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Abstract:

Viruses, despite their diminutive size, un-
doubtedly play an important role in hu-
man life and history. Nowadays, virology
constitutes a prominent and interdisci-
plinary research field with diverse appli-
cations within disciplines such as biology,
biomedicine, and public health. The fasci-
nating and uncommon properties of viru-
ses, as well as the intricate mechanisms
they follow in the replication cycle, have
captured the attention of physics and the
basic sciences, giving rise to the emerging
and promising field of physical virology.

This article addresses the collaborative
efforts of the Department of Condensed
Matter Physics at Universidad de Barce-
lona (UB) and the Physics Department
at Universidad Auténoma Metropolitana
Iztapalapa (UAM-I), to unravel, using sta-
tistical physics methodologies, one of the
fundamental steps in the viral replication
cycle: the assembly of the protein capsid
that protects viral genetic material. It pro-
vides an overview of the theoretical fra-
mework employed to model Viral Capsid
Self-Assembly (VCSA), rooted in Classi-
cal Nucleation Theory (CNT), focusing on
viruses whose capsids exhibit spherical
symmetry. This framework incorporates
key physical factors, such as protein con-
centration, temperature, and edge energy,
which are critical determinants of the as-
sembly process. Within this context, the
role of bending energy is analyzed, as it
can potentially alter assembly pathways
and open the door to novel strategies to in-
terfere with virus formation. This article
further explores the utility of Molecular
Dynamics (MD) simulations as a power-
ful computational tool to characterize the
interactions between capsid proteins of
specific viruses, such as the Human Pa-
pillomavirus (HPV). By analyzing the-

se simulations, valuable insights can be
obtained into the mechanisms of capsid
assembly and disassembly, which are fun-
damental for a deeper understanding of
viruses and the development of innovative
antiviral strategies.

Resumen:

Esindudable que, a pesar de ser entidades
biolégicas diminutas, los virus juegan un
papel primordial en la vida y el desarrollo
de la historia de la humanidad. Por ello
su estudio despierta un gran interés en
diversas disciplinas cientificas del ambito
de la biologia, la biomedicina y la salud
publica. Sus fascinantes y poco comunes
propiedades, y los intrincados mecanis-
mos que utilizan durante su ciclo de repli-
cacion también han atraido la atencion de
la fisica y las ciencias basicas dando lugar
al emergente y prometedor campo de la
virologia fisica.

Este articulo describe los esfuerzos de
colaboracion entre el Departamento de
Fisica de la Universidad Auténoma Me-
tropolitana Iztapalapa (UAM-I) y el De-
partamento de Fisica de Materia Conden-
sada de la Universidad de Barcelona (UB)
para desentranar, utilizando metodologias
de la fisica estadistica, uno de los pasos
fundamentales en el ciclo de replicacion de
los virus: el ensamblaje de la capside de
proteinas que protege el material genético
viral. Se proporciona una descripcion ge-
neral del marco teérico utilizado para mo-
delar el Autoensamblaje de Capsides Vi-
rales (AECV), basado en la Teoria Clasica
de Nucleacion (TCN), centrandose en cap-
sides con estructuras esféricas. Este mar-
co incorpora factores fisicos clave, como la
concentracion de proteinas, la temperatu-
ray la energia de borde, que son criticos en
el proceso de ensamblaje. Dentro de esta
descripcion, se incluye y analiza el papel
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de la energia de flexion, que altera el re-
sultado del ensamblaje y podria abrir una
nueva ruta para interferir con el proceso
de formacion de virus. Finalmente, se dis-
cute como las simulaciones de Dinamica
Molecular (DM) pueden emplearse como
una potente herramienta computacional
para caracterizar las interacciones entre
las proteinas de la capside de virus espe-
cificos, como el Virus de Papiloma Huma-
no (VPH). A través del andlisis de estas
simulaciones, se podria obtener informa-
cién sobre los mecanismos de ensamblaje
y desensamblaje de la capside, fundamen-
tales para una mejor comprension de los
virus y el desarrollo de novedosas estrate-
gias antivirales.

Keywords: viral capsids, self-assembly,
physical virology, Molecular Dynamics

Palabras clave: capsides virales, au-
toensamblaje, virologia fisica, Dinamica
Molecular

Introduccion

¢Por qué son importantes los virus?

Los virus, entidades biolégicas nanométri-
cas que no poseen vida auténoma y requie-
ren de una célula para replicarse, han sido
objeto de intensa investigacion debido a sus
variadas aplicaciones en campos cientificos
que abarcan desde la biologia y la biotec-
nologia hasta la medicina, y mas reciente-
mente, en ciencias basicas como la quimica
y la fisica (Dimitrov, 2004; Shirbaghaee y
Bolhassani, 2016; Buzon et al., 2020).

