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Resumen
Laboratorio de Computación Cient́ıfica y Aplicada - Facultad Politécnica

por Victor Manuel Mart́ınez Chamorro

Durante la replicación, las moléculas de DNA sufren cambios topológicos que afectan
su superenrrollamiento, encadenamiento y anudamiento. Con el fin de entender mejor
la función de las enzimas que controlan la topoloǵıa del DNA durante la replicación, se
utilizó un abordaje multidiciplinario con técnicas de bioloǵıa molecular y simulaciones
computacionales para examinar un plásmido bacteriano con sus horquillas replicativas
detenidas tras haber replicado el 60% de la molécula. El DNA se aisló y se trató in

vitro con dos enzimas topoisomerasas de tipo II: topoisomerasa IV (Topo IV) y DNA
girasa. El efecto de estas enzimas sobre la topoloǵıa de los intermediarios de replicación
(RIs) en presencia o ausencia de un agente intercalante se analizó mediante electroforésis
bidimensional en geles de agarosa. Se realizaron simulaciones computacionales basadas
en el método de Metropolis Monte Carlo (MC) con el fin de predecir la estabilidad
termodinámica de estas moléculas, donde la enerǵıa elástica está dada por potenciales
cuadráticos dependientes del desplazamiento angular de torsión y de doblado. Los resul-
tados de las simulaciones incluyen la curva de enerǵıa potencial en función del ı́ndice de
ligamiento para determinar la enerǵıa potencial que puede ser almacenada en la región
no replicada y la curva de enerǵıa potencial en función de el número de encadenami-
ento para obtener la enerǵıa que puede ser almacenada en la región ya replicada. Una
vez obtenidas las curvas de enerǵıa para superenrollamiento y encadenamiento se pudo
estimar la conformación más estable para un RI bajo los efectos de ambos fenómenos
topológicos. El método desarrollado en la presente tesis podŕıa ser útil para interpretar
las señales observadas en geles bidimensionales de agarosa.
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3.1.4 Simulación de moléculas de DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46

4 Materiales y métodos 47
4.1 Parte experimental . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47

4.1.1 Estirpes bacterianas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
4.1.2 Plásmidos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
4.1.3 Condiciones de cultivo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
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Caṕıtulo 1

Introducción

1.1 Definición del problema

Uno de los principales problemas que dificultan el estudio de la topoloǵıa del DNA du-
rante la replicación es que in vivo existe un complejo protéico denominado replisoma
que se encuentra unido a cada intermediario de replicación. En teoŕıa este replisoma
impediŕıa que el DNA pueda girar libremente en las horquillas de replicación, lo que
dificultaŕıa la difusión del superenrollamiento a través de las mismas [1]. Sin embargo al
aislar moléculas de DNA parcialmente replicadas ( intermediarios de replicación, RIs)y
eliminar todas las protéınas unidas a las mismas para su análisis por electroforesis o mi-
croscoṕıa electrónica, desaparecen las restricciones topológicas impuestas por la unión
del replisoma [1]. La eliminación del replisoma permitiŕıa que, debido a la tensión
acumulada, el DNA gire libremente en las horquillas de replicación y el superenrollami-
ento de la región no replicada podŕıa migrar a la región ya replicada, dando lugar a la
formación de pre-encadenados. En estas condiciones in vitro, la topoloǵıa de los RIs
cambia significativamente y no representa la que teńıa in vivo. Se ha observado que
en los intermediarios de replicación examinados in vitro, el sentido de los cruces del
superenrollamiento de la región no replicada y del pre-encadenamiento de la ya repli-
cada es opuesto. En otras palabras, mientras que el superenrollamiento de la región no
replicada es dextrógiro (RH, lo que es caracteŕıstico del superenrollamiento negativo),
el entrelazado de las cromátidas hermanas en la región ya replicada es levógiro (LH, lo
cual es caracteŕıstico del superenrollamiento positivo) [2]. Pero se ignora si esta confor-
mación particular es exclusiva de las moléculas de DNA aisladas y examinadas in vitro
o también ocurre in vivo. Queda por resolver cómo se coordinan el superenrollamiento
y el pre-encadenamiento en un RI y qué papel juegan las topoisomerasas de tipo II en
la regulación de la topoloǵıa del DNA durante su replicación.
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Capitulo 1. Introducción 2

En esta obra se presenta un estudio sobre el rol de las dos topoisomerasas de tipo II de E.
coli en plásmidos bacterianos que contienen una horquilla de replicación detenida. Por
otro lado, se han simulado RIs para determinar la relación entre el superenrollamiento
de la región no replicada y el encadenamiento de la región ya replicada en condiciones
de equilibrio termodinámico.

1.2 Originalidad

El papel que cumplen las topoisomerasas en la regulación del superenrollamiento y el
encadenamiento que afecta a los plásmidos ha sido ampliamente estudiado, tanto ex-
perimentalmente como mediante simulaciones computacionales [3] [4]. Sin embargo,
sabemos poco acerca del rol que cumplen las topoisomerasas durante la replicación del
DNA plasmı́dico y en la bibliograf́ıa no existen precedentes en la simulación de inter-
mediarios de replicación. En esta obra se presentan los resultados experimentales y de
simulación computacional sobre el efecto que tienen las topoisomerasas en la regulación
de la topoloǵıa del DNA de los intermediarios de replicación.

1.3 Relevancia

La topoloǵıa del DNA afecta y a la vez se ve alterada por casi todos los procesos biológicos
en los que el DNA participa en una célula viva: replicación, transcripción, reparación
y recombinación. Las enzimas que se mueven a lo largo de una cadena de DNA, como
el DNA y RNA polimerasas, tienden a provocar la acumulación de superenrollamiento
por delante de su movimiento. Sin un mecanismo de control, esto haŕıa que el DNA
acumulase un exceso de tensión, lo cual seŕıa letal para las células. Las topoisomerasas
alivian el estrés torsional modificando la topoloǵıa del DNA por escisión y re-ligación de
las moléculas de DNA. Estas enzimas topoisomerasas son el blanco de un número impor-
tante de agentes antibacterianos como las quinolonas y aminocumarinas, actualmente
en uso cĺınico. Las topoisomerasas son también el blanco de varios de los fármacos más
utilizados contra el cáncer, entre los que se encuentran las camptotecinas, que impiden
el desenrrollamiento del DNA por la topoisomerasa I y se emplean en tumores malignos
que son resistentes a otras terapias. Casi todas las formas de cáncer que se consideran
curables mediante quimioterapia utilizan inhibidores espećıficos de la topoisomerasa II,
tales como los etopósidos, doxorrubicina, etc. En conjunto, estas observaciones refuerzan
el potencial de topoisomerasas como dianas terapeúticas. Sin embargo, el conocimiento
actual sobre la topoloǵıa del DNA y la manera en que las topoisomerasas regulan los
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cambios topológicos que tienen lugar durante la replicación, la transcripción, la repa-
ración y la recombinación sigue siendo muy limitado. En la presente obra se utilizó un
abordaje multidisciplinario, con técnicas de Bioloǵıa Celular y Molecular y Simulacio-
nes Matemáticas para investigar el mecanismo de la acción de las topoisomerasas y la
coordinación entre superenrollamiento y pre-encadenamiento durante la proloferación
celular. Estamos convencidos de que la comprensión de estos procesos es fundamen-
tal a la hora de desarrollar nuevos antibióticos y drogas anticanceŕıgenas basadas en
inhibidores espećıficos de topoisomerasas.

1.4 Estructura de la obra

En los siguientes caṕıtulos de esta obra se presentan: en el segundo caṕıtulo una intro-
dución referente tanto a la parte biológica como al abordaje matemático de los temas
estudiados; en el tercer caṕıtulo se describen los métodos computacionales utilizados
para la simulación de los fenómenos topológicos de interés; en el cuarto caṕıtulo se de-
tallan los materiales y métodos utilizados para obtener los resultados experimentales y
el procedimiento estad́ıstico para el análisis de los resultados de simulación; en el quinto
caṕıtulo se presentan los resultados experimentales y de simulación computacional; en
el sexto caṕıtulo se hace una breve discusión de los resuldos obtenidos y en el séptimo
caṕıtulo se enumeran conclusiones. En el anexo se encuentran los algoritmos utiliza-
dos para realizar las simulaciones aśı como los resumenes de trabajos presentados en
congresos internacionales.

1.5 Objetivos de la tesis

Durante la replicación del DNA, la apertura de la doble hélice por la DNA helicasa tiende
a provocar la acumulación de estrés torsional por delante de la horquilla replicativa. Sin
un mecanismo de control, este exceso de tensión impediŕıa el avance de la horquilla de
replicación. Este desbalance energético entre las regiones no replicada y ya replicada de
un RI provoca un intercambio de enerǵıa entre ambas regiones y, por ende, un cambio
en el superenrollamiento y pre-encadenamiento. En el presente trabajo nos propusimos
comprender mejor la coordinación entre superenrollamiento y pre-encadenamiento du-
rante la replicación del DNA mediante el estudio de las propiedades termodinámicas de
las regiones no replicada y ya replicada de moléculas de DNA parcialmente replicadas.

Los objetivos concretos de este trabajo fueron:
1-Determinar el papel de las topoisomerasas de tipo II de E. coli sobre la topoloǵıa de
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los intermediarios de replicación en presencia o ausencia de cloroquina.
2-Estudiar el efecto de una inhibición espećıfica de la topoisomerasa IV sobre la topo-
loǵıa de los intermediarios de replicación.
3-Caracterizar la coordinación entre el superenrollamiento y el pre-encadenamiento du-
rante la replicación del DNA.
4-Estudiar la topoloǵıa de un intermediario de replicación mediate simulación computa-
cional.
5-Analizar el equilibrio termodinámico en los intermediarios de replicación mediante si-
mulación computacional.



Caṕıtulo 2

Marco biológico y matemático

2.1 Estructura de las moléculas de DNA

Según el modelo de Watson y Crick, el DNA (ácido desoxirribunocleico) es una doble
hélice constituida por dos cadenas de polinucleótidos complementarias y antiparalelas
[5] . En él, está contenida la información genética para el funcionamiento del organismo
al que pertenece. Se trata de un poĺımero compuesto por varias unidades más simples,
unidas entre śı, llamadas nucleótidos (éstos se representan con las letras A,T,G,C). Cada
nucleótido está constituido por un azúcar, llamado desoxirribosa, una base nitrogenada
(A,T,G,C, que brinda su identidad al nucleótido) y un grupo fosfáto que sirve para unir
un nucleótido con el siguiente. La doble hélice esta formada por dos polinucleótidos, que
están unidos entre śı por puentes de hidrogeno entre las bases nitrogenadas. Cada par
de bases se expresa con la unidad pb y la longitud de la cadena se mide en terminos del
número de pb. La doble hélice de DNA tiene un diámetro de entre 2.2 y 2.6 nm y hace
una revolución completa en torno a su eje imaginario cada 10.5 nucleótidos, teniendo ésta
una longitud de 3.4 nm [6]. La Figura 2.1 muestra una representación de un segmento
de una molécula de DNA .

2.2 DNA en células procariotas

Basándonos en la organización de las estructuras celulares, todas las células vivientes pu-
eden ser divididas en dos grandes grupos: Procariotas y Eucariotas. Animales, plantas,
hongos y protistas poseen todos células de tipo eucariota. Sólo las bacterias (eubacte-
rias y arqueobacterias) tienen células de tipo procariota. Se llama procariota las células
sin núcleo celular definido, es decir, cuyo material genético se encuentra disperso en
el citoplasma, reunido en una zona denominada nucleoide. Hay dos tipos de DNA en

5
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Figura 2.1: Doble hélice de DNA. Se presenta una ilustración esquemática donde
con los pares de bases nitrogenadas (A-T y C-G) en el centro de la estructura cuyos
bordes están constituidos por esqueletos de azúcar-fostáto. Imagen modificada tomada

de http://zlgc.seu.edu.cn/

las bacterias; el cromosómico y el plasmı́dico, este último formado por moléculas pe-
queñas y circulares de DNA extracromosómico que poseen mecanismos de replicación
independientes. La ventaja de poseer un plásmido es que puede contener genes de re-
sistencia a antibióticos, tolerancia a metales, tóxicos, śıntesis de enzimas, etc. En las
cepas bacterianas, inicialmente estudiadas, se encontró por microscoṕıa electrónica que
hab́ıa un único cromosoma covalentemente cerrado y circular (CCC) [6]. Los plásmidos
bacterianos también son moléculas circulares. Estudios posteriores demostraron que al-
gunas bacterias tienen múltiples cromosomas circulares y que muchas de ellas tienen
cromosomas y plásmidos lineales [6].

2.3 DNA en células eucariotas

En una célula eucariota el material genético suele estar encerrado en un órgano de la
célula llamado núcleo. Pueden contener varios cromosomas lineales, es decir, con los ex-
tremos libres. Las células eucariotas son más complejas que las procariotas, conteniendo
las primeras varios orgánulos especializados para cumplir alguna función vital para la
célula. Algunos orgánulos de las células eucariotas tambien tienen su propio DNA. Dos
ejemplos son las mitocondrias y los cloroplastos de las células vegetales, que poseen un
DNA circular covalentemente cerrado (CCC) [7].
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2.4 Topoloǵıa del DNA

La topoloǵıa es una rama de las matemáticas que estudia las propiedades de un cuerpo
que no vaŕıan cuando éste se deforma. El descubrimiento de la estructura en doble
hélice del DNA llevó inmediatamente a preguntarse cómo se produciŕıa la separación de
las hebras entrelazadas para permitir la replicación de la molécula y puso en evidencia
el hecho de que durante la replicación surgen problemas topológicos [8][9]. En 1965,
Vinograd y colaboradores observaron al microscopio electrónico que el DNA del virus
del polioma pod́ıa encontrarse tanto en forma lineal como circular y que estos últimos
pod́ıan presentar distintas formas (relajados o enrollados sobre śı mismos) [10]. A estas
moléculas con misma longitud y pero distinta forma, asociadas a la topoloǵıa del DNA
(de los CCCs más concretamente) se las denomina topoisómeros [10](Figura 2.2). Poste-
riormente esta observación se extendió a todas las moléculas de DNA circulares de doble
cadena [11]. La observación de que en todos los seres vivos el DNA está superenrollado,
junto con el descubrimiento de las enzimas1 encargadas de modificar la topoloǵıa in vivo
[12], sentaron las bases de una nueva disciplina dentro de la Bioloǵıa Molecular que se
denominó “Topoloǵıa del DNA” [13]. La topoloǵıa del DNA ejerce un papel regulador
sobre funciones celulares esenciales, como la replicación, transcripción, reparación y re-
combinación. La replicación es el fenómeno que provoca más cambios en la topoloǵıa de
las moléculas de DNA (Figura 2.3). Esto es debido a que la maquinaria encargada de
copiar el DNA abre la doble hélice, induciendo tensiones en toda la molécula. Esto se
ilustra en la Figura 2.4.

1Una enzima es una molécula de naturaleza proteica que cataliza reacciones qúımicas, siempre que
sean termodinámicamente posibles (http://es.wikipedia.org/wiki/Enzima).
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Figura 2.2: Micrografia electrónica del DNA aislado del virus del polioma. a)
Moléculas relajadas. b) Moléculas enrrolladas sobre śı mismas Tomada de Vinograd

et. al., 1965.

La expresión matemática que mejor describe la topoloǵıa del DNA de un dominio cerrado
es el llamado ı́ndice de ligamiento o Linking number (Lk). Es un invariante topológico
que está definido a su vez por dos variables geométricas: el ı́ndice de torsión o Twist

(Tw) y el ı́ndice de superenrollamiento o Writhe (Wr).

2.4.1 Índice de ligamiento

Para comprender la relación del ı́ndice de ligamiento con las moléculas CCCs de DNA re-
pasaremos brevemente su definición. A continuación, recurrimos a una definición basada
en fenómenos de electromagnetismo; suponga que tenemos un lazo cerrado, represen-
tado por la curva C, que a su vez es descrita por el vector de posición r, que describe
cada punto de la curva, en un marco de referencia O, mediante un parámetro t. El lazo
transporta una corriente eléctrica I en la dirección en la que la curva C es recorrida por
r.

Según la Ley de Biot-Savart, el campo magnético en el espacio vaćıo creado por este
lazo cerrado en cualquier punto r’ en el marco de referencia O tiene un valor,

B = µoI

4π

∮
C

(r’− r)× dr
‖r’− r‖3 , (2.1)
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Figura 2.3: Replicación semiconservativa del DNA. En la horquilla de replicación las
cadenas parentales (azul) se separan para permitir la śıntesis de las cadenas nacientes

(verdes). Imagen modificada tomada de http://zlgc.seu.edu.cn/

donde µ0 es la permeabilidad del espacio libre. La Ley de Ampere nos dice que la integral
del campo magnético a lo largo de una curva cerrada C’, descrita por el vector r’ con
parámetro t’, es proporcional a la corriente total que cruza por el lazo cerrado.

∮
C′

B · dr’ = µoItotal. (2.2)

Si las curvas C y C’ estan vinculadas como se muestra en la Figura 2.5 entonces la
corriente total que pasa a traves del lazo C’ es igual a un múltiplo entero n de la
corriente I, donde este entero es un invariante topológico igual al número de veces que
C pasa a traves de C’, Itotal = nI.

Introduciendo (2.1) en (2.2)
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Figura 2.4: Representación del efecto topológico de la replicación en el DNA. a)
Una molécula no replicada con ı́ndice de torsión en estado normal. b) El avance de la
helicasa durante la replicación induce tensión por delante del replisoma, en la zona no

replicada, provocando cambios en la topoloǵıa de toda la molécula.

Figura 2.5: Dos curvas vinculadas. El ı́ndice de ligamiento Lk define el número de
vinculos entre dos curvas

∮
C′

(
µoI

4π

∮
C

(r’− r)× dr
‖r’− r‖3

)
· dr’ = µonI. (2.3)

Reordenando y simplificando nos queda,

n = 1
4π

∮
C′

∮
C

((r’− r)× dr
‖r’− r‖3

)
· dr’. (2.4)

Este invariante n es el Índice de ligamiento o Linking number Lk [14].
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Una molécula de DNA circular, por su naturaleza de doble hélice, se asemeja a dos
curvas vinculadas entre śı. Se puede decir que la doble hélice de DNA circular toma la
forma de dos curvas encadenadas una en torno a la otra, tantas veces como la cantidad
de vueltas completas de la doble hélice hay en la molécula. Es posible calcular el Lk
conociendo la longitud N de la molécula y dividiéndola por la longitud de una vuelta
completa de la hélice h, y de esta forma se tiene que Lk=N/h.

Si en la molécula circular no existe ninguna tensión torsional además de la intŕınseca a
su estructura molecular se dice que está relajada. En condiciones de relajamiento, una
molécula de longitud N tendrá una longitud de repetición de doble hélice h0 y su ı́ndice
de ligamiento, al que llamaremos Lk relajado (Lk0), tendrá el valor Lk0=N/h0.

2.4.2 Índice de torsión

Teniendo en cuenta la estructura de doble hélice de las moléculas de DNA, se puede
considerar a sus dos cadenas complementarias como los bordes de una cinta. Asumiendo
esto, hay una propiedad denominada ı́ndice de torsión o Twist (Tw), que describe el
retorcimiento de esta cinta en torno al eje que pasa a lo largo de la molécula. Se presentan
a continuación algunas caracteristicas propias de las cintas y su retorcimiento tomadas
de Klenin et. al. 2000 [15]:

Dada una curva cerrada C, caracterizada por el vector de posición a(t), que no tiene
intersecciones consigo misma, podemos construir una cinta. Uno de los bordes de ésta
cinta será la curva C, el otro borde estará constituido por los puntos de una curva C’,
cuyos puntos estarán dados por:

b(t) = a(t) + εu(t), (2.5)

donde ε determina el ancho de la cinta y puede ser tan pequeño como se desee. El vector
u(t) es un versor normal a la curva C en el punto a(t), que apunta al punto b(t) sobre
la curva C’.

Si en un sistema de coordenadas ortogonales fijo, xyz, el vector posición a está dado por
el parámetro t como; a(t)=x(t)̂ı + y(t)̂ + z(t)k̂ , donde las funciones x(t), y(t) y z(t)
son continuas y tienen derivada segunda (equivale afirmar que C es una curva suave),
entonces podemos definir al vector tangente unitario de a en el punto caraterizado por
el parámetro t como:

T̂ =
da(t)
dt∥∥∥da(t)
dt

∥∥∥ . (2.6)
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Este vector tiene siempre la misma dirección del vector velocidad, que es sencillamente
da(t)
dt y donde la rapidez es, por definición, el módulo del vector velocidad. Además de

un plano de infinitos vectores normales a T̂ hay un vector que tiene la particularidad de
apuntar siempre en la dirección en la que C presenta curvas más pronunciadas, es decir,
hacia la dirección de mayor curvatura, éste vector es conocido como el vector normal
principal unitario:

n̂ =
dT̂(t)
dt∥∥∥dT̂
dt

∥∥∥ . (2.7)

Se define la curvatura en el punto dado por el vector posición a(t) como:

κ =

∥∥∥dT̂
dt

∥∥∥∥∥∥dâ
dt

∥∥∥ . (2.8)

El vector u normal con el que se genera cada punto de la cinta en la ecuación (2.5) no
necesariamente es igual al vector normal principal como se muestra en la cinta de la
Figura 2.6.

Figura 2.6: Cinta creada a partir de las curvas C y C ′. Se observa la diferencia entre
el vector normal principal n y el vector generador de la cinta b.

