ARN
con una mirada que difiere de la habitualmente utilizada para el estudio de proteínas
globulares, haciendo hincapié en que su comportamiento está determinado por un
ensamble de posibles conformaciones. Esta es, precisamente, el área de incumbencia
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sobre la cual las técnicas computacionales pueden realizar su aporte. En este capítulo
se introducen los conceptos básicos sobre estructura y dinámica de las moléculas de
ARN, describiendo sus motivos estructurales secundarios y terciarios más recurrentes.
A su vez se desarrolla el concepto de “modularidad de ensambles” (por su nombre
en inglés “ensemble modularity”), enfatizando cuáles de los procesos involucrados en
sus distintos niveles de jerarquía pueden ser observados por técnicas de DM. El capí-
tulo finaliza mencionando algunos reportes previos de simulaciones computacionales
abocadas al estudio del ARN, y sus limitaciones.

Los ARN poseen propiedades que los distinguen de otras moléculas más amplia-
mente estudiadas en el campo de la biofísica y la biología computacional. Estas
características implican desafíos tanto para quienes abordan su estudio con técnicas
experimentales como teóricas. En buena medida, esos desafíos se deben a la enorme
flexibilidad de estas macromoléculas, en virtud de la cual es necesario dilucidar un
conjunto de estructuras representativas y sus respectivas ponderaciones en lugar
de una única estructura predominante. A nivel teórico, debido a que los tiempos
característicos de sus cambios estructurales abarcan rangos mayores que en las
moléculas más comúnmente estudiadas en el área (como es el caso de las proteínas
globulares), es necesario adaptar las técnicas de análisis desarrolladas para proteínas
al contexto particular de los ARN.

A continuación, se abordarán aspectos básicos sobre las estructuras de los ARN,
para luego introducir los conceptos de “modularidad de ensambles” y “jerarquías
estructurales”.

II.1 Características estructurales de los ARN

El conocimiento que actualmente se dispone sobre las estructuras de los ARN está
mayormente basado en la información obtenida por métodos experimentales, siendo
la cristalografía de rayos X y RMN las técnicas a partir de las cuales se obtuvo la
mayor parte de este conocimiento. En los últimos años, se produjeron importantes
avances en el uso de Cryo-EM para la determinación estructural de moléculas
de ARN libres de proteínas [85]. Esto necesariamente implica un sesgo en la
información estructural disponible ya que sobre-representa a aquellos ARN que se
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pliegan de manera funcional y bien definida, en desmedro de los más flexibles [86].
No obstante, muchos ARN no pertenecen a este último grupo. En esos casos, resulta
esencial caracterizar su diversidad conformacional para comprender cómo llevan
a cabo su función [87]. Por ello se hace necesario complementar la información
obtenida por métodos experimentales con el aporte de estudios computacionales.

La primera estructura de un ARN que pudo ser resuelta data del año 1974, y
corresponde al ARN de transferencia (ARNt) de la levadura, del aminoácido Alanina
[88]. Es necesario destacar que este hito se hizo esperar nueve años tras haberse
logrado el aislamiento de la molécula y la determinación de su estructura primaria
(es decir, de su secuencia oligonucleotídica) [89]. Más aún, ocurrió dieciséis años
después de haberse determinado la primera estructura cristalográfica de una proteína
[90]. Esto retrata las dificultades propias de los estudios estructurales del ARN,
lo cual impacta directamente sobre las simulaciones computacionales de estas
biomoléculas debido a su efecto sobre los Campos de Fuerza (CF) empleados para
dichas simulaciones [91] (Ver Sección III.3.1).

El primer aislamiento y posterior determinación estructural del ARNt permitió
romper con las nociones previas que circunscribían la función biológica de los ARN
a ser meros intermediarios entre el almacenamiento de la información genética y su
expresión [92]. Esto inauguró una nueva etapa en la comprensión sobre los ARN
que impulsó un gran número de estudios, destacándose aquellos que profundizaron
sobre la existencia de ARN auto-plegados capaces de catalizar reacciones biológicas
y acelerarlas en magnitudes comparables con las enzimas proteicas [93, 94]. A
este tipo de moléculas se las denominó ribozimas, y su descubrimiento permitió no
sólo expandir el Dogma Central de la Biología Molecular, sino también reforzar la
hipótesis del "mundo de ARN", la cual establece que que los sistemas basados en
esta molécula fueron las primeras formas de vida [95–97].

El ribosoma, molécula responsable de la traducción del ARNm a proteínas,
puede considerarse de hecho un caso particular de una ribozima [98]. Dicha
molécula, de relevancia para el sistema abordado en esta tesis, fue objeto de una gran
cantidad de estudios abocados a la determinación de su estructura tridimensional.
La información así obtenida permitió incrementar enormemente los conocimientos
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actuales sobre los ARN en general, ya que buena parte de los motivos estructurales
que hoy se entienden como típicos de estas moléculas surgen a partir de estudios
sobre el ribosoma [86].

Para comenzar a hablar de los motivos típicos de los ARN, los cuales están
fundamentalmente dictados por sus estructuras secundarias y terciarias, es necesario
mencionar en primer lugar a su estructura primaria. La misma está definida, como
ocurre con las proteínas, por la secuencia (en este caso, oligonucleotídica). En
la naturaleza, la secuencia de los ARN está definida por la combinación de los
nucleótidos Adenina (A), Uracilo (U), Citosina (C) y Guanina (G) [89]. Cada una
de estas bases definen la identidad de su nucleósido correspondiente, el cual se
completa con un anillo de ribosa unido a la base en su posición C1’ y un grupo
fosfato unido a su carbono C4’. Así, las cadenas de ARN se construyen a través de
enlaces fosfodiéster entre estos residuos azucarados, de manera que cada carbono
ubicado en el extremo 3’ se une al carbono del extremo 5’ anterior. En consecuencia,
las cadenas de ARN son asimétricas, por lo cual poseen un sentido de lectura. El
extremo 5’ se considera el inicio por ser la posición en la que comienza su síntesis
en los organismos vivos [86]. La figura II.1 resume los conceptos introducidos en
este párrafo.

La estructura primaria tiene una incidencia crucial para el ordenamiento del
ARN en su estructura secundaria, la cual queda determinada por el apareamiento de
bases durante el plegamiento de la molécula. La mayoría de estos apareamientos se
rigen por el patrón canónico de Watson-Crick, en el que A interactúa con U, y C con
G [95]. Estos pares son particularmente estables y poseen energías de interacción
asociadas que oscilan entre 1 a 3 kcal/mol dependiendo del contexto estructural
[99–101]. Otro tipo relevante de apareamiento entre bases son las interacciones de
Hoogsteen, las cuales utilizan la cara C6–N7 de las purinas (es decir, de los residuos
A y G) para formar puentes de hidrógeno con la cara N3-C4 de las pirimidinas
(que incluye a los residuos U y C) [102]. Los apareamientos inversos de Hoogsteen
involucran un giro de 180° de una de las bases en relación a su apareamiento
original. La figura II.2A compara los apareamientos del tipo Watson-Crick con
las interacciones de Hoogsteen. Otra interacción frecuentemente encontrada, y
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Figura II.1: Representación pictórica de las bases que determinan la estructura primaria del ARN
y de la manera en la que los nucleótidos se ensamblan entre sí a través de enlaces fosfodiéster.
Se distingue en cada nucleósido de la cadena a su base unida a la ribosa, destacando al carbono
interviniente en dicha unión.

relevante por sus implicancias en la estructura de los ARN, es la interacción G/U
[103].

II.1.1 Estructuras secundarias de los ARN
La estructura secundaria de los ARN está formada por arreglos ordenados pequeños,
sostenidos por interacciones canónicas y no canónicas entre pares de bases. Una
interesante consecuencia de lo dicho es que los motivos estructurales típicos de los
ARN están sujetos a restricciones basadas en secuencias consenso, de manera que
cambios en un nucleótido dentro del motivo suelen estar acompañados por modifi-
caciones de su región complementaria para preservar la estructura del motivo y, por
ende, su función [104–111]. Este aspecto, también conocido como "isoestericidad",
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Figura II.2: Representación pictórica de apareamientos y estructuras secundarias típicas de los
ARN. Panel A: Representación de los apareamientos del tipo Watson-Crick y Hoogsteen entre
una Guanosina (color violeta) y una Citosina (color naranja). Los puentes de Hidrógeno entre
ambas moléculas se representan con líneas punteadas Panel B: Representación pictórica para las
estructuras secundarias de un stem-loop, un pseudonodo, y un empalme de tres vías. Las regiones
apareadas se representan en verde, mientras las regiones de simple cadena correspondientes a loops,
burbujas, uniones de pseudonodos y empalmes se representan en azul, verde claro, rojo y amarillo,
respectivamente.

es fundamental para comprender el desarrollo evolutivo de los ARN y sus patrones
de covariancia.
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Algunas de las principales características de los motivos estructurales de los
ARN se resumen a continuación [86]:

• Son unidades modulares, discretas, e indivisibles. Esto implica que afec-
tar alguna de sus interacciones de puente de Hidrógeno individuales o de
apilamiento generalmente causa la disrupción del motivo completo.

• Normalmente son autónomos, es decir, el mismo plegamiento o motivo
puede ocurrir en diferentes entornos moleculares porque están dictados casi
exclusivamente por su secuencia.

• Son de carácter recurrente, es decir, que son transversales a la totalidad de
los ARN independientemente de su historial evolutivo.

• Tienen múltiples y diversos roles biológicos. Esto implica que si bien el
plegamiento ocurre independientemente de su contexto estructural, éste último
influye sobre su comportamiento una vez plegado.

Las estructuras secundarias más típicas se encuentran representadas pictórica-
mente en la Figura II.2. A continuación se describe a cada una de ellas.

Hélices dobles y stem-loops

Las hélices dobles son uno de los motivos más conocidos entre las moléculas de
ARN y tienen el rol de proveer estabilidad estructural a la molécula. Aquellas
dictadas por apareamientos canónicos suelen ser cortas, con no más de 12 pares
de bases consecutivos [86]. Para ilustrar su importancia, basta con mencionar
que estos motivos contribuyen a la estabilidad estructural de los ARN aún más
que las estructuras secundarias análogas de las proteínas [99–101]. Las hélices
muchas veces presentan una alternancia entre regiones de nucleótidos apareados
y no apareados. A las regiones no apareadas comúnmente se las conoce como
"loops" y en ciertas ocasiones son capaces de formar pares no canónicos [112]. Por
simplicidad, me referiré a partir de ahora al motivo estructural completo, formado
por regiones apareadas en forma de hélice que finalizan en un segmento de simple
cadena, como "stem-loops". Los stem-loops estabilizan otros motivos dentro de la
misma molécula a través de las interacciones que son capaces de establecer (ver
Sección II.1.3).

Más allá de su rol estructural, las hélices dobles y los stem-loops cumplen
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también funciones relacionadas con la acción biológica de la molécula. Un ejemplo
de particular relevancia para este trabajo es la participación de los stem-loops
en la interacción con otras macromoléculas. Estudios recientes sugieren que los
stem-loops de estructura estable están casi siempre asociados a algún tipo de
interacción con proteínas [113]. Dichas interacciones están generalmente, pero no
exclusivamente, mediadas por los segmentos de simple cadena en los extremos de
los stem-loops.

Otro de los procesos comúnmente regulados por interacciones mediadas por stem-
loops es, precisamente, la traducción del ARNm [114]. A su vez, se ha reportado
que el efecto que tienen estos motivos sobre la tasa traduccional del ribosoma
fluctúa dependiendo de la extensión del stem-loop, la presencia de burbujas (ver
Figura II.2B), y su composición GC (es decir, de pares de base entre Guaninas y
Citosinas) [114, 115]. En contrapartida, existen ejemplos de moléculas de ARN
que, al interactuar con el ribosoma a través de uno de sus stem-loops, favorecen la
traducción de un determinado gen [116]. En el Capítulo I se describió un sistema
donde el ARNp RsmZ es capaz de secuestrar a la proteína RsmE, inhibiendo la
acción represora de esta última sobre la traducción del gen hcnA. Dicho mecanismo
se produce, precisamente, a través de las interacciones formadas entre la proteína y
los stem-loops tanto de los ARNp que la regulan como del gen en cuestión [73].

Pseudonudos

Los pseudonudos (en inglés pseudoknots) son motivos estructurales muy recurrentes
en moléculas de ARN. El primer reporte de este motivo data del año 1982, cuando
es detectado en la estructura del ARNt del patógeno de plantas conocido como virus
del mosaico amarillo [117]. Este primer reporte se constituyó en una referencia
a partir de la cual se pudo detectar el mismo motivo en un mayor número de
moléculas, estableciéndose como un principio general del plegamiento del ARN
[86].

Los pseudonudos son estructuras que se componen mínimamente de dos hélices
conectadas por regiones de simple cadena (Ver Figura II.2B). Si bien existen di-
versas topologías asociadas a este motivo, la más ampliamente extendida y mejor
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caracterizada es la de tipo “H”, que se forma cuando las bases del segmento de
simple cadena de un stem-loop forman pares intramoleculares con bases fuera
del tallo [118]. Ese caso es, precisamente, el que se muestra en la Figura II.2B.
Como consecuencia de esas interacciones, se forma un segundo stem-loop, dando
como resultado un pseudonudo con dos hélices y dos regiones de simple cadena
[119]. Es importante destacar que el tamaño de los stem-loops implicados en la
formación de un pseudonudo altera las características estructurales de los mis-
mos. A modo de ejemplo, las regiones helicoidales de los stem-loops que forman
un pseudonudo pueden establecer interacciones con otras regiones helicoidales,
formando ramificaciones de pseudonudos [120].

El contacto con otros pseudonudos es una de las interacciones más frecuentes de
este motivo [118]. Dicha interacción está mediada por los segmentos de simple ca-
dena de hélices adyacentes, las cuales forman puentes de hidrógeno que estabilizan
al motivo. Esto implica que una de las principales funciones biológicas asumidas
por los pseudonodos sea del tipo estructural a nivel intramolecular. No obstante,
ellos pueden asumir otras funciones biológicas asociadas a su interacción con otras
moléculas.

Entre las funciones biológicas más relevantes de los pseudonodos, se destacan el
formar parte del núcleo catalítico de varias ribozimas [121] y del propio ribosoma
[122], participar en el auto-splicing de intrones [123], establecer interacciones fun-
damentales en el mecanismo de acción de la telomerasa [124, 125] y desempeñar un
papel fundamental en la alteración de la expresión génica por inducción de cambios
en el marco de lectura ribosomal en virus [118, 119, 126–128]. Recientemente, se
reportó que un pseudonudo presente en el extremo 5’ del genoma de SARS-CoV-2
afecta la replicación de su ARN, por provocar el corrimiento en su marco de lectura
ribosomal [129].

Empalmes (junctions)

Los empalmes (en inglés, “junctions”) son segmentos de simple cadena que unen
motivos estructurales con forma de hélice [130]. Se distinguen de las cadenas
simples presentes en stem-loops y pseudonudos porque no forman parte de una
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estructura secundaria mayor, sino que son un motivo estructural en sí mismo. La
figura II.2B muestra un ejemplo de empalme entre tres hélices (siendo esa la mínima
cantidad de regiones de doble cadena unidas por este motivo para ser definido como
tal [86]), donde dos de ellas pertenecen a su vez a stem-loops. La base de datos
RNAJunction (disponible en: https://rnajunction.ncifcrf.gov/) recopila
información de motivos estructurales de este tipo.

Debido a estar formados por segmentos de simple cadena relativamente largos,
de longitud variable y generalmente asimétricos [131], los empalmes generalmente
son regiones de alta flexibilidad dentro del ARN [132]. No obstante, se trata de
estructuras bien definidas que contribuyen significativamente a la arquitectura de
la molécula dentro de la cual están presentes [130]. Por ejemplo, los empalmes
influyen sobre las conformaciones adoptadas por las hélices unidas a ellos, de
manera que éstas tienden a adoptar patrones estructurales similares incluso cuando
están aisladas del contexto molecular original [133]. Asimismo, los empalmes
tienden a aproximar entre sí a las hélices que emergen de ellos, de manera que se
ven favorecidas interacciones tales como los apilamientos coaxiales que forman
una pseudo-hélice continua o motivos A-menores (ver Sección II.1.2) [134–137].

El criterio de clasificación más habitual de los empalmes es el número de vías
que emanan de los mismos. Los tipos más ampliamente estudiados son los de tres
y cuatro vías, que desempeñan funciones biológicas más allá de su rol estructural
[131, 138]. Los empalmes de tres vías forman el centro catalítico de ribozimas,
estabilizando su estructura y aumentando así la eficiencia de las mismas [139–141].
Por su parte, interacciones de apilamiento entre hélices unidas a empalmes de tres
vías determinan las conformaciones holo y apo de ciertos riboswitches [142]. Tanto
los empalmes de tres vías como los de cuatro están presentes en la arquitectura del
ARN ribosomal (ARNr) 23S, comprendido dentro de la subunidad 50S [138]. Se
ha reportado que los empalmes de cuatro vías aceleran el plegamiento de ribozimas
inducido por iones [143] y, en determinados contextos, participan en la regulación
traduccional [144].

El carácter polimórfico y dinámico de los empalmes de cuatro vías implica, a
su vez, un alto nivel de diversidad estructural, con conformaciones generalmente

https://rnajunction.ncifcrf.gov/
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estabilizadas por interacciones terciarias adicionales, o bien por su unión a pro-
teínas. Como se mencionó en el Capítulo I, el ARNp del sistema de regulación
post-transcriptional RsmE-RsmZ posee un empalme de cuatro vías, que no sólo
determina la conformación del ARN estudiado sino su capacidad de unión a la
proteína sobre la que ejerce una función regulatoria.

II.1.2 Estructuras terciarias de los ARN
De la misma manera que la interacción entre los oligonucleótidos que forman la
estructura primaria del ARN determina su estructura secundaria, la interacción
entre los motivos secundarios define su estructura terciaria. Típicamente, dichas
interacciones involucran puentes de Hidrógeno a través de grupos 2’-OH [86].
Los tiempos característicos para la ruptura y formación de estas interacciones las
convierte en un blanco ideal para ser observadas en simulaciones de DM. Sobre
este aspecto en particular se ahondará en la Sección II.1.3.

A continuación se mencionan algunas de las interacciones terciarias más típi-
cas de los ARN. La Figura II.3 presenta, con una representación pictórica, a las
estructuras terciarias aquí descritas.

• Ribose zipper: Este motivo se caracteriza por varias interacciones consecutivas
con al menos dos puentes de hidrógeno base-esqueleto entre el átomo N3 de
una purina o el átomo O2 de una pirimidina en el extremo 5’, y el grupo 2’-OH
de una ribosa en el extremo 3’ del lado opuesto. Estos contactos terciarios
también implican interacciones tanto entre bases, como de las bases con el
esqueleto del ARN. Se ha reportado la existencia de al menos once tipos de
ribose zippers, la mayoría de los cuales son observados en los ARNr [145].
Estos motivos típicamente implican interacciones entre segmentos de simple
cadena y están habitualmente ligados a interacciones con proteínas. En la
Sección IV.3.2 se discute cómo una interacción de este tipo podría ser relevante
para la unión de RsmE a RsmZ.

• Kissing loops: Es una estructura formada por la interacción entre dos stem-
loops a través de sus segmentos de simple cadena. En general implican el
contacto entre regiones distantes en una molécula de ARN, y están mediadas
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por nucleótidos que interactúan entre sí a través de pares de bases complemen-
tarios del tipo Watson-Crick [146]. Se ha encontrado este tipo de interacciones
en la unidad ribosomal 23S de E. coli, así como en moléculas de ARNm y
ARNt [112, 147], y está ampliamente estudiado su rol en el reconocimiento de
proteínas [148]. Por otra parte, se ha descrito que los retrovirus utilizan inter-
acciones de este tipo para dar inicio a la dimerización del ARN genómico. El
virus del VIH presenta un ejemplo de este fenómeno [147]. Las interacciones
entre regiones desapareadas de stem-loops se discuten en la Sección IV.3.2 por
su importancia para definir estados accesibles u ocluidos de RsmZ a la hora de
unir a RsmE.

• Motivo A-menor: Este motivo involucra a un nucleótido de Adenina insertado
en el surco menor de una hélice de ARN. Es un motivo abundante y está
involucrado en interacciones que estabilizan la estructura terciaria de los ARN.
Existen cuatro tipos de motivos A-menor que se diferencian en las posiciones
adoptadas por los átomos O2’ y N3 del residuo de Adenina, respecto al átomo
O2’ de la base receptora de la hélice [86]. Estos motivos son comunes en
interacciones con stem-loops, contactos con empalmes, y secciones donde
ocurren cambios en la dirección del esqueleto del ARN. La estabilidad de
los motivos A-menor, particularmente los del tipo I, está dada por la estrecha
interacción entre la Adenina y los pares G-C dentro del surco menor de la
hélice. El alto grado de conservación filogenética tanto de las Adeninas
como de los pares G-C con los que interactúan, particularmente en el ARNr,
dan cuenta de su importancia estructural y biológica [149]. Las Adeninas
involucradas en motivos A-menor muchas veces se encuentran apiladas en
lo que se conoce como "parches de Adeninas". Rara vez son más de tres
los residuos de Adenina que forman este motivo y como regla general, las
interacciones de este tipo disminuyen a lo largo de la dirección 5’ a 3’ [150].

Dada la marcada diversidad conformacional de los ARN en comparación con
otras macromoléculas, resulta necesario caracterizar un conjunto amplio de estruc-
turas representativas para comprender de qué manera ejercen su función biológica.
En la siguiente sección se detallarán las características típicas de dicha diversi-
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Figura II.3: Representación pictórica para las estructuras terciarias más comunes entre las moléculas
de ARN. Así, se presenta un motivo del tipo ribose zipper entre un segmento helicoidal y un
fragmento simple cadena antiparalela; un motivo del tipo kissing loop mediado por un apareamiento
de Watson y Crick entre una Guanina (violeta) y una Citosina (naranja); y un motivo A-menor entre
una Adenina (verde) y el surco menor de una hélice.

dad conformacional, así como de las escalas de tiempo en las que ocurren las
transformaciones estructurales susceptibles a ser observadas por DM.

II.1.3 Modularidad de ensambles y jerarquías estructurales de los ARN

Un concepto fundamental para explicar/describir la diversidad conformacional de
los ARN es el de las Superficies de Energía Libre (SEL). Este se desarrolló y resultó
útil en los estudios de plegamiento y cambios conformacionales de las proteínas.
Si bien existen diferencias marcadas entre el comportamiento de las proteínas
plegables y los ARN, las mismas pueden ser racionalizadas por las diferencias en
sus SEL.

A una cierta temperatura T , un sistema con N partículas que ocupan un volumen
V y que está en equilibrio, tiene una energía libre definida A(N,V,T ). De acuerdo a
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los fundamentos de la termodinámica estadística, para un sistema cuyo potencial no
depende de las velocidades este número puede evaluarse mediante,

A(N,V,T ) =−kBT ln(Z(N,V,T ))+C(T ) (II.1)

En esta expresión, C(T ) es una constante que depende de la temperatura, mien-
tras que Z(N,V,T ) es la integral configuracional,

Z(N,V,T ) =
∫∫∫

e−V (x)/kBT dx, (II.2)

donde V (x) es la energía potencial de una determinada configuración x (la cual
depende de múltiples variables), y la integral múltiple debe realizarse sobre todos
los grados de libertad del sistema contenidos en II.2.

Una vez fijados N, V y T , la Energía Libre de un sistema en equilibrio es
un número. No obstante, en el campo de la Química, Bioquímica y Biofísica
computacional se ha hecho una extensión de la expresión II.1 que consiste en obtener
una “Energía Libre” en función de una, o unas pocas coordenadas cuidadosamente
elegidas.

Si estas coordenadas estuvieran entre las variables de integración de la ecuación
II.1, el cálculo consistiría simplemente en realizar todas las integrales requeridas
en II.2 excepto las que involucran a las variables seleccionadas. Sin embargo,
esta situación es atípica ya que generalmente las variables relevantes dependen de
manera relativamente compleja de las variables de integración. Por este motivo
es necesario introducir dentro de la integral a la función de delta de Dirac. Esta
función proyecta la integral sobre la o las coordenadas seleccionadas. Por ejemplo,
para dos coordenadas generalizadas ξ1 y ξ2, la integral a evaluar es,

Z(N,V,T,ξ ∗
1 ,ξ

∗
2 ) =

∫∫∫
δ (ξ ∗

1 −ξ1(x))δ (ξ ∗
2 −ξ2(x))e−V (x)/kBT dx. (II.3)

Utilizando una integral configuracional como la de la Ecuación II.3 en la
Ecuación II.1, se evalúa una SEL A(N,V,T,ξ1,ξ2). En cambio, si solo se proyecta
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sobre una coordenada el resultado es un Perfil de Energía Libre (PEL), también
llamado Potencial de Fuerza Media (PMF, por sus siglas en inglés), mientras que si
se proyecta sobre más de dos variables se obtiene una hipersuperficie. La Figura
II.4 muestra una representación pictórica de esta clase de superficies.

Figura II.4: Representación pictórica de una SEL para una molécula de ARN. Los mínimos de
la superficie corresponden a las estructuras que constituyen un mismo conjunto conformacional.
Imagen adaptada de la Referencia 1.
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La elección de las coordenadas sobre las cuales conviene calcular la SEL debe
evaluarse para cada caso en particular. A veces, la elección puede realizarse en base
al conocimiento de lo que ocurre en el proceso que se quiere estudiar. Por ejemplo,
en este trabajo de tesis, se estudió el proceso de disociación de un dímero de RsmE
desde un complejo formado entre RsmZ y RsmE. En tal caso, resulta claramente
conveniente definir la coordenada de reacción como la distancia entre dos puntos,
uno de los cuales es el centro de masa de una región de RsmE y el otro es el centro
de masa de una región de RsmZ. En otras ocasiones, la elección no es tan obvia y
es necesario recurrir a herramientas más sofisticadas para la definición.

A modo de ejemplo, en la Sección III.5.2 se describe cómo los primeros compo-
nentes principales de un sistema pueden utilizarse como coordenadas para evaluar
sus SEL. Por el momento, basta con decir que estas coordenadas describen las
fluctuaciones de mayor amplitud del sistema y que, por lo tanto, son apropiadas
para identificar los cambios conformacionales más significativos captados por la
simulación. Recientemente, se han reportado diversos algoritmos que hacen uso de
la Inteligencia Artificial (IA) para definir las coordenadas colectivas óptimas que
describen un dado proceso [151]. Si bien estas propuestas parecen prometedoras en
este momento, su verdadera utilidad va a ser demostrada con el paso del tiempo.

En cualquier caso, una vez que se identificaron las variables relevantes {ξi} y
se calculó la SEL en función de las mismas, A(N,V,T,{ξi}), la función obtenida
permite comprender diversos aspectos del funcionamiento del sistema. Para ello, es
necesario notar la relación que existe entre esta función y la probabilidad de hallar
una configuración determinada. La misma está dada por,

A({ξi}) =−kBT ln(ρ({ξi})) , (II.4)

donde deliberadamente se omitió explicitar la dependencia de A con N, V
y T para simplificar y para destacar su relación con la Función de Densidad de
Probabilidad (FDP) ρ({ξi}) de las variables seleccionadas. En virtud de la Ecuación
II.4, se observa que las regiones de alta probabilidad del espacio configuracional,
correspondientes a estructuras estables o metaestables, corresponden a mínimos en
la SEL mientras que las estructuras más improbables corresponden a los máximos.
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De esta manera, las barreras ubicadas entre mínimos adyacentes determinan la
dificultad para pasar de uno al otro. En resumen, el conocimiento de la SEL del
sistema provee la información necesaria para comprender tanto su comportamiento
termodinámico como cinético.

La estabilidad relativa de dos conformaciones X y Y es medida por la diferencia
de Energía Libre entre las mismas,

A({ξi}Y )−A({ξi}X) =−kBT ln
(

ρ({ξi}Y )

ρ({ξi}X)

)
, (II.5)

Así, la velocidad para pasar de un pozo a otro depende de la barrera de Energía
Libre que los separa de acuerdo con una relación tipo Arrhenius.

Las consideraciones realizadas hasta este punto permiten describir las jerarquías
estructurales de los ARN [152], las cuales deben su existencia a la rugosidad de
las SEL de estas moléculas. Esta rugosidad abarca tres escalas diferentes, como se
ilustra en la Figura. II.5. Existe un nivel más básico, también llamado Nivel 1, en
el que las diferentes conformaciones estables están separadas por grandes barreras
de energía. Estas conformaciones son, por ende, muy estables. Al amplificar la
vista sobre cualquiera de los pozos de este primer nivel, se observa que el mismo
también es rugoso, con barreras de Energía Libre menores que las del Nivel 1. Por
lo tanto, la estabilidad de las diferentes conformaciones del Nivel 2 es menor que la
del 1. Finalmente, haciendo zoom sobre alguno de los pozos del Nivel 2, también se
observa que el mismo es rugoso, con barreras de Energía Libre aun más bajas que
las del nivel anterior. Por este motivo, interconversiones entre los pozos del nivel 3
son las más frecuentes de todas.