Estos agentes invasores han estado pre-
sentes a lo largo de la historia de la huma-
nidad, y las consecuencias de su interac-

cion con bacterias, animales y humanos
han marcado grandes acontecimientos
historicos, como las pandemias, que en
diversas ocasiones han marcado el rum-
bo de la sociedad en el mundo entero. La
pandemia de la gripe espafiola, que co-
menzo6 en 1918 debido al virus de la gripe
A del tipo HIN1, se destaca como una de
las mas mortiferas de la historia (Smith,
1963). Mas recientemente, la pandemia
desencadenada por el virus SARS-CoV-2
en 2019 afect6 a millones de personas en
todo el mundo en muiltiples aspectos. Es-
tos eventos, entre muchos otros, subrayan
la importancia de comprender a fondo
qué son y como funcionan los virus con el
fin de idear estrategias innovadoras para
prevenir y tratar enfermedades virales,
e.g., a través de la creacién de particulas
similares a virus con el propésito de de-
sarrollar vacunas y sistemas controlados
de liberacién de farmacos (Mejia-Méndez
et al., 2022); o impidiendo directamente la
replicacion de los virus en el organismo al
interferir con alguno de los pasos en su ci-
clo de replicacion.

Los virus, sus componentes

y el ciclo de replicacion

Un virus, en su forma mas simple, se com-
pone de una cadena de material genético,
que puede ser ADN o ARN, y una capside
proteica (Mateu M. G., 2013) formada tipi-
camente por multiples copias de un tipo, o
unos pocos tipos, de proteinas organizadas
alrededor del acido nucléico.! El conjunto
formado por los acidos nucleicos y la cap-
side recibe el nombre de nucleocapside.
En algunos casos, los virus estan recu-
biertos adicionalmente de una envoltura
membranosa, que se adquiere al salir de

! Estas proteinas reciben el nombre de subunidades proteicas y, junto con el genoma viral, se replican

utilizando la maquinaria biolégica de la célula infectada, también llamada célula huésped.
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(i) adsorcion (iii) desensamblaje
(i1) penetracion \/

(iv) replicacion

(v) ensamblaje

I~

(vi) maduracion l

(vii) liberacion

Figura 1: Representacion esquemdtica del ciclo de replicacion de un virus.
Los pasos clave de este proceso incluyen la union del virus a la célula huésped, la entrada
del genoma viral (ADN o ARN), la sintesis de proteinas virales, el ensamblaje
de la nucleocdpside y la liberacién de nuevas particulas virales.
Tlustracion generada con GIMP, GNU Image Manipulation Program, un software de cédigo abierto.

la célula huésped y, por lo tanto, esta com-
puesta de los mismos ingredientes que los
de la membrana celular. Es decir, los virus
envueltos (recubiertos con una envoltura
membranosa) estan rodeados de una bica-
pa lipidica que les brinda proteccion y en
algunos casos también de unas proteinas
accesorias que les facilita la entrada a una
célula susceptible.

Uno de los aspectos mas sorprendentes de
los virus es que, a pesar de su aparente
sencillez biolégica, tienen una alta capaci-
dad para replicarse de un modo muy efi-
ciente en una amplia variedad de células
(Dimitrov, 2004). Las células infectadas
son utilizadas como fabricas de proteinas
y acidos nucleicos para la nueva progenie
viral. Desde la perspectiva de la virologia
fisica, el proceso de replicacion viral obe-
dece a una serie de mecanismos en mu-
chos casos espontaneos (Luque y Reguera,

2013) que son capaces de generar mul-
tiples copias de un virus, preservando y
protegiendo la integridad del material ge-
nético, especialmente frente a condiciones
ambientales extremas como variaciones de
presion, fuerza ionica y temperatura.

La replicacion de los virus difiere entre es-
pecies y categorias de virus. Sin embargo,
el ciclo de replicacion viral, esquematizado
en la Figura 1, puede categorizarse gene-
ralmente en siete etapas® (i) adsorcion,
(ii) penetracion, (iii) desensamblaje, (iv)
replicacion, (v) ensamblaje, (vi) madura-
cion y (vii) liberacion.