Todas las curvas expuestas hasta ahora pueden ser parametrizadas mediante su propia
longitud de arco, s:

s =
∫ t

0

√
x′(u)2 + y′(u)2 + z′(u)2du =

∫ t

0

∥∥∥∥da(u)
du

∥∥∥∥ du. (2.9)

Esta parametrización tiene la caracteŕıstica de que la rapidez es constante e igual a 1,
es decir, ‖da(s)

ds ‖ = 1 [16]. Consecuencia de ésta propiedad son las siguientes expresiones
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de los vectores tangente y normal unitario:

T̂ = da(s)
ds

; (2.10)

n̂ = 1
κ

dT(s)
ds

. (2.11)

Respecto a la cinta descripta con aterioridad, el valor medio de rotación de la curva C’
en torno a la curva C es llamado ı́ndice de torsión o Twist (Tw). Respecto a la molécula
de DNA, el Tw indica el número de veces que las dos cadenas complementarias dan
una vuelta alrededor del eje axial de la doble hélice. Para obtenerlo basta con medir
la rotación infinitesimal del vector generador de la curva b en torno al vector tangente
unitario de a, T̂, para un determinado valor del parámetro s, el cuál es el parámetro
longitud de arco y en el resto de está exposición s será este parámetro. La expresión

T̂× û = da
ds
× û, (2.12)

nos da un vector unitario normal a T̂. Al haber una variación en el parámetro de ds,
el versor u ha variado en du, apuntando ahora en otra dirección. Si el vector du es no
nulo entonces siempre tendrá una dirección distinta a la de da

ds × û. Una medida de la
magnitud de la rotación es entonces(

da
ds
× û

)
· du, (2.13)

y dado que cada rotación es levógira o dextrógira, el signo de la rotación esta dado por
el signo que tiene este producto escalar. La suma de todas las rotaciónes es entonces un
promedio ponderado si se divide por la máxima rotación angular de 2π radianes. Aśı,
integrando sobre toda la curva C, el ı́ndice de torsión está dado por la expresión

Tw = 1
2π

∫
C

(
da
ds
× û

)
· du. (2.14)

Para el DNA en estado relajado el Tw es igual al número total de vueltas completas de
la doble hélice, esto es, en el estado relajado se tiene Tw0=Lk0.

2.4.3 Índice de superenrollamiento

El ı́ndice de superenrollamiento o Writhe (Wr) de las moléculas de DNA, una de las
propiedades topológicas mejor estudiadas, es una medida de la torsión del eje axial de
la doble hélice sobre śı mismo. Mide el número de veces que el eje de la doble hélice se
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pliega sobre śı mismo respecto a un plano o, de modo más intuitivo, es la medida del
enrrollamiento de la doble hélice sobre śı misma [15].

Para comprender mejor este concepto podemos recurrir al estudio de cómo se comporta
el eje de la doble hélice considerándolo como una curva cerrada en el espacio [15]. Para
una curva C hay ciertos puntos del espacio, denominados puntos de proyección u obser-
vación, desde donde la curva parece cruzarse sobre śı misma. Esto es, en el cruce de dos
segmentos de la curva, el más cercano al punto de proyección parece pasar por encima
del que está más alejado.

Hay dos tipos de cruce que se pueden llegar a diferenciar desde cualquier punto de
proyección, los Positivos (antihorario) y los Negativos (horario) (Figura 2.7). Desde
un punto de proyección podemos asignar un valor numérico a un cruce, w = 1 si es
antihorario y w = −1 si es horario . Al sumar todos los valores de w para la dirección
de proyección elegida obtenemos un número entero llamado Writhe direccional (WrD)
[15].

Figura 2.7: Tipos de cruce entre segmentos de curvas. a) Cruce Positivo. b) Cruce
Negativo.

El WrD es un entero pero puede no tener el mismo valor para todos los puntos de
proyección. Podemos definir el Writhe Wr como el valor promedio del writhe direccional
WrD desde todos los posibles puntos de proyección.
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Figura 2.8: Angulo sólido generado por dos segmentos de una curva. El ángulo sólido
dΩ definido por todos los puntos de proyección desde los cuales los segmentos de curva

dr1 y dr2 se cruzan entre śı.

Dados dos segmentos muy pequeños de la curva C, dr1 y dr2, que comienzan en los
puntos r1 y r2 respectivamente, estos segmentos parecen cruzarse entre śı en un ángulo
sólido2 como el que se muestra en la Figura 2.8.

Para conocer este ángulo sólido debemos proyectar el área del paralelogramo formado
por dr1 y dr2 sobre la esfera de radio ‖r1 − r2‖. Esto lo hacemos haciendo la proyección
del vector dS = dr1 × dr2 sobre el vector unitario:

r̂ = (r1 − r2)
‖r1 − r2‖

. (2.15)

Aśı, el área sobre la esfera de radio r = ‖r1 − r2‖ en la que se ve una intersección entre
los segmentos estudiados está dada por:

r̂ · dS = (r1 − r2)
‖r1 − r2‖

· (dr1 × dr2) . (2.16)

El ángulo sólido dΩ se obtiene dividiendo (2.16) por el radio cuadrado r2 de la esfera,
para obtener el área sobre una esfera unitaria:

dΩ = r̂ · dS
r2 , (2.17)

2El ángulo sólido es aquel que cubre un objeto visto desde un punto de observación y corresponde a
la zona del espacio limitada por una superficie cónica (http : //es.wikipedia.org/wiki/angulosolido).
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o de manera equivalente:

dΩ = (r1 − r2) · (dr1 × dr2)
‖r1 − r2‖3

. (2.18)

Cada dΩ tiene un signo que depende del tipo de cruce y un valor asociado a cuanto
espacio ocupa del área de la esfera unitaria. Para conocer el promedio ponderado se
debe dividir por el área total de la esfera unitaria, 4π.

Como los segmentos dr1 y dr2 pertenecen ambos a la curva C, sus puntos iniciales, r1 y
r2, deben ambos describir la curva C. Entonces hay que recorrer la curva C dos veces,
mediante dos vectores de posición r1 y r2 distintos, es decir, construidos con un distinto
parámetro. El ı́ndice de superenrollamiento Wr es dado por:

Wr = 1
4π

∮
C

∮
C

((r1 − r2)× dr2
‖r1 − r2‖3

)
· dr1. (2.19)

2.4.4 Teorema de Calugareanu

Volviendo a considerar la cinta creada por las curvas C y C’, donde C está representada
por el vector posición a(s), y la curva C’ está generada por b(s) = a(s) + εu(s), se
tiene que el ı́ndice de ligamiento, Lk, está dado por la expresión denominada Teorema
de Calugareanu, que tiene la forma:

Lk = Wr + Tw, (2.20)

donde, como antes, el Wr corresponde al eje central de la curva (o eje central de la
cinta) y Tw es la torsión de sus bordes (Figura 2.9) [17][18][14].

2.5 Propiedades topológicas del DNA: Superenrollamiento

Hemos visto que el Lk se relaciona con el Tw y con el Wr mediante el Teorema de
Calugareanu. Estas propiedades son exclusivas de dominios topologicos cerrados, puesto
que si los extremos de la doble hélice estuvieran libres cualquier tensión estructural
interna careceŕıa de efecto ya que las dos cadenas de polinucleótidos podŕıan rotar sobre
śı mismas liberando dicha tensión en los extremos [19]. Por lo tanto, el Wr sólo tiene
lugar en moléculas CCCs o en moléculas lineales fijadas a membranas u otros elementos
proteicos de tal manera que una región de las mismas, aunque sean lineales, se comportan
como dominios topológicamente cerrados. Las moléculas CCCs son t́ıpicas del genoma
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Figura 2.9: El teorema de Calugareanu para una cinta. El Tw está definido para
una cinta, sus bordes son dos curvas con un determinado valor de Lk y el Wr queda

definido por un eje que pasa a lo largo de la cinta.

de bacterias, plásmidos, mitocondrias, cloroplastos y muchos virus. Se cree que el DNA
de los cromosomas eucarióticos está organizado en bucles o lazos en cuya base el DNA
está unido covalentemente a un esqueleto proteico por lo que estos bucles constituiŕıan
dominios topológicos cerrados equivalentes a los CCCs [20].

Por convenio, se dice que el Wr es negativo (-) en el caso de las superhélices dextrógiras
(que van en el sentido opuesto a las agujas del reloj) y positivo (+) en el de las levógiras
(que van en el sentido de las agujas del reloj). El ∆Wr es la diferencia entre el Wr de
una molécula y el Wr de una conformación plana, la cual tiene Wr nulo. En la gran
mayoŕıa de los seres vivos las moléculas de DNA presentan un ∆Wr (-) [21][22][23][24]
[25][26], aunque existen algunas excepciones como es el caso de las bacterias termófilas
del género Archaea, cuyo DNA presenta un ∆Wr (+) que se incrementa con el aumento
de la temperatura [27].
Se han descrito dos conformaciones para el DNA superenrollado denominadas plec-
tonémica y toroidal (véase Figura 2.10). El superenrollamiento plectonémico es un tipo
de conformación en la que el eje axial del DNA sigue una trayectoria superhelicoidal al-
rededor de otro segmento de la misma molécula; dicho de otro modo, la doble hélice del
DNA está enrollada alrededor de otra parte de la misma molécula formando una hélice
de orden superior [6]. El DNA purificado y en solución presenta un superenrollamiento
plectonémico [28]. El superenrollamiento toroidal es un tipo de conformación del DNA
superenrollado en donde el eje axial de la molécula sigue una trayectoria superhelicoidal
alrededor del eje de un toro imaginario, esto es, la doble hélice del DNA está enrollada



Capitulo 2. Marco biológico y matemático 18

Figura 2.10: Conformaciones posibles el DNA superenrollado. a) Forma toroidal. b)
Forma plectonémica. Tomada Tomada de Schvartzman and Stasiak, 2004.

alrededor de un toro formando una hélice de orden superior [6]. El DNA de los organis-
mos eucariotas, enrollado alrededor de los nucleosomas, presenta un superenrollamiento
toroidal que favorece la condensación del DNA necesaria para su empaquetamiento den-
tro del núcleo [28]. Existen además modelos que explican la unión del DNA, en su
conformación toroidal, a la superficie de muchas protéınas [6]. La tensión impuesta al
añadir vueltas adicionales en la hélice del DNA se distribuye entre el Tw y el Wr, es
decir, ambas variables se compensan entre śı dando como resultado un valor invariante
de Lk. El Lk sólo puede cambiar cuando se producen roturas en el DNA [29], las cuales
pueden ser de cadena sencilla o de cadena doble y que en cualquier caso dan como resul-
tado la eliminación del Wr ya que permiten que una o ambas cadenas del polinucleótido
giren la una sobre la otra liberando la tensión en los extremos. Cuando hablamos de
niqueo (del inglés nicking) del DNA in vitro, nos referimos a roturas de cadena sencilla
que convierten una molécula CCC en una molécula abierta y relajada llamada OC, esto
es, un DNA circular de doble cadena que contiene una rotura en el enlace fosfodiéster
en una de las dos cadenas.
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2.6 DNA topoisomerasas

En todo dominio topológico cerrado de DNA los procesos de replicación, recombinación
y transcripción alteran el Tw y el Wr pero no el Lk. Para alterar el Lk in vivo las células
disponen de unas enzimas especializadas denominadas topoisomerasas. Estas enzimas
estan presentes en todos los seres vivos y crean roturas transitorias en el DNA que
ayudan a resolver los problemas topológicos [20][22] [11][13]. Estas roturas transitorias
en el DNA van acompañadas de la formación de un enlace fosfodiéster entre un residuo
activo de tirosina presente en la enzima y un grupo fosfato de uno de los extremos
de la cadena de DNA interrumpida. La topoloǵıa de la molécula de DNA puede ser
modificada durante el tiempo que se mantenga ese enlace. Finalmente, el enlace se
rompe y la enzima vuelve a unir los extremos rotos del DNA [11].

Todas las topoisomerasas son capaces de eliminar el Wr (-), pero sólo algunas pueden
eliminar también el Wr (+). En base a su mecanismo de acción las topoisomerasas se
clasifican en dos grandes grupos: tipo I y tipo II, según corten una o las dos hebras de
la doble hélice del DNA, respectivamente [11] [13][29].

2.6.1 DNA topoisomerasas de tipo I

Estas enzimas se clasifican en topoisomerasas de tipos IA y IB sobre la base de su
secuencia de aminoácidos (AA) y mecanismos de acción. Las de tipo IA cortan una
hebra simple y pasan la otra hebra a través de la hebra resultante para luego sellar la
ruptura (mecanismo de pasaje de la hebra). Las topoisomeras de tipo IB actúan por un
mecanismo más sencillo, la rotación del DNA en el sitio de corte transitorio. De esta
forma cambian el Lk en valores de +/- 1 [30].

Las topoisomerasas de tipo I bacterianas sólo son capaces de relajar el Wr (-). Hay
dos tipos de topoisomerasas de tipo I en E. coli: la Topoisomerasa I (Topo I) [12] y la
Topoisomerasa III (Topo III) [31]. Ambas pertenecen al subtipo IA y solo son capaces
de relajar Wr(-).

Las topoisomerasas de tipo I de las células eucariotas, en cambio, son capaces de relajar
tanto el Wr (-) como el (+). En Saccharomyces cerevisiae se conocen dos topoisomera-
sas de este tipo: la Topo I [32] que realiza un papel fundamental durante la transcripción
y la Topo III [11] que podŕıa estar implicada en el desencadenamiento del DNA junto
con la helicasa Sgs1 [33]. No obstante, se ha demostrado que en ausencia de Topo III el
Wr del DNA no está afectado de forma notable [34].
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2.6.2 DNA topoisomerasas de tipo II

Estas enzimas cortan ambas hebras de la doble hélice del DNA y transportan otra doble
hélice a través de la que está interrumpida para finalmente volver a unir los extremos
cortados [11]. De esta forma hacen que el Lk cambie en valores de +/- 2 [35][36]. Las
topoisomerasas de tipo II, que están funcional y estructuralmente conservadas entre
eucariotas y procariotas, actúan como d́ımeros3 y de un modo dependiente de ATP
(Adenotrintrifosfato) [37] [38]. Se dividen a su vez en dos subfamilias: las de tipo IIA y
las de tipo IIB [11][13]. Las topoisomerasas de tipo IIA son las que están mejor carac-
terizadas. Se encuentran tanto en procariotas como en eucariotas y poseen estructuras
similares [31][38][11]. Estas enzimas catalizan el paso de una doble hélice de DNA a
través de otra doble hélice mediante un mecanismo denominado de dos puertas [31]. Su
estructura es similar a la de una tenaza o pinza abierta, dentro de la cual se sitúa la
doble hélice de DNA que será cortada y que constituye el denominado segmento G (del
inglés gate). Tras la unión de ATP, la pinza se cierra capturando una segunda doble
hélice de DNA, denominada segmento T (del inglés transported) [36], que hará pasar
a través de la rotura transitoria producida en el segmento G y será expulsada de la
enzima por el lado opuesto al que entró [36][31]. Este mecanismo de acción permite a
estas enzimas realizar cambios topológicos en el DNA que son esenciales para la célula
durante la replicación y la segregación cromosómica [13]. El mecanismo de acción de
este tipo de topoisomerasas se muestra en la figura 2.11.

En E. coli existen dos topoisomerasas de tipo II: la DNA girasa [32] y la Topoisomerasa
IV (Topo IV) [39][40]. La DNA girasa fue la primera topoisomerasa de tipo II descubi-
erta y es la única conocida capaz de introducir Wr (-) en el DNA [32]. Por ello, ésta
topoisomerasa de tipo II es el blanco de un gran número de agentes antimicrobianos, en-
tre los que se destacan por su importancia los derivados de las quinolonas. Su estructura
consiste en un heterotetrámero compuesto por dos subunidades GyrA y dos subunidades
GyrB. Las subunidades GyrA están implicadas en la unión al DNA y en la introducción
de roturas transitorias en la doble hélice, mientras que las subunidades GyrB son las
responsables de la actividad ATPasa. La DNA girasa mantiene la densidad de Wr (-)
necesaria para la iniciación de la replicación y la transcripción del DNA. Además, esta
enzima participa en la fase de elongación de la replicación y la transcripción contri-
buyendo a la eliminación del Wr (+) que se genera por delante de las horquillas debido
a la acción de las helicasas. De este modo, evita la acumulación de estrés torsional, lo
cual podŕıa eventualmente detener ambos procesos.

3En bioloǵıa un d́ımero es una protéına compuesta por dos subunidades. En un homod́ımero las dos
subunidades son idénticas, y en un heterod́ımero son diferentes (http://es.wikipedia.org/wiki/Dı́mero)).
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La Topo IV bacteriana [39] es también un heterotetrámero cuyas subunidades ParC
y ParE son homólogas de GyrA y GyrB, respectivamente. In vivo, la Topo IV está
especializada en eliminar el encadenamiento que surge entre las cromátidas4 hermanas
durante y después de la replicación del DNA [41][42] [43][44]. La topoisomerasa IV es
capaz de relajar tanto Wr(-) como Wr(+), pero actúa de modo mucho menos eficiente
relajando Wr negativo. Las topoisomerasas de tipo II de eucariotas son capaces de
relajar tanto elWr (-) como el (+), pero son incapaces de introducirWr (-). Por ejemplo,
la única topoisomerasa de tipo II conocida en S. cerevisiae es la Topoisomerasa II
(Top2) y está implicada fundamentalmente en la correcta segregación de las cromátidas
hermanas [45][46].

Figura 2.11: Modelo del mecanismo de acción de las topoisomerasas de tipo II [36].

En la figura 2.12 se muestra una tabla con distintos tipos de topoisomerasas, tanto de
organismos procariotas como eucariotas.

4La cromátida es una de las unidades longitudinales de un cromosoma duplicado
http://es.wikipedia.org/wiki/Cromatida.
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Figura 2.12: Distintos tipos de topoisomeras encontrados en organismos procariotas
y eucariotas [6].

2.7 Encadenamiento

En topoloǵıa del DNA, el término encadenado alude a la unión topológica de dos o más
moléculas circulares de DNA, entrelazadas como si se tratase de los eslabones de una
cadena. El DNA encadenado ha sido observado en diversos sistemas biológicos tanto
procariotas como eucariotas. En 1967 se observaron por primera vez, mediante micros-
coṕıa electrónica, moléculas encadenadas de DNA en mitocondrias de células humanas.
Posteriormente se encontraron también encadenados en mitocondrias de tripanosomas
cuyo DNA es una estructura compacta, denominada cinetoplasto (kinetoplast DNA;
kDNA)y que consiste de cientos de moléculas encadenadas [47]. Por otro lado, se ha
demostrado la aparición de encadenados como productos o como intermediarios en pro-
cesos de recombinación [31] aśı como la formación y resolución de encadenados in vitro.
La formación de encadenados es una de las consecuencias topológicas de la replicación
del DNA tanto en células procariotas como eucariotas. Se han observado encadenados
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Figura 2.13: Representaciones de diferentes formas de encadenados con número de
encadenamiento Ca = 1. a) Dos moléculas con rotura de cadena sencilla n (OCs)
encadenadas. b) Dos moléculas encadenadas donde una de ellas tiene una rotura de
cadena sencilla n (OC) y otra está covalentemente cerrada (CCC). c) Dos moléculas

encadenadas covalentemente cerradas (CCCs) (Mart́ınez-Robles et. al., 2009).

en el DNA del virus SV40 [48][49], también en la levadura Saccharomyces cerevisiae,
pero fundamentalmente se han estudiado en plásmidos bacterianos.

Existen tres tipos de encadenados: los de tipo A o CatA, en los que las dos moléculas de
DNA circular están niqueadas y, por tanto, relajadas (ambas son OCs); los de tipo B o
CatB en donde sólo una de las dos moléculas está niqueada (OC), mientras que la otra
está covalentemente cerrada y puede albergar Wr (CCCs); y los de tipo C o CatC, en los
que ambas moléculas encadenadas están covalentemente cerradas, pudiendo albergar Wr

(CCCs). Estos últimos son el tipo de encadenado más abundante in vivo (Figura 2.12).
Además, existen dos parámetros topológicos para definir los encadenados: el parámetro
n, que es el número de cruces que presentan las moléculas encadenadas al proyectarlas
sobre el plano; y el número de encadenamiento, Ca, cuyo valor es siempre la mitad
de n [3]. La gran cantidad de encadenados con alto Ca que se acumulan al inhibir la
topoisomerasas de tipo II pone en evidencia que son éstas las encargadas de eliminar el
encadenamiento en el DNA [50][51][52][53]. En E. coli la Topo IV desencadena el DNA in
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vivo [40][41] y recientemente se ha demostrado que elWr (-) ayuda al desencadenamiento
por parte de esta enzima [3]. En S. cerevisiae la encargada de desencadenar es la Top2
[43][44].

2.8 Anudamiento

Tan pronto como se descubrieron las topoisomerasas se reparó en la posibilidad de que
se formen nudos en el DNA. Éstos pueden surgir de cualquier proceso que implique
roturas de las cadenas de DNA (incluyendo replicación, transcripción, recombinación y
reparación) y, de no ser eliminados, sus efectos resultaŕıan devastadores para la célula
[54][42] [55][56]. El anudamiento es pues otra de las propiedades topológicas del DNA
[14] y, al igual que sucede con el Wr, sólo tiene lugar en dominios topológicos cerrados.