En los ARN, el primer nivel jerárquico corresponde a los motivos estructurales
que están involucrados en la arquitectura secundaria. Por lo tanto, la interconversión
entre conformaciones de este nivel implica la alteración tanto de estructuras tercia-
rias como secundarias, con altos costos de energía y tiempos largos de transición
que van desde los milisegundos hasta varios segundos, e incluso horas, dependiendo
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Figura II.5: Representación pictórica para la jerarquización de un ensamble conformacional y de
los tiempos involucrados para la transición entre las conformaciones de cada nivel. Imagen adaptada
de la Referencia [1].

.

de las interacciones interrumpidas [152, 153]. Algunos ejemplos de procesos que
se encuentran este nivel son la disrupción de pares de bases, el reacomodamiento e
isomerización entre estas y los cambios conformacionales que involucran desplaza-
mientos de gran amplitud mediados por regiones flexibles. Estas interacciones
usualmente involucran la exposición alternada de diferentes motivos funcionales,
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de manera que están implicadas en procesos de reconocimiento a otras moléculas
[152].

Para ilustrar los tiempos característicos de las transiciones en este primer nivel,
cabe mencionar que la disrupción de pares de bases ocurre en escalas que van
desde los 0.1 a 50 ms, dependiendo de la naturaleza de los residuos involucrados
en las interacciones de apilamiento. En el caso de reacciones de catálisis mediadas
por moléculas de ARN, ocurren cambios estructurales globales en escalas que
comprenden desde los nanosegundos a los minutos, para posicionar adecuadamente
a los residuos participantes de la reacción en el núcleo catalítico [154]. Muchos
de estos tiempos están fuera de lo permitido para un normal funcionamiento de
la homeostasis en organismos vivos. Por este motivo, existen proteínas del tipo
chaperonas abocadas al correcto plegado del ARN, que aceleran los cambios en la
arquitectura de los mismos en respuesta a determinados estímulos. Así, se reducen
los tiempos implicados hasta el rango de los milisegundos [155, 156].

Dado que las simulaciones de DM para las moléculas de ARN alcanzan al día
de hoy escalas de microsegundos (excepcionalmente, de milisegundos) [157, 158],
el estudio de los eventos comprendidos dentro de este nivel de jerarquización está
mayormente fuera de su alcance. No obstante, algunos eventos en particular, como
el rearreglo de apilamientos en el par G-A o la isomerización de bases, pueden
ocurrir más frecuentemente que las transiciones de estructuras secundarias, siendo
más factible su observación en simulaciones de DM [153]. Por otra parte, existen
adaptaciones de la DM estándar que permiten explorar transiciones entre estados
separados por altas barreras de energía libre de la SEL. Estas se discutirán con más
detalle en la Sección III.4.

El segundo nivel de jerarquía en las estructuras de los ARN comprende transi-
ciones entre conformaciones con diferencias menores desde el punto de vista de sus
estructuras secundarias. Dichas transformaciones típicamente involucran la ruptura
de pares de bases individuales que no requieren de la asistencia de chaperonas [146].
Se incluye también en este nivel a las transiciones alternadas entre apareamientos
de bases ubicados en stem-loops, la ruptura y formación de pares de bases no
canónicos, y las alteraciones de la estructura terciaria que no involucran grandes
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desplazamientos.

Ejemplos típicos de las interacciones comprendidas en este nivel son los kissing-
loops, los apilamientos de bases entre motivos estructurales cercanos, unión a
cationes, tripletes de bases y los motivos A-menores [146]. Estas interacciones son
biológicamente relevantes para la estabilización de la estructura tridimensional del
ARN, dado que permiten la oclusión o exposición de residuos involucrados en el
reconocimiento de otras moléculas o la alternancia entre conformaciones activas e
inactivas [152]. En particular, la unión de proteínas a segmentos de simple cadena
en los extremos de los stem-loops suelen estabilizar conformaciones que favorecen
la unión de una segunda proteína. Así, los contactos mediados por motivos de
este nivel a menudo se relacionan con procesos de unión cooperativos [159]. El
complejo RsmZ-RsmE es un ejemplo de este fenómeno [73], como se describió en
el Capítulo I y se profundizará en el Capítulo IV.

Dado que este nivel de organización implica diferencias más sutiles respecto
al primero en cuanto a la arquitectura secundaria del ARN, presenta una mayor
preponderancia de conformaciones iso-energéticas, es decir, igualmente estables
[152]. Cuando las barreras que separan a dichos estados son lo suficientemente
bajas, la interconversión entre estructuras es más rápida que en el primer nivel,
quedando en el rango de los microsegundos a los milisegundos [153]. Por lo tanto,
algunas interacciones de este nivel se acercan al límite superior alcanzado por
técnicas de DM clásicas.

En el tercer nivel jerárquico se encuentran las transiciones entre conformaciones
que tienen estructuras secundarias iguales, o muy similares, pero que difieren
principalmente en cómo estas se disponen respecto al resto de la molécula. O
sea, los cambios conformacionales de este nivel están asociados a movimientos e
interacciones menos dependientes de la secuencia y más fuertemente ligadas a su
estructura tridimensional [133, 160].

Las escalas de tiempo de este nivel van desde los picosegundos a los microsegun-
dos, por lo que son susceptibles de ser observadas en simulaciones de DM. Algunos
ejemplos de eventos de este nivel son la alternancia en la exposición de regiones
de simple cadena, el reacomodamiento de bases desapareadas, las reorientaciones
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de fosfatos, y los movimientos colectivos de hélices [152], los cuáles ocurren en
escalas de tiempo comprendidas entre los nanosegundos a los microsegundos [161–
163]. La excepción a esta tendencia general ocurre con los empalmes de cuatro
vías, dado que los mismos presentan transiciones en escalas de los milisegundos al
segundo como consecuencia de las interacciones de apilamiento cooperativo [138].

Por último, teniendo en cuenta las jerarquías estructurales de los ARN, cabe
discutir el concepto de “modularidad de ensambles”. El mismo tiene su origen en
numerosos estudios que han firmemente establecido que las estructuras de los ARN
están constituidas por “módulos”, que pueden ser sustituidos unos por otros sin
afectar el plegamiento global [164]. Por ejemplo, una hélice puede ser sustituida por
otra de diferente secuencia, siempre y cuando tengan aproximadamente el mismo
tamaño. Asimismo, diferentes tipos de interacciones terciarias entre regiones
distantes pueden ser sustituídas unas por otras, si sus características estéricas y de
conectividad son compatibles [165]. Claramente, estos módulos intercambiables
corresponden a estructuras que se forman en el nivel más bajo de la jerarquía.
Dado que módulos alternativos de igual tamaño son compatibles con un mismo
plegamiento, el número de plegamientos o clases estructurales de un ARN formado
por N nucléotidos es muy inferior al número de secuencias posibles (N4) [166]. Por
lo tanto, cada clase estructural está formada por numerosas secuencias alternativas,
las cuales constituyen el “ensamble” [152]. La modularidad de ensambles es una
herramienta valiosa para comprender la evolución de los ARN y por lo tanto es
invocada en muchos estudios filogenéticos [86].

II.2 Ejemplos de estudios computacionales sobre el ARN

La literatura sobre simulaciones de DM aplicada al estudio del ARN cubre múltiples
aspectos que incluyen: flexibilidad intrínseca, impacto de mutaciones específicas,
catálisis enzimática, formación de complejos de ARN/proteína, modos de acción
de antibióticos, predicción de estructuras y mecanismos de inhibición, así como el
rol de las moléculas de agua y los diferentes iones sobre su estructura y dinámica
[91]. La primera simulación de una molécula de ARN se reportó en 1984 [167].
Desde ese hito, los parámetros utilizados en las mismas fueron continuamente
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reexaminados para mejorar su capacidad predictiva (Ver Sección III.3.1) [168, 169].
Con este fin se emplearon modelos de ARN pequeños [170–174]. Entre los modelos
estudiados se incluyen tetra-loops, stem-loops y empalmes [175–182]. Conforme la
técnica empezó a consolidarse, creció también el número de simulaciones enfocadas
en modelos de mayor tamaño [183–187]. Entre los aspectos explorados en dichos
trabajos se destacan la simulación del impacto de sustituciones puntuales para los
procesos de plegado, la estabilidad y flexibilidad intrínseca del sistema, los procesos
de hidratación, y la coordinación con cationes. Estos estudios fueron algunos de los
primeros en establecer de manera teórica los tiempos involucrados en los eventos
asociados a un nivel de jerarquización estructural en particular [152].

Otros elementos ribonucleicos ampliamente estudiados durante la primera dé-
cada del siglo fueron segmentos de ARN virales como el elemento trans-activador
de respuesta (TAR) o la Secuencia de Activación de la Dimerización (“DIS”, por
sus siglas en inglés) del virus del VIH [187–189]. Por su parte, existe un vasto
número de trabajos abocados a la simulación de ribozimas. Particularmente, sus
aspectos catalíticos, la influencia de iones, el agua, y de nucleótidos específicos,
fueron algunos de los tópicos más frecuentemente explorados por DM [190–192].
Cabe destacar que aquellos trabajos en los que se exploran reacciones catalíticas
no utilizan DM clásica, sino que requieren de un tratamiento cuántico electrónico,
capaz de describir la ruptura y formación de enlaces (Ver Capítulo III).

La maquinaria de la traducción ribosomal fue otro de los sistemas predilectos en
estudios basados en simulaciones de DM. Así, se implementaron diferentes modelos
que incluían parte del ribosoma para comprender aspectos clave de los procesos
de decodificación, acomodamiento, transferencia y translocación de péptidos [193–
196]. También se obtuvieron importantes avances en el conocimiento sobre los
mecanismos de unión de antibióticos [197–199]. Por último, cabe destacar que
los constantes avances en las capacidades de cómputo ocurridos en este siglo, han
permitido la realizar simulaciones en sistemas con millones de átomos. Entre
estos estudios se encuentran los que modelaron el ribosoma completo, o moléculas
enteras de ARNt [200]. Asimismo, se realizaron simulaciones que examinan las
bases moleculares de la translocación y acomodamiento del ARNt [201–203].
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II.2.1 Antecedentes sobre ARN pequeños (ARNp)

Los ARN pequeños (ARNp) tienen un rol fundamental en el control traduccional,
particularmente en bacterias [204]. La implementación de técnicas de DM para el
análisis de ARNp reguladores comenzó en la última década, por lo que la cantidad
de ejemplos es relativamente escaso. Estas moléculas son de particular interés
para esta tesis, ya que uno de los sistemas estudiados incluye al ARNp RsmZ (Ver
Capítulos IV y V).

A modo ilustrativo, cabe mencionar que Hfq es una de las proteínas más am-
pliamente estudiadas por su influencia en el control traduccional de bacterias. Su
función está, precisamente, regulada por moléculas de ARNp [205]. La Energía
Libre de unión entre Hfq y uno de estos ARNp llamado OxyS se evaluó medi-
ante simulaciones computacionales, encontrándose un muy buen acuerdo con los
resultados experimentales previos [206]. En Pseudomonas, Hfq y la proteína de
control de la represión catabólica (Crc) forman, junto con los ARNm blanco, un
complejo de traducción-represión. La proteína Crc no se une a los ARN ni a Hfq
por sí misma, sino a los complejos Hfq-ARN, fortaleciendo las interacciones de
Hfq con los ARNm objetivo. Las bases moleculares para la interfaz ARN-Hfq
y sus implicaciones en la unión de Crc fueron precisamente estudiadas por DM
[207], lo que permitió identificar un nuevo bolsillo de unión de Hfq y una posible
vía de plegamiento para el complejo ARN-Hfq-Crc. Estudios complementarios
demostraron, además, que la concentración iónica en la célula es crucial para esta-
bilizar las interacciones de apilamiento entre aminoácidos y nucleótidos de dicho
complejo [208].

Finalmente, un estudio experimental reciente en plantas de arroz investigó las
razones para su alto rendimiento y su eficiencia en el uso de Nitrógeno. Ese trabajo
postuló que dicho fenómeno se puede explicar por la presencia de dos proteínas
cuya traducción es regulada por dos ARNp de 24 nucleótidos [209]. La Referencia
209 reporta simulaciones de DM sobre estos ARNp que examinan la influencia que
la temperatura tiene sobre sus estructuras, encontrando cambios en los stem-loops
que permitirían su unión a los ARNm objetivo.

Las simulaciones presentadas en esta tesis fueron las primeras reportadas para
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el estudio computacional del fragmento de 72 nucleótidos del ARNp RsmZ [2, 3],
elucidadas por la Referencia 73.
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Parte del desarrollo sobre los temas presentados en este Capítulo fueron inclu-
idos en el libro “Bacterial Regulatory RNA: Methods and Protocols” de la serie

“Methods in Molecular Biology” en el año 2023 [1].

Resumen de este capítulo En este capítulo se presentan los fundamentos del con-
junto de métodos que se agrupan bajo el nombre de Dinámica Molecular (DM). En
particular, se hace hincapié en las particularidades que los mismos adquieren cuando
se aplican al estudio del ARN. El objetivo no es dar un desarrollo detallado en cuanto
a la descripción de los algoritmos, los cuáles son variados y complejos, sino presen-
tar un marco conceptual que permita evidenciar los alcances y limitaciones de esta
metodología. Además, se describe a las diferentes etapas requeridas para llevar a
cabo una simulación de DM y se discute la técnica de muestreo mejorado conocida
bajo el nombre de Umbrella Sampling, de particular relevancia para este trabajo. El
capítulo termina con una breve explicación de los métodos de análisis utilizados en
esta tesis, implementados para obtener información relevante sobre los ARN a partir de
la inmensa cantidad de datos colectados durante su simulación.
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III.1 Fundamentos

Cada estado de equilibrio de un sistema macroscópico puede ser caracterizado
indicando los valores de un pequeño conjunto de variables tales como (N,V,E),
(N,V,T ) o (N,P,T ). De acuerdo a la termodinámica estadística, a cada uno de estos
estados macroscópicos le corresponde un ensamble formado por un número infinito
de copias del sistema [210]. Estas poseen los mismos valores de las variables
macroscópicas, pero difieren en las coordenadas y momentos de sus partículas, que
definen su estado “microscópico”. Finalmente, se establece que el resultado de la
medición de cualquier parámetro observable del sistema que pueda expresarse en
función de las coordenadas y momentos de sus partículas, O(x,p), es igual al valor
promedio de ese observable evaluado en el ensamble, ⟨O⟩,

⟨O⟩=
∫∫

O(x,p)ρ(x,p)dxdq. (III.1)

En esta expresión ρ(x,p) mide la densidad de probabilidad de las coordenadas y
momentos de las partículas x y p en el ensamble. Esta densidad es una propiedad
que depende de las variables macroscópicas fijadas.

Bajo estas suposiciones, el problema que se presenta para calcular alguna
propiedad del sistema es cómo evaluar la integral de la Ecuación III.1, debido
al gran número de variables de integración. Para enfrentar este problema, se han
propuesto diferentes alternativas [211]. La que es relevante para la presente dis-
cusión consiste en reemplazar el promedio en el ensamble por un promedio en el
tiempo, evaluado a lo largo de una larga trayectoria del sistema por el espacio de
sus variables microscópicas,

ŌT =
1
T

∫ T

0
O(x(t),p(t))dt. (III.2)

En principio, tal como lo establece la ecuación III.2, el valor del promedio
temporal depende de la longitud de la trayectoria, T . Sin embargo, de acuerdo con
la hipótesis ergódica [212], a medida que T tiende a infinito el promedio temporal
se vuelve independiente de T y aproxima al promedio en el ensamble,
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lim
T→∞

ŌT = ⟨O⟩. (III.3)

Tal como su nombre lo establece, la hipótesis ergódica no tiene demostración. Es
una hipótesis. No obstante, cabe destacar que no es sólo una suposición necesaria
para poder realizar los cálculos, sino que también es razonable para los sistemas
moleculares como los estudiados en esta tesis [213]. Estos sistemas sólo pueden
acceder a un volumen acotado de su espacio de coordenadas y momentos, o espacio
de las fases. Dado que están encerrados en ese volumen, es plausible asumir que
tarde o temprano lo habrán recorrido en su totalidad [213], visitando el entorno de
cada punto con una frecuencia acorde a su densidad de probabilidad, ρ(x,p).

En la actualidad, se agrupa bajo el nombre de DM a un conjunto de técnicas de
simulación computacional que tiene su fundamento (o su origen) en la hipótesis
ergódica [214]. En un cálculo DM se busca determinar trayectorias de las moléculas
bajo estudio mediante la implementación de las ecuaciones de movimiento perti-
nentes. Estas ecuaciones están basadas en las leyes de la mecánica newtoniana
[91, 215]. No obstante, en la mayoría de los casos, las ecuaciones de Newton son
modificadas para que el sistema tenga una temperatura constante en vez de una
energía constante [211, 216]. En esta tesis se utiliza la llamada “DM clásica”. En
ella, se asigna una masa puntual a cada átomo o ión del sistema mientras que las
interacciones entre los mismos se evalúan mediante una función analítica de sus
posiciones [217]. Esta función recibe el nombre de CF, y se discutirá en la Sección
III.3 de este Capítulo.

III.2 El modelo y las trayectorias

Para realizar una simulación DM primero es necesario definir el modelo a con-
siderar, así como a las ecuaciones que se emplearán en la propagación de sus
coordenadas iniciales. En simulaciones de biomoléculas, el modelo típicamente
consiste de un cubo o un octaedro en cuyo centro se ubica la o las biomoléculas
que se quieren simular [217]. En el caso que la molécula posea una carga neta, se
agregan iones previo a la solvatación del sistema con el fin de neutralizar dicha



50 Capítulo III. Conceptos básicos de Dinámica Molecular (DM)

carga, con posiciones acordes al potencial electrostático de la macromolécula. Para
el agregado del resto de los iones, que resultan necesarios para reproducir las
concentraciones fisiológicas del medio a simular, se reemplazan estocásticamente
moléculas aleatorias de solvente luego de llevar a cabo la solvatación del sistema.

La dependencia de la simulación con la estructura inicial es particularmente
relevante en el caso de las moléculas de ARN [218]. Debido a que el espacio con-
figuracional de las biomoléculas es de gran tamaño, si se comienza una simulación
desde una configuración inapropiada, la equilibración del sistema puede demandar
un tiempo enormemente largo. Caso contrario, puede que no lleguen a observarse
nunca las configuraciones relevantes para el aspecto que se quiere analizar o que, en
el conjunto de datos colectados, tengan un peso mucho menor que el que deberían
tener. Lo ideal es contar con una estructura inicial de la biomolécula que haya sido
determinada experimentalmente, tales como las que se pueden descargar del Protein
Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/).

Las estructuras de proteínas que se pliegan de formas definidas pueden ser
predichas mediante el algoritmo Alpha Fold [219–221]. Este algoritmo resulta
eficiente dado que el 97,89 % de las 208.066 entradas del PDB, las cuáles son
empleadas como set de entrenamiento para la predicción, corresponden a proteínas
o complejos formados por ellas [222]. Para el caso particular de las moléculas de
ARN, la capacidad predictiva de este tipo de algoritmos está limitada por el hecho de
que las estructuras determinadas experimentalmente representan solo una pequeña
porción de la información disponible, pese a que el número de moléculas de ARN
humanos supera al de proteínas en más de un orden de magnitud [223, 224]. Dada su
baja representación en las bases de datos estructurales más generales, existen repos-
itorios de estructuras de ácidos nucleicos (http://ndbserver.rutgers.edu/)
y específicamente de ARN (http://rna.bgsu.edu/rna3dhub/pdb y https://
rnasolo.cs.put.poznan.pl/).

El costo computacional de una simulación de DM depende del número de átomos
del sistema considerado. Por lo tanto, es claro que las dimensiones del cubo u
octaedro a utilizar son típicamente pequeñas [216]. Esto tiene como consecuencia
que la relación entre la superficie del sistema y su volumen sea mucho mayor

https://www.rcsb.org/
http://ndbserver.rutgers.edu/
http://rna.bgsu.edu/rna3dhub/pdb
https://rnasolo.cs.put.poznan.pl/
https://rnasolo.cs.put.poznan.pl/
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que la de los sistemas macroscópicos que se busca emular. Debido a que las
moléculas en la interfase se comportan de manera distinta que las ubicadas en el
seno de la solución, el pequeño tamaño de la caja tiene como consecuencia que el
sistema muestre un comportamiento artificial [225]. Para evitar este problema, las
simulaciones de DM utilizan las llamadas condiciones periódicas de contorno. En
las mismas, el sistema simulado está rodeado en todas las direcciones por sistemas
idénticos [226]. De esta manera, los átomos y moléculas de la caja central (que es
la que efectivamente se simula) interactúan con sus vecinos más cercanos, ya sea
de la misma caja o de las cajas adyacentes. De esta manera se evitan los efectos de
borde sin aumentar demasiado el costo computacional de la simulación.

Como se mencionó anteriormente, en DM clásica las ecuaciones de propagación
se basan en las ecuaciones de Newton. Cuando las posiciones de las partículas
se indican a partir de sus respectivas coordenadas cartesianas, estas ecuaciones
adquieren la siguiente forma,

∂αi

dt
= vi,α (III.4)

∂vi,α

dt
= − 1

mi

∂V
∂αi

, (III.5)

donde αi, con α = x, y o z, denota alguna de las coordenadas de la partícula i, vi,α
es su velocidad en la dirección correspondiente, mi es su masa y V es la energía
potencial del sistema que se calcula con el CF (ver Sección III.3). Es importante
destacar que estas ecuaciones son válidas cuando V no depende de las velocidades,
como ocurre con todas las simulaciones descritas en esta tesis y en la mayoría de
los cálculos DM de biomoléculas [227].

Si las ecuaciones III.4 y III.5 se propagan numéricamente utilizando un paso
de integración apropiado, la energía del sistema se mantiene constante [216]. Sin
embargo, en la mayoría de las simulaciones de DM, se busca emular situaciones
en las que el sistema intercambia calor con un foco térmico a fin de mantener
su temperatura constante. Para ello, es necesario modificar las ecuaciones III.4
y III.5 mediante la utilización de algoritmos que reciben el nombre genérico de
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“termostatos” [216]. El número de termostatos disponibles es muy grande y cada
uno de ellos tiene ventajas y desventajas que le son propias. En las simulaciones
reportadas en esta tesis, se utilizó el termostato de Langevin [228], en el cual se
altera la ecuación III.5 de cada partícula mediante,

∂vi,α

dt
=− 1

mi

∂V
∂αi

− γvi,α +σξ , (III.6)

donde el término −γvi,α da cuenta de una fuerza viscosa que siempre se opone
al movimiento de la partícula considerada acorde a su velocidad. En particular,
γ representa el coeficiente de fricción de esa fuerza, y determina cuán rápido se
equilibran las partículas con el baño térmico. Asimismo, el término σξ representa
una fuerza aleatoria. Por un lado, ξ introduce esa aleatoriedad y se caracteriza por
su valor medio cero y una varianza proporcional a la temperatura. De acuerdo con
el teorema de fluctuación-disipación [229], las intensidades de estas fuerzas están
relacionadas por σ , tal que,

σ
2 = 2γmikBT, (III.7)

por lo tanto, al propagar el movimiento de una partícula i con una ecuación como
III.6, la partícula está interactuando con un baño cuya temperatura es T . Este
intercambio hace que dicha partícula también adquiera esa temperatura al alcanzar
el equilibrio [230]. Así, estos términos simulan la interacción de la partícula
considerada con un baño de partículas que, en lugar de ser tratadas explícitamente,
son incluidas de acuerdo a sus efectos macroscópicos [216, 228].

El algoritmo de Langevin tiene dos ventajas importantes. Una de ellas es que
no aumenta el costo computacional de manera apreciable [231]. La segunda y más
importante es que efectivamente hace que el sistema reproduzca la distribución
de velocidades de la T seleccionada [228]. En otras palabras, no sólo la energía
cinética de las partículas se corresponde con la T requerida (esto es, que la suma
de sus energías cinéticas iguala 3/2NkBT ), sino que la distribución de velocidades
sigue una ley de Maxwell-Boltzmann [216]. Este aspecto es esencial para el estudio
de procesos activados, es decir, de procesos que para ocurrir requieren superar
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una barrera de energía. La principal desventaja de este algoritmo, es que no es
determinista porque emplea fuerzas aleatorias. Debido a los cambios aleatorios en
las velocidades de las partículas, el termostato de Langevin no es apropiado para el
estudio de propiedades dinámicas de la biomolécula, tales como el coeficiente de
difusión [216], pero no tiene mayores consecuencias para los análisis realizados en
este trabajo de tesis.

Además de querer simular situaciones experimentales de T constante, muchas
veces se quiere emular una presión constante. Para ello se hace uso de algoritmos
que reciben el nombre de “barostatos”. Ellos modifican las dimensiones de la caja
simulada a fin de que se alcance la presión (y por ende, la densidad) buscada. De
no utilizarse un barostato, el sistema muestrea un ensamble de (N,V,T ) constantes
(ensamble canónico), mientras que si se lo aplica, muestrea un ensamble con
(N,P,T ) constantes (ensamble isotérmico-isobárico) [232]. Para simulaciones de
fases condensadas, como es el caso de las biomoléculas en solución, la diferencia
entre V o P constantes no son significativas, siempre y cuando la densidad del
sistema sea la misma en ambos casos. En cambio sí es muy influyente el uso de un
termostato, sin el cual el sistema muestrearía un ensamble microcanónico (N,E,T )
[232].

Finalmente, otra de las modificaciones que se introducen a las ecuaciones de
movimiento y que fueron utilizadas en esta tesis, consiste en la aplicación multi-
plicadores de Lagrange para fijar la longitud de los enlaces que involucran átomos
de hidrógeno (ej. enlaces C-H, O-H, S-H) [216]. En cada paso de la integración,
el método evalúa qué fuerza debe aplicarse sobre los átomos que forman el enlace
para evitar que se modifique la distancia entre los mismos. El objetivo de esta
estrategia es eliminar de la simulación las vibraciones del sistema con mayor fre-
cuencia [233]. De esta manera, es posible aumentar el paso de integración hasta 2
fs sin que se introduzca un error significativo a la trayectoria [234]. Al igual que
con los termostatos y barostatos, existen diferentes algoritmos que aplican estas
restricciones. En las simulaciones realizadas para este trabajo de tesis se utilizó
el algoritmo denominado “SHAKE” [235], el cual evalúa el efecto de las fuerzas
virtuales de Lagrange mediante un procedimiento iterativo.
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III.3 Los campos de fuerza (CF)

Para simular la evolución temporal de un sistema molecular, es necesario propa-
gar la ecuación de Schrödringer dependiente del tiempo utilizando un operador
hamiltoniano que tenga en cuenta todos los núcleos y electrones del sistema, los
cuales interaccionan entre sí por fuerzas de Coulomb [236]. Este tratamiento es
absolutamente general, en el sentido de que es válido tanto para una molécula de H2
como para el ARN o la proteína más grande que se quiera estudiar [237]. Además,
está libre de aproximaciones, salvo por efectos relativistas que son despreciables
para átomos del primer y segundo período de la tabla periódica [238]. El problema
con este tratamiento es que es inabordable excepto para sistemas muy pequeños,
compuestos por pocos átomos de pocos electrones [217].

Para superar la dificultad mencionada en el párrafo anterior, las simulaciones
de DM utilizan una serie de simplificaciones. La primera de ellas es invocar la
aproximación de Born-Oppenheimer para separar el movimiento electrónico del
movimiento nuclear [239]. Bajo esta aproximación, los núcleos del sistema se
mueven sobre una Superficie de Energía Potencial (SEP) determinada por los
electrones. La segunda aproximación consiste en simular el movimiento de los
núcleos sobre esta SEP mediante ecuaciones clásicas, como se discutió en la Sección
III.2 [240]. Finalmente, la tercera gran aproximación consiste en calcular la SEP
sobre la que se mueven los núcleos mediante una función empírica y relativamente
sencilla, llamada CF [215, 241, 242].

La variedad de CF disponibles para simulaciones de DM es vasta [243]. Los
mismos tienen dos características que deben ser claramente diferenciadas: la forma
funcional del campo y sus parámetros [216]. Con una misma forma funcional,
diversos campos son posibles si se utilizan parámetros diferentes. En las simula-
ciones reportadas en esta tesis, se emplearon los CF del paquete AMBER [233].
Las especificaciones de los mismos se darán en los capítulos pertinentes, y su forma
funcional se muestra en la Figura III.1.