Durante las diferentes etapas de la infec-
cion, la capside viral puede sufrir cambios
drasticos en las condiciones ambientales
de presién, fuerza idnica, temperatura y
niveles de pH que difieren notablemente
de las condiciones de ensamblaje, y que

2 Es importante mencionar que no todos los virus siguen todas las etapas. Por ejemplo, los virus que

infectan bacterias generalmente no se desensamblan ni penetran en la célula huésped, sino que inyectan

el material genético a través de su membrana, permaneciendo en el exterior.
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hacen que pase de estados de alta esta-
bilidad, en los que la capside representa
una coraza que protege el genoma, a esta-
dos inestables, que permiten la liberacion
del material genético en la célula huésped
(Mateu M. G., 2013). Es evidente enton-
ces que las capsides desempenan un papel
esencial en el ciclo de replicacion viral y
por eso el estudio de su formacién y pro-
piedades es tan relevante.

Autoensamblaje de Cdpsides Virales

En condiciones adecuadas, la capside de
un virus puede ensamblarse de tres ma-
neras distintas: (i) exclusivamente con
subunidades proteicas, (ii) en combina-
cion con el material genético, o (iii) con
proteinas de andamiaje. En todos los ca-
sos, el ensamblaje sigue ciertos patrones
generales que han sido identificados para
ser modelados usando ideas de la fisica
estadistica (Zandi et al., 2006; Luque y
Reguera, 2013; Aznar y Reguera, 2016).
Por ejemplo, el ensamblaje de numero-
sos virus de forma esférica como el Virus
del Papiloma Humano (VPH), ocurre de
forma espontanea sin ayuda de agentes
externos, guiandose por la minimizacion
de la energia libre asociada a las interac-
ciones entre las subunidades proteicas
(Luque y Reguera, 2013).

La estructura supramolecular resultan-
te de ésta capside tiene una arquitectura
especifica, en la mayoria de los casos es-
férica con simetria icosaédrica, en don-
de la precision en la estructura y en las
propiedades mecanicas, e.g., elasticidad,
dureza, fatiga del material y resistencia
al estrés osmotico, son esenciales para
garantizar que el material genético se
mantenga en condiciones éptimas mien-
tras el virus flota sin rumbo hasta encon-
trar un huésped susceptible.

De acuerdo con los registros histéricos
(Smith, 1963), en 1955, el autoensambla-
je viral se replicé por primera vez in vitro
para el Virus del Mosaico de Tabaco (VMT)
(un virus helicoidal con forma de bastén)
a partir de su genoma purificado y las
subunidades proteicas. Posteriormente,
en 1967, se informé sobre el primer en-
samblaje in vitro de un virus icosaédrico,
el Virus del Moteado Clorético del Caupi
(VMCC). Estos experimentos demostra-
ron que se podian estudiar procesos vira-
les complejos en condiciones artificiales
controladas, pero similares a las fisiologi-
cas, abriendo nuevas posibilidades para
estudiar los mecanismos de autoensam-
blaje desde una perspectiva fisicoquimica.
Lo que resulta atin mas sorprendente es
que en las condiciones adecuadas, y para
ciertos virus, las subunidades proteicas se
agregan espontaneamente incluso en au-
sencia de material genético para producir
capsides vacias que pueden ser de tama-
fios distintos a los del virus nativo.

El principal objetivo de este articulo es
brindar una revision a los fundamentos
fisicos esenciales para estudiar el Autoen-
samblaje de Capsides Virales (AECV)
esféricas mediante modelos teéricos y si-
mulaciones computacionales de Dinamica
Molecular (DM). Por un lado, los modelos
tedricos describen, en términos de mag-
nitudes experimentalmente medibles, la
formacién de una capside a partir de su-
bunidades proteicas individuales. Por otro
lado, la implementacién de simulaciones
de DM permiten estimar el valor de los
principales ingredientes del modelo tedrico
para virus reales, abriendo la puerta a ha-
cer predicciones del ritmo y las condicio-
nes a las cuales se forman. Estos esfuerzos
conjuntos tienen como objetivo arrojar luz
sobre los aspectos menos comprendidos del
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AECV y asi brindar informaciéon valiosa a
la comunidad cientifica, particularmente
en el campo de la biotecnologia, la salud
publica y el desarrollo de antivirales.

En la siguiente seccion se exponen los méto-
dos y resultados de la Teoria Clasica de Nu-
cleacion (TCN) de capsides virales, que ofre-
ce predicciones del mecanismo y del ritmo
al cual se ensamblan las capsides esféricas,
asumiendo que el radio es constante. Ade-
mas, se discute la influencia de la energia
de flexién en el AECV y sus consecuencias
en el proceso de formacion de las capsides.