En 1976, James Wang y colaboradores fueron los primeros en observar nudos en moléculas
de DNA circular de cadena sencilla del bacteriófago λ tratadas con una protéına de E.
coli entonces llamada ω y que luego resultó ser la Topo I (Liu et. al., 1976). Posterior-
mente, se observó la formación de nudos en DNA de doble cadena como consecuencia de
la actividad de la topoisomerasa de tipo II del fago T4 (Liu et. al., 1980) y de la DNA
topoisomerasa II de Drosophila (Hsieh, 1983). Además, se demostró que la Topo I de
E. coli es también capaz de formar nudos en DNA de doble cadena, siempre y cuando
éste tenga una pequeña región de cadena sencilla [57][58]. Asimismo, otros estudios in
vitro demostraron la formación de nudos en DNA de doble cadena por parte de enzimas
implicadas en procesos de recombinación, como la resolvasa Tn3 (Wasserman y Cozza-
relli, 1985; Wasserman et. al., 1985), codificada por el transposon del mismo nombre en
bacterias, y la integrasa Int del bacteriófago λ (Griffith y Nash, 1985; Spengler et. al.,
1985).

En cuanto al anudamiento in vivo, se observó la formación de nudos de manera natural
en el DNA de doble cadena de la cápside de los bacteriófagos P2 y P4 (Liu et. al., 1981;
Liu y Davis, 1981). No obstante, la información sobre el anudamiento del DNA in vivo

sigue siendo escasa; de ah́ı que resultara sorprendente el descubrimiento de plásmidos
bacterianos con horquillas de replicación detenidas y anudadas. Los RIs con burbujas
anudadas fueron, en prinicipio, descritos en plásmidos de E. coli con dos oŕıgenes de
replicación ColE1 enfrentados y en plásmidos con un origen de replicación ColE1 y una
barrera para el progreso de la horquilla de replicación [59][60] [56][61][62][63]. Aún hoy
d́ıa se desconoce con exactitud qué papel juega el anudamiento durante la replicación.
En E. coli se sabe que la Topo IV es la topoisomerasa encargada de desanudar el DNA
in vivo [42].
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2.9 Dinámica de los cambios topológicos durante la repli-
cación: topoloǵıa de los intermediarios de replicación

En la gran mayoŕıa de los seres vivos para que se inicie la replicación semiconservativa5

del DNA éste debe estar negativamente superenrollado. De este modo se facilita la sepa-
ración de las cadenas parentales que serán usadas como molde por las DNA polimerasas
durante la replicación [64](Marians et. al., 1986; Funnell et. al., 1987; Kanaar y Cozza-
relli, 1992). Una vez que la iniciación ha tenido lugar, la elongación es llevada a cabo
por un complejo multiproteico denominado replisoma. Actualmente se cree que no es el
replisoma el que avanza sino que es el DNA el que pasa a través de él [50]. Por delante
del replisoma se encuentra la DNA helicasa, una protéına hexamérica responsable de la
apertura de la doble hélice parental. Esa apertura genera una tensión topológica que
da lugar a ∆Wr(+) por delante de la horquilla de replicación [65]. Este Wr(+) debe
ser eliminado o de lo contrario se acumulaŕıa impidiendo el avance de la horquilla de
replicación, pues para facilitar la replicación el DNA debe tener ∆Wr(-). Por ejemplo,
en bacterias, la DNA Girasa introduce Wr(-) por delante (hacia la región no replicada)
de la maquinaria de replicación para compensar el Wr(+) que genera el avance de la
horquilla [11][50] [66]. Pero la acción de la DNA girasa no es suficiente para anular ese
Wr(+) debido a que la procesividad de las helicasas generando Wr(+) por delante de la
horquilla de replicación es significativamente mayor que la de la DNA Girasa introduci-
endo Wr(-) [67]. En estadios tempranos de la replicación, cuando la región no replicada
es suficientemente grande, seŕıan varias las DNA topoisomerasas que se podŕıan unir
a esa región y su funcionamiento en serie podŕıa conseguir la introducción de un nivel
suficiente de Wr(-). Sin embargo, a medida que la replicación progresa disminuye la
longitud de la región no replicada por lo que cada vez habŕıa menos espacio f́ısico para
la unión de las topoisomerasas al DNA en la región no replicada. Champoux y Been pro-
pusieron un modelo que asume que durante la replicación el superenrollamiento positivo
(Wr(+)) podŕıa migrar de la región no replicada a la ya replicada y distribuirse en es-
tas dos regiones del intermediario de replicación (RI), de manera que las topoisomerasas
podŕıan actuar eliminando la acumulación de Wr(+), tanto por delante como por detrás
de la horquilla [68]. Esta hipótesis es la que actualmente cuenta con mayor aceptación
y propone que durante la replicación son varias las topoisomeras que cooperaŕıan para
compensar el Wr(+) generado en la región no replicada como consecuencia del avance
de la horquilla de replicación. En 1998, Peter y colaboradores confirmaron, empleando
microscoṕıa electrónica, la difusión del Wr a través de la horquilla de replicación in

5En la replicación semiconservativa se originan dos moléculas de ADN, cada una de ellas compuesta
de una hebra de el ADN original y de una hebra complementaria nueva. En otras palabras el ADN se
forma de una hebra vieja y otra nueva. Es decir que las hebras existentes sirven de molde complementario
a las nuevas (http://www.biologia.edu.ar/adn/adntema1.htm)



Capitulo 2. Marco biológico y matemático 26

vivo y llamaron pre-encadenados a los cruces de las cromátidas hermanas en la región
ya replicada para distinguirlo del Wr de la región aún no replicada [67]. El nombre alude
al hecho de que los pre-encadenados darán lugar a moléculas encadenadas al finalizar la
replicación [51] [63][67][68]. Es importante destacar que para que el superenrollamiento
pueda difundirse a través de la horquilla de replicación los dobles hélices de la región ya
replicada deben ser capaces de girar libremente una alrededor de la otra en la horquilla
de replicación (Figura 2.13). En E. coli, la DNA Girasa introduciŕıa Wr(-) mientras
que la Topo IV se encargaŕıa de eliminar el Wr(+) generado en la región no replicada
como consecuencia del avance de la horquilla de replicación. Por otro lado la Topo IV
también eliminaŕıa el pre-encadenamiento por detrás de la horquilla una vez que el Wr

haya migrado de la región no replicada a la ya replicada. Esto explicaŕıa por qué la
progresión de las horquillas de replicación está totalmente impedida sólo cuando ambas
topoisomerasas de tipo II están mutadas [69][50].

Figura 2.14: Ilustración de la topoloǵıa de intermediarios de replicación. a) RI
completamente relajado con una rotura de cadena sencilla en la región no replicada. b)
Molécula CCRI parcialmente replicada con supernerrollamiento positivo en la región
no replicada. Ya que las cadenas nacientes (rojo) tiene extremos libres, estas pueden
rotar sin restricciones en torno a sus cadenas parentales (flecha roja A). Entonces las
cadenas hermanas no pueden albergar superenrollamiento. c) Si las horquillas pueden
girar (flecha azul B) permite la migración de un superenrollamiento Left − handed
positivo a la región ya replicada, creandose un pre-encadenamiento Right − handed.
Las cadenas parentales están en verde y azul, mientras que las nacientes estan en rojo

[? ].
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2.9.1 Quiralidad y signo topológico de los RIs

La quiralidad y los signos topológicos en los intermediarios de replicación puede presen-
tar diversos aspectos. Para comprender la topoloǵıa de estas moléculas se analizan los
signos topológicos de los cruces que muestre la molécula desde algún punto de proyección
u observación, y los signos dependen de la orientación de la molécula, si ésta es anali-
zada como una curva. En la Figura 2.14 se muestra una manera de diferenciar los signos
topológicos tratando a las moléculas como curvas orientadas. Dicho signo depende del
sentido en que debe girar el segmento dirigido que pasa por arriba para superponerse
con el que pasa debajo; si se gira en sentido horario el signo es negativo y es positivo
en caso contrario. De acuerdo al sentido en que la molécula está enrollada en torno su
eje imaginario, es decir su quiralidad, las moléculas se clasifican en dextrógiras o Right-
handed(RH) y levógiras o Left-handed(LH) (Figura 2.14 b).
En una molécula con conformación plectonémica se tiene signo topológico negativo si
la molécula está enrrollada en forma dextrógira, y signo topológico positivo si está enr-
rollada en forma levógira. Sin embargo en un intermediario de replicación los signos
y la quiralidad pueden presentarse de diversas formas. Curiosamente, en un RI con
superenrollamiento negativo in vitro la doble hélice de la región no replicada se enrrolla
sobre śı misma en sentido dextrógiro (RH(-)) mientras que las cadenas de la región ya
replicada se enrrollan sobre śı mismas en sentido levógiro (LH(-)) [70]. Lo contrario
ocurre en el caso del superenrollamiento positivo con sentido levógiro. Resumiendo,
al pasar el superenrollamiento de la región no replicada a la ya replicada lo hace con
quiralidad opuesta pero conservando el signo topológico. Los ejemplos de estos cambios
se muestran en la Figura 2.15, en la que se representa a un RI por medio de gomas
elásticas. En la Figura 2.16 a se muestra un modelo de intermediario de replicación in

vivo propuesto por Jorge B. Schvartzman et. al., en el cual las cadenas nacientes de la
región ya replicada no pueden superenrollarse pero śı pueden girar una alrededor de la
otra, introduciendo pre-encadenamiento [? ]. La migración de cruces LH(+) de la región
no replicada provoca la introducción de pre-encadenados con cruces RH(+) en la reǵıon
ya replicada, los cuales serán eliminados por la Topo IV. Al terminar la replicación los
pre-encadenamientos que no fueran eliminados por la Topo IV se transformarán en en-
cadenamientos entre las cromátidas hermanas. En el caso de RIs obtenidos in vitro

a partir de bacterias que expresan (que producen) Topo IV, éstas presentaŕıan cruces
RH(-) en la región no replicada debido al superenrollamiento negativo y cruces LH(-) en
los pre-encadenados de la región ya replicada. Estos se formaŕıan como consecuencia de
la difusión del Wr(-) luego de la desproteinización, es decir, la eliminación del replisoma
que impide la difusión del superenrollamiento negativo (Figura 2.16 b). Sin embargo,
en RIs obtenidos de bacterias que no expresan Topo IV, la región no replicada se enr-
rollaŕıa en forma RH(-) y la ya replicada en forma RH(+) (Figura 2.16 c). En este caso
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no se produciŕıa la migración del Wr(-) después de la desproteinización debido a que,
en ausencia de Topo IV, se produciŕıa una gran acumulación de pre-encadenados con
cruces RH(+). Este cambio en la quiralidad pero no en el sentido del cruce se ha obser-
vado en transción de la conformación toroidal a la plectonémica [14]. In vivo, durante
la replicación el replisoma es una barrera que mantiene las dos regiónes del RI como
dominios topológicos cerrados [? ]. En esta etapa el Wr(-) de la región no replicada no
puede pasar a la región ya replicada, sin embargo śı puede pasar el Wr(+) intruducido
por la helicasa que abre la horquilla de replicación [? ].
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Figura 2.15: Nomenclatura de signos topológicos y sentido de giro para la topoloǵıa
del DNA. a) El signo topológico se obtiene observando la orientación de la curva en un
cruce. b) El sentido de giro de una curva en torno a un eje imaginario que pasa por su

eje define su quiralidad
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Figura 2.16: Signos topológicos y quiralidad de un CCRI representado con gomas
elásticas. a) Si se introducen cruces RH(-) en la región no replicada se forman cruces
LH(-) en la región ya replicada. a) La introducción de cruces LH(+) en la región no

replicada induce la formación de cruces RH(+) en la región ya replicada.

2.10 La paradoja de la Topoisomerasa IV

Se ha encontrado que la Topo IV es muy eficiente eliminando cruces LH, tales como
los que se encuentran en moléculas con Wr(+) [34]. Esta observación explica como es
que la Topo IV remueve eficientemente el superenrollamiento positivo que se acumula
frente a la horquilla de replicación y, al mismo tiempo, es prácticamente inactiva con res-
pecto al superenrollamiento negativo necesario para el progreso de la horquilla. Por otro
lado estudios previos muestran que la Topo IV puede desencadenar pre-encadenados y



Capitulo 2. Marco biológico y matemático 31

Figura 2.17: Topoloǵıa de los signos y quiralidad de los cruces en los RIs. a) In-
termediario de replicación CCRI de una estirpe que en la que actúa la Topo IV in
vivo donde las cadenas nacientes son incapaces de rotar libremente una en torno a la
otra en las horquillas de replicación para liberar tensión negativa desde la región no
replicada. b) CCRI de una estirpe en la que actúa la Topo IV in vitro después de la
desproteinización. La región no replicada se enrrolla en forma Right Handed con signo
negativo y la región ya replicada se enrrolla en forma Left Handed con signo negativo.
c) CCRI de una estirpe deficiente en Topo IV in vivo despues de la desproteinización.
La región no replicada se enrrolla en forma Right Handed con signo negativo y la región
ya replicada de forma Right Handed pero con signo positivo (Schvartzman and Stasiak

2004).

encadenados con quiralidad RH(±), a pesar de no ser eficiente relajando moléculas supe-
renrolladas con cruces RH(-). Como sea, éstas observaciones hacen aún más misteriosa
la cuestión de cómo los cruces RH(+) de dos moléculas encadenadas pueden ser remo-
vidos eficientemente por la Topo IV. La solución a ésta paradoja aún no está resuelta [?
]. Se han propuesto varios modelos para responder a esta cuestión, sin embargo ninguno
ha sido confirmado in vivo. Una solución parcial para este problema fue propuesto a
partir del estudio de moléculas relajadas, las cuales fueron trenzadas una en torno a la
otra en sentido RH, igual que en los pre-encadenados y encadenados [34]. Cuando se
manteńıan estiradas por una alta fuerza de tensión estas trenzas no eran relajadas por la
Topo IV. Sin embargo cuando la fuerza de tensión disminúıa a niveles comparables con
los que se encuentran en células vivas, las trenzas decrecen su enerǵıa elástica formando
enrrollamientos de orden superior con cruces LH. Estos cruces LH eran eficientemente
reconocidos y serv́ıan como sustrato para que la Topo IV separe las moléculas. Esto
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mismo podŕıa ocurrir durante el desencadenamiento de moléculas con elevado número
de encadenamiento Ca. Por otro lado algunos autores sugieren que la Topo IV es capaz
de eliminar eficientemente encadenados dextrógiros in vitro en moléculas de DNA tan
altamente encadenadas que los cruces dextrógiros modifican su geometŕıa angular y se
convierten en cruces levógiros, constituyendo aśı un sustrato adecuado para la Topo IV
[71].

2.11 Análisis de RIs mediante electroforesis bidimensional
en geles de agarosa

Esta técnica fue utilizada originalmente para separar intermediarios de recombinación
ramificados de moléculas lineales [72] y posteriormente fue adaptada para analizar RIs
lineales. Actualmente la electroforesis bidimensional en geles de agarosa es una de las
herramientas más frecuentemente empleadas en el mapeo de oŕıgenes de replicación
[73][74] [75] [76] [77], términos [60][61] y barreras para el progreso de las horquillas
[78][79] [80]. Además, permite resolver las distintas formas topológicas que pueden
adoptar los CCCs [72] [81] [82] y ha demostrado ser la herramienta más idónea para la
identificación de moléculas de DNA lineales con una burbuja interna anudada [59][83]
[84]. La posibilidad de añadir un agente intercalante durante la primera y/o la segunda
dimensión aumenta aún más su poder de resolución [85].

La electroforesis bidimensional en geles de agarosa se basa en que la movilidad electro-
forética de una molécula de DNA en un gel de agarosa depende no sólo su tamaño sino
también de su forma, de la concentración de agarosa presente en el gel y de la fuerza
del campo eléctrico al que se somete dicha molécula. Ajustando todos estos parámetros,
es posible separar los RIs y el resto de moléculas de DNA ramificadas de las moléculas
no replicadas. En ĺıneas generales, en un gel bidimensional la primera dimensión trans-
curre en condiciones de bajo voltaje y bajo porcentaje de agarosa en el gel. En estas
condiciones se minimiza el efecto de la estructura tridimensional de las moléculas sobre
su movilidad electroforética y las mismas se separan fundamentalmente en función de su
masa. En cambio, la segunda dimensión transcurre en condiciones de alto voltaje y alto
porcentaje de agarosa potenciando aśı la influencia de la estructura tridimensional de
las moléculas sobre su movilidad. En estas condiciones, las moléculas ramificadas tienen
menor movilidad que las moléculas lineales de igual masa. De esta forma, es posible
analizar mezclas de poblaciones de moléculas con distintas masas y formas.
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2.12 Agentes intercalantes

Los agentes intercalantes son sustancias capaces de alterar el retorcimiento de la doble
hélice del DNA. Las moléculas de estos agentes intercalantes tienen una estructura pla-
nar, usualmente polićıclica y aromática que se puede insertar entre dos pares de bases
de una doble hélice de DNA. Esta inserción causa un cambio en el ı́ndice de torsión
(Tw) de la molécula de DNA, resultando en una disminución del número de repeticiones
helicoidales de la molécula, es decir, una disminución en el Tw. Los agentes intercalantes
no alteran el ı́ndice de ligamiento (Lk) de moléculas CCCs. Si se tiene una molécula
de DNA con un determinado ı́ndice de superenrollamiento Wr(-) (por ende ∆Lk < 0 y
∆Tw < 0), conforme aumenta la concentración del agente intercalante en el medio, se
produce una disminución en el Tw. De la ecuación ∆Lk = ∆Tw+Wr se deduce que si el
∆Lk se mantiene constante entonces el Wr debe aumentar. Es decir, conforme aumenta
la concentración del agente intercalante, el Wr aumenta hasta alcanzar el valor Wr = 0,
que corresponde a moléculas relajadas. Un estudio de un plásmido en estas condiciones
mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa demuestra que estas moléculas
adquieren la movilidad electroforética de de moléculas OCs. Si la concentración del
agente intercalante sigue aumentando entonces los plásmidos adquieren Wr > 0, y van
recuperando movilidad electroforética. Entre los agentes intercalantes que producen este
efecto se encuentran el bromuro de etidio (EtBr) y la cloroquina. Debido a que, con
las concentraciones de EtBr normalmente utilizadas en electroforésis (1 µg/mL) el DNA
está saturado y todas las moléculas CCCs adquieren mucho Wr(+) y no pueden sepa-
rarse, por razones prácticas, se utiliza cloroquina, la cual se une débilmente al DNA
permitiendo una mejor separación de los topoisómeros.
En intermediarios de replicación, que cuentan con una región no replicada con un ci-
erto grado de Wr(-) y una región ya replicada con un determinado número de pre-
encadenamientos, la presencia de un agente intercalante tiene un efecto distinto. Un
aumento en la concentración del agente intercalante elimina el Wr(-), a continuación la
región no replicada adquiere Wr = 0 y, consecuentemente, pierde el pre-encadenamiento
en la región ya replicada haciendo que la molécula tenga la misma movilidad que un RI
relajado, es decir, que un AccRI (Accumulated RI). A partir de este punto un aumento
en la concentración del agente intercalante no permite que la región no replicada ad-
quiera Wr > 0 y recupere movilidad electroforética, sino que la molécula se mantiene
con la movilidad de las moléculas AccRIs. Esto se debe a que en las horquillas de repli-
cación las cadenas nacientes cuentan con extremos libres de cadena sencilla (solamente
las moléculas parentales se hallan unidas a la región no replicada) y una vez que el RI
se relaja, un aumento en la concentración del agente intercalante hace que las cadenas
nacientes se unan entre śı (ya que son cadenas complementarias) y formen un cuarto
brazo en la horquilla de replicación. Este cuarto brazo es llamado horquilla en retroceso
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(o chicken foot por su aspecto cuando se observa con microscoṕıa de fuerza atómica o
electrónica).Los aumentos posteriores en la concentración del agente intercalante hacen
que en lugar de introducir Wr(+), la horquilla en retroceso aumente su longitud y el
RI se mantenga en estado relajado. La horquilla en retroceso se forma sólo en una de
las horquillas de replicación [86]. En la Figura 2.17 se muetra un esquema de un RI
una horquilla en retroceso en un intermediario de replicación. Los agentes intercalantes
pueden extraerse mediante dilución de manera a reducir su concentración y hacer que
las moléculas vuelvan a adquierir su topoloǵıa original.

Figura 2.18: Formación de una horquilla en retroceso. a) Una concentración suficiente
de agente intercalante es capaz de llevar a un RI a un estado relajado. c) Al aumentar
la concentración del agente intercalante se forma una horquilla en retroceso en una de
las horquillas de replicación. Las cadenas parentales están en verde y azul, las cadenas

nacientes se representan en rojo.