A cada enlace covalente del sistema, este CF le asigna un potencial armónico
con constante de fuerza kri y posición de equilibrio ri,eq. También se asigna un
potencial armónico a cada ángulo entre enlaces covalentes adyacentes. En este
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Figura III.1: Forma funcional de los CF utilizados en este trabajo de tesis. Imagen tomada de la
Referencia 1.

caso las constantes de fuerza y posiciones de equilibrio están dados por kθi y
θi,eq, respectivamente. Las rotaciones de ángulos diedros son tratadas mediante
expansiones de Fourier cuyos coeficientes son los parámetros Vi,n. Idealmente, se
requieren varios términos para una descripción precisa de las barreras encontradas
en estas rotaciones. Sin embargo, por simplicidad, normalmente se emplea un solo
término.

Las interacciones descritas hasta aquí reciben el nombre de interacciones ligadas,
mientras que las que aparecen en las últimas dos sumatorias de la Figura III.1 se
denominan interacciones no-ligadas [216]. Entre las no-ligadas se encuentra, en
primer lugar, un potencial de Lennard-Jones que da cuenta de las atracciones por
fuerzas dispersivas así como de las repulsiones de Pauli. Para cada par de átomos i
y j, los parámetros correspondientes, Ai, j y Bi, j, se calculan a partir de parámetros
atómicos siguiendo las reglas de combinación de Lorentz-Berthelot [244, 245]. La
última sumatoria describe las interacciones electrostáticas en el sistema. Para ello,
se asigna a cada átomo del mismo una carga parcial qi, la cual interacciona con el
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resto de las cargas parciales mediante una fuerza de Coulomb [246].

Es necesario enfatizar que, si bien todos los términos que aparecen en el CF pare-
cen intuitivamente correctos, muchos de ellos no corresponden a ninguna magnitud
físicamente observable ni pueden ser determinados teóricamente sin ambigüedad
[247]. Entre los parámetros que sí se corresponden con magnitudes observables se
encuentran los correspondientes a los enlaces y ángulos entre éstos, que pueden
determinarse a partir de información estructural obtenida por cristalografía de rayos
X, así como de espectroscopía infrarroja y Raman [248]. Asimismo, los parámetros
de Lennard-Jones se ajustan para que las simulaciones de DM tengan la capacidad
de predecir las densidades y calores de vaporización de diversas sustancias [249].
Sin embargo, las cargas parciales y las barreras para las torsiones no son magnitudes
directamente observables y, por ende, son mucho más difíciles de determinar [250].
Más aún, estas interacciones tienen una gran influencia sobre el comportamiento de
las biomoléculas en solución.

En los CF de AMBER, las cargas parciales de los núcleos se determinan a partir
de cálculos de estructura electrónica [233]. En estos cálculos, primero se determina
el potencial electrostático sobre una grilla de puntos alrededor de la molécula
considerada, sumando la contribución puntual de los núcleos más el efecto de la
nube electrónica a su alrededor. Finalmente, se asignan cargas parciales fijas sobre
cada uno de los átomos de la molécula de manera tal que reproduzcan, con el
menor error posible, los potenciales de los puntos de la grilla [251, 252]. Esta
estrategia tiene la virtud de reproducir las interacciones electrostáticas entre grupos
moleculares de manera relativamente fidedigna para el bajo costo computacional
que implica [216].

No se debe perder de vista que cuando una molécula interacciona con otra, las
nubes electrónicas de ambas se distorsionan. Por lo tanto, el potencial eléctrico que
ellas generan a su alrededor cuando están aisladas es diferente del que producen
cuando están interactuando entre sí. Cuanto más deformable sea la molécula
(es decir, cuanto mayor sea la polarizabilidad de los átomos que la conforman),
más importante es este efecto y peor es la descripción que se obtiene mediante
la simplificación del uso de cargas parciales [253]. Desde hace ya algunos años,
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existen CF que tienen en cuenta los efectos de la polarizabilidad molecular [86]. Sin
embargo, la utilización de los mismos aumenta enormemente el costo computacional
del cálculo. Esto tiene como consecuencia que no se puedan alcanzar tiempos
de muestreo suficientemente largos, excepto para moléculas pequeñas. En otras
palabras, la exactitud que se gana en una mejor representación de las interacciones
intermoleculares se pierde por un pobre muestreo [253].

Los últimos parámetros de un CF en ser determinados son los correspondientes a
las torsiones [250]. Para su obtención se pueden seguir dos estrategias. La primera
y más obvia consiste en utilizar cálculos cuánticos de manera de evaluar la energía
electrónica para distintos valores del ángulo diedro en cuestión [254]. Para los
mismos ángulos, se calcula la energía del CF sin la contribución de diedros, lo que
hace que la diferencia entre ambas curvas sea significativa. Finalmente, se determina
el o los valores de la expansión de Fourier del diedro considerado de manera tal de
minimizar la diferencia entre ambas curvas [254]. Esta estrategia permite obtener
una primera aproximación al valor de los parámetros de los ángulos diedros y
funciona adecuadamente para moléculas pequeñas. Sin embargo, es deficiente para
la determinación de los diedros del esqueleto de proteínas o de los ácidos nucleicos.
Por lo tanto, para estos ángulos, los parámetros torsionales se han actualizado
continuamente, de manera tal que las simulaciones de DM tengan la capacidad
de reproducir las estructuras de grandes conjuntos de proteínas o ácidos nucleicos
con el menor error posible [216]. A medida que las técnicas experimentales se
desarrollaron incorporando más estructuras o estructuras determinadas en diferentes
condiciones, los parámetros del CF para los diedros debieron ser adaptados. De
hecho, si se analiza la evolución de los CF, se encuentra que de una versión a otra,
las principales modificaciones están en este conjunto de parámetros [171, 250].

III.3.1 Campos de fuerza para ARN

Los CF de los ARN tienen un menor desarrollo, y por ende están sujetos a mayores
errores y artefactos que los CF de proteínas (al menos los de proteínas plegables).
Hay dos factores fundamentales que contribuyen a este estado de situación. El
primer gran problema que enfrentan los CF de ARN es el efecto de no considerar
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la polarizabilidad de los átomos [243]. Esto se debe a que el esqueleto de los
ARN está compuesto por átomos de Fósforo, los cuales son altamente polarizables.
Por otra parte, la no polarizabilidad en los CF utilizados en esta tesis incide sobre
el modelado de correlaciones electrón-electrón en el apilamiento π–π de bases
aromáticas [255]. Esta dificultad es incluso más marcada si la simulación contiene
iones Mg+2, debido a que estos son altamente polarizantes [243]. Otro problema
asociado a la incorporación de iones Mg+2 es que sus concentraciones son muy
bajas si se busca reproducir las condiciones fisiológicas [86]. En una simulación
DM, esta baja concentración se traduce en un número muy pequeño de iones en
la caja de simulación, lo que dificulta la equilibración de los mismos. En general,
se sostiene la idea de que es mejor obviar la presencia de estos iones, excepto que
se sepa que alguno de ellos cumple un rol estructural importante [243]. En tal
caso, el ion Mg+2 se ubicará en el sitio donde está coordinado, donde típicamente
permanece durante toda la simulación, sin equilibrarse con el resto de los iones de
la solución.

El segundo problema proviene de las dificultades para determinar las estructuras
de los ARN, las cuales a su vez se originan en la mayor diversidad conformacional
de estas moléculas [218]. Así, la falta de información experimental suficiente,
sumada a las dificultades para describir situaciones experimentales más variables
y diversas, ha tenido como consecuencia que la capacidad predictiva de los CF
de ARN sea menor que los de las proteínas plegables [91]. En años recientes, ha
habido importantes avances al respecto y diversos grupos de investigación están
enfocados en abordar estas dificultades, como se describe en los párrafos siguientes.

El CF de AMBER ff94 introdujo las torsiones específicas del ARN [256]. Estas
se estimaron ajustando un perfil de energía QM para el fosfato de dimetilo, con el
objetivo de usarse como referencia para el esqueleto polinucleotídico [243]. Lo
propio ocurrió con el grupo ribosa, para garantizar una baja barrera de transición
entre las conformaciones C2’ endo y C3’ correspondientes a las hélices de forma
A y B. Sin embargo, las primeras simulaciones de DM aplicadas sobre ARN
demostraron limitaciones importantes de los CF hasta entonces disponibles [171,
172]. Esto desencadenó la búsqueda de mejoras y constantes refinamientos en los
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últimos años, los cuales continúan al día de hoy en desarrollo [91].

Las mejoras más recientes en las implementaciones de AMBER para la simu-
lación de ácidos nucleicos consisten precisamente en el refinamiento de las torsiones
α/γ en el esqueleto de estas moléculas [257], así como el posterior reajuste de las
torsiones ε /ζ incluido en el CF BSC1 [258]. Con respecto al modelado de ARN, la
primera mejora significativa se produjo en 2010, cuando se realizó un escrutinio
sistemático de la torsión glucosídica χ para cada uno de los cuatro nucleósidos de
ARN en el CF ff99-χYIL [259]. Al emplear un enfoque similar, todas las torsiones
de ARN se reajustaron para una mejor reproducción de las estructuras obtenidas
por RMN para el tetrámero r(CCCC) [260].

La posterior revisión del parámetro asociado al ángulo χ permitió eliminar
estructuras espurias para el ARN en su forma “A” [261]. En dicha revisión se
encontró que descripciones defectuosas de éste ángulo tienen como consecuencia
una completa desestabilización de la estructura nativa de los ARN de secuencia
larga. El CF que incluye esta última parametrización es ahora el modelo oficial de
AMBER para ARN, y se conoce como ff99 bsc0χOL3 [233]. Este fue, precisamente,
el CF utilizado en esta tesis para la simulación de RsmZ. Al día de hoy, continúa
el constante desarrollo de CF abocados a una mejor descripción de los ácidos
nucleicos. Algunos de ellos parten de las últimas actualizaciones de AMBER para
su refinamiento [262–267], mientras otras se desarrollan independientemente de
este paquete de simulación en particular [268].

A pesar de que AMBER no exige el uso de ningún modelo de agua específico, se
ha demostrado recientemente que el comportamiento de las simulaciones de ARN
depende en gran medida del modelo de agua utilizado [269, 270]. En particular, la
Energía Libre de apareamiento entre bases está intrínsecamente ligada a la fuerza de
la interacción que éstas a su vez establecen con el agua [243]. Para este trabajo de
tesis se empleó el modelo TIP3P, en el cual el agua es representada por tres cargas
puntuales fijas correspondientes a las cargas del Oxígeno y los dos Hidrógenos [271].
Para el Oxígeno se incluyen además parámetros de Van der Waals. Los parámetros
de este modelo se desarrollaron para reproducir propiedades macroscópicas del
agua líquida tales como la densidad, el momento dipolar, la función de distribución
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radial, el coeficiente de difusión, y su calor de vaporización. Existen otros modelos
de agua, más sofisticados que TIP3P. Uno de ellos, que ha acaparado la atención en
años recientes, es el modelo OPC, que reproduce mejor que TIP3P las propiedades
electrostáticas del agua [272, 273]. Sin embargo, OPC es un modelo de cuatro
puntos. Por este motivo, su implementación tiene un costo computacional más
elevado. Así, al tener que decidir sobre cómo implementar una simulación de DM,
nuevamente se presenta la disyuntiva de elegir entre el CF más exacto o el más
eficiente (que permite realizar un mejor muestreo).

Habiendo mencionado las dificultades encontradas en el desarrollo de los CF
para simular ARN, cabe destacar que los utilizados en este trabajo de tesis han
demostrado su capacidad para reproducir las características estructurales de un
conjunto significativo de ARN (Ver Sección II.2.1). Seguramente, estos campos
pueden ser mejorados o refinados. Pero esto no invalida su capacidad para clarificar
los aspectos más destacados y típicos de esta clase de moléculas.

III.3.2 Las etapas de una simulación

Aún cuando la estructura inicial para el modelo a simular parta de un experimento, es
posible que la misma tenga desperfectos relacionados con la metodología utilizada
para su elucidación [274]. Por otra parte, es habitual que en estas estructuras estén
ausentes algunos átomos o residuos, los cuáles son agregados in silico mediante el
uso de plantillas en las etapas de preparación del modelo [275]. En dicha instancia,
además, es que se construye la caja de solvatación y se produce el agregado de
iones. En cualquiera de los casos, esto puede producir la superposición entre pares
de átomos o estructuras muy tensionadas que es necesario minimizar para evitar
que el sistema colapse al iniciar la simulación.

La etapa de minimización es anterior a la propagación de las coordenadas
iniciales del sistema y permite alcanzar uno de los mínimos locales posibles de la
molécula en el CF elegido [241]. Para esto, el primer paso posterior a la generación
del modelo es aplicar un algoritmo de minimización de energía en el que el sistema
se mueve a lo largo de la dirección definida por el gradiente de la energía potencial.
En el caso de AMBER, este algoritmo suele dividirse en dos etapas que utilizan
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métodos distintos: de descenso más pronunciado, y de gradiente conjugado. Para el
detalle sobre ambos métodos se recomienda la lectura de la Referencia 233.

En este punto, el modelo minimizado ya posee coordenadas iniciales aceptables,
se encuentra embebido en una solución que contiene iones y tiene un volumen
definido. Sin embargo, como los átomos no tienen velocidades asignadas, la
situación es equivalente a poseer una temperatura igual a 0K en términos clásicos.
En este punto, es necesario asignar esas velocidades acorde a una distribución dada,
y hacer uso de los ya mencionados termostatos (ver Sección III.2) para garantizar
que la misma se mantenga a pesar de que las partículas cambien constantemente sus
velocidades [276]. Este cambio de temperatura debe realizarse de manera gradual
para evitar que una alteración abrupta en las velocidades del sistema desestabilice
la estructura del modelo [233].

El último ajuste antes de la etapa de producción de la DM es la equilibración del
sistema. Esto permite que el mismo se asemeje a las condiciones experimentales al
relajar su volumen hasta que su presión sea la deseada (típicamente 1.0atm), la cual
se mantendrá constante durante el resto de la simulación. Para esto, se hace uso de
los también ya mencionados barostatos, que escalan el volumen del sistema para
alcanzar la presión objetivo [277] (Ver Sección III.2). Este último ajuste también
cambia la densidad del sistema, que debería fluctuar alrededor de 1,0 g/mL para
simulaciones en soluciones acuosas.

Las variables configuradas para ejecutar la etapa de equilibración no suelen
diferir significativamente de las que se emplean en la posterior etapa de producción.
En muchos casos, incluso, esta etapa está contemplada dentro de la misma simu-
lación, y se determina el punto a partir del cual se considera que el sistema está
equilibrado, empleando el resto de la trayectoria para el análisis de los resultados.
Uno de los requisitos indispensables para considerar que el sistema se encuentra
equilibrado es que la temperatura, la densidad y la energía del mismo oscilen en
torno a valores constantes. A esto se debe agregar la constancia de los valores de
Root Mean Square Deviation (RMSD) respecto de la estructura inicial del sistema
[233]. Este parámetro mide la distancia promedio entre los átomos correspondientes
a dos estructuras alternativas, después de que las mismas han sido alineadas. Sin
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embargo, es importante distinguir entre estas dos etapas dado que el cambio en el
volumen del sistema puede producir perturbaciones momentáneas que no necesaria-
mente están relacionadas a la función biológica de la molécula estudiada, por lo que
esta porción de la trayectoria no debería utilizarse para explicar su comportamiento
en la naturaleza.

La etapa de producción consiste en la sucesiva integración de la ecuación
mostrada en la Figura III.1 con las condiciones generales del sistema ya alcan-
zadas, utilizando para cada paso las coordenadas del sistema en ese momento. De
esta forma, los movimientos del sistema son descritos como series de snapshots
con resoluciones del orden de los femtosegundos. Una vez obtenidas las nuevas
posiciones y velocidades, se actualizan los valores de la energía potencial y las
fuerzas (y, por lo tanto, de las aceleraciones) para propagar nuevamente los valores
de las posiciones y las velocidades [233].

Una vez finalizada la producción, se obtiene una trayectoria de conformaciones
que, analizadas en conjunto, permiten inferir aspectos dinámicos y estructurales
relevantes para el rol biológico de la molécula estudiada. No obstante, existen casos
en los cuáles una única trayectoria no permite describir una porción representativa
del espacio conformacional de una molécula, sino a una porción reducida en torno
a un mínimo. Por este motivo, se acostumbra la ejecución de varias réplicas de la
simulación, en cada una de las cuáles se parte de velocidades iniciales asignadas de
forma aleatoria sobre cada átomo que en conjunto describen una misma distribución
respecto a la temperatura deseada. Si el número de réplicas y los tiempos de
simulación son suficientes, el conjunto de trayectorias concatenadas permitiría
describir una porción representativa del espacio conformacional del sistema [91].
Cuando se cumple este objetivo, se dice que la simulación es convergente.

Alcanzar la convergencia sobre un conjunto de simulaciones es una tarea com-
pleja, especialmente cuando se trata del ARN dado su vasto espacio conformacional
[278]. Por otra parte, vale recalcar que algunos cambios conformacionales asocia-
dos con este tipo de moléculas ocurren en tiempos que exceden a los alcances de las
simulaciones de DM (ver Sección II.1.3). Por lo tanto, es importante circunscribir
las conclusiones que emergen de los resultados de una simulación a los límites que
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tiene la técnica, evitando inferir de manera taxativa lo que excede a sus alcances.
En este sentido, cabe mencionar que el desarrollo creciente en materia tecnológ-

ica tuvo también un impacto significativo en la capacidad de cómputo para el campo
de las simulaciones computacionales. Particularmente, la adaptación del paquete
AMBER a su ejecución en placas de video (“GPU”, por sus siglas en inglés) en el
año 2016 permitió una reducción sensible en los tiempos de cálculo, logrando así
obtener trayectorias más largas, en sistemas de mayor tamaño y tiempos menores
de simulación [279]. Esto a su vez impacta sobre la precisión de los resultados, por
mejorar la muestra estadística del sistema estudiado.

Pese a estos avances, persisten procesos a nivel molecular cuyos tiempos son aún
inabarcables por las técnicas tradicionales de DM, dado que implican barreras de
Energía Libre pronunciadas. No obstante, existen adaptaciones a esta metodología
que permiten explorar eventos infrecuentes, como se detalla en la siguiente sección.

III.4 Umbrella sampling

Como se describió en la Sección II.1.3, las biomoléculas en solución pasan la mayor
parte del tiempo en configuraciones cercanas a los mínimos de los pozos de sus
SEL. Lo propio ocurre con las simulaciones de DM que intentan emular el com-
portamiento de esas biomoléculas. Típicamente, se observa que estas simulaciones
permanecen en el pozo de la SEL al que pertenece la estructura inicial desde la cual
fueron iniciadas [91]. Esto plantea un problema cuando se intenta estudiar procesos
que requieren atravesar barreras elevadas de Energía Libre, como ocurre cuando un
sustrato sale del sitio activo de una enzima [280], o cuando la biomolécula ejecuta
un cambio conformacional [281]. A T ∼ 300K, si la diferencia de Energía Libre
que hay que superar está por encima de las 10kcal/mol, lo más probable es que el
evento que se quiere estudiar nunca sea reproducido por una simulación de longitud
estándar [1]. Y en caso de ser observado, su ocurrencia sería demasiado baja como
para permitir un análisis estadístico certero. Para enfrentar situaciones como estas,
se han diseñado un conjunto de técnicas que se conocen con el nombre de “muestreo
mejorado” [282].

Dado que los problemas de muestreo se originan en que los sistemas quedan
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atrapados en pozos de Energía Libre, es posible mitigarlos mediante dos estrategias
alternativas: o bien se incrementa la energía cinética del sistema aumentando T
[282], o se agregan nuevos términos a la función de la energía potencial de manera
tal que se reduzca la barrera a superar [283]. Cualquiera sea la estrategia seguida,
luego de haber conseguido el muestreo en las condiciones ficticias seleccionadas
(mayores T o potencial alterado), es necesario ajustar las ponderaciones de las mues-
tras obtenidas a fin de que provean información sobre el proceso en las condiciones
reales.

En este trabajo de tesis se utilizó la técnica de muestreo mejorado que se conoce
con el nombre de “Umbrella Sampling” [283]. El objetivo fue simular la salida de
un dímero de RsmE de uno de los sitios de unión de RsmZ, así como del constructo
hcnA20−mer (ver Sección I.3). En las simulaciones Umbrella Sampling primero se
debe elegir una coordenada de reacción apropiada (χ) que describa adecuadamente
el proceso a estudiar. Luego se realizan simulaciones en las que el potencial provisto
por el CF se modifica por el agregado de un potencial de sesgo,

Vses =
1
2

kses(χ −χ0)
2, (III.8)

donde el efecto de este potencial es que las configuraciones del sistema oscilan (o
tienden a oscilar) en un entorno de χ0. Por lo tanto, a fin de recorrer todo el rango
relevante de la coordenada de reacción se realiza un serie de simulaciones, cada
una de las cuales tiene un valor diferente de χ0, de manera tal de cubrir totalmente
dicho rango. Cada una de estas simulaciones se conoce como “ventanas”, y permite
observar el comportamiento del sistema en una pequeña porción de los valores
posibles de χ .

Una vez que se completaron todas las simulaciones, el rango de completo de χ

se subdivide en un cierto número de cajas. Típicamente, este número es al menos
3 o 4 veces el número de ventanas. A partir de las muestras obtenidas de las
simulaciones sesgadas, es posible determinar la probabilidad P(n)(χi), de encontrar
al sistema en la caja i, con centro en χi, durante la simulación de la ventana n. El
paso final del cómputo consiste en desesgar estas probabilidades a fin de obtener las
probabilidades correspondientes al potencial original P(χi). A partir de las mismas,
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se puede calcular el PEL mediante la aplicación de la Ecuación II.4.
Lamentablemente, no es posible obtener las probabilidades no sesgadas a partir

de las sesgadas de manera analítica, sino que sólo se puede alcanzar una solución
numérica. Cada solución numérica está sujeta a errores, tanto de convergencia como
debidas a valores inapropiados de los parámetros de Umbrella Sampling aplicados.
Para evitar este tipo de errores, en este trabajo de tesis se emplearon tres algoritmos
alternativos para obtener las P(χi) a partir de las P(n)(χi). Ellos son el Método de
Análisis de Histograma Ponderado (WHAM, por sus siglas en inglés), el Método
de Análisis de Histograma Dinámico (DHAM, por sus siglas en inglés) y el Índice
de Aceptación de Bennett (BAR, por sus siglas en inglés). Los fundamentos de los
mismos pueden encontrarse en las Referencias 284, 285 y 286, respectivamente.
Dado que los tres métodos utilizan estrategias distintas y son afectados de manera
diferente por la elección de los parámetros de Umbrella Sampling, la coincidencia
entre los PEL predichos por cada uno provee un reaseguro de la precisión de dichos
perfiles.

III.5 Análisis

Una vez obtenida una o varias trayectorias de DM para el sistema a estudiar, es
necesario analizar los datos obtenidos a fin de traducirlos en información inteligible
y relevante para el problema en cuestión. Este análisis puede abarcar desde la
determinación de parámetros simples y directos como distancias o ángulos entre
grupos de átomos, hasta cálculos complejos obtenidos a partir de un entramado
teórico más elaborado. El cálculo de constantes de unión, cambios de entropía o
perfiles de Energía Libre, son ejemplos que pertenecen a este segundo grupo. Es
importante destacar que el nivel de complejidad del análisis no necesariamente está
correlacionado con el impacto de las observaciones que surgen de ellos. Por citar un
ejemplo, uno de los hitos de la biología computacional moderna fue el advenimiento
de Alpha Fold para la predicción de estructuras proteicas a partir de secuencias
[219, 220]. Uno de los análisis empleados para evaluar la calidad de las estructuras
predichas es el valor de RMSD entre estas estructuras y las obtenidas por técnicas
experimentales. El análisis de RMSD es uno de los ensayos más sencillos y más
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asiduamente utilizados en un trabajo típico de DM. Más allá de su simpleza, sirvió
para determinar de manera contundente el potencial predictivo de Alpha Fold.

Entre otras técnicas de análisis sencillas, cabe mencionar al RMSF (por sus siglas
en inglés Root Mean Square Fluctuations) como medida del desplazamiento a lo
largo de la trayectoria de un átomo en particular, o grupo de átomos, en relación con
una estructura de referencia [287]. Otros ensayos habituales son la identificación
de motivos estructurales y su seguimiento a lo largo de la trayectoria [74], así como
la construcción de mapas de contactos entre residuos (Ver Sección V.3).

Sin embargo, no siempre es posible sacar conclusiones interesantes apelando
únicamente a los métodos más básicos de análisis. Esto se debe, fundamentalmente,
a que las dimensiones del problema que se debe analizar es muy vasta. Por este mo-
tivo, resultan especialmente útiles los métodos que permiten identificar un número
reducido de variables relevantes para describir el funcionamiento del sistema, como
el que se describe a continuación.

III.5.1 Análisis de Componentes Principales

El análisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) es un proced-
imiento muy utilizado en la ciencia de datos, donde se aplica con diversos propósitos
[288]. Tiene también un uso muy extendido en el análisis de simulaciones de DM de
biomoléculas [289]. En este contexto, su principal objetivo es construir un espacio
vectorial de pequeñas dimensiones (típicamente menos de 20 grados de libertad),
que permite describir las deformaciones/fluctuaciones con mayor amplitud de la
biomolécula. La idea subyacente es que estas fluctuaciones son las que permiten a
la misma cumplir con su rol biológico [288].

La primera implementación del PCA para analizar simulaciones de DM surgió
de la observación de que, en una simulación de la Crambina, las fluctuaciones
de sus átomos estaban fuertemente correlacionadas [290]. Poco tiempo después,
Berendsen y colaboradores popularizaron el procedimiento al afirmar que el mismo
permite definir el Espacio Esencial (EE) de las proteínas [291]. Este es un pequeño
subespacio que contiene (o debería contener) todos los movimientos requeridos
para su funcionamiento. El principal punto en estos dos trabajos consistió en notar
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que solo unos pocos autovectores de la matriz de covarianza daban cuenta de la
mayor parte de las fluctuaciones observadas en la trayectoria. Por lo tanto, solo este
pequeño conjunto sería requerido para describir su dinámica “esencial”, separándola
de lo que podría considerarse el “ruido” de la simulación.

El primer paso para realizar un PCA es calcular la matriz de covarianza de
las variables observables a incluir en el análisis. Los elementos de la matriz de
covarianza, C, se calculan a partir de los datos colectados en una simulación
mediante,

Ci j =
1
N

N

∑
k=1

(x(k)i −⟨xi⟩)(x
(k)
j −⟨x j⟩). (III.9)

En esta expresión, ⟨xi⟩ y ⟨x j⟩ son los promedios de las coordenadas xi y x j durante la
trayectoria, respectivamente, mientras que k es un índice que identifica las muestras
y N es el número total de muestras colectadas. Las coordenadas utilizadas pueden
ser de diferentes tipos. Las más utilizadas son las coordenadas cartesianas de
los átomos del esqueleto de la molécula [292], pero otras opciones como ángulos
diedros o distancias de contactos también pueden aplicarse [293]. Por último, cabe
mencionar que si van a usarse como variables las coordenadas cartesianas de los
átomos, el cálculo de la matriz de covarianza debe estar precedido por la eliminación
de los efectos de la traslación y la rotación sobre las mismas, de manera tal que solo
queden las deformaciones internas [289].

El paso siguiente del análisis es la diagonalización de la matriz de covarianza.
Esto implica obtener la matriz R que, mediante una transformación de similaridad,
convierte a C en la matriz diagonal Λ,

RTCR =Λ. (III.10)

En esta expresión RT es la transpuesta de R. Las columnas de R, ri, son los au-
tovectores de C. Estos vectores forman una base ortonormal que expande el mismo
espacio que la base cartesiana original. Si se proyecta alguno de los desplazamien-
tos originales (x(k)−⟨x⟩) sobre ri, se obtiene el valor del Componente Principal i
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en la muestra k, PC(k)
i . Las fluctuaciones de estos Componentes Principales son los

elementos diagonales de Λ.
En principio, la base formada por las coordenadas originales y la de los au-

tovectores de C son equivalentes. Además, la suma de las fluctuaciones de las
coordenadas originales es igual a la suma de las fluctuaciones de los Componentes
Principales. Esto surge del hecho de que ambas bases están relacionadas por una
transformación de similaridad. Sin embargo hay una diferencia importante entre
ambas que tiene consecuencias prácticas: mientras que las fluctuaciones totales
están repartidas de manera más o menos equitativa entre todas las coordenadas
originales, las mismas están concentradas en unos pocos Componentes Principales.
Por lo tanto, esos pocos Componentes Principales son los que se requieren para
describir los movimientos más importantes de la biomolécula, de acuerdo a lo
observado en la simulación [289].