Teoria de Autoensamblaje

de Capsides Virales

Teoria Cldsica de Nucleacion

de Cdpsides Virales

La formacion de la capside ocurre median-
te un proceso de nucleacion (Zandi et al.,
2006), en el cual el efecto de competicion
entre la energia que favorece la union de
las proteinas y el coste energético asociado
a la tension lineal en el borde de la cap-
side genera una barrera de energia, AG*,

l(n,8)

que debe superarse para conseguir espon-
taneamente el autoensamblaje de una
capside cerrada (ver Figura 2). En las con-
diciones ambientales adecuadas, es decir,
concentraciones apropiadas de subunida-
des libres y factores como la salinidad, pH
y temperatura, las fluctuaciones térmicas
inducen la formacién de pequenos agre-
gados de proteinas. Estas capsides par-
cialmente formadas son energéticamente
desfavorables y tienden a disolverse es-
pontaneamente a menos que alcancen un
tamarnio critico, n*. Mas alla de este tama-
o, la adicion progresiva de subunidades,
que podrian ser, dependiendo del virus,
proteinas de capside individuales, dime-
ros, trimeros, pentameros o hexameros, es
favorable y la capside crece hasta cerrar-
se. En la Figura 2, se ilustra y describe en
términos simples, el AECV.

En la descripcion estandar de la TCN
para modelar el AECV se asume que la
capside se forma y crece a radio constante.
En este contexto, la energia libre de Gibbs
de formacion de una capside parcial que

Hoer

R

Figura 2: Representacion esquemdtica del AECV. El proceso de autoensamblaje se despliega
de izquierda a derecha: Inicialmente, las subunidades libres, previamente dispersas en la solucion,
comienzan a asociarse por fluctuaciones térmicas formando pequerios agregados que actiian como
embrion de la capside. Estas cdpsides parciales pueden crecer o decrecer en tamario
y se caracterizan por tener un borde expuesto de longitud l(n), cuya magnitud depende del niimero
de subunidades instantdneas, n. Cuando la cdpside en formacion supera un tamario critico n’*
su crecimiento es favorable y al culminar, la cdpside completa consta de n.,, subunidades, siendo
n.g-el niimero de agregacion. Durante todo el proceso, los agregados intermedios presentan
un radio R, el cual, en el tratamiento cldsico, se asume como constante.
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contiene n subunidades, se puede formu-
lar como sigue (Zandi et al., 2006):

AG(n) =ndu + 13 l(n) = ndu+1 ’n(nugr—n),
(1)

en donde n es el niimero instantdneo de su-
bunidades,Au la diferencia de potencial qui-
mico?, [(n) la longitud del borde de una cap-
side parcial (ver Figura2)y A =4 nR t;/n,,,
la constante de energia de borde que de-
pende de la tension lineal 7;. Esta dltima
cantidad puede estimarse en términos de
la energia de enlace efectiva entre subuni-
dades, i.e., Ag (un parametro que se pue-
de evaluar experimentalmente y a través
de simulaciones computacionales como se
muestra mas adelante)!. La energia libre
del sistema se compone de un primer tér-
mino que impulsa el autoensamblaje, n Ay,
y un segundo término que representa una
penalizacion a la energia asociada al borde
delacapside,; I(n). La competicion de estas
dos contribuciones opuestas da lugar a la
barrera de energia, AG* que ha de superar-
se para formar una capside. Para calcular
la altura de esta barrera AG* es necesario
localizar el punto en el que AG(n) es maxi-
ma, es decir, el tamario critico del niicleo,
n*. A tal efecto, resulta conveniente intro-
ducir la supersaturacion I' definida como:
I'=-Au/A. Al establecer que (%Q)H_HEO
y resolver para n* se encuentra el tamafo
minimo o critico que una capside parcial
ha de alcanzar por fluctuaciones térmicas

para poder comenzar a crecer de manera
espontanea. Haciendo uso de este procedi-
miento se obtiene que (Zandi et al., 2006)

n
n*=

agr ( 1 _ F )
2 v+ 1) (2
Al sustituir este resultado en la Ec. (1), se
encuentra la altura de la barrera de ener-
gia, a saber,

Para n<n*, la energia libre crece a medida
que mas subunidades se unen al agrega-
do (dAG(n) /on>0), lo que implica que los
intermediarios de tamafio I<n< n*" tien-
den a disolverse espontaneamente en su-
bunidades libres. En contraste, los agre-
gados con n>n* tendran una reduccién
de energia libre cuando se anadan mas
subunidades (JAG(n) /dn<0) y tenderan a
crecer espontaneamente hasta completar
la capside con n,, subunidades.