Caṕıtulo 3

Simulación por el método de
Monte Carlo

3.1 Simulación computacional de la topoloǵıa del DNA

Las simulaciones computacionales de conformaciones recurren a métodos simplificados de
la estructura de las moléculas de DNA, debido a la gran complejidad de las mismas. Los
métodos de dinámica molecular no son apropiados debido al gran número de nucleótidos
(del orden de 103 en los plásmidos) que conforman una doble hélice de DNA, si es que
ésta debe ser suficientemente grande para tener el tamaño de un plásmido. Por esta
razón la mayoŕıa de las simulaciones de las conformaciones de DNA son hechas por el
método de Monte Carlo (MC). En su sentido más general, el método de MC simula
propiedades de un sistema utilizando algún método que implica números aleatorios y
probabilidad. En el sentido más espećıfico de simulaciones moleculares, se desarrollan
modelos de conformación de una molécula de DNA que se pueden utilizar para calcular
enerǵıa y a continuación se utilizan cambios aleatorios en la conformación para probar las
enerǵıas de un conjunto de conformaciones, ya sea con el fin de encontrar la conformación
más estable o para generar un conjunto de conformaciones posibles. El método espećıfico
usado en la mayoŕıa de los estudios de DNA, aśı como en muchos otros, fue desarrollado
por Metropolis y colaboradores en 1953 [6][87]. A partir de una conformación inicial
se calcula su enerǵıa inicial E1, luego, se induce un cambio conformacional aleatorio en
el modelo para dar una nueva conformación de prueba y se calcula una nueva enerǵıa
E2. La conformación de prueba es aceptada inmediatamente si tiene una enerǵıa más
baja que la del predecesor (E2 < E1), pero si la enerǵıa es mayor, la conformación se
acepta al azar, con una probabilidad P que depende exponencialmente de la diferencia
de enerǵıa entre las dos conformaciones:

35
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P = e
(E1−E2)

kbT . (3.1)

Esto representa la probabilidad de que una conformación determinada con E1 < E2 sea
aceptada bajo las condiciones térmicas indicadas. Si se acepta la conformación de pru-
eba, se utiliza como la base para la generación de una nueva conformación. Si se rechaza,
la conformación anterior se utiliza para el siguiente paso. De esta manera, después de
muchas conformaciones de prueba, t́ıpicamente cientos de miles, las simulaciones con-
vergen a conformaciones de una distribución térmica de las moléculas estables. Estos
métodos fueron aplicados por primera vez para una conformación circular de DNA por
Le Bret y Vologodskii et al. [88][89][90][91].

3.1.1 Simulación para superenrrollamiento de DNA

Para la simulación de las propiedades térmicas y conformacionales de moléculas cir-
culares de DNA se deben tener en cuenta ciertas propiedades intŕınsecas del tipo de
moléculas que se quiere representar. Dos propiedades muy importantes para la simu-
lación son el diámetro de la molécula y la rigidez en función de su longitud. Debido a
la carga eléctrica negativa del DNA, dos segmentos separados se repelen entre śı. La
fuerza repulsiva depende de la concentración de iones del medio en el que se encuentra
la molécula. A la distancia mı́nima a la que pueden estar dos segmentos distintos de
moléculas de DNA, a causa de la repulsión eléctrica, se le llama diametro efectivo y
corresponde al mismo diámetro de la doble hélice [6]. El diámetro y la longitud de la
molécula definen un volumen denominado volumen excluido.
Una molécula de DNA se puede cerrar y formar un ćırculo solamente si su longitud es
un múltiplo entero de su longitud de repetición helicoidal, y la enerǵıa necesaria para
doblar la molécula en un ćırculo es menor mientras mayor es la longitud total de ésta. La
flexibilidad de la molécula de DNA se describe normalmente por un parámetro llamado
la longitud de persistencia, a, que describe la escala de longitud sobre la que la rigidez
de la hélice de DNA es importante [6][91]. Se puede definir la longitud de persistencia
como la longitud sobre la que existe una cierta correlación entre la dirección inicial y
final de la hélice. Después de una distancia de una longitud de persistencia a, debido
al movimiento térmico, la desviación media del eje de la hélice a partir de su dirección
inicial será un radián, y después de dos longitudes de persistencia, 2a, ya no habrá corre-
lación entre las direcciones inicial y final, con un ángulo medio de deflexión alrededor del
90o. El valor 2a también se conoce como la longitud estad́ıstica Kuhn [6][91]. El valor
de la longitud de persistencia está directamete relacionado con la rigidez de doblado de
la molécula y con la temperatura absoluta del medio. Otra caracteŕıstica importante de
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una conformación simulada de superenrrollamiento, además de su diámetro efectivo y
su rigidez de doblado, es la variación de su Lk con respecto a una conformación relajada
∆Lk0, esta variación es llamada ∆Lk.

El modelo que se utiliza en esta obra para simular al DNA es conocido como wormlike
chain, en el que molécula está representada por una serie de segmentos rectos de longitud
constante [90][91]. Si se asigna a cada segmento de la curva una distancia mı́nima a la
que se le permite estar de otro segmento, entonces se puede suponer que la curva es
ahora un cilindro o tubo impenetrable. Para emular un plásmido la curva de segmentos
rectos debe ser cerrada y con un número finito de segmentos. El método de Metropolis
MC demanda adquirir un valor de enerǵıa para cada conformación de prueba creada. La
enerǵıa potencial elástica en la molécula simulada tendrá dos componentes: una enerǵıa
elástica de doblado, Eb y una enerǵıa elástica de torsión, Et. La enerǵıa de doblado
está asociada al ángulo que existe entre dos segmentos de la curva en las que éstos son
aproximadamente rectos. Para un modelo en el que el eje de una molécula de DNA esta
compuesta con N segmentos rectos, la enerǵıa de doblado está dada por:

Eb = kbTα
N∑
i=1

θ2
i , (3.2)

donde la sumatoria se extiende a todas las uniones entre los segmentos ŕıgidos, kb es la
constante de Boltzman, T es la temperatura absoluta (297 K), θi es el desplazamiento
angular (en radianes) del segmento i relativo al segemento i + 1 y α es la constante de
rigidez de doblado [91]. La figura 3.1 nos muestra los el modelo wormlike chain con
sus ángulos de doblado correspondiente y el tipo de movimientos de prueba utilizados
en esta Tesis.

Figura 3.1: Modelo wormlike chain para la simulación del DNA. a) Se representa a la
molécula como usa suseción de segmentos rigidos, los cuales cuentan con los ángulos de
doblado θ entre dos segmentos consecutivos. b) Los movimientos de prueba utilizados
sobre el modelo wormlike chain son rotaciones ŕıgidas en un ángulo ϕ de todos los

segmentos que se encuentran entre los puntos m1 y m2.
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La enerǵıa de tosión, Et, es una función cuadrática de la variación del Tw de la cadena
respecto a la configuración con Lk0 (Lk de la molécula relajada), ∆Tw0. No se computa
∆Tw directamente porque el Tw es una propiedad de la estructura de doble hélice del
DNA, la cual no está incluido en el modelo wormlike chain. De todas formas, para una
cadena cerrada el ∆Tw puede ser calculado utilizando el Teorema de Calugareanu:

∆Tw = ∆Lk −∆Wr. (3.3)

Si se considera al DNA como una cinta, en su estado relajado la conformación tiende
a ser circular, lo cual corresponde a un Wr0 nulo, por esto la ecuación anterior puede
tomar la forma ∆Tw = ∆Lk−Wr. Aśı la enerǵıa elástica de torsión puede ser expresada
como:

Et = 2π2C

L
(∆Lk −Wr)2, (3.4)

donde C es la constante de torsión de la molécula y L es su longitud total [90].

Entonces, si se quiere calcular la enerǵıa potencial elástica total de una molécula circular
de DNA, con un determinado valor de ∆Lk, es necesario conocer el valor de su Wr para
cada conformación de prueba.

3.1.1.1 Selección de número de segmentos y rigidez de doblado

La elección del número de segmentos para la simulación de la molécula con el modelo
wormlike chain se relaciona con la cantidad de longitudes de Kuhn contenidas a lo largo
de la longitud del plásmido. La relación entre el número de segmentos N , y la cantidad
de longitudes de Kuhn n contenidas en la molécula es N = kn [91]. El número k, se
relaciona con la rigidez de doblado α mediante

k = 1+ < cosθ >

1− < cosθ >
, (3.5)

donde

< cosθ >=
∫ π

0 cosθsenθe
−αθ2

dθ∫ π
0 senθe

−αθ2dθ
. (3.6)
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Las integrales son calculadas de forma numérica y el valor de α es utilizado al calcular
la enerǵıa en la ecuación (3.2)[90][91].

3.1.1.2 Cálculo de ángulos de doblado

En el modelo wormlike chain la enerǵıa de doblado depende de los ángulos entre todos
los segmentos consecutivos, como lo indica la ecuación (3.2). Si la curva está representada
por una sucesión finita de puntos ri = (x(i), y(i), z(i)), entonces el ángulo de doblado
del segmento definido por los puntos ri y ri+1 y el segmento definido por los puntos ri+1

y ri+2 está dado por

θi = arccos( (ri+2 − ri+1) · (ri+1 − ri)
‖(ri+2 − ri+1)‖‖(ri+1 − ri)‖

). (3.7)

3.1.1.3 Ángulos de cruce y yuxtaposición de segmentos del plásmido

La presencia de un cruce entre dos segmentos de un plásmido depende del punto de
observación, sin embargo, cuando dos segmentos se encuentran lo suficientemente cer-
canos entre śı, para que una topoisomerasa de tipo II pueda actuár sobre ellos, entonces
decimos que hay una yuxtaposicion entre ambos segmentos.
En las simulaciónes realizadas, se produce una yuxtaposición cuando la distancia D en-
tre los ejes axiales de dos segmentos cumple con la condición defectivo < D ≤ 2defectivo,
donde defectivo es el diámetro efectivo de la molécula.
En nuestro modelo del plásmido, el mismo está representado por una curva cerrada ori-
entada. Esa orientaćıon define el signo de los cruces topológicos que muestre la curva
para un determinado punto de proyección. Como antes, si la curva está representada
por una sucesión finita de puntos ri = (x(i), y(i), z(i)), entonces el ángulo de cruce en
una yuxtaposición entre los segmentos cuyos puntos iniciales son ri y rj está dado por

ξ = arccos( (rj+1 − rj) · (ri+1 − ri)
‖(rj+1 − rj)‖‖(ri+1 − ri)‖

) (3.8)

Un algoritmo encargado de la busqueda de yuxtaposiciones en una curva definida por
un conjunto de vectores {r1, ...ri, ...rN} puede correr en tiempo polinomial O(N2) En
una conformación plectonémica, a causa del la orientación intrinseca de las curvas, los
ángulos de cruce tienden a ser obtusos. Esto se ilustra en la Figura 3.2.
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Figura 3.2: Yuxtaposición y ángulos de cruce en conformaciones pléctonemicas. Sin
importar el tipo de estructura plectonémica el ángulo de cruce es obtuso.

3.1.1.4 Diámetro efectivo en las simulaciones

En la simulación con Metrópolis MC, con el modelo wormlike chain, podemos asignar
valores infinitos de enerǵıa potencial elástica a una conformación que tenga dos vértices
de segmentos cualesquiera separados a una distancia menor o igual al diámetro efectivo
defectivo. Esta simple restricción permite que tres vértices consecutivos puedan estar
a una distancia casi tan pequeña como defectivo sin violar dicha restricción. Una con-
formación resultante podrá entonces tener segmentos ”puntiagudos o angulosos”. Una
mejor restricción, implementada para esta obra, sugiere que el diámetro efectivo defectivo
sea una función de la diferencia D = ‖(ri+1 − ri)‖ que hay entre dos ı́ndices de vertices
cualesquiera

defectivo(D) = A(1 + (D − 1)3e1−D) (3.9)

donde A es una constante igual al valor de diámetro efectivo entre dos segmentos muy
alejados. Esta función varia con D, tal como muestra la figura 3.3. En condiciones
fisiológicas el diámetro efectivo entre segmentos distales de una molécula de DNA suele
ser de 3 nm [3].
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Figura 3.3: Dependencia del diámetro efectivo defectivo con la distancia D entre
vértices en el modelo wormlike chain.

Un algoritmo encargado de la verificación del diámetro efectivo en una curva de finida
por un conjunto de vectores {r1, ...ri, ...rN} puede correr en tiempo polinomial O(N2)
y la implementación de ese algoritmo en para esta Tesis se puede observar en el Anexo
A.1.6.

3.1.1.5 Cálculo numérico del ı́ndice de ligamiento

Para calcular la enerǵıa potencial elástica de torsión del DNA basta con usar la ecuación
(3.4). Sin embargo, tambien es útil tener en cuenta la forma de calcular numéricamente
el Lk. El ı́ndice de ligamiento según (2.4) es

Lk = 1
4π

∮
C′

∮
C

((r’− r)× dr
‖r’− r‖3

)
· dr’

(3.10)

De la ecuación (2.4) se puede inferir que si dos curvas están definidas por los vectores de
posición, r y r’ y la distancia entre dos segmentos consecutivos está dada por b = ri+1−ri
y por b’ = r’j+1 − r’j , entonces el Lk de las dos curvas se puede calcular para N

segmentos mediante:

Lk = 1
4π

N∑
i=1

N∑
j=1

(
(r’j − ri)× b
‖r’j − ri‖3

)
· b’.

(3.11)
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Ya que ri = (xi, yi, zi), rj = (xj , yj , zj), b = (xi+1 − xi, yi+1 − yi, zi+1 − zi) y b’ =
(xj+1−xj , yj+1− yj , zj+1− zj), el producto vectorial mixto ((r’j − ri)×b) ·b’ se puede
calcular como un determinante de 3× 3. Si renombramos a la diferencia (r’j − ri) como
Rji = (Rji1, Rji2, Rji3) tendremos que:

(Rji × b) · b′ = Det


Rji1 Rji2 Rji3

b1 b2 b3

b′1 b′2 b′3


La implementación de un algoritmo que calcule la sumatoria doble 3.11 debe correr en
tiempo polinomial O(N2).

3.1.1.6 Cálculo numérico del ı́ndice de superenrrollamiento

De la ecuación (2.19)

Wr = 1
4π

∮
C

∮
C

((r1 − r2)× dr2
‖r1 − r2‖3

)
· dr1. (3.12)

podemos obtener la siguiente formula

Wr = 1
4π

N∑
i=1

N∑
j=1

(
(rj − ri)× bi
‖rj − ri‖3

)
· bj .

(3.13)

También podemos denotar a la diferencia (rj − ri) como Rji, pudiendo luego calcular el
producto vectorial mixto como:

(Rji × bi) · bj = Det


Rji1 Rji2 Rji3

bi1 bi2 bi3

bj1 bj2 bj3


A diferencia del cálculo del Lk, el cálculo del Wr requeriŕıa que se recorra la misma
curva dos veces, por ello se mide el ángulo sólido entre dos segmentos dos veces. Para
disminuir el tiempo de computo del Wr entonces se puede recorrer la curva sólo una vez
y luego se multiplica el resultado por dos. Esto se logra haciendo que la segunda suma
comienze desde i, quedando la fórmula como:



Capitulo 3. Simulación por el método de Monte Carlo 43

Wr = 1
2π

N∑
i=1

N∑
j=i

(
(rj − ri)× bi
‖rj − ri‖3

)
· bj

(3.14)

Los algoritmos que calculen las sumatorias dobles 3.13 o 3.14 deben correr en tiempo
polinomial O(N2).

3.1.2 Control del estado topológico en las conformaciones

El estado topológico de una conformación con superenrrollamiento puede ser descrito
no solo por su valor de ∆Lk, sino tambien por la presencia de nudos. Una forma de
verificar la presencia de nudos es mediante la utilización del polinomio de Alexander
para nudos. Dicho polinomio es un invariante de nudos descubierto en 1923 por James
Waddell Alexander [92]. La versión original del polinomio parte de la representación de
un nudo mediante un diagrama bidimensional o un grafo. Una proyección plana de un
nudo con n cruces genera un diagrama con n+ 2 regiones, a cada región se le asigna un
ı́ndice. No existe una indicación especial para asignar los ı́ndices a las regiones. Una de
las asignaciones posibles se muestra en la Figura 3.3, donde ri indica las regiones y ci

indica los puntos cruce del diagrama de nudo.

Figura 3.4: Diagrama de un nudo trefoil donde se muestran las distintas regiones ri

y los cruces ci

Es posible asignar una serie de ecuaciones a un diagrama de nudo. Supóngase que en
un cruce ci las regiones se llaman rj , rk y rm en el sentido inverso al movimiento de las
manecillas del reloj y se asigna rj y rk a las regiones que están marcadas con un punto.
Por lo tanto, la ecuación de un cruce ci es:

ci(r) = xrj − xrk + rl − rm.

(3.15)
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De acuerdo a lo anterior las ecuaciones del diagrama de la Figura 3.3 son:

c1(r) = xr2 − xr0 + r3 − r4 = 0.

c2(r) = xr1 − xr0 + r2 − r4 = 0.

c3(r) = xr3 − xr0 + r1 − r4 = 0.

(3.16)

Estas ecuaciones de un diagrama determinan su estructura. Con estas ecuaciones se
genera la matriz de coeficientes, con n filas y n+ 2 columnas, donde las filas representan
los cruces y las columnas representan las regiones. Aśı, la matriz de coeficientes M del
ejemplo (Figura 3.3) queda como sigue

M =


x 0 x 1 −1
x 1 0 x −1
x x 1 0 −1


Si se reduce la matriz M a una matriz cuadrada eliminando las dos columnas consecutivas
de ı́ndices p y p+1, el determinante de la matriz restante M0 será independiente de las
dos columnas eliminadas, dentro de un factor de la forma ±xn. El determinante obtenido
es el llamado polinomio de Alexander y es un invariante para nudos. En la matriz M,
removiendo las primeras dos columnas el determinante resultante es

Det


x 1 −1
0 x −1
1 0 −1

 = −x2 + x− 1

Si se eliminan las dos últimas filas el determinante resulta ser

Det


x 0 x

x 1 0
x x 1

 = −x3 + x2 − x

Se observa que estos dos resultados difieren solamente en un factor ±xn. El resultado
obtenido para este nudo, que es conocido como trefoil (trébol) tiene entonces el polinomio
de Alexander ∆(x) = x2 − x + 1. Este es el nudo más simple que existe. El valor del
polinomio de Alexander para una curva sin nudos (unknot) es ∆(x) = 1.
Para obtener el polinomio de Alexander para curvas más complejas en esta obra se
recurre al mismo algoritmo utilizado por Vologodskii y colaboradores [90].
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3.1.3 Propiedades termodinámicas del superenrrollamiento y encade-
namiento

Un sistema se encuentra en estado de equilibrio termodinámico cuando no es capaz
de cambiar de estado espontáneamente, o, sus variables macroscópicas como presión,
temperatura y composición toman un valor constante, independiente del tiempo. El
equilibrio es aquel estado al cual tiende espontáneamente un sistema [93]. Para ello ha
de encontrarse simultáneamente en equilibrio térmico (la temperatura en todos los pun-
tos del sistema es la misma), mecánico (la presión en todos los puntos del sistema es la
misma) y qúımico (la composición qúımica es la misma en todos los puntos del sistema).
Por otro lado, es indispensable que todas las fuerzas en el sistema estén balanceadas
[93].
La enerǵıa libre es un potencial termodinámico, una función de estado extensiva, que de-
termina la condición de equilibrio y espontaneidad para una reacción qúımica (a presión
y temperatura constantes). La entalṕıa H de un sistema y entroṕıa S definen la enerǵıa
libre del mismo mediante G = H −TS, donde T es la temperatura absoluta del sistema
[93]. La variación de enerǵıa libre para un proceso termodinámico toma la forma

∆G = ∆H − T∆S. (3.17)

En su estado relajado, una plásmido tendrá un valor de Wr cercano a cero. En la
simulación con el modelo wormlike chain siempre se tendrá una enerǵıa de doblado
distinta de cero, en el estado de equilibrio. Se definen la entalṕıa en este modelo de
DNA como la diferencia entre la enerǵıa potencial elástica total para un valor dado de
∆Lk y el valor de la enerǵıa potencial elástica en estado relajado [90]:

H(∆Lk) = E(∆Lk)− E(∆Lk0). (3.18)

En el caso de que se tengan moléculas relajadas, con ∆Lk = 0, proponemos la si-
guiente definición de la entalpia en función al número de encadenamientos, Ca, como
H(Ca) = E(Ca)− E(Ca0), donde Ca0 es la ausencia de encadenamiento.

La variación de enerǵıa libre que debe introducir una topoisomerasa para cambiar el
ı́ndice de ligamiento de una molécula, desde Lk0 hasta adquirir cierto valor de ∆Lk es

∆G(σ) ∼= 13LRTσ2, (3.19)
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donde L es la longitud de la molécula, R es la constante de los gases, T la temperatura
absoluta y σ es denominado ı́ndice de ligamiento espećıfico y está dado por σ = ∆Lk

Lk0
[6].

3.1.4 Simulación de moléculas de DNA

Se manejaron moléculas de DNA plasmidico con horquillas de replicación detenidas, es
decir, intermediarios de replicación (RIs), con una región no replicada y una región ya
replicada. Uno de los principales problemas que dificultan el estudio de la topoloǵıa
de los RIs es que in vivo existe un complejo protéico denominado replisoma que se
encuentra unido a el RI. Como se explicó anteriormente, la unión del replisoma a los RIs
en las horquillas de replicación actuaŕıa como una barrera regulando la difusión de la
tensión torsional entre las regiones no replicada y ya replicada. Sin embargo, al aislar el
DNA y eliminar todas las proteinas unidas al mismo (para su análisis por electroforesis
o microscoṕıa electrónica) desaparecen las restricciones topologicas impuestas por la
unión del replisoma. Esto hace que el DNA pueda girar libremente en las horquillas,
permitiendo la libre difusión del superenrrollamiento a través de las mismas. En el
presente trabajo, valiéndonos de esta ”separación”en dominios topológicos entre la región
no replicada y la ya replicada, se simularon RIs compuestos por dos partes: i) la región
no replicada que se comporta como una molécula con un determinado valor de ∆Lk, y
ii), la ya replicada como dos moléculas encadenadas, con un determinado valor de Ca y
∆Lk = 0.