El resultado de un PCA puede visualizarse de diversas maneras. Una de las más
sencillas e intuitivas es la representación en forma de película de los movimientos
colectivos descritos por los autovectores importantes. Cuando las coordenadas
originales son cartesianas, el programa de visualización VMD permite generar
estas animaciones mediante la extensión llamada NMWIZARD [294]. También
se pueden hacer ilustraciones de estos vectores mostrando cómo desplazan a los
átomos incluidos en el análisis. Ambos procedimientos fueron utilizados en esta
tesis para representar las principales deformaciones sufridas por RsmE y RsmZ
durante el proceso de unión entre sí (Ver Sección V.4).

Otro uso muy extendido de PCA es el de construir SEL [288]. Para ello, y una
vez obtenido el conjunto de los {PC(k)

i } para al menos dos vectores principales,
se divide el rango de cada uno de ellos en una grilla con “cajas” de igual tamaño.
Finalmente, se estima la probabilidad de cada centro de la grilla dividiendo el
número de muestras que caen en la misma por el número total de muestras. Este
cociente es una estimación de la probabilidad de hallar al sistema en ese punto y
por lo tanto, mediante la aplicación de la Ecuación II.4, se puede calcular la Energía
Libre correspondiente.

Cabe destacar que para la determinación de las SEL, así como para la aplicación
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de algoritmos de clusterización como los que se describen en la próxima sección,
el uso de PCA de coordenadas cartesianas es limitado [288]. Esto se debe a que,
como se mencionó anteriormente, la implementación de estas coordenadas requiere
eliminar el efecto de la translación y rotación global de la molécula antes de calcular
la matriz de covarianza. Sin embargo, mientras que la eliminación de la traslación
puede realizarse de manera analítica y exacta, la eliminación de la rotación es solo
aproximada y debe efectuarse numéricamente [288]. Dado que la rotación y la
vibración son movimientos que están acoplados, si la molécula es relativamente
rígida (como es el caso de muchas proteínas globulares) es posible adosar a la
misma un sistema de ejes coordenados y luego considerar a la rotación de estos ejes
como la rotación global de la molécula [288]. Sin embargo, si la molécula ejecuta
grandes cambios conformacionales, como ocurre con la mayoría de los ARN, el
procedimiento resulta inadecuado [295]. Para esos casos, se recomienda hacer PCA
de coordenadas internas que, por su propia definición, son independientes de las
rotaciones globales. En particular, se ha descrito que el PCA de ángulos diedros
del esqueleto, llamado dPCA, es apto para caracterizar las SEL de los ARN [296].
Dicha metodología fue aplicada en esta tesis para el análisis de RsmZ (Ver Sección
IV.3).

III.5.2 Clusterización basada en densidad

El número de estructuras obtenidas en las simulaciones de DM es típicamente
grande. Por este motivo, muchos análisis comienzan por agrupar estructuras que
se consideran similares o relacionadas, ya sea geométrica o dinámicamente, a
fin de obtener un número más manejable de situaciones a escrutar. Los algorit-
mos utilizados con este fin se conocen con el nombre genérico de métodos de
clusterización.

En este trabajo de tesis, se utilizó un método de clusterización desarrollado por
Stock y sus colaboradores [293]. Su implementación es algo más compleja que
la del popular k-means [297]. Sin embargo, su mayor costo de implementación
se justifica ya que define los clusters con un criterio físico, no sólo geométrico.
Así, mientras k-means ubica la frontera entre clusters adyacentes de manera tal que
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sea equidistante de ambos centros, el algoritmo de Stock ubica (o intenta ubicar)
este límite en el máximo de la barrera de Energía Libre que separa los clusters. La
aplicación del método tiene cuatro etapas:

1. Primero se reduce la dimensionalidad del espacio de conformaciones utilizando
PCA.

2. Luego se calculan las distancias entre todas las estructuras de la muestra en el
espacio de dimensionalidad reducida.

3. Utilizando todo el conjunto de distancias se calculan las densidades locales,
con las cuales se estiman las Energías Libres.

4. A continuación, partiendo de las Energías Libres locales, se construyen los
clusters mediante un proceso que tiene en cuenta tanto las similitudes ge-
ométricas entre los mismos como los valores de Energía Libre.

Dado que el uso de PCA para reducir la dimensionalidad del espacio de configu-
raciones se discutió en la sección precedente, en lo que sigue se discuten los puntos
2 a 4. La distancia entre la estructura i y la j en el espacio de dimensionalidad
reducida, di j, se calcula simplemente como una distancia Euclidiana. Luego, la
densidad local en torno a cada estructura se estima mediante,

PR(i) =
M

∑
j=1

θ(R−di j), (III.11)

donde θ(x) es la función escalón de Heaviside, M es el número total de muestras y
R es el radio de una hiperesfera que contiene a las estructuras que contribuyen a la
densidad local en la estructura i. Finalmente, con las densidades locales PR(i) se
estima la Energía Libre de cada estructura mediante,

GR(i) =−kBT ln
(

PR(i)
Pmax

R

)
, (III.12)

donde Pmax
R es la densidad local más alta a la cual, en virtud de la Eq. III.12, se

le asigna una Energía Libre de cero. Esto evidencia que las densidades locales
calculadas con la Eq. III.11 dependen del valor elegido para R. Para determinar
el valor óptimo de este parámetro se calcula el conjunto de densidades locales
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{PR(i)} para diferentes R. Con cada uno de estos conjuntos se evalúa una densidad
de probabilidad de densidades locales. Es decir, se evalúa cuántos frames hay en
los diferentes valores entre 0 y 1, y se divide por el ancho del intervalo utilizado.
El máximo valor de R para el cual estas densidades de probabilidad tienen forma
exponencial es el valor que debe utilizarse.

Figura III.2: Representación esquemática del algoritmo de clusterización basado en densidad
propuesto por Stock y sus colaboradores [293]. Cada panel muestra la curva de Energía Libre
total para el sistema, mientras la línea punteada señala el valor de corte para la incorporación de
estructuras a cada cluster. A su vez, se muestra el cladograma que denota la estructura jerárquica de
los clusters en forma de nodos. De esta manera, queda representado cómo el incremento gradual en
la Energía Libre de corte tiene como consecuencia la incorporación de nuevas estructuras a cada
cluster.

Habiendo estimado la Energía Libre local para cada snapshot de la trayectoria,
los clusters se construyen mediante el siguiente procedimiento: En un primer paso
se elige un valor relativamente bajo para la Energía Libre (típicamente < 0.1kBT ) y
se seleccionan todas las estructuras con Energías Libres menores a este valor. El
resto, por el momento, son descartadas. En un segundo paso, se agrupan en un
mismo cluster todas las estructuras seleccionadas cuyas distancias sean menores
que un valor de corte, dlump. Esta asignación es transitiva de manera tal que si
dAB < dlump, y dBC < dlump, entonces A, B y C se asignan a un mismo cluster
aun cuando dAC > dlump. Así, un cluster se define de manera recursiva como el
conjunto de estructuras con al menos un vecino cercano en el mismo conjunto.
Por el contrario, dos conjuntos de estructuras son disjuntos y forman dos clusters
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distintos si ninguna de las estructuras del primer conjunto está más cerca que el
umbral de agrupamiento de alguna de las estructuras del segundo. El valor de dlump
sugerido en la Referencia 293 es 4⟨dNN⟩, donde dNN es la distancia entre vecinos
más cercanos y los brackets denotan el valor promedio.

A continuación el valor de corte de la Energía Libre se incrementa de manera
gradual. Con cada incremento, nuevas estructuras se incorporan al análisis y
se agrupan en los clusters preexistentes de acuerdo al procedimiento descrito
anteriormente. Al contener progresivamente más estructuras, los clusters crecen
tanto en población como en el volumen que ocupan del espacio de dimensionalidad
reducida. Eventualmente, ocurre que clusters originalmente diferentes se unen
cuando la Energía Libre de corte supera la barrera entre los mismos. La Figura III.2
muestra una representación esquemática de este procedimiento.

Este procedimiento genera una estructura jerárquica de nodos de clusters, con
estratos definidos por su Energía Libre, que proporciona una ilustración concisa
de las relaciones geométricas y energéticas entre las estructuras muestreadas en la
trayectoria (ver Sección IV.3.1). Estas estructuras de nodos están ejemplificadas en
la Figura III.2.
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Espacio para anotaciones
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Esta etapa de investigación se llevó a cabo entre los años 2018 y 2020. Parte de
los resultados presentados en este capítulo fueron publicados en “The Journal of
Physical Chemistry B” en el año 2021 [2].

Resumen de este capítulo La acción de RsmE de Pseudomonas protegens es regu-
lada por los ARNp RsmX, RsmY y RsmZ, los cuales restauran la traducción de los genes
reprimidos por la proteína mediante su captura. Así, estas moléculas actúan en tándem
como un sistema regulador de la expresión génica. En este capítulo se presenta un análi-
sis basado en simulaciones de DM que explora la diversidad conformacional de RsmZ y
de los complejos RsmE-RsmZ. Los resultados revelan un patrón definido de exposición
secuencial de los diferentes motivos de unión de RsmZ causado por la captura de las
sucesivas unidades de RsmE. En conjunto, estas observaciones brindan una explicación
simple y consistente para el orden de unión observado experimentalmente, y cuyas
bases moleculares no habían sido develadas hasta el momento. A su vez, se propone
una posible explicación para las discrepancias presentadas por las referencias 73 y
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78 respecto a cuál es el orden de unión tras ocuparse el primer bolsillo de RsmZ. Este
capítulo, además, presenta modelos estructurales para los complejos RsmE-RsmZ par-
cialmente ocupados que no habían sido descritos de forma experimental al momento
de escribirse esta tesis.

Las estructuras utilizadas como punto de partida en este capítulo son las repor-
tadas en la Referencia 73. Éstas contienen a los primeros 72 nucleótidos de RsmZ,
el cual se presenta en dos conformaciones denominadas L y R. Las estructuras se-
cundaria y terciarias de ambas conformaciones están representadas en la Figura I.3
del Capítulo I. En el mismo estudio, se determinó que tanto para la conformación L
como la R, la unión de RsmE a RsmZ se produce de forma cooperativa siguiendo un
orden preciso, de manera que el ingreso del primer dímero de la proteína favorece
el acceso del segundo, y así sucesivamente hasta que se ocupa la totalidad de los
motivos de unión del ARNp. La secuencia de unión está indicada en la Figura I.4.
La primera unidad de RsmE se une a los stem-loops 2 y 3, mientras que la segunda
unidad es capturada por los stem-loops 1 y 4. El último motivo de este fragmento de
RsmZ en ser ocupado es el segmento de simple cadena ubicado entre los stem-loops
2 y 3 [73].

En conjunto, los motivos formados por stem-loops permiten la unión de dos
moléculas de RsmE, mientras el segmento simple cadena constituye la mitad
del bolsillo de unión para una tercera. En otras palabras, uno de los sitios del
tercer dímero de RsmE se une a la región monocatenaria del fragmento de RsmZ
aquí simulado, mientras el sitio restante se une a un motivo situado más allá del
nucleótido 72, cuya estructura no fue resuelta por la Referencia 73. Así, la molécula
completa de RsmZ posee la capacidad de unir adicionalmente otros dos dímeros de
RsmE en sitios que no se encuentran presentes en las estructuras estudiadas en este
trabajo.

Las razones moleculares por las cuales el acceso de RsmE a RsmZ se pro-
duce en el orden antes mencionado no pudieron ser establecidas en el trabajo de
2014, aunque algunas hipótesis fueron entonces planteadas. Nuestras primeras
simulaciones sobre el sistema RsmE-RsmZ tuvieron como finalidad explicar este
fenómeno, y son descritas en el presente capítulo.
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Hipótesis trabajadas en este capítulo
La hipótesis que originó el trabajo descrito en este capítulo es que la dinámica
con la que RsmZ recorre su diversidad conformacional permite explicar el orden
en el que RsmE ocupa sus sitios de unión. Respecto al carácter cooperativo de
esta unión, la principal hipótesis fue que la incorporación de cada dímero de
RsmE induce cambios estructurales en RsmZ que favorecen el ingreso de la sigu-
iente unidad proteica. En ambos casos se asumió que los fenómenos postulados
eran susceptibles de ser analizados por técnicas de DM (Ver Secciones II.1.3 y
III.3.1).

Objetivos de este capítulo
Generales

• Contribuir al conocimiento integral de los mecanismos de regulación post- tran-
scripcional mediados por la familia de proteínas Csr/Rsm.

• Aplicar metodologías novedosas para el análisis de complejos proteína-ARN.
Específicos

• Explicar el carácter cooperativo y secuencial de la unión de RsmE a RsmZ.
• Comprender las bases moleculares para la selectividad del primer bolsillo de

unión de RsmZ para RsmE.
• Caracterizar el comportamiento dinámico y estructural de RsmZ en presencia de

diferentes unidades de RsmE.
• Observar si existen instancias de interconversión entre las conformaciones L y R.

En las siguientes secciones se describirán los pasos seguidos para abordar los
objetivos de este capítulo, así como las técnicas utilizadas para analizar los resulta-
dos. Para abreviar, a partir de ahora me referiré a los motivos de unión de RsmZ
con la sigla “MU”, mientras que los sitios de RsmE involucrados en estas uniones
serán abreviados como “SU”. Los stem-loops 1, 2, 3 y 4 serán nombrados como
SL1, SL2, SL3 y SL4, respectivamente, mientras el segmento de simple cadena
entre SL2 y SL3 será mencionado como SC. Finalmente, utilizaré la nomenclatura
SLXGGA (con X entre 1 y 4) para referirme específicamente a la secuencia GGA de
un SL particular. Todas estas siglas están resumidas en la Tabla VII.1.
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IV.1 Construcción de los modelos computacionales

Los modelos computacionales de RsmZ y de los complejos RsmZ-RsmE fueron
directamente generados a partir de las estructuras disponibles al momento de
realizarse esta etapa de investigación [73]. Los códigos de entrada PDB son 2MF0
y 2MF1 para los confórmeros L y R, respectivamente.

Los modelos computacionales relacionados a estas estructuras PDB serán nom-
brados como L3 y R3, dado que corresponden a los confórmeros L y R, y contienen
tres moléculas de RsmE cada uno. A partir de los mismos, se construyeron los
modelos L2 y R2 removiendo la molécula de RsmE unida al segmento SC. Para
esto, se eliminaron las coordenadas correspondientes a la tercera unidad de RsmE
del archivo PDB de los modelos completos. Luego, se obtuvieron los modelos L1
y R1 eliminando la unidad de RsmE unida a SL1GGA y SL4GGA de L2 y R2. Por
último, se generaron los modelos L0 y R0, correspondientes a RsmZ en estado
libre, eliminando la última unidad de RsmE, unida a SL2GGA y SL3GGA. La Figura
IV.1 muestra una representación pictórica del procedimiento seguido. Nótese que
el orden de salida de las unidades de RsmE en la figura es el opuesto al orden de
unión descrito en la referencia 73.

Figura IV.1: Representación esquemática de los modelos estudiados en este trabajo. Sólo la
conformación R fue graficada. Un esquema similar se utilizó para el confórmero L. Los dímeros
de RsmE están representados en celeste, mientras el esqueleto de RsmZ está mayormente en rojo,
con excepción de sus MU, los cuáles están representados en amarillo. La imagen fue adaptada de la
Referencia 2.
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IV.2 Simulación del complejo en distintos estados de ocupación

El siguiente protocolo fue aplicado para realizar simulaciones de DM de todos
los modelos del complejo RsmE-RsmZ generados como se explicó en la sección
precedente. Los modelos fueron solvatados utilizando el módulo LEAP de AMBER
[233]. Para esto se añadieron moléculas de agua en una caja octaédrica con paredes
fijas a una distancia de 12.0 Å del átomo más próximo del complejo. A continuación,
se añadieron iones Na+ para neutralizar el sistema y luego se agregaron tanto iones
Na+ como Cl− en cantidades equivalentes, hasta alcanzar una concentración 0.15M.
Las interacciones entre las partículas del sistema se modelaron con el campo
de fuerza ff14SB para las moléculas proteicas [298], el modelo TIP3P para las
moléculas de agua [271], y la actualización ff99 bsc0χOL3 para RsmZ [261] (Ver
Sección III.3.1). Para los iones se utilizó la parametrización frcmod.ionsjc_TIP3P
[299]. Las simulaciones fueron realizadas con los módulos SANDER y PMEMD
de AMBER 18 [233, 300].

El sistema generado con el módulo LEAP fue primero minimizado y luego
calentado durante 2 ns a volumen constante (NVT), hasta alcanzar una temperatura
de 303K. La temperatura fue controlada con el termostato de Langevin con una fre-
cuencia de colisión de 1.0 ps−1 [301]. Las longitudes de los enlaces que involucran
átomos de hidrógeno fueron restringidas a través del algoritmo SHAKE. Acorde
a esto, el paso de integración fue fijado en 2.0 fs (Ver Sección III.2). El método
PME, con un radio de corte de 9.0 Å, fue implementado para las interacciones
electrostáticas [233], por lo que las mismas fueron evaluadas en el espacio directo
para r < 9Å y en el espacio recíproco para r >9.0Å [251, 252]. Un valor de corte
de 9.0 Å fue también utilizado para el resto de las interacciones no ligadas.

Luego de finalizar el calentamiento, se cambiaron las condiciones de NVT a NPT,
permitiendo que el sistema relaje su densidad durante 1ns. La presión fue controlada
con el barostato de Berendsen con una constante de acoplamiento de 2.0 ps. Con la
conformación alcanzada al terminar esta equilibración, se iniciaron 10 simulaciones
de DM de 200 ns en condiciones NPT para cada modelo, alcanzando un total de
2.00 µs. Es importante destacar que ésto no equivale a una única trayectoria de
2.00 µs, sino que en cada simulación se utilizaron diferentes velocidades iniciales,
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las cuales fueron tomadas al azar de una distribución de Maxwell con el fin de
reproducir diversas regiones del espacio conformacional (Ver Sección III.3.2). Las
estructuras adoptadas por el sistema durante las trayectorias fueron registradas cada
0.25ns, generando así una muestra total de 8 mil snapshots por modelo.

IV.3 Comportamiento de RsmZ y de los complejos RsmZ-RsmE

Para comprobar la estabilidad de los modelos y determinar el punto a partir del
cual se encuentran equilibrados, se analizó el perfil de RMSD entre las estructuras
muestreadas en la simulación y su correspondiente estructura inicial. La medición
se realizó considerando sólo los átomos de Fósforo del esqueleto de RsmZ. La
Figura IV.2 muestra ejemplos típicos de la evolución de los RMSD de cada modelo.
Basándonos en el comportamiento de estas curvas, los primeros 150 ns de cada
trayectoria se consideraron como un período de equilibración. De esta manera, se
definió que la etapa de producción para cada sistema consiste de 10 trayectorias de
50 ns. Dado que las estructuras se registraron cada 0.25 ns, se obtuvo un conjunto
de 2000 snapshots para cada uno de los 8 modelos.

Para cada uno de estos sets de datos, se calculó la FDP de su RMSD. La
Figura IV.3 muestra este resultado. Se observa que todas las distribuciones son
multimodales, presentando varios picos. Además, se vuelven más dispersas y
alcanzan mayores valores de RMSD conforme menor es la cantidad de unidades
de RsmE unidas a RsmZ. Así, los modelos L0 y R0 son los que presentan las
distribuciones más anchas y alcanzan los mayores valores de RMSD. Esa tendencia
se mitiga en los modelos con una y dos unidades de RsmE unidas, y alcanza su
mayor rigidez en los modelos L3 y R3.

La forma en la que están computados los valores de RMSD representa una
medida de cuánto se desvían las conformaciones muestreadas de RsmZ respecto
a su estructura de partida. Intuitivamente, se puede pensar que esta caracterís-
tica está correlacionada con la flexibilidad de RsmZ, la cual aumenta conforme
menos unidades de RsmE se encuentran formando el complejo, o bien que presenta
estructuras de equilibrio progresivamente más diferentes a las de los complejos
completamente ocupados. Sin embargo, los valores de este RSMD no permiten
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Figura IV.2: Evolución temporal del RMSD de los átomos de fósforo de RsmZ respecto de la
estructura inicial. Se muestran los resultados de las simulaciones representativas de cada modelo.
Con una línea gris se señala el punto a partir del cual las simulaciones alcanzaron valores estables
de RMSD. La imagen fue adaptada de la Referencia 2.

evaluar cuánto se diferencian las estructuras entre sí. Para explorar este aspecto,
se aplicó el método de PCA utilizando las mismas coordenadas que las empleadas
para calcular los perfiles de RMSD.

Todas las simulaciones de cada modelo fueron concatenadas para construir
la trayectoria que luego sería utilizada en el PCA. Se ha demostrado que este
procedimiento mejora sistemáticamente la consistencia de los autovectores del PCA
[289, 302]. Finalmente, las muestras de cada trayectoria fueron proyectadas sobre
los primeros dos autovectores del PCA para obtener los componentes principales 1
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Figura IV.3: FDP para los RMSD de los átomos de P de RsmZ respecto a la primera estructura de
cada modelo. Las curvas representadas en amarillo, rojo, verde y azul, corresponden a los modelos
con 3, 2, 1 y ningún dímero de RsmE unido a las conformaciones L (Panel A) y R (Panel B) de
RsmZ, respectivamente. La imagen fue adaptada de la Referencia 2.

y 2 (PC1 Y PC2) (Ver Sección III.5.1). Esas proyecciones se muestran en la Figura
IV.4, y permiten tener una idea de cuánto difieren entre sí las estructuras de cada
modelo.
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Figura IV.4: Proyección de las trayectorias sobre los primeros dos modos obtenidos por PCA. La
información obtenida para los distintos modelos está representada en colores diferentes. Así, la
distribución azul corresponde al modelo L0/R0, la verde al modelo L1/R1, la roja al modelo L2/R2
y la amarilla al modelo L3/R3. Panel A: muestra los resultados para la conformación L. Panel B:
muestra los resultados para la conformación R. La imagen fue adaptada de la Referencia 2.

Una primera observación indica que las estructuras obtenidas a partir de las
simulaciones de L3 y R3 ocupan una región relativamente pequeña de su respectivo
subespacio, ubicada cerca del origen del plano formado por los dos primeros
componentes principales. Sin embargo, los modelos con menor ocupación de RsmZ
por parte de RsmE se alejan progresivamente del origen, formando distribuciones
más dispersas de sus respectivos subespacios.

En la figura también es posible observar cómo las formas libres de RsmZ son
particularmente flexibles, y que los modelos correspondientes a la conformación L
tienen una mayor flexibilidad respecto al confórmero R. Una medida cuantitativa
de esta observación está dada por los dos primeros autovalores para cada confor-
mación. Para L0 estos son 7811 Å2 y 3440 Å2, respectivamente, mientras que
los correspondientes a R0 son 2889 Å2 y 2131 Å2. Si contrastamos estos valores
con los obtenidos a partir de los modelos con 3 proteínas, se observa un marcado
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descenso a 114 Å2 y 40 Å2 para el caso de L3, así como a 151 Å2 y 85 Å2 para el
caso de R3.

Tanto el análisis de RMSD como el método de PCA basado en coordenadas
cartesianas requieren poder discriminar entre las deformaciones internas de la
molécula y su rotación global. Sin embargo, dicha separación no es posible cuando
las deformaciones moleculares son de gran magnitud [289]. Esta limitación se
puede evitar utilizando coordenadas internas tales como distancias de contactos o
ángulos diedros. En particular, se ha demostrado que el uso de ángulos diedros es
apropiado para describir los cambios conformacionales en moléculas de ARN [296].
Este método, conocido como dPCA, fue aplicado para analizar las trayectorias de
los modelos estudiados en este capítulo, a fin de generar coordenadas apropiadas
para la clusterización de las estructuras muestreadas.

Los ángulos diedros utilizados para este segundo PCA fueron α , β , γ , δ , ε y
ζ , los cuales describen la conformación del esqueleto del ARN (ver Figura IV.5).
Además, en el análisis se incluyeron sólo los nucleótidos 16-19, 36-44, y 56-59,
como se muestra en la Figura IV.5. Estos residuos corresponden a las regiones
que empalman los cuatro SL del segmento considerado de RsmZ. El motivo de la
elección de estos segmentos es que concentran las principales diferencias entre las
conformaciones L y R [303].

Para calcular la matriz de covarianza del dPCA, se concatenaron todas las
trayectorias de los modelos L y R correspondientes al mismo nivel de ocupación.
Es decir, se concatenó a L2 con R2, a L1 con R1, y a L0 con R0. El objetivo de este
procedimiento es poder usar el dPCA para analizar si en algún caso se produce un
solapamiento entre las estructuras generadas comenzando en ambas conformaciones.
El análisis se completa proyectando las trayectorias concatenadas sobre el primer
autovector y luego calculando la FDP de los valores obtenidos. La Figura IV.6
muestra el resultado de dicho análisis. Así, se muestran las distribuciones de
probabilidad para los valores correspondientes al primer componente principal.

Se observa que las distribuciones para los confórmeros de L y R en todos los
complejos RsmZ-RsmE están separadas entre sí, mientras que presentan un mínimo
solapamiento en los modelos sin RsmE. Sin embargo, incluso en ese caso, hay una
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Figura IV.5: Panel A: Representación de los ángulos diedros de una molécula de ARN. Los átomos
de Fósforo están representados en amarillo, mientras los de Oxígeno y Carbono se muestran en
rojo y negro, respectivamente. Los ángulos, por su parte, están señalados en azul. Los ángulos
α , β , γ , δ , ε y ζ corresponden al esqueleto del ARN, mientras el ángulo diedro χ corresponde
a la base nucleotídica de la molécula, representada en gris. Panel B: Nucleótidos cuyos ángulos
diedros fueron utilizados en la definición del dPCA para RsmZ. Los nucleótidos seleccionados están
destacados en amarillo. El primer nucleótido de la secuencia está destacado en celeste. La imagen
fue adaptada de la Referencia 2.

clara diferenciación entre las estructuras en las trayectorias iniciadas en L y las
iniciadas en R, sugiriendo que no hubo interconversión entre ambas conformaciones
durante las simulaciones. En este punto, cabe recordar la hipótesis planteada en la
Referencia 73, que sugiere la importancia de que coexistan dos conformaciones de
RsmZ para que éste pueda adaptar su mecanismo de captura a diferentes contextos
estructurales.

La siguiente sección tiene por objetivo analizar las estructuras correspondientes
a los mínimos de Energía Libre de cada modelo y racionalizar sus principales
características estructurales. Para esto, se partirá del dPCA introducido en esta
sección.
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Figura IV.6: FDP para las proyecciones sobre el primer modo obtenido por dPCA. La distribución
obtenida para la conformación L está presentada en azul, mientras la correspondiente a la conforma-
ción R está presentada en rojo. La imagen fue adaptada de la Referencia 2.

IV.3.1 Clusterización y caracterización estructural

Para identificar las estructuras típicamente adoptadas por RsmZ, tanto en su forma
libre como con diferentes grados de ocupación por parte de RsmE, se implementó
el método de clusterización basado en densidad de Stock y sus colaboradores [293]
(Ver Sección III.5.2). Las estructuras fueron proyectadas sobre los espacios de
dimensión reducida generados por los primeros 4 modos del dPCA.
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Para seleccionar el tamaño del subespacio sobre el que se va a proyectar hay
que tener en cuenta dos criterios contrapuestos. Por un lado, es preferible utilizar
un subespacio de muchas dimensiones para no generar los llamados “errores de
proyección”. Estos refieren a una alteración en la conectividad de los mínimos
debida a la información que se pierde con los grados de libertad que se descartan.
Pero, por otro lado, es necesario tener una buena estadística del espacio considerado.
Si para describir cada dimensión se requieren N p puntos de grilla y el número de
dimensiones es Nd, entonces la cantidad total de puntos que deben ser incluidos en
el análisis es N pNd . Este número crece muy rápidamente con Nd y, como la muestra
es limitada, ocurre que muy rápidamente el cociente entre la cantidad de muestra
y la cantidad de puntos de la grilla se vuelve muy chico, generando un aumento
en el error estadístico. Para este trabajo se seleccionó un espacio de dimensión 4
(4D) porque ese es el máximo recomendable para la cantidad de muestra disponible
[293]. El error de proyección relacionado con esta reducción del espacio no debería
afectar al objetivo del análisis, dado que éste tuvo como meta identificar estructuras
típicas para cada modelo, sin pretender discriminar entre situaciones más ambiguas.