La importancia de la barrera de nuclea-
cion AG* es que es el factor determinante
en el ritmo de formacion de capsides o/, i.e.
el namero de capsides que se forman por
unidad de volumen y tiempo, que como en
cualquier otro proceso activado va como
J ~exp(-BAG*) (Vehkamaiki, 2006). Las
Ecs. (2) y (3) predicen que tanto el tama-
no critico como la altura de la barrera,

3 Fisicamente, la diferencia de potencial quimico indica el cambio de energia asociado con la adicién de

una molécula o particula a un sistema mientras se mantiene constante la temperatura, la presion y el

numero total de particulas. En el contexto de la TCN de capsides virales, A indica la diferencia entre la

energia de una subunidad libre en la solucién o formando parte de una capside. En sintesis, si la diferen-

cia de potencial quimico es menor a cero, las subunidades “prefieren” formar parte de una agregado en

vez de mantenerse libres en solucién.

4 La diferencia de potencial quimico depende de la concentracion de subunidades proteicas en la solucion

de autoensamblaje y la energia de enlace efectiva entre subunidades de factores como la salinidad y pH.
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exhiben un decaimiento monétono al in-
crementar la supersaturacion, I, tal como
se observa en las lineas discontinuas de la
Fig. 3, indicando que la formacion de cap-
sides es mas rapida y favorable (Luque y
Reguera, 2013).

Influencia de la energia

de flexion en el AECV

Como se dijo anteriormente, la descrip-
cion continua del AECV que formula la
TCN asume que la capside se forma a
radio constante. Sin embargo, debido a
la curvatura natural que adquiere la cap-
side, y a la existencia de un angulo pre-
ferido de interaccion entre las piezas de
ensamblaje, la acumulacién de energia
elastica debe ser también considerada en
la formulacién de la energia libre, AG, con
el objetivo de capturar los mecanismos de
AECV de manera mas adecuada. La pe-
nalizacion por efectos de curvatura puede
incluirse directamente en la energia libre
de autoensamblaje, Ec. (1), como un tér-
mino adicional , G,,, i.e.,

AG= n Au+Al(n,R)+G,,, (4)
siendo G, = Gpigno + G ¥ U(n,R) la lon-
gitud del borde de la capside, ahora en
términos del nimero instantaneo de su-
bunidades, n, y el radio instantdneo de
curvatura, R. La contribucion elastica G,,
est4 asociada tanto a la compresion en el
plano, G, como a la energia de flexién,
G..- Esta contribucion elastica puede lle-
gar a generar un mecanismo de autoen-
samblaje autolimitante que conlleva la
formacion de capsides parciales abiertas
atrapadas en un tamafo finito y que no
pueden cerrarse (Hagan M. y Grason G.,
2021). También puede alterar cual es la
forma preferida por la capside, llegando
a generar estructuras cilindricas o tiras

curvadas en vez de capsides esféricas, que
comprometerian la viabilidad del virus
(Mendoza y Reguera, 2020).

Este articulo se enfoca en analizar la in-
fluencia de la energia de flexion, Gy, en el
AECV en el limite en el que la energia de
compresion en el plano puede ser ignorada.

La forma mas simple de modelar esta con-
tribucion es introduciendo una energia de
flexion similar a la de una membrana (Ha-
gan M. y Grason G., 2021)

e (1 1
Gflex — gf!) (E - R_T) 2 dA, (5)

en donde x es el mddulo de flexion, R el
radio de curvatura preferencial (asociado
al angulo de interaccion preferido entre
las subunidades de la capside) con un
niimero de agregacion preferencial nyy €2
la superficie de la capside en formacion,
la cual se asume como un casquete esfé-
rico de radio uniforme R. Incorporando la
energia de flexion en la Ec. (4), y escribien-
do la longitud de borde en términos de n y
R, finalmente se encuentra que la energia
de formacion toma la siguiente forma:

f, (E-1)-r]+ [, (1 —%__)]Anr.

(6)

AG(n,R) = {nr

en donde se ha definido la constante de
flexion, f.=2m k/An;, y las cantidades
n, =n/nyy R.=R/R;. Debido a que ahora
la energia libre de autoensamblaje tiene dos
grados de libertad, el nicleo critico tendra
dos componentes, i.e., (n*, R*), que corres-
ponden al tamano y el radio criticos, y que
se calculan haciendo que las primeras deri-
vadas de AG, respecto a n y a R, sean cero.
Este procedimiento da como resultado:
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— (—1+4fr[l'+ fir ((—4frI'-3)] n

n *

8¢(fr=I)* y
I CR/-I)-C
R»= 8f(fr—T) T (7)