Debido a que in vitro la reǵıon ya replicada está permanentemente relajada, debido a la
eliminación del proteosoma, se puede simular el encadenamiento sin superenrrollamiento.
En condiciones controladas de laboratorio, el plásmido tratado se encuentra almacenado
a presión y temperatura constante. Considerando a cada intermediario de replicación
como un sistema de dos partes, la región ya replicada y la no replicada, y asumiendo
que no interactúa con el medio circundante, entonces existe equilibrio termodinámico
en el sistema. De esta forma, cada exceso de enerǵıa en una región pasará a la otra en
forma de variación de entalṕıa. Mecánicamente, un exceso de enerǵıa en la región no
replicada inducirá que algunos cruces de esta región pasen a la región ya replicada en
forma de más pre-encadenamiento. De forma opuesta, un exceso de enerǵıa en la reǵıon
ya replicada inducirá una pérdida del pre-encadenamiento y la introducción de nuevos
cruces en la reǵıon no replicada.
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Materiales y métodos

4.1 Parte experimental

4.1.1 Estirpes bacterianas

Las estirpes de E. coli utilizadas en este trabajo fueron:

DH5αF’: [F’/ endA1 hsdR17 (r−k , m+
k ) supE44 thi-1 λ- recA1 gyrA96 (nalr) relA1

deoR ∆(lacZYA-argF)-U169 φ80dlacZ∆M15].

parE10: W3110 [parE10 recA], [94]. Cedida por el Dr. Ian Grainge. Si se cultiva a 43o

C es deficiente en TopoIV.

4.1.2 Plásmidos

pBR322@AatII (4449 pb): Contiene la secuencia terminadora de la replicación TerE en
el sitio AatII de pBR322. Debido a la posición del terminador respecto al origen, en
este plásmido se acumulan RIs con la horquilla detenida cuando ha alcanzado el 60 por
ciento de su replicación. Por tanto, los RIs acumulados contienen una burbuja interna
y su masa es 1.60 veces la masa del plásmido no replicado.

4.1.3 Condiciones de cultivo

Los cultivos en medio ĺıquido de las estirpes se realizaron en LB (triptona %, extracto de
levadura 0.5%, cloruro sódico 1%, pH 7.5) a 37oC con agitación orbital (250 rpm). Para
la selección de transformantes se utilizó ampicilina (Roche) a 75µg/ml , tetraciclina a
12.5 µg/ml (Sigma). Los cultivos en medio sólido se realizaron en placas Petri con LB al

47
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Figura 4.1: Mapa del plásmido pBR322@AatII. A: Mapa en donde se indica la po-
sición y orientación del origen ColE1 (flecha verde) y del terminador TerE (en rojo) aśı
como los sitios de corte de las enzimas de restricción utilizadas. En el interior del mapa
se muestra la posición y orientación los genes que confieren resistencia a ampicilina
(flecha azul a la izquierda) y tetraciclina (flecha azul a la derecha), y del gen rop (flecha
negra). B: Esquema del RI que se acumula cuando la horquilla se detiene al llegar al
terminador. En azul y verde se representa la doble hélice parental y en rojo las cadenas

nacientes (Virginia Lopez et. al.)

que se añadió agar al 2%. Las placas se incubaron invertidas entre 16 y 18 horas a 37oC
en estufa. La densidad celular en los cultivos se determinó midiendo la densidad óptica
en un espectrofotómetro a 600 nm (OD600) frente a un blanco que conteńıa el medio LB
sin células bacterianas. Las estirpes bacterianas se conservaron diluidas al 50% en una
solución de glicerol (glicerol 65%, MgSO4 0.1 M, Tris-HCl 0.025 M, pH8.0) a -20oC y
a -80oC. La inhibición de la Topo IV en la estripe parE10 (con mutación termosensible
en el gen parE) se llevó a cabo creciendo los cultivos a la temperatura permisiva (30oC)
hasta alcanzar la fase exponencial e incubándolos después a la temperatura restrictiva
(43oC) a distintos tiempos y con agitación orbital.

4.1.4 Tratamiento de los plásmidos

Los plásmidos se trataron con distintas topoisomerasas de estudio en esta obra antes de
la electroforesis en geles bidimensionales de agarosa, en presencia o en ausencia de clo-
roquina. En algunos de éstos tratamientos estuvieron acompañados de distintas formas
con agentes intercalantes.
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4.1.4.1 Digestión con Topoisomerasa IV

Para el estudio de la topoloǵıa de los RIs del plásmido pBR322@AatII (de la estirpe
DH5αF’ y parE10) en presencia de TopoIV, la muestra de DNA (0.2µg/mL) se incubó
con Topo IV (3030U

mL ) durante 30 minutos a una temperatura de 37oC en presencia o
ausencia de cloroquina (40 µg/mL).
La digestión se detuvo utilizando proteinasa K durante 30 minutos a una temperatura
de 37oC y luego el plásmido se almacenó a 4oC.

4.1.4.2 Digestión con DNA Girasa

Para el estudio de la topoloǵıa de los RIs del plásmido pBR322@AatII (de la es-
tirpe DH5αF’ y parE10) en presencia de DNA Girasa, la muestra de DNA plasmı́dico
(0.2µg/mL). Se incubó con DNA Girasa (1530U

mL ) durante 30 minutos a una temperatura
de 37oC.
Las muestras se incubaron con DNA Girasa a 37oC durante 30 minutos en presencia o
en ausencia de cloroquina (40 µg/mL).
La digestión con Girasa se detuvo utilizando proteinasa K durante 30 minutos a una
temperatura de 37oC y luego el plásmido se almacenó a 4oC.

4.1.5 Agente intercalante

Como agente intercalante se utilizó cloroquina. En todos los casos se trabajó una con-
centración de cloroquina de 40 µg/mL.

4.1.6 Geles bidimensionales de agarosa

El análisis de DNA se realizó mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa.
Esta técnica, en la que tanto el tamaño como la forma de una molécula de DNA influyen
en su movilidad electroforética, se realizó siguiendo el protocolo descrito originalmente
por Brewer y Fangman [? ].

La primera dimensión se realizó en geles de agarosa a una concentración de 0.4% de
agarosa SeaKem LE en tampón TBE 1x y se corrió a 0.9 V/cm durante 25 horas a
temperatura ambiente. Luego se llevaron a cabo las segundas dimensiones en geles de
1% de agarosa SeaKem LE en tampón TBE 1x que se corrieron a 5 V/cm durante 10
horas a 4oC.
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En aquellos casos en los que se estudió la influencia de un agente intercalante, se utilizó
cloroquina durante la primera y la segunda dimensión, tanto en el gel de agarosa como
en el tampón TBE 1x de la cubeta de electroforesis.

4.2 Métodos de simulación computacional

4.2.1 Simulación del supererrollamiento

En condiciones en las que el plásmido representado no está replicando (monómero), ti-
ene una longitud de 4449 pb. Los intermediarios de replicación tienen una masa de 1.6x
respecto a las formas no replicadas, es por esto que la región no replicada tiene una longi-
tud de 1780 pb (605 nm), que representa el 40% de la longitud del plásmido no replicado.

Como conformación inicial se tiene un poĺıgono regular de N lados o vertices. Para
grandes valores de N podemos considerar al poĺıgono como un circulo. Una vez que
se ha calculado la enerǵıa inicial E0 se realizan los movimientos de prueba sobre la
conformación inicial para ejecutar el método de Metropolis Monte Carlo. La función de
enerǵıa potencial para las conformaciónes es

E = kbTα
N∑
i=1

θ2
i + 2π2C

L
(∆Lk −Wr)2 (4.1)

donde kb es la constante de Boltzman, T es la temperatura absoluta, θi es el ángulo
entre el segmento i y el i + 1, α es la rigidez de doblado, C la rigidez de torsión y L

la longitud de la cadena en pb. En la expresión (4.1) está especificado el valor de Lk
que debe alcanzar el plásmido simulado. El valor de Wr cambia en cada movimiento de
prueba. Los movimientos de prueba se producen mediante un movimiento de rotación
ŕıgida que se logra tomando aleatoriamente dos vertices de segmentos , A y B, en el
modelo wormlike. Todos los puntos P contenidos entre A y B son rotados en torno
a un eje que pasa por A y B en un ángulo aleatorio ϕ. El punto P ′ resultante de la
rotación de P es

P ′ = [n.(P −A)]n + cos(ϕ)[(P −A)− [n.(P −A)]n]± sin(ϕ)[n× (P −A)] (4.2)

donde n es el vector que apunta desde el punto A hasta el punto B, n = (B−A)
‖B−A‖ . En

forma contraproducente estos movimientos de movimientos de rotación ŕıgida permiten
que dos segmentos se crucen o atraviesen entre śı, provocando la aparición de nudos en
muchos casos. Los nudos son detectados mediante el algoritmo basado en la búsqueda
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del polinomio de Alexander de la conformación. El algoritmo para obtener el superenr-
rollamiento es presentado en el anexo A.2
Se representó la región no replicada mediante el modelo worm like, con 180 segmentos,
diámetro efectivo con A=3 nm (ecuación 3.9), rigidez de torsión C = 4, 50.10−19 J.pb,
constante de doblado α = 7.4965, temperatura absoluta T = 297 K.
Se realizaron simulaciones de 100 formas no anudadas para cada topoisomero desde
∆Lk = −1 hasta ∆Lk = −20, con 105 movimientos de prueba en cada simulación.
Las simulaciones fueron realizadas con MATLAB, en un computador de doble núcleo,
con procesador Pentium de 2.13 GHz. En la figura 4.2 mostramos una tabla con los
parámetros utilizados para la simulación del supenrrollamiento.

Figura 4.2: Parámetros constantes utilizados en la simulación del superenrollamiento.

4.2.2 Simulación del encadenamiento

Cada molécula naciente de la región ya replicada tiene una longitud de 2670 pb (939
nm), que representa el 60% de la longitud del plásmido no replicado.
Como conformación inicial para cada simulación se utilizaron toroides encadenados.
Estos se obtuvieron creado dos toroides con el mismo centro, ambos de radios R y r,
desfasados un ángulo β que produzca la mayor separación entre las curvas y ambos
con un número de vueltas coincidente con el número de encadenamientos que se desea
simular. Sobre esta conformación inicial se realizan cambios de conformación con los
movimientos de rotación ŕıgida. Se busca mantener durante toda la simulación el mismo
número de encadenamiento y relajar el encadenado, hasta que ambas moléculas tengan
el menor valor posible de Wr para un determinado Ca.
La función de enerǵıa potencial para cada molécula relajada (∆Lk = 0) encadenada
independiente y para cada conformación de prueba es

E = kbTα
n∑
i=1

θ2
i + 2π2C

L
(Wr)2 (4.3)

donde kb es la constante de Boltzman, T es la temperatura absoluta, θi es el ángulo
entre el segmento i y el i+ 1, α es la rigidez de doblado, C la rigidez de torsión y L la
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longitud de la cadena en pb. El cálculo de la enerǵıa es independiente del número de
encadenamiento (Ca).
Representamos la región no replicada mediante el modelo worm like, con 180 segmentos,
diámetro efectivo con A=3 nm (ecuación 3.9), rigidez de torsión C = 4, 50.10−19 J.pb,
constante de doblado α = 4.8010, temperatura absoluta T = 297 K.
Se realizaron simulaciones de 10 formas relajadas (∆Lk = 0) para cada encadenado
desde Ca = 0 hasta Ca = 20, con 105 movimientos de prueba en cada simulación.
Las simulaciones fueron realizadas con MATLAB, en un computador de doble núcleo,
con procesador Pentium de 2.13 GHz. En la figura 4.2 mostramos una tabla con los
parámetros utilizados para la simulación del encadenamiento.

Figura 4.3: Parámetros constantes utilizados en la simulación del encadenamiento.
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Resultados

La presente obra se centra en el estudio de los cambios topológicos en moléculas de DNA
parcialmente replicadas y el papel que juegan las topoisomerasas en la coordinación
entre superenrrollamiento y pre-encadenamiento durante la replicación del DNA. Como
modelo de estudio se utilizó el plásmido pBR322@AatII con las horquillas de replicación
detenidas en la secuencia terminadora TerE y el origen de replicación unidireccional
ColE1. El bloqueo de las horquillas de replicación conduce a la acumulación de RIs
cuya masa es 1.6 veces la de la molécula no replicada. Para analizar la topoloǵıa de
los RIs se combinó la electroforesis bidimensional en geles de agarosa con simulaciones
computacionales de moléculas de DNA.

5.1 Resultados del análisis de RIs mediante electroforesis
bidimensional en geles de agarosa

5.1.1 Análisis de los RIs del plásmido pBR322@AatII digerido con
Topo IV y DNA Girasa

Durante la replicación del DNA tanto la Topo IV como la DNA Girasa actúan en las
regiones no replicada y ya replicada para compensar el Wr(+) generado por el avance de
la horquilla replicativa. Con el fin de estudiar la actividad de las DNA topoisomerasas de
tipo IIA de E. coli sobre la topoloǵıa de los RIs, se digirió el plásmido pBR322@AatII con
Topo IV o DNA Girasa. Como control se utilizó el plásmido intacto. En los plásmidos
aislados y desproteinizados de la estirpe DH5αF’ existe superenrrollamiento negativo de
tipo RH(-) en la reǵıon no replicada y pre-encadenados LH(-) en la región ya replicada
(Figura 2.13 b). En primer lugar se analizaron las formas intactas de los RIs del plásmido
pBR322@AatII crecido en células de la estirpe DH5αF’ de E. coli para comprobar la
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acumulación de moléculas parcialmente replicadas con horquillas de replicación deteni-
das en TerE. En las Figuras 5.1 a y 5.2 a se observa la inmunodetección correspondiente
junto con un esquema interpretativo. La señal que aparece en el ángulo inferior derecho
corresponde a moléculas superenrrolladas no replicadas, las CCCs. Estas pueden sufrir
roturas tanto durante la corrida de la primera dimensión del gel como en el transcurso
de la primera y la segunda dimensión, apareciendo un rastro horizontal y vertical, res-
pectivamente. Estos rastros hacen que los CCCs formen un ángulo recto con sus formas
niqueadas (moléculas con una ’rotura’ de cadena sencilla), las OCs. Tanto las CCCs
como los OCs corresponden a monómeros, es decir, moléculas que no están replicando.
En la inmunodetección se observan además señales que forman un arco continuo de to-
poisómeros y que corresponden a intermediarios de replicación covalentemente cerrados
(CCRIs). El arco se extiende de la parte superior izquierda de la inmunodetección hasta
la zona inferior atravesando la linea horizontal de las OCs. En dicho arco se observa
que las formas más abundantes corresponden a moléculas muy torsionadas (con mayor
movilidad electroforética). La señal del extremo superior izquierdo del arco corresponde
a la acumulación de intermediarios de replicación relajados (AccRIs).
En la Figura 5.1 b se presenta la inmunodetección y el esquema correspondiente del
plásmido digerido con Topo IV. En el centro se observa un grupo de señales que cor-
responden a moléculas no replicadas que han perdido movilidad electroforética debido
a la eliminación Wr(-). En el extremo superior izquierdo se observa además una señal
que corresponde a RIs relajados (AccCRIs) y que confirma que la Topo IV relajó com-
pletamente las poblaciones de RIs. Este resultado confirma que la Topo IV es capaz
de eliminar el Wr(-) pero no puede relajar completamente moléculas de DNA con altos
niveles de superenrrollamiento negativo. Por otro lado, la Topo IV relaja completa-
mente la población de moléculas parcialmente replicadas. En la inmunodetección y el
esquema correspondiente al tratamiento con DNA Girasa (Figura 5.2 b) se observa que
las moléculas no replicadas negativamente superenrrolladas (CCC) no cambian su movi-
lidad electroforética con respecto al control. En el arco correspondiente a las moléculas
parcialmente replicadas se observa un cambio en la movilidad electroforética y la distri-
bución de las señales con respecto al control, lo cual se correspondeŕıa con una dismi-
nución de la tensión torsional. Este resultado demuestra que la DNA Girasa es capaz de
relajar parcialmente intermediarios de replicación con pre-encadenamiento LH(-) pero
no cambia la movilidad electroforética de las moléculas no replicadas con altos niveles
de Wr(-).
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Figura 5.1: Digestión del plásmido pBR322@AatII de la estirpe DH5αF’ con Topo IV.
a) Inmunodetección obtenida mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa
del plásmido intacto y esquema interpretativo correspondiente. b) Inmunodetección ob-
tenida mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa del plásmido digerido
con Topo IV y su esquema representativo correspondiente. Las señales correspondien-
tes a los intermediarios de replicación se representan como puntos de color rojo y las

moléculas no replicadas como puntos negros.

Figura 5.2: Digestión del plásmido pBR322@AatII de la estirpe DH5αF’ con DNA
Girasa. a) Inmunodetección obtenida mediante electroforesis bidimensional en geles
de agarosa del plásmido intacto con su esquema interpretativo correspondiente. b)
Inmunodetección obtenida mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa
del plásmido digerido con DNA Girasa y su esquema representativo correspondiente.
Las señales correspondientes a los intermediarios de replicación se muestran en color

rojo y las moléculas no replicadas en negro.
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Figura 5.3: Digestión del plásmido pBR322@AatII de la estirpe DH5αF’ con Topo IV
en presencia de cloroquina. Inmunodetección y su esquema interpretativo. Los inter-
mediarios de replicación se representan con puntos rojos y las moléculas no replicadas

con puntos negros.

5.1.2 Análisis del plásmido pBR322@AatII digerido con Topo IV y
DNA Girasa en presencia de cloroquina

En el experimento anterior pudimos comprobar que tanto la Topo IV como la DNA Gi-
rasa son capaces de relajar, aunque en distinta medida, RIs conWr(-) y pre-encadenamiento
LH(-). Con el objeto de comprobar el efecto de la introducción de Wr(+) sobre la activi-
dad de las topoisomerasas, decidimos llevar a cabo digestiones en presencia de un agente
intercalante. La cloroquina es una molécula planar de pequeño tamaño que se intercala
entre las bases nitrogenadas de la doble hélice, provocando un desenrrollamiento de las
moléculas con Wr(-). Ese desenrrollamiento hace que adquieran un Wr=0. Sin embargo,
a partir de ese momento, la incorporación de cantidades crecientes de cloroquina hace
que los plásmidos adquieran Wr(+). En moléculas de DNA parcialmente replicadas y
aisladas in vitro, el tratamiento con altas concentraciones de cloroquina induce la for-
mación de horquillas en retroceso, es decir, el apareamiento de las cadenas nascientes en
la región ya replicada (Figura 2.14).

Luego de la digestión con Topo IV en presencia de cloroquina las muestras se analizaron
mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa y se obtuvo la inmunodetección
de la Figura 5.3. No se observan diferencias significativas con respecto a la inmunode-
tección del plásmido digerido con Topo IV en ausencia de cloroquina (Figura 5.1 b). Al
igual que en la inmunodetección de la muestra digerida en ausencia del intercalante, se
observa que una señal que corresponde a RIs relajados (AccRIs) en el extremo supe-
rior izquierdo y un grupo de señales correspondientes a moléculas no replicadas que ha
perdido movilidad electroforetica en el centro de la imagen.
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Figura 5.4: Digestión del plásmido pBR322@AatII de la estirpe DH5αF’ con DNA
Girasa en presencia de cloroquina. Inmunodetección y su esquema interpretativo. Los
intermediarios de replicación se representan con puntos rojos y las moléculas no repli-

cadas con puntos negros.

Paralelamente, el plásmido se digirió con DNA Girasa en presencia del agente interca-
lante y se analizó mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa, la inmu-
nodetección y su esquema representativo se muestran en la Figura 5.4. En este caso
tampoco se observaron diferencias significativas con respecto al plásmido digerido en
ausencia de cloroquina (Figura 5.2 b). En ambos casos se observa una disminución de
la movilidad electroforética junto con un cambio en la distribución de las señales del
arco de RIs, lo cual se correspondeŕıa con una relajación parcial. Se observa además
que las moléculas no replicadas (CCCs) no cambian su movilidad electroforética. En
conjunto, estos resultados no nos permitieron determinar el efecto de la introducción de
Wr(+) sobre la digestión con Topo IV o DNA Girasa puesto que la cloroquina no altera
la procesividad de las mismas sobre los RIs.

5.1.3 Análisis del plásmido pBR322@AatII digerido con Topo IV y
DNA Girasa mediante electroforesis bidimensional en geles de
agarosa en presencia de cloroquina

Los geles bidimensionales del apartado anterior no nos permitieron distinguir efecto de la
introducción de Wr(+) sobre los RIs relajados por la Topo IV y la DNA Girasa. Por ello
decidimos digerir las muestras con las topoisomerasas y luego analizarlas mediante elec-
troforesis bidimensional en geles de agarosa en presencia de cloroquina. Como control se
utilizó el plásmido intacto. En las Figuras 5.5 a y 5.6 a se muestra la inmunodetección y el
esquema interpretativo correspondiente al control. En esta inmunodetección se observa
un arco de señales en el extremo inferior derecho que, de acuerdo a la concentración
de cloroquina empleada, correspondeŕıa a moléculas no replicadas que han adquirido
Wr(+). En el extremo superior izquierdo se observa una señal correspondiente a RIs
relajados con horquillas en retroceso. En la Figura 5.5 b se presenta la inmunodetección
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Figura 5.5: Electroforésis bidimensional en geles de agarosa en presencia de cloro-
quina del plásmido pBR322@AatII de la estirpe DH5αF’ digerido con Topo IV. a)
Inmunodetección del plásmido intacto con su esquema interpretativo. b) Inmunode-
tección del plásmido digerido con Topo IV acompañado de su esquema representativo
correspondiente. Las señales correspondientes a los intermediarios de replicación se

representan en color rojo y las moléculas no replicadas se representan en negro.

correspondiente al plásmido digerido con Topo IV y analizado mediante electroforesis
bidimensional en presencia de cloroquina (40µg/mL). En el extremo inferior derecho
se observa una señal correspondiente a moléculas no replicadas parcialmente relajadas
por la Topo IV que en presencia de altas concetraciones de cloroquina adquieren mucho
superenrrollamiento positivo, y aumentan su movilidad electroforética. No se detecta
la población de intermediarios de replicación, posiblemente debido a ruturas de cadena
sencilla en las horquillas de replicación como consecuencia de la alta concentración de
cloroquina empleada. Con las muestras de DNA digeridas con DNA Girasa y anali-
zadas mediante un gel bidimensional de agarosa en presencia de cloroquina se obtuvo
la inmunodetección de la Figura 5.6 b. Se observa a todos los RIs concentrados en la
zona de los AccRIs, lo cual se corresponde con la formación horquillas en retroceso. Se
observa además un arco de señales formado por moléculas que han adquirido Wr(+)
como consecuencia de la presencia de cloroquina durante la electroforesis.