Para cada punto, se estimó su densidad local contando el número de estructuras
que se encontraban a menos de un cierto radio Rρ en el subespacio 4D analizado.
Luego, se seleccionó el valor de Rρ computando las poblaciones para diferentes
valores de este parámetro y analizando las distribuciones obtenidas. De esta manera,
el Rρ elegido fue el de mayor valor que presenta una caída exponencial en la
población, como se observa en la Figura IV.7. Los valores de Rρ elegidos oscilan
entre 0.20 y 0.35, dependiendo del modelo.

Como se explicó anteriormente, este método de clusterización provee además
una estimación para la Energía Libre de cada estructura muestreada (medida en
unidades de kBT ). Cuanto mayor es la cantidad de puntos en torno a cada estructura
considerada, menor será el valor de Energía Libre estimado para la misma. Así,
el mínimo global de Energía Libre será asignado a la conformación con la mayor
densidad de estructuras a su alrededor. No obstante, esta estimación no es suficiente
para describir cómo se distribuyen estos puntos sobre la SEL de la molécula, sino
que sólo asigna un valor relativo sin distinguir qué puntos con valores similares de
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Figura IV.7: Efecto del radio (Rρ ) de la hiperesfera utilizada para estimar la Energía Libre local
al realizar la clusterización por densidad. Las poblaciones están normalizadas para que el máximo
sea igual a 1. Los valores seleccionados están destacados en rojo. La imagen fue adaptada de la
Referencia 2.
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energía se encuentran lejanos entre sí, y cuáles pertenecen al mismo mínimo local.

Para abordar este aspecto, se implementó la técnica de lumping propuesta en
la Referencia 293 y discutida en la Sección III.5.2. Para esto se utilizó un paso
de tamizado de 0.1 kBT y un radio de clusterización igual a dos veces la distancia
media del punto vecino más cercano. De este modo se construyeron los cladogramas
que muestran cómo las estructuras se encuentran organizadas de acuerdo tanto a su
proximidad en el subespacio proyectado como a su Energía Libre. En particular,
las estructuras pertenecientes a los nodos terminales de cada árbol son las más
representativas de cada subconjunto. Las estructuras típicas así obtenidas con cada
uno de los modelos fueron tomadas de los nodos terminales de sus respectivos
árboles. En la Figura IV.8 se muestran estos resultados.

Figura IV.8: Cladogramas de clusterización basada en densidad. La longitud de cada rama cor-
responde a diferentes valores de Energía Libre, donde los nodos terminales de cada ramificación
concentran a los mínimos de Energía libre de su respectiva conformación, y los valores máximos
están representados en el margen superior del gráfico. Esta representación fue realizada utilizando el
código disponible en https://github.com/lettis. La imagen fue adaptada de la Referencia 2.

https://github.com/lettis
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IV.3.2 Caracterización estructural de RsmZ y sus complejos con RsmE

Al observar las estructuras más representativas de cada modelo, se notó un primer
indicio acerca de la existencia de un patrón estructural que podría incidir sobre el
orden seguido por RsmE para unirse a RsmZ. Se pudo notar que en los modelos
L0 y R0, los únicos stem-loops que se encontraban a simple vista expuestos al
solvente eran los correspondientes al primer bolsillo de unión. Los MU restantes
aparecían ocluidos, interactuando entre sí o con su propia región doble cadena.
En otras palabras, RsmE no podría acceder a los MU restantes. Por su parte,
en los modelos L1 y R1, están disponibles los MU de los SL 1 y 4, pero no se
observan estructuras en las que esté disponible el MU de la región SC. Sólo en los
modelos L2 y R2 se observan estructuras en donde el segmento SC no se encuentra
ocluido. Es interesante destacar que las interacciones que anulan la exposición de
un determinado MU generalmente están mediadas por otros MU.

Para ilustrar estas observaciones, se seleccionaron dos estructuras representa-
tivas de cada estado de ocupación. En cada par, una estructura presenta al MU
disponible para ser ocupado por RsmE, mientras que en la otra se encuentra ocluido.
Las estructuras seleccionadas pueden visualizarse en https://sketchfab.com/
aormazabal. La Figura IV.9 muestra una vista en perspectiva para estas estructuras,
así como códigos QR que, al escanearse, permiten acceder a representaciones en
Realidad Aumentada para cada modelo. A continuación, se describen las carac-
terísticas estructurales de cada conformación elegida. Éstas serán nombradas de
acuerdo a su estado de ocupación, explicitando la ubicación del MU disponible o
indicando si todos sus MU se encuentran ocluidos.

L0R0-SL3-accesible. En este caso, los SL ocluidos anulan su disponibilidad
entre sí o se encuentran flexionados sobre sí mismos. En particular, los MU de
SL1 y SL4 interactúan entre sí, cancelando mutuamente su accesibilidad. La
interacción se debe mayormente al apilamiento entre los residuos G9(SL1GGA) y
C67(SL4GGA). Adicionalmente, interacciones de puente de Hidrógeno entre los
residuos G9(SL1GGA) y G65(SL4GGA) contribuyen a ese comportamiento. Por su
parte, los residuos U11, A12 y G13 de SL1 se ubican cerca de la región SCGGA,

https://sketchfab.com/aormazabal
https://sketchfab.com/aormazabal
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inhibiendo su accesibilidad. El SL2 se encuentra flexionado sobre sí mismo, por lo
que su MU interactúa con los nucleótidos ubicados en el origen de su región doble
cadena, quedando impedido de capturar a RsmE. Finalmente, SL3 se encuentra
abiertamente expuesto al solvente, pudiendo así capturar a la proteína.

L0R0-ocluido. En esta estructura, todos los MU están ocluidos debido a las
interacciones de unos con otros. Las regiones SL1GGA y SL2GGA interactúan entre sí
por apilamiento a través de los nucleótidos U11 y C30. Una situación análoga ocurre
entre las regiones SCGGA y SL4GGA, que interactúan a través de los nucleótidos
C42 y C67 de cada una de ellas. Finalmente, SL3 está ocluido debido a que su MU
interactúa con los átomos de ribosa de U36, así como con la región simple cadena
de SL2 y el residuo C37 ubicado en el inicio del segmento SC.

L1R1-SL1-accesible. En este caso, se puede observar una marcada diferencia en
el comportamiento de los SL según si están unidos o no a RsmE. SL4 se encuentra
ocluido, y el motivo GGA de su MU se encuentra cercano al SL3 (que junto
al SL2 están ya ocupados por RsmE). Más aún, la región inicial de su región
apareada se encuentra próxima al segmento SCGGA, dificultando también el acceso
de RsmE. Por otra parte, los residuos A41 y C42 de este MU, así como A43 y U57,
interactúan entre sí formando un motivo del tipo ribose zipper. Contrariamente,
SL1 se encuentra expuesto al solvente, con su motivo GGA disponible para unirse
a RsmE.

L1R1-ocluido. En este caso, SL1 y SL4 están dispuestos de manera que sus
respectivos motivos GGA quedan cercanos entre sí. Este comportamiento está
estabilizado por las interacciones entre los residuos G9 y U11 (SL1GGA) con G65
y G64 (SL4GGA). Respecto a la región SCGGA, éste se encuentra próximo a los
segmentos de doble cadena de SL2 (U36) y SL4 (U58). Esta observación sugiere que
no se encuentra disponible para su unión con RsmE. Los SL2 y SL3 se encuentran
por su parte ocupados en la interacción con RsmE.

L2R2-SC-accesible y L2R2-ocluido. En estos modelos, los cuatro MU localiza-
dos en SL están interactuando con RsmE. Así, el motivo SCGGA es el único que
está desocupado. Debido a la estabilización estructural generada por la unión de
dos unidades de RsmE, las estructuras observadas en L2 y R2 son similares a sus
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contrapartes L3 y R3, excepto por el segmento SC que es el único que conserva aún
cierto grado de flexibilidad. Esto le permite alternar entre estados de oclusión y
disponibilidad. En las conformaciones seleccionadas para este par de modelos se
puede apreciar claramente dicha modulación. En "L2R2-SC-accesible", las regiones
apareadas de SL2 y SL4 se encuentran distantes del segmento SCGGA. Además,
hay un apareamiento de Wobble entre C37 y A41 en esta estructura. Debido a
dicha interacción, los nucleótidos G38, G39, y A40 quedan expuestos al solvente. La
interacción entre C37 y A41 no existe en "L2R2-ocluido", lo que provoca que el
residuo central G39 de la región SCGGA quede orientado hacia el centro de RsmZ.
Por su parte, los nucleótidos C59 y C60 de SL4 se disponen próximos a SCGGA,
sugiriendo que queda inaccesible para RsmE.

Intuitivamente, estas estructuras sugieren que las conformaciones representativas
de cada modelo oscilan entre estados de disponibilidad y no disponibilidad para
la unión de RsmE. Este mecanismo sigue una secuencia de exposición concer-
tada, coincidente con el orden en el que son ocupados los sitios de RsmZ según
reportes experimentales [73]. La siguiente sección tiene por objetivo racionalizar
y cuantificar las observaciones descritas para las estructuras típicas seleccionadas,
e identificar si las disponibilidades de dichas conformaciones son sostenidas a lo
largo de las trayectorias de DM.

IV.3.3 Accesibilidad de los motivos de unión en RsmZ

En la sección anterior se sugirió que el grado de exposición al solvente de los
diferentes MU de RsmZ podría ser el determinante del orden de ocupación de dichos
MU observado en el trabajo de Duss y sus colaboradores [73]. Para cuantificar ese
grado de exposición, se definió la “accesibilidad" de cada motivo de la siguiente
manera:

Se delimitaron cinco regiones 3D en RsmZ, cada una de ellas asociada con un
MU determinado. Cada región contiene a todos los nucleótidos que, en la estructura
PDB original, se encuentran dentro de una esfera de radio rex centrada en el centro
de masa del GGA del MU considerado. Se considera que estas esferas definen
una zona de exclusión para los nucleótidos que se encuentran en otras partes de
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Figura IV.9: Vistas en perspectiva de las estructuras representativas para las conformaciones “L0R0-
SL3-accesible”, “L0R0-ocluido”, “L1R1-SL1-accesible”, “L1R1-ocluido”, “L2R2-SC-accesible”
y “L2R2-ocluido”. En rojo se señala el esqueleto del ARN; en verde se representan las regiones
doble-cadena de los SL estudiados; en amarillo se destacan los motivos GGA y en celeste se
indica a RsmE. Las esferas verdes y rojas indican que un dado motivo está accesible u ocluido,
respectivamente. Escaneando los códigos QR pueden visualizarse representaciones en Realidad
Aumentada para cada modelo.
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la molécula (es decir, los átomos que no son parte de esa región). Así, el GGA
de cada MU se considera “accesible” cuando no hay átomos de otras regiones
dentro de su esfera de exclusión. En caso contrario, se considera ocluido. Una
representación animada de cómo funciona esta definición se presenta en el siguiente
enlace: https://www.youtube.com/watch?v=_KwLNOe3jnI. En esa animación
se muestra en color verde la situación en la que la esfera considerada no posee
átomos de otras regiones en su interior, mientras el color rojo representa el caso en
el que el MU se encuentra ocluido.

Es evidente que, con esta manera de estimar la accesibilidad, los resultados van
a depender del radio de la esfera de exclusión. Sin embargo, para este trabajo,
lo importante son las disponibilidades relativas de los sitios, y no así sus valores
absolutos. El radio elegido para las esferas de exclusión fue de 18.0 Å para las
centradas en los extremos de los SL y de 14.0 Å para el segmento SC, basándonos en
los volúmenes necesarios para la ocupación de RsmE en las estructuras reportadas
por la Referencia 73. La Figura IV.10 representa cómo quedan definidas dichas
esferas para SL1 y la región SC. Además, para ver si las accesibilidades dependían
del valor dado a rex, se hicieron pruebas con diferentes valores para este parámetro.
Tal como se esperaba, se observó que su variación modifica las accesibilidades
absolutas, pero prácticamente no cambia las relativas. La Figura IV.11 muestra los
resultados de este ensayo.

Teniendo en cuenta los alcances y limitaciones de la definición utilizada, se
procedió a determinar la accesibilidad de cada MU de RsmZ en todos los modelos.
Para los modelos que contienen una o dos moléculas RsmE ya unidas, sólo se
aplicó este análisis sobre los MU que no se encuentran previamente ocupados. Los
porcentajes de accesibilidad estimados para cada MU se muestran en la Figura
IV.12. Al examinar la accesibilidad de los cinco MU de RsmZ en sus diferentes
estados de unión (X0 → X1 → X2 → X3), se confirma la presencia de un patrón
estructural explica el orden de unión de RsmE.

En las formas libres de RsmZ, sólo SL2GGA y SL3GGA tienen porcentajes de
accesibilidad significativos. Para L0, los porcentajes de disponibilidad alcanzan val-
ores de 16.0% y 27.10%, respectivamente. En el caso de R0, los valores son 6.95%

https://www.youtube.com/watch?v=_KwLNOe3jnI
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Figura IV.10: Esferas utilizadas para definir como accesibles a los motivos SL1GGA y SCGGA. Se
definió un radio de 18.0 Å para las esferas centradas en los extremos de los SL y de 14.0 Å para el
que está en el segmento SC. La imagen fue adaptada de la Referencia 2.

y 18.85%. Los motivos restantes tienen accesibilidades marginales, o directamente
nulas. Cuando se analizan los resultados de los modelos L1 y R1, se encuentra que
el motivo SCGGA permanece ocluido, pero se evidencia un marcado incremento
en la accesibilidad de SL1GGA en ambas conformaciones, alcanzando valores de
21.35% en L1 y 19.70% en R1. En ésta última, hay también un aumento en la
disponibilidad de SL4GGA, que llega al 12.65%. La única excepción a esta tendencia
ocurre en SL4GGA del modelo L1. Esto podría explicarse por una limitación del
modelo, debido a que la estructura de RsmZ utilizada no está completa, sino que se
encuentra truncada justo después de SL4. También podría ser un resultado genuino,
aunque para corroborarlo sería necesario realizar el mismo análisis pero con un
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Figura IV.11: Sensibilidad del análisis de accesibilidad para los MU de RsmZ cuando se cambia el
radio de exclusión. La imagen fue adaptada de la Referencia 2.

modelo sin la secuencia truncada.

Respecto a esto último, cabe destacar que poco tiempo después de concluirse este
trabajo, se publicó un artículo en el que se reportó la estructura completa de RsmZ
[78]. La misma contiene los 117 nucléotidos de la molécula, unidos a tres dímeros
de RsmE, y se determinó el orden en el que se ocuparon los sitios de unión. Al
igual que lo hallado con el fragmento de 72 nucleótidos estudiado en este capítulo,
los autores indicaron que el primer dímero de RsmE se une a los MU de SL2 y SL3.
Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con el fragmento de 72 nucleótidos, el
segundo dímero se une a SL1 y no a SL4, sino a SL5 (un SL que se ubica más allá
del nucleótido 72). Esto muestra que el orden de unión está sujeto a la extensión
del ARNp. Nuestros resultados son coincidentes con el patrón observado en la
Referencia 73, pero para explicar el comportamiento de RsmZ nativo este mismo
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Figura IV.12: Porcentaje de disponibilidad para los distintos MU de cada modelo. Las barras
violetas representan el resultado para L0 y R0, mientras las barras rojas corresponden a los modelos
L1 y R1. Los modelos L2 y R2 están representados en naranja. Imagen adaptada de la Referencia 2.
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análisis debería aplicarse a la molécula completa. No obstante, el comportamiento
ambiguo observado para SL4 en el fragmento de 72 nucléotidos muestra que aún
este constructo no está optimizado para utilizar SL4 para unir al segundo dímero de
RsmE. Esto podría explicar la diferencia entre ambas referencias por ser éste el SL
que difiere en el segundo bolsillo de unión de ambos modelos.

Completando el análisis, los únicos casos en los que se observa accesibilidad
para el motivo SCGGA son las simulaciones correspondientes a los modelos L2 y
R2. Así, los porcentajes de disponibilidad pasan desde valores marginales a 23.60%
y 24.10% para L2 y R2, respectivamente. Cabe destacar que estos son los mayores
porcentajes de disponibilidad en toda la serie de datos.
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L0 SL1GGA SL2GGA SSGGA SL3GGA SL4GGA

SL1GGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SL2GGA - 34.33 0.00 1.84 0.80
SSGGA - - 0.00 0.00 0.00
SL3GGA - - - 60.69 0.11
SL4GGA - - - - 2.19

Tabla IV.1: Porcentajes de disponibilidad para los MU de L0. Los elementos diag-
onales se refieren a motivos individuales, mientras aquellos que están sobre la
diagonal responden a combinaciones entre pares de motivos distintos.

Por último, se analizó con qué frecuencia dos MU se encuentran simultáneamente
disponibles. Para ello, del conjunto de estructuras muestreadas para cada modelo,
se seleccionaron las que tenían disponible al menos uno de los MU. Luego, sobre
ese total, se observó en qué porcentaje estaba también disponible alguno de los MU
restantes. Los resultados para L0 y R0 se encuentran disponibles en las tablas IV.1
y IV.2, respectivamente, mientras los de L1 y R1 están en las tablas IV.3 y IV.4.
Los elementos diagonales de estas tablas muestran el porcentaje de estructuras que
poseen un sólo MU disponible, mientras que los elementos por fuera de la diagonal
indican los porcentajes en los que el par de MU indicados por la columna y la fila
están simultáneamente disponibles.

R0 SL1GGA SL2GGA SSGGA SL3GGA SL4GGA

SL1GGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SL2GGA - 25.49 0.00 1.98 0.00
SSGGA - - 0.00 0.00 0.00
SL3GGA - - - 72.53 0.00
SL4GGA - - - - 0.00

Tabla IV.2: Porcentajes de disponibilidad para los MU de R0. Los elementos diag-
onales se refieren a motivos individuales, mientras aquellos que están sobre la
diagonal responden a combinaciones entre pares de motivos distintos.

La primera observación que surge al analizar estas tablas es que la mayor parte
del tiempo, los SL que se encuentran expuestos lo hacen en soledad, es decir,
sin que el resto de los MU también estén accesibles. En el caso de L0 y R0, si
bien existen estructuras en las cuales existe la disponibilidad simultánea de dos



IV.3 Comportamiento de RsmZ y de los complejos RsmZ-RsmE 101

L1 SL1GGA SSGGA SL4GGA

SL1GGA 93.03 0.00 0.00
SSGGA - 0.00 0.00
SL4GGA - - 6.97

Tabla IV.3: Porcentajes de disponibilidad para los MU de L1. Los elementos diag-
onales se refieren a motivos individuales, mientras aquellos que están sobre la
diagonal responden a combinaciones entre distintos pares de motivos.

R1 SL1GGA SSGGA SL4GGA

SL1GGA 60.89 0.00 0.00
SSGGA - 0.00 0.00
SL4GGA - - 39.11

Tabla IV.4: Porcentajes de disponibilidad para los MU de R1. Los elementos diag-
onales se refieren a motivos individuales, mientras aquellos que están sobre la
diagonal responden a combinaciones de pares de motivos.

SL, los porcentajes correspondientes a dichas estructuras son marginales. De
hecho, la mayor probabilidad de encontrar esa situación se observa para el par
SL2GGA/SL3GGA, donde los SL se encuentran simultáneamente disponibles en un
1.84% y 1.98% de los casos para L0 y R0, respectivamente. Estos valores son
marginales si se los compara con las probabilidades de observar sólo uno de estos
SL disponible.

Estas observaciones sugieren que RsmE inicia su unión a RsmZ o a complejos
RsmZ/RsmE siendo capturado inicialmente por un único SL disponible. Necesaria-
mente, luego debe producirse un reacomodamiento intramolecular para permitir que
el SL restante se una a la proteína por el otro lado. Estos resultados sugieren una
nueva hipótesis, según la cual la exposición de los distintos SL ocurre individual-
mente para evitar el escenario en que dos de ellos interactúen simultáneamente con
diferentes unidades de RsmE, lo que disminuiría la efectividad de unión y, por ende,
la eficiencia del mecanismo de captura. Esta hipótesis está a su vez reforzada por el
hecho de que MU individuales presentan constantes de disociación más elevadas
cuando interactúan con RsmE de manera aislada respecto a cuando se encuentran
en el contexto de la molécula completa [72, 73].
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IV.4 Conclusiones del capítulo

En este capítulo se presentaron los resultados de las simulaciones de DM realizadas
sobre modelos computacionales de RsmZ y de los complejos formados entre RsmZ
y una, dos o tres moléculas de RsmE. Estas fueron las primeras simulaciones repor-
tadas para el sistema RsmE-RsmZ. A partir de ellas se pudo observar que, acorde
a lo esperable, la estructura de RsmZ se vuelve progresivamente menos flexible
cuanto mayor es el número de moléculas de RsmE unidas. En particular, las formas
libres de RsmZ presentan una enorme flexibilidad. No obstante, encontramos que
aun en las conformaciones más flexibles (L0 y R0), las estructuras iniciadas desde L
no muestrean el espacio de R, y viceversa. Esto muestra que la interconversión entre
estos confórmeros, aún en ausencia de RsmE, tiene una barrera de Energía Libre
demasiado alta para ser captada por las simulaciones realizadas en este trabajo.

En cuanto al orden de ocupación seguido por RsmE, ambas conformaciones
experimentan un comportamiento similar. Es destacable que su elevada diversidad
conformacional no genera una mezcla de estructuras aleatorias. Por el contrario,
cada modelo exhibe un patrón estructural consistente, en el cual los MU que deben
unir al próximo dímero de RsmE se encuentran alternadamente expuestos mientras
que el resto de los MU están ocluidos. Asimismo, las simulaciones revelaron que
los SL que forman un mismo bolsillo de unión no están disponibles de manera
simultánea, sino que se exponen al solvente de a uno por vez. Esto sugiere un
mecanismo adicional de control para el sistema, dado que evita la posibilidad de
que dos SL se unan a proteínas diferentes al mismo tiempo, lo que disminuiría su
eficiencia de unión.

Finalmente, los resultados presentados en este capítulo sugieren la confirmación
de las hipótesis planteadas al principio del mismo: Por un lado, fue posible develar
un patrón estructural y dinámico que explica el carácter cooperativo para la unión
de RsmE a RsmZ. Pero además, se sugiere que la unión de dicha proteína al ARNp
ejercería una acción del tipo ajuste-inducido, en el cual las estructuras resultantes de
ocupar cada sitio favorecen conformaciones en las que se habilita la ocupación del
siguiente. Este punto será retomado en el capítulo siguiente. Habiendo también pre-
sentado adaptaciones de metodologías previas como técnicas de análisis diseñadas
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ad hoc del modelo, se concluye que los resultados son satisfactorios respecto a los
objetivos planteados inicialmente.
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Espacio para anotaciones



IV.4 Conclusiones del capítulo 105



V. Sobre el reconocimiento y unión de RsmE por RsmZ

V.1 Construcción de los modelos y simula-
ciones de DM estándar 108

V.2 Simulaciones de Umbrella Sampling111
V.3 Mecanismo de unión entre RsmE y RsmZ

113
V.4 Cambios conformacionales durante el

proceso de unión 118
V.4.1 Deformaciones de RsmE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 118
V.4.2 Deformaciones de RsmZ-(RsmE)2 . . . . . . . . . . . . 120

V.5 Deformaciones de RsmE y RsmZ-
(RsmE)2 aisladas 122

V.5.1 Análisis de Componentes Principales . . . . . . . . 125
V.5.2 Movimientos esenciales de RsmZ-(RsmE)2 y RsmE 127

V.6 Conclusiones del capítulo 129
V.7 Anexo 132

Esta etapa de investigación se llevó a cabo entre los años 2020 y 2022. Parte
de los resultados presentados en este capítulo, así como de los ensayos empleados
para su obtención, fueron publicados en “Journal of Chemical Information and
Modeling” en el año 2022 [3].

Resumen de este capítulo El Capítulo IV presentó simulaciones de DM que aportan
una explicación para el orden seguido por RsmE al ocupar los diferentes sitios de unión
del fragmento estudiado de RsmZ. En este punto, lo que resta es simular el evento de
unión entre ambas moléculas. En este Capítulo se presentan simulaciones de Umbrella
Sampling que describen el mecanismo de salida de RsmE del sitio de unión de RsmZ
situado en la región simple cadena. El estudio está enfocado en dilucidar cuáles son las
interacciones más relevantes del proceso. Los resultados proveen una estimación para
la energía involucrada en el proceso de unión y muestran que el motivo estudiado de
RsmZ adquiere una estructura símil stem-loop durante el evento. Cálculos adicionales
revelaron que para poder llegar a esa conformación es necesario que el segmento
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de simple cadena contenga al menos nueve nucleótidos. Finalmente, mediante un
análisis de PCA de ambas moléculas en su forma libre, determinamos que sus principales
coordenadas colectivas tienden a generar las conformaciones propicias para la unión.
Los resultados sugieren fuertemente que la flexibilidad de la región monocatenaria de
RsmZ afecta de manera crucial la capacidad de su MU para capturar a RsmE.

En este capítulo se simula un evento de unión entre RsmE y RsmZ. Para esto,
se hizo uso de la técnica Umbrella sampling descrita en la Sección III.4. Con este
método se simuló la salida de RsmE desde el MU de RsmZ situado en la región
SC. Estas simulaciones se realizan en condiciones de cuasi-equilibrio, por lo que se
asume que todos los grados de libertad del sistema, excepto el movimiento a lo largo
de la coordenada de reacción, están equilibrados. Debido a este cuasi-equilibrio,
el proceso observado es reversible. Por lo tanto, los datos colectados simulando
la salida del dímero proveen información sobre el reconocimiento entre ambas
moléculas y su posterior unión, cuando son analizados en sentido inverso.

Como se discutió anteriormente, el dímero de RsmE que se une a la región
SC es el que ingresa en tercer lugar al constructo de 72 nucleótidos de RsmZ, y
está unido por solo uno de sus lados. Esta situación provee un escenario favorable
para estudiar el mecanismo de unión/separación entre la proteína y un motivo
A(X)GGAX específico (que en este caso adopta la secuencia AGGAC), dado que
la energía de esta unión es menor que la observada cuando RsmE es sostenido por
ambos lados. Este hecho facilita la realización de cálculos de Umbrella Sampling,
porque permite usar menores constantes de sesgo y, por ende, un menor número de
ventanas.

En las siguientes secciones se describe cómo se obtuvieron los modelos utilizados
para simular el proceso de separación del dímero de RsmE unido al motivo SCGGA
de RsmZ mediante simulaciones de Umbrella Sampling. Las siglas utilizadas en
este capítulo están resumidas en la Tabla VII.1.
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Hipótesis trabajadas en este capítulo
La principal hipótesis de este trabajo es que la unión de RsmE al motivo SCGGA de RsmZ
induce cambios conformacionales en el ARNp observables por simulaciones de DM. A
su vez, se hipotetiza que los residuos previamente descritos como críticos por su rol para
la interacción entre RsmE y RsmZ presentan interacciones sostenidas durante la mayor
parte del proceso de unión.

Objetivos de este capítulo
Generales

• Aportar al conocimiento sobre el mecanismo de unión entre la familia de proteí-
nas Csr/Rsm y los ARNp que ejercen una función de regulación sobre ellas.

• Analizar cómo influye la flexibilidad conformacional de los ARNp en los mecanis-
mos de captura de RsmE mediante regiones situadas en empalmes.

Específicos
• Simular el proceso de unión entre RsmE y el motivo SCGGA de RsmZ.
• Estimar el PEL del evento.
• Identificar los residuos claves para la interacción entre ambas moléculas, y la

etapa del evento en la que participan.
• Caracterizar el comportamiento estructural y dinámico de las moléculas, tanto

en sus formas libres como durante el proceso de unión.

V.1 Construcción de los modelos y simulaciones de DM estándar

Como se discutió en la Sección IV.3.3, el mecanismo de exposición al solvente
del motivo SCGGA es similar en ambas conformaciones de RsmZ. Así, tanto en la
conformación L como en la R, este motivo se expone una vez que dos moléculas
de RsmE ya se encuentran unidas a RsmZ mediante los stem-loops SL2/SL3 y
SL1/SL4. Por otra parte, el análisis de las estructuras obtenidas del PDB indican
que las interacciones entre RsmE y los motivos GGA en ambos confórmeros son
equivalentes (ver Figura V.1). Sobre la base de estas observaciones, y habiendo
corroborado que los cálculos de Umbrella Sampling realizados con ambas confor-
maciones arrojan resultados similares, en este capítulo se discuten los obtenidos
con la conformación L.