en donde ( EJ}+8fr[2fr(f+F-’)—F]_
Mas aun, al sustituir estas coordenadas
criticas en la Ec. (6) se obtiene la altura
de la barrera de energia para este caso
de AECV con energia de flexion. En la
Figura 3, se muestra el comportamiento
de AG* y n* en funcion de I" para dife-
rentes valores de f,, ambos en su forma
escalada. De estos graficos se puede con-
cluir que el efecto de competicion entre la
energia caracteristica de borde A4 y la de
flexion x, representada por el parametro
adimensional f,, disminuye la altura de la
barrera de energia y el tamaiio critico del
nucleo. Mientras mas rigida sea la capsi-
de (mientras mayor sea f,) mas dificil es
para un agregado intermedio desviarse
de la curvatura preferencial R;. En el li-
mite cuando f,—«, domina la energia de
flexion que penaliza cualquier desviacion
de la curvatura respecto al radio prefe-

1.0

0.20t
0.0

0.2

0.4 0.6

r

0.8

rencial R, y se recuperan los resultados
del modelo clasico de AECYV, i.e., aquellos
descritos por las Ecs. (2) y (3).

Como el ritmo de nucleacién depende
de manera exponencial con la altura de
la barrera, J ~exp(-BAG*) (Vehkamaiki,
2006), esto se traduce en que el ritmo al
que se ensamblan los capsides aumenta,
en comparacion con el modelo que se des-
cribe con la Ec. (1), si la energia de flexion
es considerada. El mecanismo fisico que
explica este fenomeno es el siguiente. Si
el coste de flexion es pequefio comparado
con la energia de borde, una capside par-
cialmente formada con un nimero dado
de subunidades puede reducir su energia
de borde disminuyendo ligeramente el
radio a costa de una pequena penaliza-
cion en energia de flexion. La principal
consecuencia de este mecanismo es que
conduce al cierre prematuro de la capside
con un radio de cierre, R, y nimero de
subunidades n,mas pequeno que los valo-
res optimos R,y n, (Hagan M. y Grason
G., 2021). Se pueden calcular matemati-
camente estos valores de cierre a partir

0.45¢
0.40¢

. 0.35
£ 0.30}
< 0.25

0.20¢
0.15

0.10
0.0

0.2 0.4

I

0.6 0.8 1.0

Figura 3: Altura de la barrera de energia (panel izquierdo) y el tamario critico (panel derecho),

ambos en su forma escalada, en funcién de
de la constante de flexion, f,. En ambos casos,

la supersaturacion, I, para distintos valores
se observa la aproximacion al resultado cldsico

de las Ecs. (2) y (3) en el limite f <. Las dos grdficas se generaron con los siguientes valores
de la constante de flexion: f,= 0.5 (linea azul) ,f,= 1.0 (linea amarilla), f,= 2.0 (linea verde),
f. = 56.0 (linea naranja) y f. = 10.0 (linea morada,).
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de la trayectoria de minima energia en
el paisaje de energia determinado por
(R,n), obteniendo

8 2

ne = Gy Re = e
Es importante mencionar que tanto n,
como R, dependen tunicamente de f,, es
decir, el efecto de competicion entre la
penalizacion energética del borde y de
las desviaciones de curvatura preferen-
cial. Por ejemplo, para una capside T=4,
cuyo numero de agregacion preferencial
es n=120, y que tiene asignados los valo-
resAg=-15k T,Au=-1.0k Ty k=100 k
T, se encuentra que I'=2.78 y f,=7.30. En
estas condiciones, el nimero de cierre y
el radio de cierre resultan ser n.=0.62 n,
y R=0.79 R;, respectivamente. En otras
palabras, la inclusiéon de la energia de
flexion en estas condiciones hace que la
capside se cierre cuando tiene aproxima-
damente un 60% de las subunidades de la
capside nativa, en este caso, alrededor de
72 subunidades. En estas circunstancias,
el radio de la capside comprimida es apro-
ximadamente un 20% menor que el radio
preferencial de la capside.

8)

Los dos modelos de autoensamblaje pre-
sentados en esta seccién (véase las Ecs.
(1) y (6)) dependen de parametros fisicos
y quimicos del entorno en donde se reali-
za el autoensamblaje. Estos parametros
son esencialmente: (i) la energia de enlace
efectiva Ag, (ii) la diferencia de potencial
quimico, Au, (iii) el médulo de flexion, ¥ y
el radio de curvatura preferido R,. La di-

ferencia de potencial quimico esta direc-
tamente relacionada con la concentracion
de subunidades libres en la solucion de
autoensamblaje, de manera que se puede
controlar experimental y computacional-
mente. Pero la energia de enlace efectiva,
el médulo de flexion y el radio preferencial
son datos que deben extraerse de resul-
tados experimentales y computacionales
(Buzon et al., 2020). No obstante, deter-
minar estas cantidades es complicado y
actualmente no se cuenta con una esti-
macion precisa de estos elementos para
virus concretos. En la siguiente seccion,
se explica como la simulaciéon atomistica
mediante DM puede utilizarse para deter-
minar estos ingredientes de la interacciéon
efectiva entre capsémeros®.