En conjunto, estos resultados demuestran que la presencia de cloroquina durante la
electroforésis induce la formación de horquillas en retroceso en los RIs previamente
relajados por la DNA Girasa. En el caso de los RIs previamente relajados por Topo IV,
la elevada tensión en el DNA inducida por el agente intercalante produciŕıa roturas en
las formas parcialmente replicadas.
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Figura 5.6: Electroforésis bidimensional en geles de agarosa en presencia de cloro-
quina del plásmido pBR322@AatII de la estirpe DH5αF’ digerido con DNA Girasa. a)
Inmunodetección del plásmido intacto con su esquema interpretativo correspondiente.
b) Inmunodetección del plásmido digerido con DNA Girasa acompañado de su esquema
representativo correspondiente. Las señales correspondientes a los intermediarios de re-
plicación se representan en color rojo y las moléculas no replicadas se representan en

negro.

5.1.4 Análisis del plásmido pBR322@AatII de la cepa termosensible
ParE10 digerido con DNA Girasa y Topo IV

Durante la replicación del DNA en bacterias la Topo IV se encarga de eliminar el pre-
encadenamiento generado en la región ya replicada como consecuencia de la difusión del
Wr(+) generado por el avance de la horquilla de replicación. En ausencia de Topo IV
se produce una acumulación de pre-encadenados RH(+) que impiden la migración del
Wr(-) de la región no replicada a la ya replicada (Figura 2.13 c).
Con el objeto de analizar el efecto de la ausencia de la Topo IV sobre la capacidad de la
DNA Girasa y la Topo IV para relajar los RIs in vitro, se aislaron plásmidos de la estirpe
ParE10, mutante termosensible para la Topo IV. Los mismos crecieron inicialmente
crecidas a la temperatura permisiva (30◦ C) y luego se incubaron a la temperatura
restrictiva (43◦ C) para inhibir la expresión de la Topo IV. Como control se utilizó el
plásmido intacto. Tal como era de esperar en el plásmido intacto, en ausencia de Topo
IV se produce una acumulación de moléculas encadenadas (CatAs, CatBs y CatCs). Se
observa además el arco de señales correspondiente a la acumulación de RIs (Figuras 5.7
a y 5.8 a ) con distinto grado de estrés torsional.

Tras la digestión del plásmido con Topo IV se obtuvo la inmunodetección de la Figura 5.7
b. En el extremo superior izquierdo, se puede observar una señal correspondiente a RIs
relajados aśı como la desaparición de las señales correspondientes a las distintas familias
de encadenados. Se observa además un grupo de señales en el centro que corresponde
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Figura 5.7: Digestión con Topo IV del plásmido pBR322@AatII de la estirpe ParE10.
a) Inmunodetección del plásmido intacto y esquema interpretativo correspondiente. b)
Inmunodetección del plásmido digerido con Topo IV y su esquema representativo cor-
respondiente. Las poblaciones de RIs se representan como puntos rojos, las poblaciones
de encadenados CatAs, CatBs y CatCs en celeste, lila y verde respectivamente y los

monómeros se representan con puntos negros.

a moléculas no replicadas negativamente superenrrolladas que han perdido movilidad
electroforética. En conjunto estos resultados confirman la actividad desencadenante de
la Topo IV aśı como su baja efectividad para resolver superenrrollamiento negativo. Por
otra parte se demostró que la Topo IV es también capaz de resolver completamente RIs
con pre-encadenamiento RH(+).

En las muestras digeridas con DNA Girasa (Figura 5.8 b). Se observa que al igual que en
el control, hay una acumulación de las distintas familias de encadenados. Contrariamente
a lo observado con la estirpe DH5αF’, la movilidad y distribución del arco de señales
de los RIs no cambia con respecto al control (Figura 5.8 a). Por otro lado, tal como se
constató anteriormente, la movilidad de los monómeros con superenrrollamiento negativo
no se ve afectada por la acción de la DNA Girasa. Este resultado confirma que la DNA
Girasa no es capaz de relajar moléculas no replicadas con SC(-) aśı como tampoco
actúa sobre moléculas encadenadas. Al contrario de lo que se observa in vitro en los
RIs de la estirpe DH5αF’, la DNA Girasa no relaja los RIs con una acumulación de
pre-encadenamientos RH (+) aislados de la cepa mutante para la Topo IV.
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Figura 5.8: Digestión del plásmido pBR322@AatII de la estirpe ParE10 con DNA
Girasa. a) Inmunodetección del plásmido intacto con su esquema interpretativo. b)
Inmunodetección del plásmido digerido con DNA Girasa y su esquema representativo.
Las poblaciones de RIs se preresentan compo puntos de color rojo, aśı también se
observan las poblaciones de encadenados CatAs, CatBs y CatCs en celeste, lila y verde

respectivamente y los monómeros se representan con puntos negros.

5.1.5 Análisis del plásmido pBR322@AatII de la cepa termosensible
parE10 digerido con DNA Girasa y Topo IV en presencia de
cloroquina

En el experimento anterior se demostró que la Topo IV desencadena moléculas replica-
das y relaja intermediarios de replicación con pre-encadenamientos RH(+). También se
comprobó que la DNA Girasa no es capaz de resolver pre-encadenados de RIs proveni-
entes de una estirpe mutante para la Topo IV. Con el objeto de comprobar el efecto de
la introducción de Wr(+) en la actividad de estas topoisomerasas sobre los RIs con pre-
encadenamientos RH(+) decidimos llevar a cabo digestiones en presencia de cloroquina.

Luego de la digestión con Topo IV en presencia del agente intercalante, las muestras
se analizaron mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa y se obtuvo la
inmunodetección de la Figura 5.9. No se observan diferencias relevantes en la migración
de los RIs con respecto a la inmudetección de la Figura 5.7 b, que se obtuvo de la misma
manera a diferencia de que el plásmido no estaba bajo los efectos del agente intercalante
durante la digestión. En ambas inmunodetecciones las poblaciones de RIs se encuentran
concentradas en la zona superior izquierda. En ambas inmunodetecciones los monómeros
están agrupados en el centro. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre en ausencia de
cloroquina donde se observa monómeros con Wr(-) parcialmente relajados por la Topo
IV. En presencia del agente intercalante las formas no replicadas adquieren Wr(+) el
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Figura 5.9: Digestión del plásmido pBR322@AatII de la estirpe ParE10 con Topo IV
en presencia de cloroquina. Inmunodetección y su esquema representativo. Los RIs se

representan en rojo y las moléculas no replicadas en negro.

Figura 5.10: Digestión del plásmido pBR322@AatII de la estirpe ParE10 con DNA
Girasa en presencia de cloroquina. Inmunodetección y su esquema representativo. Los

RIs se representan en rojo y las moléculas no replicadas en negro.

cual se pierde al correr las muestras en ausencia de cloroquina.

Por otro lado el plásmido se digirió con DNA Girasa en presencia del agente interca-
lante, y luego de correr una electroforesis bidimensional, se obtuvo la inmudetección que
se muestra en Figura 5.10. En este caso tampoco fue posible observar ninguna diferencia
significativa respecto a la inmunodetección obtenida tras tratar al plásmido con la DNA
Girasa en ausencia de la cloroquina (Figura 5.8 b), pues todas las poblaciones de RIs,
encadenados y monomeros se mantienen sin ningún cambio detectable.
Todos estos resultados demuestran que la presencia de cloroquina durante la digestión
con Topo IV o DNA Girasa no altera la procesividad de las mismas sobre los RIs que
provienen de la estirpe de E. coli mutante para la Topo IV.
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5.1.6 Análisis del plásmido pBR322@AatII de la cepa termosensible
parE10 digerido con Topo IV y DNA Girasa mediante electro-
foresis bidimensional en geles de agarosa en presencia de cloro-
quina

Los geles bidimensionales del apartado anterior no nos permitieron distinguir efecto que
tiene la introducción de Wr(+) sobre la relajación de los RIs de la estirpe ParE10 dige-
ridos con Topo IV y DNA Girasa. Por esta razón se decidió digerir las muestras con las
topoisomerasas y luego analizarlas mediante electroforesis bidimensional en geles de aga-
rosa en presencia de cloroquina (40 µg/mL). Como control se utilizó el plásmido intacto
analizado mediante electroforesis bidimensional con un gel de agarosa en presencia de un
agente intercalante, de esto se obtuvo la inmunodetección mostrada en las Figuras 5.11
a y 5.12 a. Se puede apreciar las señales de las CCCs formando un arco desde la parte
inferior derecha de la figura hasta la región de las OCs. La alta concentración de cloro-
quina provoca el retroceso de las horquillas en los y estos se agrupan en la región de los
AccRIs. Las poblaciones de las distintas familias de encadenados aparecen muy difusas.
A continuación el plásmido se digirió con Topo IV y se analizó mediante electroforesis
bidimensional en geles de agarosa en presencia de cloroquina. En la inmunodetección de
la Figura 5.11 b se puede observar una señal en el extremo superior izquierdo, la misma
corresponde a RIs relajados con horquillas en retroceso. Las señales correspondientes a
encadenados desaparecen y las moléculas no replicadas están concentradas en la región
de los CCCs. Las mismas han sido previamente relajados de forma parcial por la Topo
IV y luego han adquirido Wr(+) en presencia de cloroquina.

Después de digerir al plásmido con DNA Girasa y luego de analizarlo mediante electro-
foresis bidimensional en geles de agarosa en presencia del agente intercalante, se obtuvo
la inmunodetección de la Figura 5.12 b con su correspondiente esquema interpretativo.
Los RIs con horquillas en retroceso se encuentran agrupados en la región de los AccRIs.
Las poblaciones de encadenados se muestran difusas, a causa de presencia del agente
intercalante, y las moléculas no replicadas forman un arco en la región inferior.

Estos resultados demuestran que la concentración de cloroquina utilizada en estos experi-
mentos induce la formación de horquillas en retroceso en los RIs con pre-encadenamiento
RH(+) previamente digeridas con las topoisomerasas de tipo II de E. coli.
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Figura 5.11: Inmunodetección obtenida mediante un electroforesis bidimensional en
geles de agarosa en presencia de cloroquina del plásmido pBR322@AatII de la estirpe
parE10 digerido con Topo IV. a) Inmunodetección de control obtenida del plásmido in-
tacto con un esquema interpretativo correspondiente. b) Inmunodetección del plásmido
digerido con Topo IV acompañado de su esquema representativo. Las señales correspon-
dientes a los intermediarios de replicación se representan en color rojo y las moléculas

no replicadas se representan en negro.

Figura 5.12: Inmunodetección obtenida mediante una electroforesis bidimensional
en un gel de agarosa en presencia de cloroquina del plásmido pBR322@AatII de la
estirpe termosencible parE10 digerido con DNA Girasa. a) Inmunodetección de con-
trol obtenida del plásmido intacto con su esquema interpretativo correspondiente. b)
Inmunodetección del plásmido digerido con DNA Girasa acompañado de su esquema
representativo correspondiente. Las señales correspondientes a los intermediarios de

replicación se representan en color rojo y las moléculas no replicadas en negro.
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5.2 Resultados de la simulación computacional

Para comprender mejor la naturaleza conformacional de los RIs bajo condiciones de
equilibrio termodinámico se realizaron simulaciones computacionales de las regiones no
replicada y ya replicada del plásmido pBR322@AatII con una horquilla de replicacion
detenida al alcanzar el 60% de su replicación total. Valiéndonos de la separación del RI
en dos dominios topológicos interconectados, los RIs se simularon como dos partes, la
región no replicada como una molécula con un determinado valor de ∆Lk y la región
ya replicada como dos moléculas encadenadas relajadas (∆Lk = 0) con un determinado
número de encadenamiento Ca.

5.2.1 Simulación de la región no replicada del intermediario de repli-
cación

El plásmido no replicado tiene una longitud de 4490 pb por lo tanto a la región no
replicada, con una masa que es 0.4 veces la del plásmido, le correspondeŕıa una longi-
tud de 1780 pb. Se realizaron 100 simulaciones de 100000 movimientos de prueba para
topoisómeros desde ∆Lk = 0 a hasta ∆Lk = −20. Con el fin de validar nuestra im-
plementación de modelo wormlike con el método Metropolis MC, nuestros resultados
se compararon con los que encontramos en la literatura. Primeramente se determinó la
contribución del Wr dentro del ∆Lk. En la Figura 5.13 se observa la razón Wr/∆Lk
en función del ∆Lk. Cada valor de Wr/∆Lk es el promedio de los 100 valores medidos
para cada topoisómero. El promedio de todos los valores de Wr/∆Lk es 0.7 con una
desviación estandar de 0.1. La alta dispersión del valor de Wr/∆Lk para los primeros
tres topoisómeros. Obviando los valores de Wr/∆Lk de estos primeros topoisómeros se
obtiene el resultado Wr/∆Lk = 0.75 ± 0.03. Este resultado indica que en el estado de
equilibrio térmico el ı́ndice de superenrrollamiento (Wr) tiende a un valor que corres-
ponde al 75% de la variación del ı́ndice de ligamiento (∆Lk). El algoritmo utilizado para
calcular el Wr de una curva con N segmentos, la doble integral de ĺınea de Gauss, tiene
un tiempo computacional del orden O(N2) y es mostrado en el anexo A.1.5. Nuestra
implementación del algoritmo utilizado para calcular el Wr demora 6.2 × 10−3 s para
una curva de 180 segmentos y 24.6× 10−3s para 360 segmentos. Este resultado está en
concordancia con el tiempo computacional teórico. Nuestra implementación del algor-
timo para crear conformaciones con cierto grado de superenrrollamiento con una curva
de 180 segmentos requiere aproximadamente 8.2×10−3s para realizar un movimiento de
prueba y calcular su enerǵıa, diámetro efectivo y Wr. Esto significa que crear una con-
formación con un determinado valor de ∆Lk requiere el 75% del tiempo computacional
total para calcular el Wr.
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Figura 5.13: Gráfico de la razón Wr/∆Lk con respecto al ∆Lk. Datos de 100
simulaciones de 105 movimientos de prueba para topoisómeros desde ∆Lk = 0 a hasta

∆Lk = −20

Continuando con la validación de nuestra implementación del modelo wormlike chain
para la simulación de moléculas superenrrolladas de DNA con el método de Metropolis
MC se calculó el promedio de los ángulos de cruce de para cada topoisómero y se
elaboró un gráfico de los ángulos de cruce promedio de cada topoisómero en función
del ∆Lk, tal como se muestra en la Figura 5.14. Teniendo en cuenta la alta dispersión
de los ángulos promedio de los primeros tres topoisómeros y si se tienen en cuenta los
siguientes 17 valores, se obtiene que el valor promedio del ángulo de cruce sobre el total
de topoisómeros es de 140◦± 10◦ . Debido al elevado número de movimientos de prueba
utilizados en las simulaciones (movimientos de rotación ŕıgida), del orden de 105, la
cantidad de segmentos seleccionados para la rotación disminuye conforme transcurren
los movimientos de prueba, aśı tamb́ıen los ángulos de rotación disminuye para aumentar
la probabilidad de aceptanción de las conformaciones. La probabilidad de aceptanción
para las corridas completas de todos los topoisómeros simulados se muestra en la Figura
5.15, en ella se observa que la aceptación disminuye conforme aumenta el ı́ndice de
ligamiento del topoisómero.

La aparición de nudos a causa de los movimientos de prueba se identificó a partir del
cálculo del polinomio de Alexander para cada conformación y los datos obtenidos se
utilizaron para calcular la probabilidad de que aparezcan conformaciones anudadas en
función de la variación del ı́ndice de ligamiento (∆Lk) de los topoisómeros. La relación
entre la probabilidad de anudamiento de las conformaciones y el ∆Lk en la simulación
se presenta en la Figura 5.16. Se observa que para los primeros topoisómeros no apa-
recen nudos y que la probabilidad de que estos aparezcan aumenta casi de forma lineal
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Figura 5.14: Gráfico de ángulos de cruce con respecto al ∆Lk. Datos de 100 si-
mulaciones de 105 movimientos de prueba para topoisómeros desde ∆Lk = 0 a hasta

∆Lk = −20

Figura 5.15: Probabilidad de aceptación de los movimientos de prueba en función
al ∆Lk. Datos de 100 simulaciones de 105 movimientos de prueba para topoisómeros

desde ∆Lk = 0 a hasta ∆Lk = −20
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Figura 5.16: Probabilidad de aparición de nudos en función del ∆Lk. Datos de 100
simulaciones de 105 movimientos de prueba para topoisómeros desde ∆Lk = 0 a hasta

∆Lk = −20

conforme va aumentando el ı́ndice de ligamiento (Lk).
Los topoisómeros simulados presentan como conformación estable la forma plectonémica,
tanto simple como ramificada. Esto se puede apreciar para algunos topoisómeros en la
Figura 5.17
Se simularon también conformaciones con ∆Lk = −20 con una función de diámetro
efectivo constante de defectivo = 3 nm para cada par de segmentos en nuestra implemen-
tación del modelo wormlike chain. Algunos ejemplos de las conformaciones obtenidas
se pueden apreciar en la Figura 5.18.

5.2.2 Propiedades termodinámicas de la región no replicada

Con el método de Metropolis MC se corrieron simulaciones con una cantidad de mo-
vimientos de prueba que permitiera obtener una distribución de topoisómeros en es-
tado de equilibrio termodinámico y a continuación se analizaron sus propiedades termo-
dinámicas. Para cada topoisómero simulado se calculó el promedio de enerǵıa potencial
elástica (∆E) y se graficó en función del ∆Lk. Tal como se puede observar en la Fi-
gura 5.19, existe una tendecia cuadrática de la enerǵıa respecto al ∆Lk. Este resultado
confirma que la enerǵıa de cada topoisómero es mayor conforme aumenta su valor de
∆Lk.

Los datos de enerǵıa potencial elástica (∆E) se utilizaron para obtener los valores de
variación de entalṕıa (∆H) para cada valor de ∆Lk. La ∆H se calculó tomando el valor
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Figura 5.17: Conformaciones plectonémicas no anudadas obtenidas por simulación
para topoisómeros con ∆Lk de valores -7, -10, -15 y -20. a) Formas plectonémicas

simples. b) Formas plectonémicas ramificadas.
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Figura 5.18: Conformaciones obtenidas con diámetro efectivo constante de 3 nm para
∆Lk = −20.

de enerǵıa del topoisómero con ∆Lk = 0 y sustrayéndola de la enerǵıa de los demás
topoisómeros (mediante la ecuación 3.18). Un gráfico de los valores de ∆H en función
del ∆Lk se muestra también en la Figura 5.19. Utilizando la ecuación (3.19) se calculó
la enerǵıa libre ∆G para cada topoisómero. En la Figura 5.19 se muestra la relación
entre la enerǵıa libre (∆G) y el ∆Lk. En la figura se observa que la varicación de
entalṕıa (∆H) y la enerǵıa libre (∆G) toman valores similares para los primeros cuatro
topoisómeros. A partir de este punto los valores de ∆H disminuyen significativamente
respecto a los de ∆G. De acuerdo con la ecuación (3.13), ∆G = ∆H−T∆S, el hecho de
que la variación de entalṕıa (∆H) tenga un valor menor que la enerǵıa libre (∆G) implica
que la variación de entroṕıa (∆S) es negativa. Este resultado sugiere un menor grado de
desorden a medida que las moléculas adquieren un mayor grado de superenrrollamiento.