La estructura correspondiente al complejo formado entre RsmZ y tres unidades
de RsmE fue tomada del modelo L3 del Capítulo IV, pero en este capítulo se de-
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nominará RsmZ-(RsmE)3. Análogamente, el modelo correspondiente al complejo
RsmE-RsmZ antes de la ocupación del tercer MU es el modelo L2 del Capítulo
IV, pero en este capítulo se denominará como RsmZ-(RsmE)2. El modelo corre-
spondiente a RsmE en estado libre se obtuvo del archivo PDB de RsmZ-(RsmE)3,
tomando las coordenadas correspondientes a la unidad de RsmE que se une a RsmZ
en tercer lugar.

Figura V.1: Superposición entre los motivos GGA correspondientes a estructuras de RsmZ y hcnA,
o partes de ellas, cuando dichos motivos se encuentran unidos a RsmE. En todos los casos, la
disposición del motivo GGA presenta diferencias mínimas, de manera que la orientación adoptada
al unirse a RsmE es prácticamente igual en todos los casos.

Finalmente, partiendo de RsmZ-(RsmE)2 se construyeron otros dos modelos con
modificaciones en la secuencia de simple cadena que contiene al motivo SCGGA.
En la estructura nativa, esta región se extiende desde el nucleótido U36 al U44 (ver
Figura I.3). En uno de estos modelos “mutados”, al que denominamos RsmZm1-
(RsmE)2, se eliminaron los nucleótidos U36 y U44 de la secuencia original. Simi-
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larmente, para construir el modelo denominado RsmZm2-(RsmE)2 se eliminaron
C37 y A43 además de U36 y U44. Una versión esquemática de todos los modelos
utilizados en este Capítulo se presenta en la Figura V.2.

Figura V.2: Representación esquemática de los modelos estudiados en este capítulo. Se remarcan
además los residuos que fueron sustraídos del segmento SC. Imagen adaptada de la Referencia 3.

Las simulaciones de DM de RsmZ-(RsmE)3 y RsmZ-(RsmE)2 fueron tomadas
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del trabajo descrito en el Capítulo IV. Con el fin de establecer comparaciones signi-
ficativas, las etapas de minimización, calentamiento, equilibración y producción
de RsmZm1-(RsmE)2 y RsmZm2-(RsmE)2 se llevaron a cabo utilizando las mismas
condiciones y parámetros que en dichas simulaciones. Lo mismo aplica para RsmE
libre, con la única excepción de que, por alcanzar valores estables de RMSD en
tiempos menores a los de los modelos que incluyen a RsmZ, se consideró que sólo
los primeros 100 ns constituyen la etapa de equilibración. En consecuencia, la etapa
de producción para el modelo RsmE está constituida por 10 simulaciones de 100
ns en lugar de 50 ns. Así, los modelos RsmZ-(RsmE)3, RsmZ-(RsmE)2, RsmZm1-
(RsmE)2, y RsmZm2-(RsmE)2 presentan sets con 2000 snapshots, mientras que el
set de RsmE libre contiene 4000 snapshots.

V.2 Simulaciones de Umbrella Sampling

Los cálculos de Umbrella Sampling se emplearon para forzar la separación de
RsmE del MU que contiene a SCGGA. Este MU está formado por los residuos A38-
G39-G40-A41-C42 (ver Figura I.3). El punto de partida de estas simulaciones fue la
estructura equilibrada del modelo RsmZ-(RsmE)3. La coordenada de reacción χ

fue definida como la distancia entre dos centros de masa: Uno de ellos corresponde
a los heteroátomos de la región simple cadena de RsmZ antes mencionada. El otro
está formado por los Cα de β1A, β4B y β5B de RsmE. La Figura V.3 muestra una
representación pictórica de los átomos utilizados para definir χ .

El valor de χ se incrementó de 19.7 Å a 35.0 Å utilizando un espaciamiento de
0.1 Å entre cada ventana. La última estructura de cada simulación fue utilizada
como la conformación inicial de la siguiente. La constante de fuerza del potencial
armónico de sesgo fue de 300.0 kcal/molÅ2 (Ver Ecuación III.8). Cada ventana fue
simulada durante 8 ns. Sin embargo, los primeros 5 ns fueron considerados como
un período de equilibración. En consecuencia, sólo los últimos 3 ns de cada ventana
fueron utilizados para calcular el PEL del evento. Las estructuras de la trayectoria
fueron guardadas cada 40 ps. El tiempo total de simulación, así, alcanza los 1.22
µs.
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Figura V.3: Átomos utilizados para definir la coordenada de reacción χ como la distancia entre
dos centros de masa. El correspondiente al SU de RsmE fue definido por los Cα representados
como esferas azules. Por su parte, el correspondiente a RsmZ fue definido incluyendo los átomos
P representados por esferas rojas. Los esqueletos que contienen a los átomos involucrados en la
definición están resaltados en azul y rojo, respectivamente. Imagen adaptada de la Referencia 3.

Tres técnicas alternativas se utilizaron para calcular el PEL del evento a partir
de los datos muestreados en las simulaciones sesgadas: WHAM [284], DHAM
[285], y BAR [286] (Ver Sección III.4). En todos los casos, se emplearon códigos
propios para remover el sesgo sobre las distribuciones obtenidas en los cálculos
de Umbrella Sampling. Para WHAM y DHAM, la coordenada de reacción fue
segmentada en fracciones de 0.025 Å. El algoritmo de WHAM requirió 200000
iteraciones para alcanzar una convergencia satisfactoria en el perfil, mientras que en
el caso de DHAM las iteraciones se aplicaron sobre dos partes solapadas de la curva,
ya que el programa falla por problemas de dimensión de matrices, al ser aplicado a
todo el set de datos. Con el algoritmo de BAR, se emplearon 300 iteraciones para
computar la diferencia de Energía Libre entre distribuciones adyacentes.
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La Figura V.4 muestra el PEL para la separación entre RsmE y el motivo SCGGA
de RsmZ. En la esquina superior izquierda, se presenta una ilustración esquemática
de las conformaciones de las moléculas interactuantes al comienzo del evento,
mientras que en la esquina inferior derecha se muestran sus disposiciones al final
del proceso de separación. La Energía Libre de unión estimada es de 35.4±2.0
kcal/mol. En este punto cabe recordar que las simulaciones de cada ventana de
Umbrella sampling están equilibradas en todas las direcciones, excepto a lo largo
de la coordenada de reacción. Por lo tanto, cuando la información para todas las
ventanas se analiza en forma conjunta, se obtiene una descripción del proceso
en cuasi-equilibrio. De esta manera, las simulaciones de Umbrella Sampling
del proceso de separación entre dos fragmentos proveen información sobre el
reconocimiento y la unión de los mismos cuando la información se analiza en
sentido opuesto al simulado.

Ensayos de distinta naturaleza se realizaron para examinar la fiabilidad de los
resultados. Los mismos se encuentran disponibles en el Anexo de este Capítulo.
Las Figuras V.12 y V.15 de dicha sección muestran la consistencia de los resultados,
dando soporte al PEL presentado en la Figura V.4 y a las observaciones realizadas
acerca del proceso simulado.

V.3 Mecanismo de unión entre RsmE y RsmZ

La animación que muestra la unión de RsmE al MU de la región SC de RsmZ
está disponible en el siguiente enlace: https://www.youtube.com/watch?v=
rzm6ZY_C_uI. En ella se aprecia claramente que los residuos Lys38, Met1 y Leu2
de RsmE forman sus interacciones con los nucleótidos del MU de RsmZ al principio
del proceso de unión. Por otra parte, la Tabla V.1 muestra el número de contactos de
los nucleótidos del segmento A38−C42 de RsmZ con el SU de RsmE, tal y como se
observan en el complejo RsmZ-(RsmE)3. Estas interacciones fueron determinadas
partiendo de las estructuras disponibles en el Protein Data Bank (códigos de acceso
2mf0 y 2mf1). Se observa que el residuo G40 es el que posee más interacciones.
Éste forma seis puentes de Hidrógeno, seguido de G39 y A41 con tres interacciones
cada uno. Cerrando la lista aparecen A38, con dos puentes de Hidrógeno, y C42 con

https://www.youtube.com/watch?v=rzm6ZY_C_uI
https://www.youtube.com/watch?v=rzm6ZY_C_uI
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Figura V.4: Potencial de fuerza media para la separación entre RsmE y la secuencia
A38G39G40A41C42 presente en el MU de RsmZ. Una representación esquemática de la confor-
mación inicial y final de las moléculas se encuentra también presente. Imagen adaptada de la
Referencia 3.

sólo uno.
Habiendo identificado las interacciones más relevantes en cada extremo del

rango de la coordenada de reacción, queda por dilucidar lo que ocurre en etapas
intermedias. Con este fin, se hizo uso del módulo CPPTRAJ de AMBER para
detectar los contactos entre el SU de RsmE y los nucleótidos de la secuencia
A38−C42 de RsmZ. Se consideró que existe un contacto entre ambos grupos cuando
la distancia entre cualquier átomo del SU de RsmE y cualquiera de los nucleótidos
del MU de RsmZ es menor a 4.5 Å. La Figura V.5 muestra la evolución de este
número de contactos a lo largo del proceso de separación/unión de ambas moléculas.

El nucleótido con mayor cantidad de contactos a lo largo del evento es G40,
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Nucleótido β1B β5A β4A Loop β4A-β5A

A38 Thr5 Arg44 - -
G39 - Val42, His43, Arg44 - -
G40 Met1 Val40, Val42 Ala36, Pro37 , Lys38
A41 Met1, Ile3 (twice) - - -
C42 - - Arg31 -

Tabla V.1: Interacciones de puente de Hidrógeno entre el SU de RsmE y el pentanu-
cleótido A38−C42 de RsmZ observadas en las estructuras cuyos códigos de acceso
PDB son 2mf0 y 2mf1.

Figura V.5: Número de contactos entre los nucleótidos del motivo A38−C42 con el SU de RsmE.
En la escala de colores, mientras más amarillo sea el color, mayor es el número de contactos.
Los colores violeta, por su parte, indican una cantidad nula de contactos. Imagen adaptada de la
Referencia 3.

el cual se mantiene próximo al SU de RsmE hasta muy avanzado el proceso de
separación. Teniendo en cuenta la reversibilidad de las simulaciones de Umbrella
sampling, esto indica que G40 participa de las primeras interacciones entre RsmE y
RsmZ. Cabe destacar que la posición G40 en la secuencia AGGAC ya había sido
señalada como una de las más importantes para el proceso de unión, en un estudio
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realizado sobre moléculas pequeñas con capacidad de inhibir la acción de RsmE
[80]. Los resultados de esta sección revelan que G40 tiene un rol fundamental en el
reconocimiento de la proteína.

Asimismo, A41 está también en contacto con RsmE en un amplio rango de
valores de χ , aunque presenta una cantidad significativamente más baja de contactos
que G40. Esto sugiere que A41 tiene también un rol importante en el reconocimiento
entre ambas moléculas. Por el contrario, los residuos A38 y C42, a cada lado del
MU, presentan el menor número de interacciones de toda la secuencia, y las mismas
se anulan para valores de χ > 25 Å. Finalmente, G39 tiene un número de contactos
significativamente mayor que A41, pero los mismos desaparecen a valores menores
de χ (≈ 28 Å). Esto demuestra que G39 estabiliza a las moléculas unidas, pero no
participa de las etapas iniciales del proceso de unión. Al observar estos resultados, y
compararlos con el análisis resumido en la Tabla V.1, una conclusión preliminar que
emerge es que existe una clara correlación entre el número de puentes de Hidrógeno
de los nucleótidos en el estado unido, y su involucramiento en el reconocimiento de
RsmE.

La Figura V.6 completa el análisis de la Figura V.5 mostrando las interacciones
de los residuos que componen el SU de RsmE con la secuencia A38−C42 de RsmZ.
El panel superior muestra que el residuo Lys38, localizado en el loop entre β4B y
β5B, interactúa con RsmZ hasta el final del proceso de separación. Esto implica
que se encuentra involucrado en los primeros pasos de reconocimiento entre ambas
moléculas. Algo similar ocurre con los residuos Met1 y Leu2, localizados en
el origen de β1A. Sin embargo, el número de contactos de Met1 disminuye a
valores intermedios de χ , mientras que los correspondientes a Leu2 se mantienen
elevados a lo largo de todo el rango de la coordenada. Los aminoácidos de β5B
no establecen tantos contactos como aquellos de β1A y β4B, y estos no presentan
contactos a grandes valores de χ . No obstante, asumen un rol más relevante a
valores intermedios del proceso. En particular, el residuo Arg44 presenta varias
interacciones en el estado unido, mientras Val42 y His43 forman más interacciones
en etapas intermedias del evento.
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Figura V.6: Número de contactos para los principales residuos del SU de RsmE con el MU de
RsmZ a lo largo del proceso de separación. Imagen adaptada de la Referencia 3.
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V.4 Cambios conformacionales durante el proceso de unión

La película que representa la salida de RsmE de RsmZ-(RsmE)3 muestra que
ambas moléculas se deforman significativamente a lo largo del proceso. La de-
formación más importante ocurre en la región de simple cadena de RsmZ, que
se desplaza acompañando los movimientos de RsmE. Asimismo, RsmE también
presenta deformaciones en su estructura a lo largo del evento. En las siguientes
secciones se describen las mediciones realizadas para cuantificar estos cambios
conformacionales.

V.4.1 Deformaciones de RsmE
Durante las simulaciones de Umbrella Sampling, las láminas β1A y β4A de RsmE se
alejan del centro de la proteína en las etapas intermedias, lo que hace que aumente
el ángulo formado entre β1A y β2A, así como aquel formado por β4B y β5B. Para
cuantificar estas observaciones se estimó que el ángulo entre β1A y β2A está descrito
por aquel formado entre los Cα de Leu4, Val8 e Ile12. De forma similar, el ángulo
entre β4B y β5B fue calculado considerando los Cα de Ile34, Lys38 y Arg44. La
evolución de los ángulos formados entre β1A y β2A, así como entre β4B y β5B, se
muestran en la Figura V.7. Estos valores son comparados con el mismo parámetro
calculado sobre el SU libre de la proteína.

Se observa que las láminas β1A y β4B se separan respecto del resto de la
proteína en etapas intermedias del proceso de separación, aumentando el ángulo
entre ellas respecto a β2A y β5B, respectivamente. Cuando RsmE se encuentra
unido a RsmZ, el ángulo entre β1A y β2A fluctúa alrededor de 40°± 5°. Conforme
avanza el proceso de separación, éste valor aumenta hasta alcanzar un máximo
cercano a χ ≈ 29 Å, donde oscila en torno a 48°± 5°. A partir de este punto, en el
rango 29 < χ < 31 Å, fluctúa y alcanza un nuevo máximo alrededor de χ ≈ 33 Å.
Finalmente, decae a valores cercanos al original. La misma medición aplicada a la
cadena contraria de la proteína no muestra variaciones significativas a lo largo del
evento.

Por su parte, el ángulo entre β4B y β5B fluctúa en torno a los 45° al comienzo
del proceso, para luego aumentar sostenidamente hasta alcanzar su máximo en
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Figura V.7: Parámetros que describen la deformación de RsmE durante el proceso de salida del
complejo RsmZ-(RsmE)3. Panel superior: Variación del ángulo entre β1A y β2A, y entre β1B y
β2B, que corresponde al SU libre de RsmE (amarillo). Panel inferior: Variación del ángulo entre
β4B y β5B (azul), y entre β4A y β5A, que corresponde al SU libre de la proteína (verde). Imagen
adaptada de la Referencia 3.
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valores de χ por encima de ≈31-32Å, donde oscila en torno a ≈57°. Para valores
de χ aún mayores, este ángulo disminuye significativamente y termina oscilando
alrededor de los 50° cuando los fragmentos ya están casi separados. De la misma
manera que para el ángulo entre β1A y β2A, la cadena contraria de la proteína no
muestra variaciones significativas a lo largo del evento.

V.4.2 Deformaciones de RsmZ-(RsmE)2

La mayor deformación de RsmZ que puede apreciarse a simple vista en la película
es que la región que contiene al motivo SCGGA adopta una conformación similar
a un SL durante el reconocimiento de RsmE. Esta observación concuerda con
estudios experimentales previos que sugieren que este tipo de deformación es
necesaria para que los segmentos simple cadena del ARN puedan ser detectados por
RsmE [26]. Además, el fenómeno es coherente con la conformación que poseen los
demás MU del sistema, y complementa los resultados referidos a la exposición del
segmento SCGGA presentados en la Sección IV.3.3 del Capítulo IV. Precisamente,
en ese capítulo se describe que la principal diferencia entre los modelos "L2R2-SC-
accesible" y "L2R2-SC-ocluido" es la interacción entre los residuos C37 y A41 del
segmento SC. Esta interacción, sólo presente en el modelo L2R2-SC-accesible, es
una de las involucradas en la adopción de la forma similar a un SL.

Para cuantificar esta deformación observada en RsmZ, se midió la distancia
entre dos centros de masa: uno de ellos está formado por los nucleótidos del
motivo SCGGA, mientras que el otro se constituye por los nucleótidos 16-18 y 56-58,
localizados en las zonas que unen a SL1-SL2 y SL3-SL4, respectivamente. Estas
últimas regiones definen, aproximadamente, el centro de RsmZ. Además, para
evaluar la torsión del MU, se midió el ángulo formado por el centro de masa entre
las bases de los residuos A38-G40-C42. La Figura V.8 muestra la evolución de ambos
parámetros durante el proceso.

La distancia entre el motivo SCGGA y el centro de RsmZ oscila en ≈12-14Å
cuando las moléculas están fuertemente unidas entre sí. Posteriormente, presenta
un aumento significativo mientras la coordenada de reacción varía entre 22Å y 25Å,
para luego oscilar alrededor de ≈23Å hasta valores de χ de ≈32Å. Al final del
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Figura V.8: Parámetros que describen las deformaciones de RsmZ a medida que se separa de
RsmE. Panel Superior: Variación del ángulo entre los nucleótidos A38, G40 y C42. Panel Inferior:
Variación de la distancia entre el centro de masa del motivo SCGGA y el centro de RsmZ. Imagen
adaptada de la Referencia 3.
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proceso, cuando RsmE está prácticamente separado de RsmZ, este valor decrece
nuevamente a ≈18Å. Por su parte, el ángulo entre los nucleótidos A38-G40-C42
decrece de manera sostenida, desde que comienza el proceso de separación hasta
que χ alcanza un valor de ≈ 28Å, cuando oscila entre 30-40°. En conjunto, estas
observaciones describen cómo el loop se cierra a medida que el evento ocurre,
adoptando la forma similar a la de un SL descrita párrafos atrás.

V.5 Deformaciones de RsmE y RsmZ-(RsmE)2 aisladas

Una conclusión preliminar que emerge de los resultados presentados en las secciones
anteriores es que las deformaciones sufridas por RsmE y RsmZ-(RsmE)2 son
necesarias para las primeras etapas del proceso de unión. Por lo tanto, resulta
pertinente estudiar si cada molécula, por separado, puede adoptar conformaciones
similares a las requeridas al momento de iniciarse el reconocimiento.

Para analizar estas características estructurales, se midió la distancia entre el
motivo SCGGA y el centro de RsmZ, así como también el ángulo A38-G40-C42 en
las estructuras muestreadas a lo largo de las 10 trayectorias de RsmZ-(RsmE)2. Los
mismos parámetros fueron también medidos en los modelos RsmZm1-(RsmE)2 y
RsmZm2-(RsmE)2, con el objetivo de poner a prueba cómo influye la longitud de
esta región en su capacidad para adoptar las conformaciones observadas durante la
unión. Por otro lado, se evaluaron los ángulos entre β1A y β2A y el que forman β4B
y β5B en las estructuras obtenidas en las 10 simulaciones de RsmE. Dichos valores
fueron utilizados para estimar las densidades de probabilidad de las distancias y
ángulos considerados.

Las probabilidades para la distancia entre el motivo SCGGA y el centro de RsmZ
en la estructura nativa y en las mutantes se muestran en el panel superior de la
Figura V.9. Las distribuciones para el ángulo A38-G40-C42 están presentes en el
panel inferior. La Figura V.10 muestra la superposición de ese segmento en los tres
modelos. Dicha figura fue construida con las estructuras que presentan la máxima
distancia entre el motivo GGA y el centro de masa de RsmZ de cada modelo.

La Figura V.9 muestra que la distribución correspondiente a la distancia entre el
motivo SCGGA y el centro de RsmZ-(RsmE)2 es multimodal y significativamente



V.5 Deformaciones de RsmE y RsmZ-(RsmE)2 aisladas 123

Figura V.9: Panel superior: FDP para la distancia entre el motivo SCGGA y el centro de RsmZ
en los modelos estudiados en este capítulo. Panel inferior: FDP para el ángulo A38-G40-C42
medido en Rsmz-(RsmE)2 (azul), Rsmzm1-(RsmE)2 (amarillo) y Rsmzm2-(RsmE)2 (rojo). Los datos
corresponden a las 10 simulaciones de DM para el complejo Rsmz-(RsmE)2 y sus mutantes. Imagen
adaptada de la Referencia 3.
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Figura V.10: Superposición de la región SC de los modelos estudiados en este capítulo, utilizando
las estructuras que presentan el máximo valor para la distancia entre el motivo SCGGA y el centro de
masa de RsmZ de sus respectivas simulaciones. Azul: RsmZ-(RsmE)2, Amarillo: RsmZm1-(RsmE)2,
Rojo: RsmZm2-(RsmE)2. Imagen adaptada de la Referencia 3.

amplia. Presenta un pico a ≈8Å, otro alrededor de ≈14Å, y un tercer pico en ≈16Å.
Pasado ese punto la probabilidad decae, aunque mantiene valores pequeños pero
significativos hasta alrededor de 21 Å. Esta distribución da cuenta de una gran
flexibilidad para este movimiento. Sin embargo, la distancia nunca alcanza los
valores observados al inicio del proceso de unión (≈26 Å). De manera similar, el
panel inferior de la figura muestra que el MU del complejo RsmZ-(RsmE)2 libre
no llega a flexionarse tanto como se requiere al inicio del proceso de unión (≈45°).
Sin embargo, las estructuras que contribuyen a la cola de la distribución se acercan
a dichos valores. Así, el MU requiere sólo una mínima contribución por parte de
RsmE para lograr exponer a G40.
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Las distribuciones correspondientes a los modelos mutados son marcadamente
diferentes. En las simulaciones de Rsmzm1-(RsmE)2, el ángulo A38-G40-C42 nunca
alcanza valores menores a 80°, mientras que para Rsmzm2-(RsmE)2 infrecuente-
mente llega a valores menores a 100°. Algo similar ocurre con las distribuciones
de distancias entre el motivo SCGGA y el centro de masa de RsmZ. Para el caso
de Rsmzm1-(RsmE)2 existe un pico a ≈12 Å que no se encuentra presente en el
modelo silvestre, al mismo tiempo que el pico alrededor de ≈16 Å se vuelve más
infrecuente. Asimismo, el modelo Rsmzm2-(RsmE)2 presenta un máximo precisa-
mente a ≈12 Å, mientras que los picos a valores mayores desaparecen. Tanto
la imposibilidad de llegar a conformaciones con ángulos A38-G40-C42 menores a
80°como con distancias SCGGA-centro de masa de RsmZ mayores a 18 Å , indican
que los modelos mutados son menos flexibles que la forma silvestre, sugiriendo que
la región de simple cadena de RsmZ requiere una extensión mínima de 9 nucleótidos
para poder deformarse y exponer al nucleótido G40.

La Referencia 73 señala que la región de simple cadena entre SL2 y SL3 en la
forma nativa de RsmZ no tiene la longitud óptima para maximizar la afinidad del
bolsillo de unión a RsmE formado por dichos stem-loops. En particular, el estudio
muestra que una mutación de RsmZ en la que el empalme entre SL2 y SL3 se acorta
en tres nucleótidos resulta en una afinidad tres veces mayor por el primer dímero
de RsmE, y una mayor activación de la traducción de los genes regulados por ésta.
La hipótesis surgida de ese trabajo es que el empalme entre SL2 y SL3 evolucionó
de manera de contener un motivo de unión adicional en lugar de maximizar la
afinidad de unión. Los resultados presentados en este capítulo sugieren que esos
tres nucleótidos adicionales, que provocan una funcionalidad subóptima de RsmZ
para capturar a la primera unidad de RsmE, son requeridos para conferir al ARNp
la habilidad de capturar a la tercera unidad de la proteína.

V.5.1 Análisis de Componentes Principales

Las macromoléculas suelen realizar movimientos concertados de gran amplitud. Es-
tos se encuentran dentro de un subespacio de relativamente pocas dimensiones, car-
acterizado por tener una gran flexibilidad [288]. Este subespacio se denomina como
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el EE del sistema, y contiene los movimientos necesarios para su funcionamiento
[304]. La metodología de PCA permite determinar el EE de una macromolécula
mediante la diagonalización de la matriz de covarianza calculada a partir de las
conformaciones surgidas de simulaciones de DM.

En la sección anterior se describió que, cuando RsmZ-(RsmE)2 y RsmE se en-
cuentran aisladas, realizan movimientos que tienden a generar las conformaciones
requeridas para el proceso de interacción. Sin embargo, en esas simulaciones, no se
alcanzaron deformaciones equivalentes a las observadas durante las etapas iniciales
del proceso de unión. Para estudiar si las direcciones de los movimientos detec-
tadas en la etapa de reconocimiento entre RsmZ-(RsmE)2 y RsmE se encuentran
contenidas en el EE de estas moléculas, se realizó un estudio de PCA para cada una
de ellas.

En el caso de RsmE, la matriz de covarianza fue computada utilizando las
coordenadas cartesianas de los átomos Cα correspondientes a los residuos 1 a
44 de ambas cadenas. Esta selección excluye a las α-hélices de los extremos C-
terminal. Estos segmentos tienen una alta flexibilidad, pero no están involucrados
en el proceso de unión, de manera que su inclusión en el análisis perjudica la
identificación de las fluctuaciones relevantes para el evento estudiado [303]. Para el
complejo RsmZ-(RsmE)2, la matriz fue calculada considerando las coordenadas
cartesianas de los átomos de Fósforo de RsmZ. La utilización de estas coordenadas
cartesianas en lugar de los ángulos diedros utilizados en el Capítulo IV responde al
hecho de que la presencia de dos moléculas de RsmE ya unidas a RsmZ le confieren
suficiente rigidez como para permitir dicho análisis. Al igual que en el Capítulo
IV, el análisis se realizó sobre la trayectoria concatenada de 10 simulaciones
independientes del sistema para mejorar la consistencia de los resultados [302].

La animación del primer componente principal de RsmZ está disponible en
el siguiente enlace: https://www.youtube.com/watch?v=ufBU9Jsqpug. Este
componente, o modo colectivo, describe un movimiento tipo bending cuyo vértice
es el centro de la molécula y sus extremos son los stem-loops SL2/SL3 por un lado
y los correspondientes a SL1/SL4, por otro lado. La ubicación de SL1 relativa
a SL4, así como la correspondiente a SL2 en relación a SL3, permanecen casi

https://www.youtube.com/watch?v=ufBU9Jsqpug
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inalteradas ya que cada par de SLs se encuentra ocupado por RsmE (aunque las
dos moléculas de RsmE no están representadas en la película para poder observar
de forma más clara el movimiento de RsmZ). En el siguiente enlace se muestran
los desplazamientos correspondientes al segundo componente principal: https://
www.youtube.com/watch?v=oDlmLTYYRu4. Como puede verse, estos modifican
la posición del MU en la región SC que une SL2 y SL3, la cual oscila entre una
posición expuesta y una oculta. Así, el modo muestra cómo alternativamente se
expone y oculta el MU SCGGA.

Finalmente, la animación para el primer modo de RsmE está disponible en el
enlace https://www.youtube.com/watch?v=jaOuTVPTKcc. Los átomos Cα de
los residuos Leu4, Val8 e Ile12, que proporcionan una medida del ángulo formado
entre β1A y β2A, están representados como esferas anaranjadas. Por su parte, los
Cα de los residuos Ile34, Lys38 y Arg44, usados para estimar el ángulo entre β4B
y β5B, aparecen coloreados en azul. Es evidente que esta coordenada colectiva
consiste en una oscilación concertada de ambos ángulos.

V.5.2 Movimientos esenciales de RsmZ-(RsmE)2 y RsmE

El análisis descrito en esta sección se empleó para evaluar en qué medida los
movimientos colectivos del EE de RsmE y de RsmZ-(RsmE)2 son capaces de
generar las estructuras observadas en las etapas iniciales del proceso de unión,
cuando se produce el reconocimiento entre ambos fragmentos y los mismos tienen
las mayores deformaciones. Para realizarlo, se tomaron las estructuras de ambos
fragmentos muestreadas para valores de χ entre 27.0 y 36.0 Å de las simulaciones
de Umbrella Sampling. Este conjunto estructuras serán denominadas Xi

tar (donde el
superíndice identifica a cada estructura del set, mientras que el subíndice tar viene
del inglés target, ya que estas estructuras son el objetivo a alcanzar en el ajuste que
se discute a continuación). Cabe destacar que hay un set de estructuras Xi

tar para
RsmE y otro para el complejo RsmZ-(RsmE)2. El proceso descrito debajo se aplicó
separadamente a cada conjunto.