Dinamica Molecular para determinar
las interacciones efectivas

que controlan el Autoensamblaje

de Capsides Virales

La DM es una técnica computacional que
permite reproducir la evolucién en el tiem-
po de un sistema fisico compuesto por una
gran cantidad de particulas. En esta téc-
nica se resuelven de manera numérica las
ecuaciones de movimiento de Newton para
un sistema compuesto por muchas parti-
culas que interactian entre si. Para resol-
ver estas ecuaciones es necesario utilizar
un algoritmo de integracion e introducir
campos de fuerza que describan la forma
en como interactian estas particulas.

Con esta herramienta es posible determi-
nar el comportamiento dinamico de siste-
mas moleculares con un alto nivel de preci-

5 Los capsémeros son las unidades morfologicas observables en una capside, es decir, los bloques de

construccién compuestos de una o mas subunidades proteicas. Por ejemplo, la capside del VPH se

autoensambla a partir de capsémeros compuestos por cinco subunidades proteicas. Es decir, los capsé-

meros del VPH son pentameros.
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sion, ademas de ser muy util para explorar
condiciones experimentales que pueden
ser dificiles de replicar en el laboratorio.
Esto permite realizar experimentos vir-
tuales in silico, lo que acelera el proceso
de investigacion y puede guiar la planifica-
cion de experimentos reales.

La precision y el detalle a nivel atémico que
ofrecen estas simulaciones es vital para la
comprension de las distintas etapas del ci-
clo de replicacion de los virus. Sin embargo,
estos calculos generan una gran demanda
computacional que aumenta significativa-
mente con el namero de particulas en el
sistema, con la complejidad de las interac-
ciones modeladas y con la escala de tiempo
del proceso que se quiere estudiar. Es por
ello que las simulaciones atomisticas del
proceso de ensamblaje, en el que estan in-
volucradas millones de atomos inmersos en
un entorno acuoso y que requiere alcanzar
escalas de tiempo que pueden llegar a ser
de minutos u horas, siguen siendo inacce-
sibles incluso para los virus mas pequenos.

Una alternativa a los modelos atomis-
ticos, son los Modelos de Grano Grueso
(MGG). Estos modelos reducen la comple-

jidad de las interacciones moleculares al
agrupar atomos y moléculas en unidades
estructurales efectivas que interactian a
través de potenciales relativamente sim-
ples. Con esto se consigue reducir signifi-
cativamente el nimero de particulas del
sistema, los grados de libertad e ignorar
los detalles atomisticos que suelen ser in-
necesarios para modelar las propiedades
macroscopicas mas relevantes. En conse-
cuencia, estos modelos son simples, com-
putacionalmente eficientes y ofrecen una
valiosa comprension de los mecanismos
fisicos basicos, a menudo dificiles de ob-
tener mediante otros métodos.

Las simulaciones basadas en los MGG se
pueden realizar a diferentes niveles de re-
solucion (Luque y Reguera, 2013). Existen
los modelos a base de residuos (ver Figura
4), en donde los aminoacidos de la estructu-
ra proteica, son reemplazados por unidades
efectivas de interaccion. Este enfoque per-
mite reducir la complejidad de las protei-
nas mientras se conservan las caracteristi-
cas estructurales y funcionales clave.

Otro nivel de resolucion son los MGG de
baja granularidad (ver Figura 5). En estos

b)

Figura 4: Representacion esquemdtica de un MGG a base de residuos, aplicado a un capsémero
del Virus de Papiloma Humano tipo 16 (VPH-16). a) En el panel izquierdo, se aprecia
la representacion atomistica de las proteinas que conforman el capsémero, tomada del Protein
Data Bank (cédigo: 7kzf). b) En el panel derecho, se muestra el MGG, donde cada uno de los
aminodcidos que componen a la proteina se reemplaza por una unidad efectiva de interaccion.
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modelos, las proteinas y/o capsémeros se
representan como particulas individuales
o agregados de particulas y se simula su
interaccion y difusién en funcién de poten-
ciales simplificados. Son ttiles para estu-
diar c6mo las proteinas virales se encuen-
tran y se unen durante el proceso de AECV
y pueden capturar las caracteristicas esen-
ciales sin la necesidad de simular cada ato-
mo individualmente, permitiendo estudiar
el proceso de ensamble en escalas de tiem-
po mas grandes y realistas. Sin embargo,
se pueden utilizar simulaciones atomisti-
cas de DM para determinar los ingredien-
tes esenciales que aparecen en la descrip-
cion tedrica del AECV y en los modelos de
grano grueso. Por ejemplo, mediante DM
es posible reconstruir los Potenciales de
Fuerza Media (PMF) entre las subunida-
des estructurales que forman la capside, y
a partir de él, extraer la energia de enlace
efectiva entre capsémeros, a saber Ag, uno
de los parametros clave en el AECV.