5.2.3 Simulación de la región ya replicada del intermediario de repli-
cación

El plásmido no replicado tiene una longitud de 4490 pb, por lo tanto a cada molécula
nasciente de la región ya replicada, cuya masa es 0.6 veces la del plásmido, le corresponde
una longitud de 2700 pb. Se realizaron 10 simulaciones de 100000 movimientos de prueba
para cada valor de encadenamiento con ∆Lk = 0, desde Ca = 1 a hasta Ca = 20. Para
ello, con el objeto de estudiar la relación entre el ı́ndice de superenrrollameinto inducido
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Figura 5.19: Propiedades termodinámicas de la región no replicada y su relación con
el ∆Lk. La enerǵıa potencial elástica ∆E se muestra en lila, la variación de entalṕıa
∆H en rojo, y enerǵıa libre ∆G en azul. Datos de 100 simulaciones de 105 movimientos

de prueba para topoisómeros desde ∆Lk = 0 a hasta ∆Lk = −20

por el encadenamiento, se determinó el valor de la variación del Wr con respecto al Ca,
tal como se muestra en la Figura 5.20. Cada valor de Wr es el promedio de los 10 valores
medidos para cada número de encadenamiento Ca. Se observó una alta correlación cu-
adrática entre Wr y Ca en nuestros resultados, mostrando estos un ı́ndice de correlación
R2 = 0.9996. Estos resultados ind́ıcan que a pesar de la condición de encadenamiento
entre las moléculas con ∆Lk nulo, éstas mantienen un ı́ndice de superenrrollamiento Wr

inducido en su estado de equilibrio termodinámico. Una comparación entre los valores
de Wr vs Ca de nuestros resultados y los obtenidos por Vologodskii et. al. (Vologodskii
et. al. 1993) muestra claramente una gran discrepancia entre ambas simulaciones, tal
como se muestra en la Figura 5.21. Esto podŕıa deberse, en parte, a diferencias en la
longitud de los plásmidos simulados en ambos trabajos.
El tiempo computacional para la simulación de encadenados con ∆Lk = 0, representados
con N segmentos, demandó la utilización de algoritmos de tiempo polinomial O(N2).
Cada movimiento de prueba requirió el cálculo del Wr para dos curvas, demorando
esto 6.4× 10−3s, y también se requirio el cálculo del Lk asociado a las dos curvas para
verificar el número de encadenamientos entre éstas, demorando aśı 6.4 × 10−3s. La re-
alización de un movimiento de prueba se efectuó en 15.2 × 10−3s, por lo que nuestra
implementación del algoritmo para crear curvas encadenadas relajadas invierte 84% del
tiempo computacional total en el cálculo del Wr y el Lk.
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Figura 5.20: Variación del writhe Wr con el número de encadenamiento Ca. Datos
de 10 simulaciones de 105 movimientos de prueba para cada valor de encadenamiento

con ∆Lk = 0, desde Ca = 1 a hasta Ca = 20.

Figura 5.21: Comparación entre el Wr inducido y el número de encadenamiento Ca
obtenidos para esta obra (azul y asteriscos) y los resultados de simulación de Vologodskii

(rojo y signo positivo) (Vologodskii et. al. 1993).
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Figura 5.22: Propiedades termodinámicas de la región ya replicada. La curva violeta
representa la enerǵıa potencial elástica ∆E de una sola molécula naciente y la curva
negra es la enerǵıa potencial elástica total ∆ET otal de la región ya replicada. En azul se
muestra la variación de entalṕıa de una sola molécula y en rojo la variación de entalṕıa
total de la región ya replicada. Datos de 10 simulaciones de 105 movimientos de prueba

para cada valor de encadenamiento con ∆Lk = 0, desde Ca = 1 a hasta Ca = 20.

5.2.4 Propiedades termodinámicas de la región ya replicada

Se calculó el promedio de enerǵıa potencial elástica (∆E) para cada encadenado y se
graficó en función del Ca, como se puede observar en la Figura 5.22. La correlación
cuadrática entre ∆E y Ca tiene un ı́ndice de correlación de R2 = 0.9881, que es menor
que el ı́ndice de correlación R2 = 0.9996 existente entre el Wr inducido y Ca (figura
5.20). La enerǵıa total de la región ya replicada debe ser el doble de la enerǵıa de una
sola de las moléculas y la obtuvimos, precisamente, tomando el doble valor de los valores
de enerǵıa de una sola curva (Figura 5.22). En este gráfico también se pueden constatar
los bajos valores de enerǵıa de los primeros encadenados. En la misma figura también
se muestra la variación de entalṕıa, tanto para una molécula sólo como para las dos
encadenadas (la variación de entalṕıa total de la región ya replicada).

5.2.5 Comparación de la variación de entalṕıa entre las regiones no
replicada y ya replicada

Con el fin de comprobar la existencia algún balance energético entre las regiones ya repli-
cada y no replicada, sus respectivos valores de variación de entalṕıa (∆H) se graficaron
juntos. Basándonos en la relacion Wr/∆Lk = 0.75 ± 0.03 obtenida a partir los datos
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Figura 5.23: Variaciones de entalṕıa de ambas regiones del RI. La ∆H de la región no
replicada (en rojo) se grafica respecto al Wr y la ∆H de la región ya replicada (negro)

con respecto al Ca.

para la reǵıon no replicada de la Figura 5.13 se muestran en función al Wr en lugar del
∆Lk. En la representación gráfica se utilizó el mismo eje de abscisas para el Wr y el
Ca asumiendo que una variación de una unidad en el Wr (una vuelta completa de la
doble hélice respecto a su eje en la reǵıon no replicada) equivale a un cambio en una
unidad del Ca (un encadenamiento en la región ya replicada)[? ]. La determinación de
las variaciones de entalṕıa (∆H) en función del Wr para la reǵıon no replicada y en
función del Ca para la región ya replicada se presenta en la Figura 5.23, donde podemos
apreciar que ambas variaciones de entalṕıa son similares (condición para el equilibrio
termodinámico) y de eso se deduce que el número de cruces (Wr) de la región no repli-
cada es muy cercano al número de encadenamiento Ca de la región ya replicada

Paralelamente, se compararon entre śı las variaciones de entalṕıa de las regiones no repli-
cada y ya replicada. En la Figura 5.24 se puede constatar que hay equilibrio energético
cuando el número de cruces en la región no replicada es muy similar al número de pre-
encadenamientos en la reǵıon ya replicada. Un ajuste lineal entre la enerǵıa almacenada
en la región ya replicada y la almacenada en la región no replicada muestra que entre
ellas existe un ı́ndice de correlación R2 = 0.9893. El ajuste se muestra en la Figura
5.23. Estos resultados sugieren que, bajo la condición de equilibrio termodinámico entre
ambas regiones de un RI, el ı́ndice de superenrrollamiento en la región no replicada es
numéricamente muy cercano al número de pre-encadenamientos en la región ya repli-
cada.
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Figura 5.24: Comparación de las variaciones de entalṕıa de las regiones no replicada
y ya replicada de un RI. Ajuste lineal que muestra la correlación existente entre las

entalṕıas en simulación computacional.



Caṕıtulo 6

Discusión

En la presente obra nos propusimos comprender el papel que juega cada topoisomerasa
en la regulación de la topoloǵıa del DNA a lo largo del proceso replicativo. Durante la
replicación del DNA las helicasas generan superenrrollamiento positivo por delante de
la horquilla replicativa. El exceso de Wr(+) que se genera por el avance del replisoma
podŕıa migrar de la región no replicada a la ya replicada, dando lugar a la formación
de pre-encadenados, que al terminar la replicación, se convertiŕıan automáticamente en
encadenamiento de las dos cromátidas resultantes. La comprensión de esta interacción
entre superenrrollamiento y pre-encadenamiento es una cuestión clave para resolver la
Paradoja de la Topo IV. Nuestros estudios experimentales utilizando plásmidos bacte-
rianos como modelo junto con electroforesis bidimensional han puesto de manifiesto los
distintos roles desempeñados por las topoisomerasas de tipo II de E. coli en la regulación
in vitro del superenrrollamiento y pre-encadenamiento en intermediarios de replicación
con una horquilla de replicación detenida. Paralelamente, hemos realizado simulaciones
computacionales con el método de Metropolis Monte Carlo para estudiar la dinámica de
los cambios topológicos durante la replicación del DNA. Los resultados obtenidos nos
permitieron determinar la enerǵıa potencial de las regiones no replicada y ya replicada
y predecir el estado topológico de un RI en condiciones de equilibrio temodinámico

6.1 Rol de la Topo IV en la regulación del superenrrolla-
miento y el pre-encadenamiento de los intermediarios
de replicación

El análisis de la digestión de los RIs con Topo IV nos permitió comprobar que ésta relaja
completamente los RIs con pre-encadenados LH(-). Por otra parte, nuestros resultados

76
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confirman que la Topo IV relaja fundamentalmente el superenrrollamiento positivo de
las formas no replicadas pero también relaja, aunque con menor eficacia, el superenr-
rollamiento negativo. Se ha demostrado que la Topo IV relaja el superenrrollamiento
positivo hasta 20 veces más rapido que el negativo [64]. Ensayos in vitro sugieren que
la Topo IV reconoce la quiralidad de los cruces LH(+) y que esta relajación asimétrica
del superenrrollamiento resulta principalmente de diferencias en la procesividad de la
enzima [95] [96]. Se ha observado que la capacidad de la Topo IV para discriminar entre
el superenrrollamiento positivo y negativo depende del dominio C-terminal (CTD) de
la subunidad ParC de la enzima [97]. En un estudio reciente, Vos et. al. presentaron
resultados de una disección sistemática de residuos claves del dominio CTD, donde se
demuestra que cada una de las cinco regiones de dicho dominio contribuyen diferenci-
almente a la discriminación del sustrato por la Topo IV [97]. Uno de los hallazgos más
significativos es que la región cinco (blade 5) inhibe espećıficamente la relajación del
superenrrollamiento negativo. Paralelamente, se ha demostrado que MukB, una con-
densina bacteriana, interacciona f́ısicamente con la región cinco del dominio CTD de la
Topo IV estimulando la relajación del DNA con superenrrollamiento negativo [98] [99]
[100]. Se ha sugerido que mediante la estabilización del superenrrollamiento negativo,
MukB facilitaŕıa la formación de nudos por la Topo IV y que, de esta manera la inte-
racćıon de MukB-Topo IV podŕıa jugar un rol en la organización de los cromosomas.
El hecho de que la Topo IV halla podido relajar totalmente los RIs aislados in vitro

indica que esta enzima puede haber actuado sobre la región ya replicada, resolviendo
los pre-encadenamientos LH(-), una acción que no es propia de la Topo IV pues estu-
dios previos demuestran que esta enzima se especializa en cruces LH(+). Por otro lado,
hemos constatado que la Topo IV también relaja las formas parcialmente replicadas
con cruces RH(-) en la región no replicada y cruces RH(+) en la región ya replicada
del plásmido pBR322@AatII obtenido de bacterias en las que se inhibió la acción de
la Topo IV. Los plásmidos obtenidos de la estirpe parE10, deficiente en Topo IV, pre-
sentan además una acumulación de moléculas encadenadas que tienen cruces RH(+).
La digestión con Topo IV resuelve completamente estos encadenamientos, tal como se
hab́ıa observado previamente [3]. Cabe destacar que ninguno de estos tipos de cruce
es el sustrato preferido por esta enzima. Por otro lado, cabe la posibilidad de que la
Topo IV también relaje cruces en la región no replicada de los RIs. Esto provocaŕıa un
desbalance energético entre las regiones no replicada y ya replicada del RI, causando la
migración del pre-encadenamiento de la región ya replicada a la región no replicada, lo
cual resultaŕıa en la relajación del intermediario de replicación.

Un estudio previo de Stone et. al. propone que la Topo IV actúa de acuerdo al arreglo
geométrico de cada yuxtaposición de dos segmentos de DNA. Sus resultados demuestran
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que la Topo IV relaja preferentemente los cruces LH(+) (Stone et. al. 1994). Los pre-
encadenados con cruces LH(-), generados después de la desproteinización de los RIs,
podŕıan ser reconocidos y eliminados por la Topo IV. Pero, cómo podŕıa la Topo IV
resolver los pre-encadenados y los encadenados con cruces RH(+) producidos tanto in
vivo como en ausencia de Topo IV? (fig 2.13). Esto es lo que se conoce como la paradoja
de la Topo IV. Se han propuesto varios modelos teóricos para resolver esta cuestión pero
ninguno se ha confirmado experimentalmente in vivo. Una propuesta para explicar como
desencadena los pre-encadenamientos y los encadenamientos RH(+) es que en moléculas
con elevados niveles de encadenados RH(+) se produce un estrés torsional que pliega el
encadenado sobre śı mismo causando la aparición de una superhélice con cruces LH que
favorece la acción de la Topo IV [97] [? ]. Cuando la enzima ya relajó la molécula lo
suficiente, es decir, ya no se produce una superhélice con cruces LH, la elasticidad de
la misma favoreceŕıa la aparición de una conformación geométrica que facilita la acción
de la enzima. De esta manera, la Topo IV terminaŕıa de desencadenar las moléculas
hermanas a pesar de que no seŕıan inicialmente el sustrato ideal para la enzima. Otra
propuesta consiste en que dos moléculas encadenadas se encuentran y se yuxtaponen de
tal manera que la Topo IV encuentra en esa yuxtaposición un sustrato favorable para
su acćıon (figura 6.1) [? ] .

La cloroquina es un agente intercalante del DNA que induce Wr(+) a elevadas con-
centraciones. A la concentración de cloroquina empleada en el presente trabajo, los
plásmidos, que están negativamente superenrrollados, primero pierden su Wr(-) y luego
adquieren Wr(+). Esto es lo que ocurrió con las formas monoméricas no replicadas.
Pero las formas parcialmente replicadas no pueden adquirir Wr(+) porque éste da lugar
al retroceso de las horquillas de replicación [3][56][86]. El resultado del análisis de la
digestion con Topo IV del plásmido de la estirpe DH5αF’ en presencia de cloroquina no
nos permitió distinguir el efecto de la introducción de Wr(+) en la procesividad de la
Topo IV. En presencia de 40 µg/mL de cloroquina la Topo IV tendŕıa como sustrato
plásmidos ya relajados con horquillas en retroceso, siendo innecesaria la acción de esta
topoisomerasa. Luego de correr la muestra en una electroforesis bidimensional en geles
de agarosa en ausencia cloroquina se constató que la Topo IV relajó los RIs, obteni-
endose resultados similares a los de las muestras digeridas en ausencia de cloroquina.
Exactamente el mismo fenómeno se observó en el análisis de la digestión con Topo IV
de plásmidos provenientes de la estirpe termosensible parE10. En el análisis de la di-
gestión con Topo IV de plásmidos provenientes de la estirpe DH5αF’ en geles de agarosa
en presencia del agente intercalante. No se detectaron RIs debido presumiblemente a
que la alta concentración del agente intercalante generó roturas de cadena sencilla en las
horquillas de replicación de los RIs previamente relajados con la Topo IV, reduciendo aśı
la cantidad de estas moléculas al punto no poder detectarlas tras la electroforesis. Los
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Figura 6.1: Cuando dos distintos encadenados con cruces RH (+) se yuxtaponen
entre ellos pueden aparecer cruces LH (+).

plásmidos obtenidos de la estirpe termosensible parE10, deficiente en Topo IV, también
se digirieron con Topo IV y se analizaron mediante electroforesis bidimensional en geles
de agarosa en presencia de 40 µg/mL de cloroquina. En este caso śı se observaron las
poblaciones de RIs agrupadas en la región de las AccRIs y que corresponden a formas
parcialmente replicadas con horquillas en retroceso.

6.2 Rol de la DNA Girasa en la regulación del superenr-
rollamiento y el pre-encadenamiento de los intermedi-
arios de replicación

La DNA Girasa es la única topoisomerasa capaz de introducir Wr(-), los resultados
obtenidos mediante el análisis por electroforesis bidimensional en geles de agarosa del
plásmido pBR322@AatII digerido con DNA Girasa confirman esta caracteŕıstica es-
pećıfica de la enzima. También confirmamos la incapacidad de esta topoisomerasa para
introducir Wr(-) en los OCs, esto se debe a que las OCs presentan roturas de cadena
sencilla que imposibilitan la acumulación de estrés torsional. Siendo que la DNA Girasa
es la enzima especializada en introducir Wr(-) en los plásmidos procariotas, es de esperar
que aumente el superenrrollamiento negativo en las moléculas no replicadas. Cabŕıa es-
perar que la DNA Girasa también introduzca Wr(-) en la región no replicada de los RIs,
tal como lo hace durante la replicación [? ]. La introducción de Wr(-) en esta región de-
beŕıa provocar un aumento en la tensión elástica produciendo un desequilibrio energético
entre ambas regiónes del RI lo que favoreceŕıa la difusión de tensión hacia la región ya
replicada, provocando aśı un aumento del número de pre-encadenamientos. Por lo tanto,
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se esperaba que el efecto final de la digestión con DNA Girasa fuera un incremento en el
número total de cruces de todos los topoisómeros de los RIs, causando aśı un aumento
en su movilidad electroforética. Contrariamente a lo esperado, nuestros resultados con
la estirpe DH5αF’ sugieren que la digestión con DNA Girasa relaja parcialmente los RIs.
Existen antecedentes que sugieren que la DNA Girasa podŕıa desencadenar cromátidas
hermanas [69](Hiasa et. al. 1994; Espeli et. al., 1996; Zecheidrick et. al., 1995). Por
otro lado se ha demostrado que la DNA Girasa es capaz de sustituir parcialmente a la
Topo IV en las estirpes termosensibles parC o parE (Kato et. al., 1992). En ausencia de
Topo IV se produciŕıa una alta acumulación de cruces RH(-) en la región no replicada
y cruces RH(+) en la región ya replicada (figura 2.13 ) y como consecuencia la tensión
torsional no puede distribuirse in vitro como en el caso de los RIs de la estirpe DH5αF’
con LH(-) en la región ya replicada. Nuestros resultados en la estirpe parE10 demos-
traron que a la temperatura restrictiva (ausencia de Topo IV) la DNA Girasa no relaja
las formas parcialmente replicadas con cruces RH(-) en la región no replicada y cruces
RH(+) en la región ya replicada, en contraste con lo observado en los RIs de la estirpe
DH5αF’. De igual manera, no se observó ningún efecto sobre las moléculas encadenadas
(CatAs, CatBs y CatCs) con cruces de tipo RH(+).

En conjunto nuestros resultados demuestran que la DNA Girasa introduce Wr(-) en
las formas no replicadas y elimina, aunque con muy poca eficiencia, los pre-encadenados
LH(-). En ausencia de Topo IV la DNA Girasa es incapaz de resolver los pre-encadenados
y los encadenados con una alta acumulación de cruces RH(+). Esto se debe a que la
acumulación de pre-encadenamientos con cruces RH(+) en la región ya replicada impide
la redistribución de la tensión a diferencia de lo que ocurre con la estirpe DH5αF’ in
vitro [? ]. Utilizando un sistema de pinzas magnéticas, Nollman y col, demostraron
que en condiciones de elevada tensión la DNA Girasa relaja los cruces LH pero no los
cruces RH (Nollman et. al., 2007). De manera consistente con esta observación, nuestros
resultados en la estirpe DH5αF’ confirman que la DNA Girasa relaja parcialmente los
RIs con cruces LH, actuando principalmente sobre aquellos que están muy torsionados,
pero es incapaz de eliminar los cruces RH que se acumulan en ausencia de Topo IV.

En conjunto nuestros resultados sugieren que la DNA Girasa podŕıa eliminar el pre-
encadenamiento LH(-) in vitro en RIs aislados de la estirpe DH5αF’. En RIs de esta
estirpe, cabe la posibilidad de que la DNA Girasa pudiera introducir cruces RH en la
región ya replicada, compitiendo con los cruces LH que ya se encuentran ah́ı y en conse-
cuencia disminuyendo el número de pre-encadenamientos de esta región, provocando al
final una disminución en la movilidad electroforética de los topoisómeros. Esto no ocur-
riŕıa para los plásmidos de la estirpe parE10, ya que la reǵıon ya replicada tiene cruces
RH (+) y la Girasa ya no seŕıa capaz de introducir muchos más, y como se mencionó
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anteriormente, los cruces RH (-) de la reǵıon no replicada ya no pueden migrar hacia la
región ya replicada.

El resultado del análisis de la digestión con DNA Girasa del plásmido de la estirpe es-
tirpe DH5αF’ en presencia de cloroquina no nos permitió distinguir ningún efecto del
agente intercalante sobre la procesividad de esta enzima. En presencia de 40 µg/mL

de cloroquina se producen formas parcialmente replicadas con horquillas en retroceso
las cuales son incapaces de acumular estrés torsional en forma de superenrrollamiento
en la región no replicada y pre-encadenamiento en la región ya replicada. Por lo tanto
esperábamos que, en presencia del agente intercalante, el tratamiento in vitro con DNA
Girasa no tuviera efecto sobre los RIs. Nuestros resultados confirman que cuando se
elimina la cloroquina, las formas no replicadas y los RIs tienden a recuperar su forma
original. Tras correr la muestra en una electroforesis bidimensional en geles de agarosa
en ausencia de cloroquina tanto las formas no replicadas como las parcialmente repli-
cadas tienden a recuperar su forma original, es decir, adquieren superenrrollamiento
negativo. En el caso de la digestión con DNA Girasa de los plásmidos provenientes de la
estirpe parE10 también se observó el mismo efecto del agente intercalante. La diferencia
se observó cuando las muestras se analizaron mediante electroforésis bidimensional en
presencia de cloroquina. En este caso la DNA Girasa pod́ıa actuar directamente sobre
los plásmidos pero la presencia de cloroquina durante la electroforesis induce la aparición
de RIs con horquillas en retroceso y la consecuente acumulación de estos en la región
de las AccRIs. También en el caso de los plásmidos provenientes de la estirpe parE10
se observaron RIs agrupados en la región de las AccRIs. En cuanto a las formas no
replicadas, se comprobó que en ausencia del agente intercalante, las muestras digeridas
con DNA Girasa no ganaban movilidad electroforética. Esto podŕıa deberse a que la
DNA Girasa introduce Wr(-) en los monómeros.

Los resultados de los experimentos con cloroquina no nos permitieron comprobar el efecto
de la introducción de Wr(+) sobre la actividad de las topoisomerasas. En el futuro nos
plateamos utilizar la DNA Girasa reversa para introducir Wr(+) de forma estable en
los RIs y aśı poder analizar su influencia sobre la actividad de las topoisomerasas de
tipo IIA.