Primero, cada Xi
tar fue alineada a la estructura de referencia empleada para hacer

el PCA correspondiente. Luego, para cada una de estas estructuras alineadas, se

https://www.youtube.com/watch?v=oDlmLTYYRu4
https://www.youtube.com/watch?v=oDlmLTYYRu4
https://www.youtube.com/watch?v=jaOuTVPTKcc
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buscaron los coeficientes para calcular Xi
f it de acuerdo con la Ecuación V.1. Xi

f it es
la estructura más cercana a Xi

tar, que se puede obtener como combinación lineal
de los vectores del EE (v̄n) partiendo del mismo origen, X0, que es la estructura
promediada de la trayectoria empleada para determinar los PCA. Así:

Xi
f it = X0 +

Ne

∑
n=1

ai
nvn. (V.1)

Aquí n identifica los autovectores del PCA y Ne es la cantidad de autovectores
incluidos en el EE. Los coeficientes de esta expansión, ai

n, fueron elegidos para
minimizar el valor de RMSDi entre Xi

tar y Xi
f it . Cuanto menores sean los valores

de RMSDi, mayor es la capacidad del EE de las moléculas aisladas, de generar las
conformaciones observadas al momento de iniciarse el reconocimiento entre ambas
[305].

Las bondades de los ajustes se presentan en la Figura V.11, en donde se compara
el RMSDi entre Xi

tar y Xi
f it , con el correspondiente a Xi

tar y X0 (siendo éste el RMSD
previo al ajuste). Para los cálculos, se consideraron los primeros 6 autovectores de
RsmE y los primeros 4 para RsmZ-(RsmE)2. Este número de vectores presenta,
aproximadamente, un 3% del total de los grados de libertad de cada molécula, pero
dan cuenta de ≈90% del total de las fluctuaciones observadas en la trayectoria
concatenada. Por último, cabe mencionar que para RsmE, el ajuste no se realizó
sobre toda la estructura, sino sólo sobre uno de sus SU. Esto se debe a que los
componentes principales de RsmE libre son (casi) simétricos con respecto al plano
de simetría del dímero. Sin embargo, las estructuras obtenidas de las simulaciones
de Umbrella Sampling son perturbadas por un sólo lado.

Con fines comparativos, el mismo ajuste se realizó con conjuntos alternativos
de vectores. Así, para RsmE, se utilizaron los vectores 7-12 y 20-25 del PCA.
Cabe notar que los vectores 7-12 deberían proporcionar el segundo mejor ajuste,
justo después del obtenido con los vectores 1-6. Siguiendo criterios similares, para
RsmZ, se emplearon los vectores 5-9 y 20-23. La Figura V.11 muestra que, para
cualquiera de los conjuntos alternativos, los valores de RMSD antes y después del
ajuste son casi los mismos. Este resultado ilustra la falta de capacidad de estos
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subespacios para generar las estructuras observadas al principio del evento de unión.
En cambio, los EE de ambas moléculas proporcionan un ajuste considerablemente
mejor, reduciendo el RMSD inicial en más de un 50%.

La Figura V.11 también ilustra la diferencia en la flexibilidad de cada molécula,
siendo RsmE mucho más rígida que RsmZ. Este es un hallazgo típico al comparar
la flexibilidad de los ARN con la de las proteínas globulares [295]. En este caso
particular, la flexibilidad observada para RsmZ se reduce significativamente en
comparación con la del ARNp libre, ya que se encuentra unido a dos dímeros de
RsmE. Sin embargo, es mucho más flexible que RsmE. Una evaluación cuantitativa
de estas diferencias se puede encontrar en las Tablas V.2 y V.3, las cuales presentan
los autovalores de los componentes principales para ambos sistemas. Se observa
que RsmZ, aún unido a dos moléculas de RsmE, posee valores marcadamente
superiores a los de RsmE libre. Esto indica que sus desplazamientos son mayores
que los de RsmE.

Modo Autovalor (Å2) Porcentaje acumulado

1 1129.2 59.7
2 255.3 73.1
3 169.5 82.2
4 102.3 87.5

Tabla V.2: Autovalores correspondientes a los primeros cuatro PC del complejo
RsmZ-(RsmE)2 y sus porcentajes acumulados del desplazamiento total. Estos modos
representan el 3.0% del total de los grados de libertad del sistema.

V.6 Conclusiones del capítulo

En este capítulo se presenta una descripción detallada del mecanismo de unión entre
RsmE y el motivo AGGAC localizado en la región de simple cadena de RsmZ que
une a SL2 y SL3. La misma estuvo basada en simulaciones de Umbrella Sampling
que permitieron estudiar el proceso de unión/salida de RsmE del complejo RsmZ-
(RsmE)2. Los resultados muestran que G40, el nucleótido central de la secuencia,
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Figura V.11: RMSD entre Xi
tar y X̄i

f it , comparado respecto al calculado entre Xi
tar y X0. Xi

f it es el
mejor ajuste para Xi

tar deformando X0 en las direcciones de los vectores del EE. El panel A muestra
los resultados para el SU de RsmE, mientras el panel B hace lo propio para RsmZ. Los puntos
señalados en naranja corresponden al ajuste realizado a partir de los vectores empleados para la
construcción del EE del sistema. Imagen adaptada de la Referencia 3.

Modo Autovalor (Å2) Porcentaje acumulado

1 5.98 36.0
2 4.07 60.6
3 1.58 70.2
4 1.33 78.2
5 0.94 83.9
6 0.84 89.0

Tabla V.3: Autovalores correspondientes a los primeros seis componentes principales
de RsmE y sus porcentajes acumulados del desplazamiento total. Estos modos
representan el 3.0% del total de los grados de libertad del sistema.

está involucrado en las etapas iniciales del proceso, cuando las moléculas se re-
conocen entre sí. Además, este nucleótido establece el mayor número de contactos
con RsmE a lo largo de todo el proceso. Por parte de RsmE, los aminoácidos que
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participan en el reconocimiento son Met1 y Leu2 de β1A, y Lys38 de la interfaz
entre β4B y β5B. Los residuos localizados en β5B, sólo contactan a RsmE en
estadíos intermedios o finales del proceso de unión.

Las simulaciones de DM estándar fueron utilizadas para caracterizar dinámica-
mente a RsmE y RsmZ-(RsmE)2. Los resultados muestran que ambas moléculas
por separado no alcanzan las conformaciones observadas al principio del proceso de
unión. Sin embargo, los estudios de PCA sugieren que RsmE y RsmZ-(RsmE)2 son
fácilmente deformables a lo largo de coordenadas colectivas que tienden a generar
las disposiciones requeridas durante la interacción. En el caso de RsmE, estos
movimientos consisten mayormente en la separación entre β1 y β4 con respecto
al resto de la proteína. Por su parte, para el complejo RsmZ-(RsmE)2, hay dos
coordenadas colectivas importantes: Una de ellas es un movimiento tipo bending
del motivo AGGAC que ejecuta una oscilación del tipo "entrada-salida". La otra
fluctuación importante, que es la segunda en cuanto a su amplitud, hace variar el
ángulo formado entre los residuos A38-G40-C42, permitiendo que la región adopte
una conformación similar a un SL. Este movimiento permite que G40 sobresalga
más allá de los demás nucleótidos del segmento, quedando en condiciones de re-
conocer más fácilmente a RsmE. Un comportamiento similar fue también descrito
para los motivos AGGAX y AXGGAX presentes en otros ARN objetivo de RsmE
[26]. Este resultado se condice con observaciones planteadas para los modelos
L2R2-SC-accesible y L2R2-SC-ocluido en el Capítulo IV respecto a la alternancia
entre una disposición expuesta y ocluida para dicha región el ARNp.

Las simulaciones de MD estándar fueron también empleadas para evaluar aspec-
tos dinámicos de la región simple cadena de RsmZ entre SL2 y SL3 en los mutantes
RsmZm1-(RsmE)2 y RsmZm2-(RsmE)2. Estos poseen dos y cuatro nucleótidos
menos que la versión nativa de RsmZ, respectivamente. Estas simulaciones reve-
laron que los segmentos acortados no son lo suficientemente flexibles como para
adoptar las conformaciones que el motivo AGGAC requiere al inicio del proceso de
unión. Esto podría explicar por qué esta región es más larga que la que minimiza la
constante de disociación de la primera unidad de RsmE (la cual se une al bolsillo
formado por SL2 y SL3) [73].
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En relación a las hipótesis planteadas al principio del capítulo, los resultados
permiten confirmar ambos postulados: Por un lado, se verifica que la interacción
entre RsmE y RsmZ-(RsmE)2 es necesaria para que el ARNp adopte las conforma-
ciones observadas al inicio del evento de unión, sugiriendo que es necesario cierto
grado de ajuste inducido durante la unión. Por otra parte, y en relación a la segunda
hipótesis, se comprobó que nucleótidos y residuos que ya habían sido sugeridos
como críticos para la interacción entre RsmE y motivos A(X)GGAX, tienen un
rol relevante durante todo el proceso de unión. Así, y habiendo cumplido con los
objetivos planteados al principio del capítulo, se concluye que los resultados fueron
satisfactorios en esta etapa de la investigación.

V.7 Anexo

Se realizaron diversos ensayos para estudiar la fiabilidad de los resultados obtenidos
por Umbrella Sampling. En el primero de ellos se dividió el set completo de datos
en tercios de igual tamaño, para luego calcular el PEL sobre cada uno de ellos.
Posteriormente se calculó el desvío estándar entre los tres PEL en diversos puntos de
la coordenada de reacción, para estimar la incerteza estadística de la curva obtenida.
La Figura V.12 presenta los resultados de este ensayo.

También se compararon los perfiles obtenidos con WHAM, DHAM y BAR,
observando que son prácticamente idénticos. Los resultados de esa comparación se
presentan en la Figura V.13.

En otro de los ensayos, se puso a prueba la consistencia entre el PEL obtenido
y las distribuciones de probabilidad sesgadas de cada ventana a partir de la cual
ese PEL fue calculado. El ensayo compara las probabilidades sesgadas Pi(χ)
directamente obtenidas por Umbrella Sampling en cada ventana i, con las probabili-
dades µi(χ) estimadas a partir de la distribución desesgada obtenida con WHAM,
añadiendo el efecto del potencial sesgado. La consistencia entre las dos distribu-
ciones en cada ventana es evaluada por el Ensayo de Divergencia Simétrica de de
Kullback-Leibler,
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Figura V.12: Comparación de los perfiles obtenidos partiendo de tres fragmentos alternativos del
set de datos, el cual fue dividido en partes iguales. Los recuadros muestran una amplificación de las
tres curvas en dos segmentos ubicados en distintas partes del PEL para destacar la similaridad entre
los valores de cada subconjunto. Imagen adaptada de la Referencia 3.

Si =
1
2

D(Pi,µi)+
1
2

D(µi,Pi) , (V.2)

donde,

D( f ,g) =
N

∑
k=1

f (χk) ln
(

f (χk)

g(χk)

)
. (V.3)

En la última ecuación, N representa el número de segmentos empleados en la
representación discretizada de la densidades de probabilidad f (χ) y g(χ), mientras
χk es el valor de la variable aleatoria en el centro del segmento k. Cuanto menor sea
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Figura V.13: Comparación de los PEL calculados con WHAM (rojo), DHAM (azul) y BAR (verde).
Se muestran dos recuadros que amplifican segmentos del PEL en distintas partes del perfil para
destacar la similaridad entre los valores obtenidos por los tres algoritmos. Imagen adaptada de la
Referencia 3.

el valor de Si, mejor es la consistencia entre las dos distribuciones. La Figura V.14
ilustra la Divergencia Simétrica de KL (Eq. V.2) como función de la coordenada de
reacción para la salida de RsmE del MU situado en la región SC de RsmZ.

Finalmente, se utilizó la información recolectada en todos los pares de ventanas
adyacentes para calcular:

fi(∆U) = ln
(

Pi+1(∆U)

Pi(∆U)

)
+

∆U
kBT

. (V.4)

Aquí, ∆U mide la diferencia entre los potenciales sesgados de las ventanas adya-
centes, Ui y Ui+1, a un dado valor de χ situado entre los centros de ambas ventanas:
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Figura V.14: Divergencia simétrica de Kullback-Leibler (Si), definida en la Ecuación V.2 como
función de la coordenada de reacción. Todos los valores de (Si) están por debajo de 0.0058, indicando
una consistencia razonable entre los datos obtenidos mediante Umbrella sampling con respecto a los
arrojados por WHAM. Imagen adaptada de la Referencia 3.

∆U = ∆U(χ) =Ui+1(χ)−Ui(χ), (V.5)

donde Pi(∆U) y Pi+1(∆U) son las distribuciones de probabilidad para χ obtenidas
de las simulaciones i e i+ 1, respectivamente, pero expresadas como funciones
de ∆U . Este cambio de variables puede realizarse debido a que una vez que los
centros de distribuciones adyacentes fueron definidos, hay una correspondencia de
uno a uno entre ∆U y χ . Por su parte, kB es la constante de Boltzmann, y T es la
temperatura absoluta utilizada en las simulaciones, 303 K. La función f (∆U) debe
ser constante en la región donde las distribuciones obtenidas para las ventanas i e
i+1 se solapan [306]. Por el contrario, si la función tiene una pendiente definida,
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eso indica que las muestras de ambas ventanas no arrojan resultados consistentes
entre sí. La Figura V.15 muestra representaciones típicas para la función fi(∆U)
(Eq. V.4).

Figura V.15: Ejemplos típicos de la función fi(∆U), definida en la Ecuación V.4 en diferentes
rangos de la coordenada de reacción. Los valores de equilibrio para los potenciales sesgados en
ventanas adyacentes están indicados por líneas punteadas. Imagen adaptada de la Referencia 3.
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Espacio para anotaciones
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Esta etapa de investigación se llevó a cabo entre los años 2021 y 2023. Los
resultados presentados en este capítulo se encuentran aún en etapa de desarrollo, y
trazan las perspectivas de continuidad para esta línea de trabajo.

Resumen de este capítulo En este capítulo se presentan resultados preliminares
realizados para dilucidar el mecanismo de unión entre RsmE y uno de sus ARNm blanco.
El ARNm estudiado es un fragmento del gen hcnA, el cual codifica para una de las
subunidades de la enzima responsable de sintetizar HCN en Pseudomonas protegens.
Dicho metabolito protege a las plantas cercanas frente a patógenos del suelo. El
fragmento considerado es un stem-loop de tan sólo 20 nucleótidos, con un solo motivo
de unión GGA. Por lo tanto, cada molécula de RsmE se une a dos moléculas de ARNm.
Los resultados obtenidos con este sistema se comparan con los de otros dos modelos,
que consisten en RsmE unida a dos fragmentos de SL2 o dos de SL3. Estudios previos
sugieren que SL2 y hcnA presentan un carácter anti cooperativo en su unión a RsmE,
aunque este efecto no se observa en SL3. Las simulaciones de Umbrella Sampling
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presentadas en este capítulo reproducen cabalmente los resultados experimentales
disponibles para los tres sistemas y, por lo tanto, pueden ser luego aplicados a su
racionalización. Al momento de presentarse este escrito nos encontramos trabajando
en esta racionalización a fin de establecer criterios para continuar con la línea de
trabajo originada con esta tesis.

Los primeros dos capítulos de esta segunda parte de la tesis hicieron referencia al
mecanismo molecular a través del cual RsmZ es capaz de unir varias moléculas de
RsmE. Además, se estudió el evento de unión entre RsmE y el GGA situado en la
porción SC de RsmZ, y se observó que la interacción entre ambas moléculas induce
cambios estructurales sobre RsmZ que ajustan su conformación para permitir la
unión del siguiente dímero. Lo que resta, por lo tanto, es incluir en el análisis a
los ARNm objetivo de RsmE, para alcanzar una descripción global del mecanismo
regulatorio abordado en esta tesis. Así, este capítulo busca completar la descripción
de los tres principales actores de este sistema de regulación post-transcripcional:
La proteína que regula la expresión de un gen a nivel traduccional, el ARNp que
impide que ésta ejerza su función, y el ARNm cuya traducción depende de ese
tándem. Las siguientes secciones estarán enfocadas en el ARNm que depende de
dicho mecanismo.

Como modelo, se tomará la estructura de RsmE unida al constructo “hcnA20−mer"
mencionado en la Sección I.3, el cual contiene el MU más cercano al codón de
inicio de la traducción para la UTR 5’ de hcnA [26]. Este ARNm codifica para
la subunidad A de la enzima HCN Sintetasa, responsable de la síntesis de ácido
cianhídrico (HCN) en Pseudomonas protegens [307]. Este metabolito secundario
provee un mecanismo de protección natural a las plantas cuyas raíces están habitadas
por dichas bacterias [64]. Cabe notar que como cada unidad de hcnA20−mer tiene
un solo MU, cada unidad de RsmE une dos fragmentos del ARNm. Se ha descrito
que la unión de la segunda unidad de hcnA20−mer está desfavorecida respecto a la
primera (Ver Sección I.3), pero las razones de este fenómeno son hasta el momento
desconocidas.

Con el fin de poder establecer comparaciones significativas, también se incluyó
en el análisis a la unión de segmentos de SL2 y SL3 de RsmZ a RsmE. El ingreso
de dichos fragmentos a RsmE fue estudiado, junto con el resto de los MU de RsmZ,
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en la Referencia 72. Ambos presentan estructura de stem-loop con su secuencia
A(X)GGAX en el extremo de la horquilla, tal y como ocurre con hcnA20−mer. En la
referencia 72 se reportó que durante la unión de SL2 a RsmE se observa un aumento
significativo del valor de la constante de disociación (Kd) asociada a la segunda
unión en relación a la primera [72]. Este comportamiento es análogo al observado
con hcnA20−mer. Sin embargo, un análisis equivalente realizado sobre el constructo
SL3 produjo las mismas Kd para las dos uniones. En conclusión, existen casos
en los que la unión de una molécula de ARN a RsmE modifica las condiciones de
interacción del SU desocupado de la proteína, y existen casos en los que no. La
motivación de este capítulo es abordar dicho aspecto del sistema.

Hipótesis trabajadas en este capítulo
La principal hipótesis evaluada en este capítulo es que, tanto como ocurre con RsmZ,
existe un patrón estructural en RsmE que permite explicar el carácter anti-cooperativo de
su unión a hcnA20−mer y al constructo SL2. De esta manera, la unión de la primera unidad
del ARN induce un cambio conformacional en RsmE que explica el desfavorecimiento
en la unión de la segunda molécula. Se asume, por otra parte, que estos cambios son
observables por técnicas de DM y Umbrella Sampling.

Objetivos de este capítulo
Generales

• Aportar al conocimiento general sobre las bases moleculares del mecanismo de
regulación ejercido por las proteínas Csr/Rsm sobre sus ARNm objetivo.

• Racionalizar la información disponible referida al carácter cooperativo o anti-
cooperativo de los ARN con capacidad de unión a RsmE.

Específicos
• Comprender las razones de las uniones anti-cooperativas de fragmentos de ARN

a RsmE.
• Estimar el costo de energía asociado al primer y segundo evento de unión en los

diferentes modelos.
• (Como perspectiva) Identificar a los residuos que ejercen un rol crítico para el

proceso de unión.
• (Como perspectiva) Identificar las deformaciones estructurales sufridas por el

segundo sitio de RsmE como consecuencia de la primera unión a hcnA20−mer.
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En las siguientes secciones se detallan los pasos seguidos en esta etapa de la
investigación. Las siglas utilizadas en este capítulo son iguales a las de los dos
capítulos anteriores, y se encuentran resumidas en la Tabla VII.1.

VI.1 Construcción de modelos

Los modelos estudiados en este capítulo consisten en RsmE unida a fragmentos
de ARN en forma de SL, los cuáles contienen secuencias de unión A(X)GGAX
en el extremo de la horquilla. Estas secuencias provienen tanto del ARNm hcnA
como del ARNp RsmZ. El modelo correspondiente a RsmE unido a dos unidades
de hcnA20−mer (en adelante RsmE-(hcnA)2) fue construido a partir de la estructura
PDB 2JPP [26]. Los modelos que presentan a RsmE unida a los constructos de
SL2 o SL3 de RsmZ se generaron con las estructuras reportadas con códigos PDB
2MFE y 2MFF, respectivamente [72]. Dado que cada uno de estos modelos contiene
una unidad de RsmE y dos fragmentos idénticos de ARN, serán nombrados como
RsmE-(SLN)2, donde N puede ser 2 o 3 según si RsmE está unida a SL2 o SL3,
respectivamente.

Partiendo de RsmE-(hcnA)2 y RsmE-(SLN)2, se construyeron modelos que
poseen sólo una unidad de su respectivo ARN unido a RsmE. Para esto, se eliminó
una de las cadenas de ARN de cada sistema, dando lugar a los modelos RsmE-
(hcnA)1 y RsmE-(SLN)1. Esto representa la situación en la que la proteína ya
capturó su primera unidad de ARN, mientras su otro SU aún no fue ocupado.

El conjunto de sistemas aquí estudiados representa los pasos consecutivos del
mecanismo a través del cual RsmE es capaz de capturar tanto a los fragmentos de
RsmZ (SL2 o SL3), como al fragmento hcnA20−mer. La Figura VI.1 resume estos
mecanismos y cada uno de estos modelos.

VI.2 Simulaciones de Umbrella Sampling

Mediante simulaciones de Umbrella Sampling se estudió el proceso de salida del
constructo hcnA20−mer y de los fragmentos SL2 y SL3 de RsmZ, de los complejos
mostrados en la Figura VI.1. La coordenada de reacción se definió de manera
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Figura VI.1: Representación esquemática de los modelos estudiados en este capítulo. La Figura
representa además, el orden en que las moléculas de ARN se unen a RsmE. De esta manera,
los modelos representan los distintos estadios de ocupación de RsmE por parte de SL2, SL3 y
hcnA20−mer.

análoga a lo descrito en el Capítulo V para estudiar el proceso de unión entre RsmE
y la región SC de RsmZ. Así, χ quedó determinada por la distancia entre dos centros
de masa: Aquel formado por los átomos de Fósforo de las secuencias específicas de
unión de los ARN blanco, y el correspondiente a los Cα de las regiones β1A, β4B y
β5B de RsmE. En la Figura VI.2 se muestra una representación esquemática de las
regiones que definen χ para el modelo RsmE-(hcnA)1. La definición equivalente
aplica también a los modelos que presentan a RsmE unida a los fragmentos SL2
y SL3 de RsmZ. Los parámetros utilizados para la simulación fueron los mismos
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que los empleados para el Capítulo V. La Tabla VI.1 resume los valores iniciales y
finales para la coordenada de reacción χ aplicada sobre cada uno de los modelos
que se estudiaron en este capítulo.

Figura VI.2: Representación esquemática para la definición de χ . Los Cα de RsmE se presentan en
azul, rojo y naranja dependiendo de si están ubicados en β1, β4 o β5, respectivamente. A su lado, los
P de hcnA20−mer están resaltados en verde. En ambos casos, los átomos se representan como esferas,
mientras que los esqueletos se muestran como láminas conservando el mismo color.

Modelo χ inicial (Å) χ final (Å)
RsmE-(SL2)2 12.07 26.27
RsmE-(SL3)2 13.07 25.17

RsmE-(hcnA)2 11.60 35.6

RsmE-(SL2)1 11.26 31.96
RsmE-(SL3)1 12.02 26.72

RsmE-(hcnA)1 11.60 35.6

Tabla VI.1: Valores iniciales y finales para las coordenadas de reacción χ utilizadas en cada uno de
los modelos estudiados en este capítulo.
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VI.2.1 Perfiles de Energía Libre
Tres técnicas alternativas se utilizaron para calcular el PEL de cada evento de sepa-
ración partiendo de la distribución sesgada de la coordenada de reacción obtenida
durante el muestreo. Estas son: WHAM [284], DHAM [285], y BAR [286] (Ver
Sección III.4). En todos los casos, se emplearon códigos propios basados en Fortran
y los mismos parámetros que los descritos en la Sección V.2. La Figura VI.3
muestra el PEL para la separación entre RsmE y los ARN blanco estudiados en
este Capítulo. El panel de la izquierda corresponde a la separación entre RsmE
y hcnA20−mer, mientras el central y el de la derecha hacen lo propio con SL2 y
SL3, respectivamente. Se emplearon, además, varios métodos para corroborar la
consistencia de los resultados. Los mismos se encuentran resumidos en el Anexo
del capítulo.

Figura VI.3: PEL para el proceso de separación entre RsmE y tres ARN blancos. Cada curva
representa el PEL para la separación entre RsmE y la primera (azul) y segunda (naranja) unidad
de ARN. Los resultados de hcnA20−mer, SL2 y SL3 se muestran en el panel izquierdo, central y
derecho, respectivamente. En estos últimos dos paneles, la línea vertical señala el momento en el
que finalizó el proceso de separación para la segunda unidad.

Lo primero que se destaca en la Figura VI.3 es que los eventos de separación
de los ARN presentan dos energías de unión disímiles en los complejos formados
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por la proteína con hcnA20−mer y SL2. Específicamente, la energía de unión para
RsmE-(hcnA)2/RsmE-(hcnA)1 es de ≈-74.0/≈-42.0 kcal/mol, mientras que para el
par RsmE-(SL2)2/RsmE-(SL2)1 es de ≈-54.0 kcal/mol /≈-34.0 kcal/mol, respecti-
vamente. Esto indica que el ingreso de la primera unidad tanto de hcnA20−mer como
de SL2 es más favorable que el ingreso de la segunda.

Este resultado es coincidente con los estudios experimentales de las Referencias
72 y 73, en las que se reportaron valores de Kd para la disociación de los ARN de
los complejos mostrados en la Figura VI.1. Estos valores de Kd se presentan en la
Tabla VI.2. Asimismo, cabe destacar que dichos estudios a su vez indicaron que la
Kd para el primer evento de unión de SL2 a RsmE es mayor que la de hcnA20−mer,
indicando una mayor afinidad de éste último por la proteína. Este resultado también
es coincidente con nuestras observaciones, donde se ve que el costo de retirar la
primera molécula de hcnA20−mer de RsmE-(hcnA)1 es mayor que el de retirar la
primera unidad de SL2 de RsmE-(SL2)1.

Por último, para la unión de los fragmentos de SL3, los resultados sugieren
que las energías de unión para el primer y segundo evento son similares (≈-30.0
kcal/mol). Esto indica que el carácter anti cooperativo descrito para la interacción
de RsmE con hcnA20−mer y SL2, no se observa en este caso. Estos resultados
también concuerdan con las mediciones experimentales que muestran idénticas Kd
para la unión de la primera y la segunda molécula de SL3 [72].

Motivo Kd 1ra unión (µM) Kd 2da unión (µM) Relación
SL1 1,9 1,9 1,0
SL2 0,016 0,185 0,086
SC 3,5 3,5 1,0
SL3 1,5 1,5 1,0
SL4 2,9 2,9 1,0

hcnA20−mer 0,002 0,13 0,016

Tabla VI.2: Valores de Kd para la unión entre RsmE y hcnA20−mer/SL2/SL3. Se muestra además la
relación entre dichas constantes. Información recopilada de las Referencias 72 y 73.
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VI.3 Mecanismo de unión entre RsmE y sus ARN objetivo

La separación entre la primera unidad de hcnA20−mer y RsmE puede verse en
la animación disponible en https://www.youtube.com/watch?v=Nfti6mAUo1c.
Lo primero que puede notarse al analizar la animación en el sentido inverso (y
describir, por lo tanto, el proceso de unión) es que el loop que contiene a la
secuencia ACGGAU es la primera porción del ARN en interactuar con RsmE.
Este hexanucleótido adopta una forma curva con la guanosina central (ACGGAU)
funcionando como vértice del motivo. Este comportamiento es análogo al observado
durante la unión del motivo SCGGA de RsmZ a RsmE descripta en el Capítulo V. El
mismo comportamiento se encuentra también al mirar, en sentido inverso, la unión
de una segunda molécula de hcnA20−mer al complejo RsmE-(hcnA)1, disponible en
https://www.youtube.com/watch?v=kbE9bEFJnC0.