Figura 5: Representacion esquemdtica de un
MGG de baja granularidad, aplicado a la cdpside
del VPH-16. a) En el panel izquierdo, se aprecia la

superficie de la cdpside real del VPH-16, tomada
del Virus Particle Explorer. b) En el panel derecho,
cada capsomero del VPH-16 es reemplazado por
una unidad efectiva de grano grueso. Imagen
adaptada de Aznar y Reguera, 2016.

De manera similar, se pueden implemen-
tar simulaciones para evaluar cual es el
angulo de interaccion preferido entre subu-

nidades y cudl es el coste de flexion reque-
rido para desviarlas de este angulo. Estas
propiedades son de gran interés para la co-
munidad cientifica debido a su importan-
cia en la formacion de capsides virales y no
son faciles de obtener experimentalmente.
En nuestro grupo de trabajo se estan de-
sarrollando métodos que combinan simu-
laciones atomisticas para determinar estos
ingredientes de la interaccion con modelos
de grano grueso para simular el proceso de
autoensamblaje a escalas de tiempo gran-
de. Con ello se pretende obtener una mejor
comprensién del AECV, estudiando como
caso particular, el VPH-16.

Conclusiones

Usando las herramientas de la TCN, el
fenémeno de AECV puede ser concebido
como una transicion de fase de primer or-
den entre el estado de las proteinas libres
en solucion y el estado agregado donde for-
man parte de la capside. Las cantidades
clave para describir este fenémeno son el
trabajo de formacién de un agregado con
n subunidades, Ec. (1), el tamafio critico
del ntcleo, Ec. (2) y la altura de la barrera
energética, Ec. (3), que se ha de superar
para formarlos. En términos simples, la
barrera de energia cumple varias funcio-
nes cruciales: (i) Previene la formacion de
capsides hasta que se haya alcanzado una
concentracion suficiente de proteinas (ii)
Evita la formacion de agregados interme-
dios (energéticamente desfavorables) que
podrian consumir todas las subunidades
proteicas y conducir al arresto cinético o
presentar malformaciones que no cum-
plen con los requisitos del virus para em-
pacar el material genético. (iii) Impide la
disoluciéon de una capside completamente
formada, dado que la barrera que dificulta
su formacion espontanea también previe-
ne su desensamblaje.
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Los efectos fisicos mas importantes que se
observan debido a la inclusién de la ener-
gia de flexion son la reduccion del tamario
del nicleo critico y de la altura de la barre-
ra de energia que requiere su formacion
(véase la Figura 3). Esto se debe a la com-
peticion efectiva entre las penalizaciones
energéticas de borde y flexion, que hace
que la capside se cierre a un tamano mas
pequeiio que el 6ptimo. El tamafio sub6p-
timo de la capside se puede determinar
usando la Ec. (8). Como consecuencia,
seria potencialmente posible fomentar la
formacion de capsides de tamarios sub6p-
timos que podrian impedir o interferir con
la correcta replicacion de virus especificos.
Esto podria resultar especialmente util
para disenar experimentos en condiciones
que impidan la formacion de virus o ga-
ranticen la produccion eficiente de capsi-
des en escalas de tiempo razonables para
distintas aplicaciones nanotecnolégicas.

Las simulaciones por computadora consti-
tuyen una herramienta muy valiosa para
determinar los parametros fisicos que
aparecen en la teoria de AECV y poder
predecir las condiciones y la cinética del
ensamblaje de virus especificos. En par-
ticular, las simulaciones de DM son una
pieza fundamental para el avance de la
virologia. Permiten modelar virus en am-
bientes extracelulares y simular procesos
activos de su ciclo de replicacion. Ademas,
estas simulaciones ofrecen perspectivas
para la planificacion de experimentos rea-
les y contribuyen en la caracterizacion de
los virus. Gracias a la creciente disponibi-
lidad de datos experimentales y el poder
de computacion, las simulaciones de DM
ofrecen un conocimiento mas profundo de
los mecanismos fisicos que controlan el
funcionamiento de los virus y permiten

desarrollar estrategias para combatirlos.
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