Las animaciones correspondientes a los eventos de separación de los modelos
RsmE-(SL2)1 y RsmE-(SL2)2 se encuentran disponibles en los enlaces https://
www.youtube.com/watch?v=dtrzWI9huao y https://www.youtube.com/watch?
v=6FLw-zGOEZI, respectivamente. Las consideraciones mencionadas en el párrafo
precedente aplican también a este sistema. Las regiones de doble cadena de SL2 son
las primeras en separarse de la proteína en ambos modelos, mientras los motivos
AAGGAU son los últimos. Finalmente, los enlaces https://www.youtube.com/
watch?v=DK1rOdU9jyY y https://www.youtube.com/watch?v=DbfBKvbnYoU
presentan las animaciones correspondientes a los modelos RsmE-(SL3)1 y RsmE-
(SL3)2 durante el proceso de separación del complejo. Puede comprobarse que,
cualitativamente, las características de estos eventos coinciden con la de los men-
cionados anteriormente.

Como conclusión preliminar, las simulaciones de Umbrella Sampling predicen
el carácter anti cooperativo para la unión de RsmE tanto a hcnA20−mer como al seg-
mento SL2 de RsmZ. Asimismo, indican que este efecto no existe en el caso de los
complejos formados con SL3. Al momento de presentar esta tesis nos encontramos
analizando los resultados de las simulaciones en busca de una explicación plausible
para este comportamiento. Los párrafos siguientes buscan racionalizar los datos
experimentales con los resultados preliminares recién presentados. A partir de esta

https://www.youtube.com/watch?v=Nfti6mAUo1c
https://www.youtube.com/watch?v=kbE9bEFJnC0
https://www.youtube.com/watch?v=dtrzWI9huao
https://www.youtube.com/watch?v=dtrzWI9huao
https://www.youtube.com/watch?v=6FLw-zGOEZI
https://www.youtube.com/watch?v=6FLw-zGOEZI
https://www.youtube.com/watch?v=DK1rOdU9jyY
https://www.youtube.com/watch?v=DK1rOdU9jyY
https://www.youtube.com/watch?v=DbfBKvbnYoU
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racionalización se pretende establecer nuevas conjeturas sobre las razones para el
carácter anti cooperativo de unión entre RsmE y los constructos hcnA20−mer y SL2,
sentando las bases sobre las cuáles diseñar futuros análisis para comprobar estas
hipótesis.

VI.4 Racionalización de resultados experimentales previos

La Referencia 72 discute el carácter anti cooperativo de la interacción entre hcnA20−mer
y RsmE a partir de valores de Kd para las uniones correspondientes a la primera
y segunda molécula del ARN a la proteína. El mismo análisis se da sobre los
diferentes MU de RsmZ de manera independiente (SL1, SL2, SC, SL3, y SL4).
Sólo el constructo hcnA20−mer y el SL2 de RsmZ presentan dos valores diferentes
de Kd para cada uno de los eventos de unión. El resto de los MU de RsmZ presentan
sólo una constante. Estas observaciones están resumidas en la Tabla VI.2.

Además, hcnA20−mer y el fragmento de SL2 presentan los menores valores de Kd
de todo el conjunto. Esto sugiere que podría existir una relación entre la alta afinidad
de hcnA20−mer y SL2 por RsmE, y el carácter anti cooperativo de su mecanismo de
unión. Respecto a esto, cabe mencionar que la Referencia 72 destaca que modificar
la secuencia A(X)GGAX de los motivos de unión implica cambios significativos en
la afinidad por RsmE. En particular, el trabajo postula que la omisión del nucleótido
“(X)” anterior al motivo GGA implica variaciones de entre 10 a 1000 veces en la
afinidad del ARN por RsmE. Este es el caso de SL3 y SL4, los cuáles a diferencia
de SL2 y el constructo hcnA20−mer, no poseen dicho residuo. SL1 y SC, en cambio,
tienen una extensión subóptima de la región simple cadena sobre la cual se ubica el
motivo GGA que explicaría su menor afinidad por RsmE [72].

Tomando en consideración lo discutido por la Referencia 72, y lo sugerido por
nuestros resultados, la hipótesis que se plantea a modo de perspectiva es que la
presencia del nucleótido “(X)” en SL2 y hcnA20−mer contribuye a las deformaciones
sufridas por RsmE como consecuencia del primer evento de unión. De esta manera,
las interacciones formadas por dicho nucleótido tienen un efecto sobre el mecanismo
de unión que no se encuentra presente para el caso de SL3. Futuros ensayos
enfocados en el rol de dicho residuo deberán implementarse para poner a prueba
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dicha hipótesis.
A modo de hipótesis a nivel biológico, se propone que este mecanismo de anti

cooperatividad en contextos de alta afinidad de RsmE por sus ARN objetivo podría
funcionar como una forma de autorregular su propia acción sobre dichos ARN. De
esta manera, se ve compensada su alta afinidad con una menor predisposición a
capturar más de una unidad de dicha molécula.

VI.5 Conclusiones del capítulo

En este capítulo se estudió el mecanismo de reconocimiento y unión entre RsmE y
un segmento del ARNm hcnA correspondiente a parte de su UTR 5’ (hcnA20−mer).
A su vez, se analizó el mismo fenómeno entre dicha proteína y los segmentos SL2
y SL3 de RsmZ. Para ello, se implementaron cálculos de Umbrella Sampling con el
fin de explorar el proceso de unión y estimar su costo de Energía Libre asociado.
Hasta la fecha, estas fueron las primeras simulaciones empleadas para estudiar estos
procesos.

Los resultados concuerdan con el mecanismo anti cooperativo de unión entre
RsmE y hcnA20−mer previamente reportado en estudios experimentales. Así, la
unión del primer segmento del ARNm está más favorecida que la del segundo al
observar sus respectivos PEL. Este mismo comportamiento fue observado también
para la unión entre RsmE y SL2. No obstante, la unión entre RsmE y SL3 no
muestra diferencias significativas entre el primer y segundo evento, indicando la
ausencia de un carácter anti cooperativo en este modelo. Estas observaciones
también coinciden con lo reportado de manera experimental.

Estos resultados demuestran que los cálculos de Umbrella Sampling son ade-
cuados para captar las razones moleculares de la anti cooperatividad de la unión
de hcnA20−mer y SL2 a RsmE, y distinguir su comportamiento de la unión a SL3.
Sin embargo, resta aún identificar cuáles son las causas de este comportamiento.
Cabe recordar en este punto que la principal diferencia entre SL3 y los otros dos
constructos es la presencia de un nucleótido adicional en el segmento de simple
cadena en el extremo de la horquilla. A modo de perspectiva, se propone explorar
la influencia que dicho nucleótido tiene sobre la estructura de la proteína al unirse
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la primera unidad de los ARN que lo contienen.
En relación a la hipótesis planteada al principio del Capítulo, se refuerza la

conjetura de que existe un patrón que permite explicar el carácter anti cooperativo
para la unión de RsmE a hcnA20−mer y al constructo SL2. Este patrón evidentemente
depende de la fuerza con la que la proteína une a la molécula de ARN, que a su vez
viene dada por la secuencia de esta última. El entendimiento de este mecanismo
particular de funcionamiento podría tener implicaciones en el diseño de alternativas
de regulación bacteriana a nivel post-transcripcional. No obstante, resulta necesario
establecer las bases moleculares de dicho comportamiento, planteándose así una
perspectiva de continuidad para la línea de investigación comenzada con este
trabajo.

VI.6 Anexo

El primer ensayo aplicado para evaluar la consistencia de los cálculos de Umbrella
Sampling consistió en comparar los valores obtenidos a partir de los métodos de
WHAM, DHAM y BAR. Las curvas correspondientes se muestran en la Figura
VI.4.

Adicionalmente, se aplicó el test de Kullback-Leibler (Ver Ecuación V.2), que
mide la similitud entre dos distribuciones. En este caso, se considera cada ventana
del cálculo y se toma la distribución sesgada muestreada directamente. Al mismo
tiempo, se construye la distribución obtenida luego de aplicar nuevamente el sesgo
a la distribución de datos desesgados por WHAM. Estas dos distribuciones deben
ser similares en caso que el muestreo se encuentre convergido. A menor valor de
S, mayor semejanza entre las distribuciones (Ver Ecuación V.2). La Figura VI.5
muestra los resultados de este análisis para los modelos estudiados en el presente
capítulo.

La Figura VI.6 muestra los resultados del ensayo definido por la Ecuación V.4
para los modelos RsmE-(hcnA)1 y RsmE-(hcnA)2, donde se obtienen las diferencia
de Energía libre calculadas a partir de los datos solapados entre ventanas adyacentes
del muestreo. En todos los casos, se seleccionaron pares de ventanas representativas
del comienzo (panel izquierdo), la mitad (panel central), y el final (panel derecho)
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del rango de la coordenada de reacción. Las Figuras VI.7 y VI.8 muestran el
equivalente a la Figura VI.6, para los complejos formados por RsmE con SL2 y
SL3, respectivamente.
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Figura VI.4: Comparación de los PEL calculados con WHAM (azul), DHAM (naranja) y BAR
(rojo) para los seis modelos estudiados en este capítulo.
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Figura VI.5: Divergencia simétrica de Kullback-Leibler (Si), definida en la Ecuación V.2, en función
de la coordenada de reacción χ para los seis modelos estudiados en este capítulo. Todos los valores
de (Si) están por debajo de 0,0073, lo que indica una coherencia razonable entre las distribuciones
sesgadas y desesgadas.
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Figura VI.6: Ejemplos típicos de la función f1(∆U) - f0(∆U), definida en la Ecuación V.4, en tres
rangos diferentes de coordenadas de reacción para RsmE-(hcnA)1 (panel superior) y RsmE-(hcnA)2
(panel inferior).

Figura VI.7: Ejemplos típicos de la función f1(∆U) - f0(∆U), definida en la Ecuación V.4, en tres
rangos diferentes de coordenadas de reacción para RsmE-(SL2)1 (panel superior) y RsmE-(SL2)2
(panel inferior).
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Figura VI.8: Ejemplos típicos de la función f1(∆U) - f0(∆U), definida en la Ecuación V.4, en tres
rangos diferentes de coordenadas de reacción para RsmE-(SL3)1 (panel superior) y RsmE-(SL3)2
(panel inferior).
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Espacio para anotaciones
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VII. Discusión y Conclusiones generales

La estructura de esta tesis tuvo hasta este punto un orden que permite a cada
capítulo nutrirse de los conceptos introducidos en sus predecesores para hacer uso
de ellos al momento de abordar nuevas consideraciones. En este último apartado,
sin embargo, la idea será brindar una perspectiva integral del conjunto de los temas
tratados y discutir sus implicancias para comprender el mecanismo de regulación
post-transcripcional mediado por RsmE.

Esta tesis comenzó con una primera parte cuyo objetivo fue introducir las bases
teóricas sobre las que fueron construidas las diferentes etapas de la investigación que
luego serían descritas en la segunda parte del escrito. En el Capítulo II se discutieron
las características estructurales de los ARN, enfatizando el rol biológico de los
stem-loops y los empalmes. Los resultados de los Capítulos IV, V y VI demuestran
que estos motivos estructurales son clave para comprender la interacción de RsmZ
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y hcnA con RsmE. El Capítulo V demuestra, además, que el rol asumido por los
empalmes en su interacción con RsmE depende de su longitud. De esta manera, se
requiere una longitud mínima que le permita adoptar una estructura simil stem-loop
para lograr unir a RsmE.

Asimismo, las interacciones entre bases desapareadas en los extremos de stem-
loops, así como motivos del tipo ribose zipper presentados en el Capítulo II, fueron
identificados como influyentes sobre los estados de disponibilidad/oclusión discu-
tidos en los modelos explorados en el Capítulo IV. Estos motivos ya habían sido
identificados por posibilitar la alternancia entre estados activos e inactivos de los
ARN [152], de manera que los resultados aquí presentados concuerdan con estas
observaciones. Cabe destacar que mientras estas interacciones terciarias fueron
observadas en determinados fragmentos de las simulaciones realizadas, los motivos
secundarios permanecieron prácticamente inalterados en todo momento. Esto da
cuenta de la estabilidad de los modelos para las condiciones de simulación em-
pleadas, lo cual demuestra que los campos de fuerza seleccionados funcionaron
adecuadamente [91]. Cabe recordar que, como se discutió en el Capítulo II, la
disrupción de este tipo de interacciones requiere superar altas barreras de Energía
Libre, y por lo tanto, ocurre en tiempos que exceden a los alcances de la DM
clásica [153]. Así, los eventos observados en los tiempos de simulación que aquí se
emplearon están dentro de los órdenes esperables por bibliografía.

En relación a esto último, debemos indicar que las conformaciones L y R de
RsmZ parecen representar dos mínimos globales separados por altas barreras a
lo largo de la SEL de RsmZ. Incluso en los tiempos de simulación empleados
en este trabajo, los cuales son suficientes para alcanzar resultados consistentes
respecto a otras observaciones experimentales, no se encontró evidencia de una
interconversión entre ambas conformaciones. Esto sugiere que ambas coexisten en
cuasi-equilibrio, reforzando la hipótesis planteada por la Referencia 73 respecto a
la importancia de que tanto el confórmero L como el R estén presentes en el medio
intracelular para adaptar su mecanismo de acción a distintos contextos de unión.
Sin embargo, para poner a prueba esta hipótesis, deberían implementarse métodos
de muestreo mejorado que permitan determinar el camino seguido por este cambio
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conformacional, así como estimar su costo energético.

Como se mencionó en el Capítulo III, las simulaciones computacionales sobre
ARN, tanto como de métodos de muestreo mejorado, son aún infrecuentes en la bib-
liografía sobre este tipo de moléculas. En este sentido, los cómputos presentados en
este escrito se suman a los escuetos antecedentes sobre abordajes computacionales
abocados a la simulación de ARN pequeños y no codificantes (ARNp), como es el
caso de RsmZ. Pero además, implican las primeras simulaciones reportadas para el
complejo formado entre dicho ARNp y RsmE.

Ya refiriéndome concretamente al sistema RsmE-RsmZ, los resultados propor-
cionados en esta tesis exploran aspectos estructurales y dinámicos que previamente
no habían sido descritos, y suman observaciones que permiten racionalizar resul-
tados experimentales previos sobre los que se desconocían sus bases moleculares.
En el Capítulo IV se presentan estructuras típicas para RsmZ en distintos estados
de ocupación, las cuáles no estaban hasta el momento discutidas. No obstante, es
importante no perder de vista que dichas estructuras se tratan, ante todo, de un
modelo. Por lo tanto, es necesaria la complementación con estudios experimentales
que partan de las hipótesis sugeridas por estos modelos y las pongan a prueba.

Los cálculos del Capítulo IV revelaron un patrón estructural y dinámico en RsmZ
que explica el carácter secuencial y cooperativo de su unión a diferentes unidades de
RsmE. Dicha secuencia fue racionalizada observando el orden en el que se exponen
al medio los motivos de unión del primer, segundo y tercer bolsillo descritos en las
estructuras reportadas por la Referencia 73. En este sentido, es interesante destacar
que en el año 2023 fueron reportadas dos nuevas estructuras para la secuencia
completa de RsmZ [78], las cuales coinciden con las presentadas en la Referencia
73 respecto a que los stem-loops 2 y 3 (SL2 y SL3, respectivamente) forman el
primer bolsillo en ser ocupado por RsmE. Sin embargo, difieren en cómo continúa
la secuencia de unión. En el Capítulo IV se discute cómo ésto pone en evidencia
la influencia que tiene la longitud del modelo sobre los resultados obtenidos. Pero
además, propone que la alternancia observada en nuestras simulaciones respecto al
nivel de exposición de SL4 podría explicar la discrepancia entre ambos estudios
experimentales.
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Otro de los resultados relevantes de esta tesis es que los segmentos de simple
cadena que contienen motivos de unión para RsmE pueden adoptar estructuras de
símil stem-loop para interaccionar con dicha proteína cuando poseen la longitud
adecuada. Esto se deduce de los Capítulos IV y V. En el primero de ellos se observa
que hay una interacción entre los residuos C37 y A41 del segmento monocatenario
que empalma a SL2 y SL3. La misma sólo está presente en las estructuras en las
que el MU ubicado en ese segmento aparece como accesible para la unión de RsmE.
Esta interacción le permite al segmento adoptar una forma de vértice hacia afuera
de la molécula, en la que el residuo G40 es el más expuesto. Por su parte, en el
Capítulo V se destacó que la adopción de esa conformación ocurre también durante
el proceso de su unión a RsmE.

Este fenómeno puede ser relevante porque favorece el reconocimiento entre cada
parte del tándem RsmE-RsmZ, donde los residuos participantes de las primeras
etapas del evento quedan mejor dispuestos para su reconocimiento. De hecho,
los ensayos empleados en esta tesis, que combinan tanto mapas de contactos
como Análisis de Componentes Principales (PCA), muestran que los residuos
que participan en las primeras etapas del evento de unión coinciden con los que
fueron previamente reportados en bibliografía como los más influyentes para el
comportamiento normal del sistema [73, 79, 80]. G40 es, precisamente, uno de esos
residuos.

En este sentido, es interesante destacar que aunque RsmE y RsmZ son capaces de
adoptar de manera libre conformaciones similares a las formadas durante el proceso
de unión entre estas, las mismas son alcanzadas de forma marginal en ausencia
de su contraparte. De esta manera, si bien la mayor flexibilidad de cada una de
estas moléculas está precisamente concentrada en las regiones que participan del
proceso de unión, la presencia de la molécula con la cual interactúan es necesaria
para que terminen de adoptar la conformación óptima necesaria para que el evento
se produzca. Si bien en trabajos previos se sugirió que dicha relevancia se debe a
la afinidad secuencia-específica entre las partes, en este caso se suma además un
rol adicional asignado a esos residuos (particularmente, el nucleótido central de los
motivos GGA en RsmZ y hcnA, así como del residuo Lys38 en RsmE), relacionado
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con su carácter dinámico previo al proceso de unión.

En el Capítulo VI se estudió la unión de RsmE a diferentes fragmentos de
sus ARN objetivo y se encontró que los resultados de simulaciones de Umbrella
Sampling concuerdan con las observaciones experimentales. Así, la unión de dos
fragmentos del constructo hcnA20−mer o dos de SL2 presentan un carácter anti
cooperativo, en el sentido de que la segunda unión es mucho más débil que la
primera. Sin embargo, en el caso de la unión a dos fragmentos de SL3, las dos
uniones tienen estabilidades similares. La concordancia entre estas observaciones y
los resultados experimentales reportados en las Referencias 72 y 73 es destacable.
Sin embargo, resta dilucidar las razones de este comportamiento.

La hipótesis que se postula es que cuando RsmE en estado libre se une a un
MU de elevada afinidad, como los que están en los loops de hcnA20−mer o SL2, se
produce una distorsión en su estructura que altera su capacidad de interaccionar con
un segundo MU. Esto no ocurre cuando RsmE se une a motivos de baja afinidad,
como los del loop de SL3. De esta manera, la alta afinidad de RsmE por un dado
ARN podría verse compensada por una menor tendencia a capturar una segunda
unidad de dicha molécula. Dicho comportamiento podría sumarse a otras estrategias
de autorregulación postuladas para RsmE en el Capítulo I. Al momento de escribir
esta tesis, estamos diseñando los experimentos para poner a prueba esta hipótesis.
Para esto se propone como perspectiva poner el foco en cómo influye sobre dichas
transformaciones la presencia o ausencia del nucleótido “(X)” en la secuencia
A(X)GGAX, dada la influencia comprobada que éste tiene sobre la afinidad entre
RsmE y sus ARN objetivo [72].

Si bien en su forma aislada SL2 presenta un comportamiento anti cooperativo
para su unión a RsmE, de manera que la unión de una segunda unidad de este motivo
se ve desfavorecida respecto a la primera [72], está descrito que SL3 aumenta su
afinidad por RsmE cuando está covalentemente unido a SL2 en la molécula completa
respecto a cuando se lo estudia de forma individual [73]. Teniendo en cuenta que
SL2 es el MU de RsmZ que reporta la mayor afinidad por RsmE [72], y que según
nuestras observaciones en el Capítulo IV presenta una alta accesibilidad cuando
RsmZ se encuentra de forma libre, es esperable que sea uno de los primeros en unir
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a la proteína. Teniendo en cuenta que SL3 está inmediatamente unido a este motivo,
es de esperar que se vea favorecida su posterior unión a RsmE tras el ingreso de
SL2 por quedar dispuesto de manera cercana al sitio de unión restante de la proteína.
Esto podría explicar que las Referencias 73 y 78 coinciden en que el par SL2-SL3
es el primero en ser ocupado por RsmE.

Finalmente, se plantea como perspectiva el modelado de porciones mayores de
hcnA, partiendo de su secuencia conocida. En el Capítulo III se discutió que los
algoritmos que apelan a herramientas basadas en IA y Aprendizaje Automatizado
para la predicción de estructuras 3D de ARN basadas en su secuencia aún no generan
resultados tan satisfactorios como las que hacen predicciones sobre proteínas. Por
su parte, el Capítulo II enfatiza la importancia de caracterizar al ARN no a partir
de una única estructura, sino de un ensamble de conformaciones. Debido a que
se trata éste de un campo en constante crecimiento con algunas metodologías
prometedoras actualmente en desarrollo [308], sería interesante ponerlas prueba
para poder modelar porciones mayores de hcnA a fin de describir su diversidad
conformacional y la exposición/oclusión de sus numerosos MU, de manera análoga
a como se hizo con RsmZ.

Los principales resultados surgidos de esta tesis, así como la racionalización
antes mencionada para los resultados experimentales previos, pueden sistematizarse
en un único modelo que describe cómo se produce la unión entre RsmE y cualquiera
de los ARN capaces de interactuar con dicha proteína reportados a la fecha. Este
modelo se puede resumir de la siguiente manera:

• La capacidad de un motivo dado para unir a RsmE está determinada tanto
por su disposición en una región de simple cadena, como de su accesibilidad
medida en términos de exposición al solvente [2, 72].

• En aquellos casos donde la región simple cadena no se encuentre en el extremo
de un stem-loop, sino en un empalme, éste deberá tener una longitud adecuada
para poder adoptar una conformación similar al de una horquilla durante su
unión a RsmE [3].

• En aquellos ARN cuya afinidad por RsmE sea baja, el mecanismo de unión
estará determinado por la identidad del residuo X en la secuencia A(X)GGAX,
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así como por su presencia o ausencia en la posición “(X)” [72].
• Por el contrario, si el motivo en cuestión posee una alta afinidad por RsmE, la

unión de fragmentos independientes (no unidos entre sí) a la proteína seguirá
un mecanismo anti cooperativo, donde la unión de la segunda unidad estará
desfavorecida con respecto a la primera [72, 307].

• En el caso de que el motivo mencionado en la opción anterior esté inmediata-
mente unido a otro, éste último se verá favorecido a ocupar el segundo sitio de
RsmE por cuestiones de proximidad. Esto facilita su accesibilidad por sobre
motivos de una región distante de la molécula, o bien motivos independientes
que no están unidos directamente al primero en ingresar.

La figura de la página siguiente resume estos postulados con un diagrama de
decisión. De esta manera, esta tesis propone un modelo que sistematiza y racionaliza
el conocimiento estructural y dinámico sobre la familia de proteínas Csr/Rsm, y
cómo se produce su interacción con los ARN capaces de unirse a ellas.

Espero que esta contribución, más allá de los alcances personales que implicó el
hecho de haberla llevado a cabo, haga su aporte al estado del arte tanto del estudio
del ARN mediante métodos computacionales como del sistema de regulación
post-transcripcional mediado por el tándem RsmE-RsmZ. En particular, espero
que el conocimiento así generado pueda ser retomado por estudios posteriores
para el desarrollo de tecnologías abocadas a tener una agricultura sustentable y
amigable con el medio ambiente, haciendo uso de las características fenotípicas
de las bacterias que contienen al sistema estudiado, y del impacto directo que éste
tiene sobre la síntesis de metabolitos con potencial biorregulador.
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Banas. Computer folding of RNA tetraloops: identification of key force field deficiencies. Journal
of chemical theory and computation, 12(9):4534–4548, 2016. doi: https://doi.org/10.1021/acs.jctc.
6b00300. URL https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jctc.6b00300.

[174] Alessandra Villa and Gerhard Stock. What NMR relaxation can tell us about the internal motion of an
RNA hairpin: a Molecular Dynamics simulation study. Journal of chemical theory and computation,
2(5):1228–1236, 2006. doi: 10.1021/ct600160z. URL https://pubs.acs.org/doi/10.1021/
ct600160z.

[175] Eric J Sorin, Young Min Rhee, and Vijay S Pande. Does water play a structural role in the fold-
ing of small nucleic acids? Biophysical journal, 88(4):2516–2524, 2005. doi: https://doi.org/

https://doi.org/10.1261/rna.657708
https://doi.org/10.1261/rna.657708
https://www.science.org/doi/10.1126/science.6560785
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/jp4125099
https://rnajournal.cshlp.org/content/21/9/1578
https://rnajournal.cshlp.org/content/21/9/1578
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/ct100481h
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/ct100481h
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/jp2016006
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/ct501025q
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/ct501025q
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jctc.6b00300
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/ct600160z
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/ct600160z


188 Capítulo VII. Discusión y Conclusiones generales

10.1529/biophysj.104.055087. URL https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/
S0006349505733063.

[176] Eric J Sorin, Young Min Rhee, Bradley J Nakatani, and Vijay S Pande. Insights into nucleic acid
conformational dynamics from massively parallel stochastic simulations. Biophysical journal, 85(2):
790–803, 2003. doi: 10.1016/S0006-3495(03)74520-2. URL https://www.sciencedirect.com/
science/article/pii/S0006349503745202?via%3Dihub.

[177] Wenbing Zhang and Shi-Jie Chen. RNA hairpin-folding kinetics. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 99(4):1931–1936, 2002. doi: https://doi.org/10.1073/pnas.032443099. URL
https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.032443099.

[178] Xiaojun Xu, Tao Yu, and Shi-Jie Chen. Understanding the kinetic mechanism of RNA single base pair
formation. Proceedings of the National Academy of Sciences, 113(1):116–121, 2016. doi: 10.1073/
pnas.1705642114. URL https://www.pnas.org/doi/full/10.1073/pnas.1705642114.

[179] Angel E Garcia and Dietmar Paschek. Simulation of the pressure and temperature folding/unfolding
equilibrium of a small RNA hairpin. Journal of the American Chemical Society, 130(3):815–817,
2008. doi: 10.1021/ja074191i. URL https://pubs.acs.org/doi/10.1021/ja074191i.

[180] Alessandra Villa, Elisabeth Widjajakusuma, and Gerhard Stock. Molecular Dynamics simulation
of the structure, dynamics, and thermostability of the RNA hairpins uCACGg and cUUCGg. The
Journal of Physical Chemistry B, 112(1):134–142, 2008. doi: 10.1021/jp0764337. URL https:
//pubs.acs.org/doi/10.1021/jp0764337.

[181] Alan A Chen and Angel E García. High-resolution reversible folding of hyperstable RNA tetraloops
using Molecular Dynamics simulations. Proceedings of the National Academy of Sciences, 110(42):
16820–16825, 2013. doi: https://doi.org/10.1073/pnas.1309392110. URL https://www.pnas.org/
doi/10.1073/pnas.1309392110.

[182] Peter A Kollman, Irina Massova, Carolina Reyes, Bernd Kuhn, Shuanghong Huo, Lillian Chong,
Matthew Lee, Taisung Lee, Yong Duan, Wei Wang, et al. Calculating structures and free energies of
complex molecules: combining molecular mechanics and continuum models. Accounts of chemical
research, 33(12):889–897, 2000. doi: https://doi.org/10.1021/ar000033j. URL https://pubs.acs.
org/doi/10.1021/ar000033j.

[183] Marek Havrila, Kamila Réblová, Craig L Zirbel, Neocles B Leontis, and Jiří Šponer. Isosteric
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Tabla de siglas

Sigla Significado
ARN Ácido/s ribonucleico/s

ARNm ARN mensajero
ARNr ARN ribosomal
ARNp ARN pequeño no codificante
ARNt ARN de transferencia
CF Campo/s de Fuerza

Cryo-EM Criomicroscopía electrónica
DM Dinámica Molecular
EE Espacio Esencial

FDP Función de Densidad de Probabilidad
IA Inteligencia Artificial
Kd Constante/s de disociación
MU Motivo de Unión (Para RsmZ y hcnA)
PCR Reacción en Cadena de la Polimerasa
PEL Perfil de Energía Libre

RMN Resonancia Magnética Nuclear
RMSD Desviación cuadrática media
RMSF Fluctuación cuadrática media

SC Segmento simple cadena entre SL2 y SL3
SEL Superficie/s de Energía Libre
SEP Superficie de Energía Potencial
SL Stem-loop
SU Sitio de unión (para RsmE)