Los resultados obtenidos mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa de-
muestran que la DNA Girasa y la Topo IV reconocen la geometŕıa (quiralidad y signo
topológico) de los cruces entre las moléculas de DNA. Esta geometŕıa difiere entre las
regiones no replicada y ya replicada de los RIs in vitro e in vivo aśı como en estirpes
deficientes para la Topo IV.
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6.3 Simulación computacional de las regiones no replicada
y ya replicada de un intermediario de replicación

En esta obra implementamos el modelo wormlike chain que consiste en representar una
molécula de DNA mediante una sucesión de segmentos ŕıgidos unidos entre śı. Se ha
demostrado que esta simplificación es aceptable mientras existan suficientes segmentos
por longitud de persistencia (a) (Vologodskii and Kamenetskii, 1974; Le Bret, 1980;
Kamenetskii 1985; Vologodskii 1992). La implementación del modelo wormlike chain
mediante el método Metropolis Monte Carlo consiste en efectuar movimientos de prueba
que conserven la longitud de los segmentos. En esta obra se utilizaron movimentos de
rotación ŕıgida para efectuar perturbaciones en las conformaciones, estos movimientos
conservan de manera perfecta la longitud de los segmentos. Las conformaciones iniciales,
creadas utilizando el modelo wormlike chain, fueron corridas con el método Metropolis
MC. Los intermediarios de replicación se representan como dos dominios topológicos
separados, la región no replicada y la región ya replicada.

Una vez desarrollado el modelo computacional de las regiones no replicada y ya replicada
de un RI se procedió a la comparación de nuestros resultados de la simulación con los
encontrados en la literatura. Entre los parámetros analizados en la región no replicada
se encuentran el ı́ndice de superenrrollamiento (Wr) promedio para un conjunto de
topoisómeros, los ángulos de yuxtaposición entre dos segmentos y la probabilidad de
formación de nudos. Los trabajos de simulación de Vologodskii [90] [101] han sido
considerados como patrón para la validación de nuestros resultados en la simulación
computacional del superenrrollamiento en la región no replicada y encadenamiento en la
región ya replicada. Nuestros resultados confirman que bajo las condiciones de equibrio
termodinámico, en las moléculas superenrrolladas con un determinado valor de ∆Lk
el ı́ndice de superenrrollamiento alcanza el valor Wr = (0.75 ± 0.03)∆Lk, lo cual es
congruente con los resultados obtenidos por Vologodskii et. al., donde se comprobó que
el ı́ndice de superenrrollamiento Wr mantiene una relación constante con la variación
del ı́ndice de ligamiento (∆Lk), alcanzando el Wr el 75% del valor del ∆Lk, por lo
que la variación del ı́ndice de torsión ∆Tw alcanza sólo el 25% del valor del ∆Lk [90].
Los resultados de Vologodskii de medición de el aporte del Wr en el ∆Lk utilizando el
modelo wormlike chain para un determinado topoisómero para distintos números de
segmentos [90]. Nuestras mediciones se tuvo en cuenta el aporte del Wr en el ∆Lk para
un número fijo de segmentos y distintos topoisómeros.

En nuestras simulaciones se encontró que los ángulos de yuxtaposición tienen una media
en torno a los 140o, lo que discrepa con los resultados de estudios previos, en los cuales
se determinó que los ángulos que forman los segmentos de DNA en las yuxtaposiciones
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tienen una media cercana a 120o [95][97]. Pensamos que esta discrepancia podŕıa de-
berse a la verificación del diámetro efectivo de las conformaciones durante la simulación
(ecuación 3.9). Para verificar si esta era la causa se realizaron simulaciones utilizando
una función de diámetro efectivo constante, defectivo(D) = A. Sin importar el valor de
la diferencia D que hay entre los ı́ndices de cada segmento entre los que se calculó la
distancia. Las conformaciones obtenidas de esta forma no presentan diferencias signi-
ficativas con respecto a las obtenidas usando el diámetro efectivo con la ecuación 3.9.
Sin embargo, eventualmente, se observó la aparición de conformaciones con extremos
angulosos.

Los movimientos de prueba utilizados en las simulaciones fueron los de rotación ŕıgida
(ecuación 4.2). Estos movimientos permiten que dos segmentos del modelo wormlike

chain se atraviesen entre śı provocando la aparición eventual de nudos. Utilizamos el
polinómio de Alexander para verificar la presencia de nudos en las conformaciones si-
muladas, pues en este estudio sólo interesan las conformaciones que carecen de nudos.
Nuestros resultados demuestran que la probabilidad de que se produzca una confor-
mación anudada aumenta a medida que se incrementa el ∆Lk. Esto podŕıa deberse a
que un mayor retorcimiento de los segmentos facilitaŕıa la formación de nudos y este
resultado está de acuerdo a resultados de investigaciones previas [88]. Este hecho sólo
ocurriŕıa en las simulaciones, ya que estudios realizados por Olavarrieta et. al. indican
que la aparición de nudos in vivo disminuye conforme va aumentando el número de
pre-encadenamientos en los intermediarios de replicación [63]. Se ha sugerido que un
menor número de pre-encadenamientos facilitaŕıa el acercamiento entre dos segmentos
distantes de DNA de manera que éstos puedan yuxtaponerse con la intervención de la
Topo IV, este seŕıa el mecanismo mediante el cual se forman nudos in vivo [? ].

Nuestra implementación del algoritmo para calcular la integral de Gauss para el Wr

efectivamente corre en tiempo O(n2). El tiempo que la función que calcula el superenr-
rollamiento se demora en crear una conformación se debe principalmente al tiempo que
esta se demora en calcular el Wr y por esto es importante como trabajo futuro mejorar
el tiempo computacional del algoritmo que calcula el ı́ndice de superenrrollamiento Wr.
La verificación del estado topológico de conformaciones encadenadas se puede realizar
fácilmente mediante el cálculo del Lk de las curvas. Sin embargo, ese algoritmo con
tiempo computacional O(n2) requiere más tiempo de ejecución que el que calcula el Wr,
que debe recorrer dos curvas distintas para resolver la integral doble de Gauss, y por
ello en futuros trabajos se buscará mejorar el tiempo computacional del algoritmo para
encontrar numéricamente el Lk y también se implementaŕıan métodos diferentes para
verificar el estádo topológico de curvas encadenadas.
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Figura 6.2: Simulación computacional de un RI mediante el método Metropolis Monte
Carlo. La reǵıon no replicada se halla unida f́ısicamente a la región ya replicada.

La implementación del algoritmo que crea conformaciones con superenrrollamiento uti-
liza el algoritmo para calcular el Wr sólo una vez para cada movimiento de prueba
mientras que la implementación del algoritmo que crea conformaciones encadenadas re-
lajadas debe realizar, por cada movimiento de prueba, dos veces el cálculo del Wr, una
vez por cada cada curva encadenada, y también debe utilizar el algoritmo que calcula
el Lk para verificar el estado topológico de las curvas. Por esto, el algoritmo que crea
encadenados relajados se demora más del doble de tiempo computacional que el que crea
conformaciones superenrolladas.

El análisis de la simulación de la región ya replicada mostró una correlación cuadrática
entre el Wr inducido por el encadenamiento y el número de encadenamientos Ca. Este
resultado discrepa notoriamente con el resultado obtenido por Vologodskii et. al [101].
En dicho estudio se encontró que entre moléculas con números de encadenamiento de 3,4
y 7 existe una correlación lineal entre el Wr y el Ca. La diferencia fundamental entre
las simulaciones en ambos trabajos radica en la longitud de los plásmidos simulados
para el encadenamiento. Los plásmidos simulados por Vologodskii et. al. tienen una
longitud ≈ 1.3 veces mayor que los plásmidos simulados para esta tesis, por lo que
seŕıa importante como trabajo futuro realizar simulaciones con plásmidos de la misma
longitud que los simulados por Vologodskii et. al.

Como los RIs simulados en esta obra se representaron en dos partes separadas e inde-
pendientes, la región no replicada y la ya replicada, en un trabajo futuro se modelaŕıa
a un RI como una sola molécula la cual contaŕıa con dos regiones con propiedades to-
pológicas diferentes, pero con una horquilla de replicación que permitiŕıa el intercambio
directo de enerǵıa entre ambas regiones de la molécula. En la figura 6.2 se muestra
la estructura por simulación computacional de un RI, ajustado a las caracteristicas del
plásmido pBR322@AatII, cuya implementación aún no ha sido terminada satisfactoria-
mente durante la realización de esta obra.
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6.4 Coordinación del superenrrollamiento y el pre-encadenamiento
en condiciones de equilibrio termodinámico

Basándonos en que un RI in vitro está compuesto por dos dominios topológicos in-
terrelacionados, correspondientes a sus regiones no replicada y ya replicada, éstas se
simularon por separado y se analizó la naturaleza topológica de ambas en condiciones
de equilibrio termodinámico. La variación de entalṕıa (∆H) es la diferencia de enerǵıa
potencial elástica entre el plásmido relajado y el que tiene un determinado ı́ndice de
superenrrollamiento [90]. Del estudio del equilibrio termodinámico en la región no repli-
cada (considerada como una molécula que sólo tiene superenrrollamiento) se encontró
que la enerǵıa potencial elástica de un plásmido aumenta conforme aumenta su estrés
torsional, es decir, que un mayor ı́ndice de superenrrollamiento produce un mayor al-
macenamiento de enerǵıa potencial dentro de la molécula. En la figura 5.18 se puede
observar que la enerǵıa libre (∆G) que debeŕıa introducir una topoisomerasa para cam-
biar el ∆Lk se hace mayor que la variación de entalṕıa conforme aumenta el ı́ndice
de ligamiento del topoisómero. Esto se puede interpretar como que las moléculas más
relajadas se encuentran en un estado termodinámico más aleatorio, con un espacio de
conformaciones posibles mucho más amplio, y por ende presentan un mayor grado de
desorden. Las moléculas con mayor ı́ndice de ligamiento cuentan con menos estados
accesibles por lo cual presentan un menor grado de desorden. Estos resultados coinciden
con los observados previamente por el grupo de Vologodskii [90].
Nuestros resultados de simulación indican que si la variación de entalṕıa (∆H) en la
región no replicada es la misma que la de la región ya replicada entonces, el Wr en
la región no replicada tiene un valor muy similar al número de pre-encadenamientos
de la región ya replicada. De este resultado podemos deducir que en equilibrio termo-
dinámico la eliminación de un cruce en la reǵıon no replicada tendŕıa como consecuencia
la reducción de un de pre-encadenamiento en la ya replicada, y viceversa.

A la variación de entalṕıa ∆H en la región ya replicada le corresponde una tendencia
cuadrática respecto al número de pre-encadenamientos de la región ya replicada. Este
es un resultado esperable teniendo en cuenta a la naturaleza cuadrática de la función
de enerǵıa potencial elástica utilizada para esta región del RI (ecuación 4.3), y además
ya teńıamos el antecedente de que un aumento en el Ca induce un aumento equivalente
en el Wr. Por lo tanto, el resultado obtenido es congruente con nuestras observaciones
previas y con las de Vologodskii et. al. [101].

La comparación entre la entalṕıa introducida en ambas regiones, respecto al ı́ndice de
superenrrollamiento Wr de la región no replicada y al número de encadenamientos Ca
(pre-encadenamientos en este contexto) de la región ya replicada puso de manifiesto una
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alta similitud entre ambas regiones. Por otro lado en la comparación entre las dos vari-
aciones de entalṕıa (∆H) el ajuste lineal de la correlación entre ambas enerǵıas presenta
una pendiente con valor 1.1053, lo cual corresponde a una buena correspondencia 1 a 1
de las enerǵıas. Estos resultados dan la pauta de que existe equilibrio termodinámico
bajo la condición de que el número de vueltas o cruces en la región no replicada debe
ser similar al número de pre-encadenamientos en la región ya replicada. Cada cambio
de una unidad en el Wr requiere un cambio en un cruce en la región no replicada y cada
cambio en el Ca de la región ya replicada implica un cambio en dos cruces.

Los resultados de los experimentos con RIs purificados junto con las simulaciones com-
putacionales confirman y aportan nuevas evidencias que apoyan la existencia de una
coordinación entre superenrrollamiento y pre-encadenamiento. Sabemos que, hacia el
final de la replicación no existe espacio suficiente delante de la horquilla para que actúen
las topoisomerasas. El avance de la horquilla incrementaŕıa la densidad de Wr(+) a
med́ıda que diminuye la longitud de la región no replicada. Por lo tanto, es de esperar
que las topoisomerasas actúen por detrás de la horquilla (en la región ya replicada)
eliminando pre-encadenados para facilitar la terminación del proceso replicativo. Por
otro lado, se ha demostrado tanto en la presente obra como en otros estudios que la
inhibición de las topoisomerasas de tipo II provoca la acumulación de moléculas enca-
denadas inhibiendo aśı la segregación coromosómica. También se ha comprobado que la
procesividad de las helicasas generando Wr(+) por delante de la horquilla replicativa
era significativamente mayor que la de cualquier topoisomerasa eliminándolo [68]. Por
lo tanto, es bastante improbable que estas enzimas permitan mantener una velocidad
de elongación constante eliminando sólo Wr(+) en la región no replicada. Nuestros
resultados apoyan la hipótesis de la existencia de un mecanismo que permite difundir
el ∆Lk de la región no replicada a la ya replicada. Si bien la presencia del replisoma
en la frontera entre las regiones no replicada y ya replicada del RI limitaŕıa la difusión
del ∆Lk. Se ha sugerido que podŕıa funcionar como una barrera selectiva permitiendo
sólo la difusión del Wr(+), el cual se transforma en pre-encadenados RH(+), que seŕıan
eliminados por la acción de la Topo IV.
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Conclusión

En esta obra se utilizó un abordaje multidiciplinario con técnicas de bioloǵıa molecu-
lar y simulaciones computacionales para entender mejor la función de las enzimas que
controlan la topoloǵıa del DNA durante la replicación de un plásmido bacteriano que
tiene sus horquillas replicativas detenidas tras haber replicado el 60% de la molécula. El
DNA aislado se trato in vitro con topoisomerasa IV y DNA girasa y su efecto se analizó
mediante electroforésis bidimensional en geles de agarosa. Simulaciones computaciona-
les basadas en el método de Metropolis Monte Carlo fueron realizadas para predecir la
estabilidad termodinámica de estas moléculas.
De acuerdo con los resultados experimentales y de simulación computacional obtenidos
nuestras conclusiones son las siguientes:

1- La Topo IV relaja completamente los RIs aislados de la estirpe DH5αF’, los cuales
poseen cruces RH(-) en la región no replicada y LH(-) en la ya replicada.

2- La DNA Girasa relaja parcialmente a los RIs aislados de la estirpe DH5αF’, los cuales
poseen cruces RH(-) en la región no replicada y LH(-) en la ya replicada.

3- La inhibición in vivo de la Topo IV provoca una acumulación de RIs con cruces
RH(-) en la región no replicada y RH(+) en la ya replicada, los cuales son completamente
relajados por la Topo IV pero no por la DNA Girasa.

4- La simulación computacional por el método de Metropolis Monte Carlo de la región no
replicada demuestra que la misma adquiere la conformación plectonémica en su estado
de equilibrio termodinámico. Se confirmó además que el Wr contribuye en un 75% al
valor final del ∆Lk.

5- La simulación computacional por el método de Metropolis Monte Carlo de la región
ya replicada demuestra que aún en estado relajado (∆Lk = 0) las cadenas nacientes
adquieren un ı́ndice de superenrrollamiento Wr inducido debido al encadenamiento.
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6- La simulación computacional de un RI, representando sus regiónes no replicada y ya
replicada por separado, confirma que bajo la condición de equilibrio termodinámico, el
ı́ndice de superenrrollamiento Wr y el número de pre-encadenamiento se mantienen con
valores numéricos similares en todo momento.



ANEXO A

Anexo

A.1 Algoritmos de base

A.1.1 Un circulo cerrado

Un poĺıgono regular con N segmentos es creado para utilizarlo como conformación inicial
en el modelo wormlike chain que luego será modificado con perturbaciones mediante el
método de Metropolis Monte Carlo.

Algorithm 1 PoligonoInicial
Require: N número de vertices o segmentos del poligono
Ensure: Vectores de coordenadas x, y, z de cada vertice del poligono regular de radio

R.
t Vector de N valores equiespaciados entre 0 y 2π
for i = 1 hasta N do
x(i) = Rcos[t(i)]
y(i) = Rsen[t(i)]

end for
z es un vector de ceros de tamaño N.
return x,y,z

A.1.2 Un toroide

Se crea una curva toroidal para control de la función que calcúla el ı́ndice de superenr-
rollamiento y también para poder crear dos curvas encadenadas mediante dos toroides.
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Algorithm 2 Curva toroidal
Require: N numero de segmentos del toroide
Ensure: Vectores de coordenadas x, y, z de cada vertice del toroide de radio mayor R,

radio menor r, y número de vueltas v.
t Vector de N valores equiespaciados entre 0 y 2π
for i = 1 hasta N do
x(i) = cos[t(i)](R+ rcos(v ∗ t(i)))
y(i) = sen[t(i)](R+ rcos(v ∗ t(i)))
y(i) = rsen(v ∗ t(i))

end for
return x,y,z

A.1.3 Dos curvas encadenadas

Se crean dos toroides iguales pero desfasados para formar dos curvas cuyo número de
encadenamiento coincide con el número de vueltas de los toroides. Estas curvas enca-
denadas son útiles tamb́ıen para controlar el desempeño de la función que calcula el
Lk

Algorithm 3 Encadenados
Require: N número de segmentos de cada curva toroidal
Ensure: Vectores de coordenadas x, y, z de un toroide, y x′, y′, z′ de otro toroide,

ambos de radio mayor R, radio menor r, y número de vueltas v.
t Vector de N valores equiespaciados entre 0 y 2π
ϕ : Desfasaje entre los dos toroides, necesario para que una curva no esté muy unida
a la otra.
for i = 1 hasta N do
x(i) = cos[t(i)](R+ rcos(v ∗ t(i)))
y(i) = sen[t(i)](R+ rcos(v ∗ t(i)))
y(i) = rsen(v ∗ t(i))
x′(i) = cos[t(i) + ϕ](R+ rcos(v ∗ t(i)))
y′(i) = sen[t(i) + ϕ](R+ rcos(v ∗ t(i)))
y′(i) = rsen(v ∗ t(i))

end for
return x,y,z,x′,y′,z′

A.1.4 Linking number

El siguiente algoritmo calcúla el ı́ndice de ligamiento Lk entre dos curvas.
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Algorithm 4 Calculo del ı́ndice de ligamiento
Require: N número de segmentos de las curvas

Vectores de coordenadas x,y,z de una curva y los vectores de coordenadas x′,y′,z′ de
la otra

Ensure: Linking number Lk entre las dos curvas
Lk = 0 Inicializa a cero el valor de Lk
for i = 1 hasta N do
bi = [x(i+ 1)− x(i), y(i+ 1)− y(i), z(i+ 1)− z(i)]
for j = 1 hasta N do
bj = [x′(j + 1)− x′(j), y′(j + 1)− y′(j), z′(j + 1)− z′(j)]
Rji = [x′(j)− x(i), y′(j)− y(i), y′(j)− y(i)]
Mixto = ProductoV ectorialM ixto(bi, bj , Rji)
Lk = Lk + Mixto

‖Rji‖
3
2

end for
end for
Lk = −Lk

4π

return Lk

A.1.5 Writhe

Este algoritmo calcúla el ı́ndice de superenrrollamiento de una curva.

Algorithm 5 Calculo del Writhe
Require: N número de segmentos de la curva

Vector de coordenadas x,y,z de la curva
Ensure: Writhe Wr de la curva
We = 0 Inicializa a cero el valor de Wr
for i = 1 hasta N − 1 do
bi = [x(i+ 1)− x(i), y(i+ 1)− y(i), z(i+ 1)− z(i)]
for j = i+ 1 hasta N do
bj = [x(j + 1)− x(j), y(j + 1)− y(j), z(j + 1)− z(j)]
Rji = [x(j)− x(i), y(j)− y(i), y(j)− y(i)]
Mixto = ProductoV ectorialM ixto(bi, bj , Rji)
Wr = Wr + Mixto

‖Rji‖
3
2

end for
end for
Wr = −Wr

2π
return Wr
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A.1.6 Diámetro efectivo

Este algoritmo verif́ıca si dos puntos cualquiera de la curva C están a una distancia d
mayor que el diámetro efectivo defectivo.

Algorithm 6 Verificación del diámetro efectivo
Require: N número de segmentos de la curva C

Vector de coordenadas x,y,z de la curva
Ensure: FALSE si no hay ninguna violación del defectivo, TRUE caso contrario.
count = 0 Inicializa a cero un contador
for i = 1 hasta N − 1 do

for j = i+ 1 hasta N do
defectivo = A(1 + (i− j − 1)3e(1−i+j))
d = ‖(x(i)− x(j)), (y(i)− y(j)), (z(i)− z(j))‖
if d <= defectivo then
count = count+ 1

end if
end for

end for
return count
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A.2 Simulación del superenrrollamiento

Algorithm 7 SuperCoiling
Require: Número de segmentos N de la curva, su de ∆Lk, cantidad Iter de movimi-

entos de prueba.
T : Temperatura absoluta; kb: Constante de Boltzman; C: Constante de rigidez de
torsión; a: Constante de rigidez de doblado; L: Longitud de la cadena en pb
Min =∞ Inicializa la enerǵıa a un valor muy grande Min

(x, y, z)=PoligonoInicial(N)
for l = 1 hasta Iter do

if l = 1 then
x = Xaceptado, y = Y aceptado, z = Zaceptado

end if
I, F : indices aleatorios entre 1 y N para una rotación ŕıgida;
ϕ: ángulo aleatorio.
RotacionRigida(x, y, z, I, F, ϕ) : Rotación de los puntos entre I y F
DiametroEfectivo(x, y, z, di− ef)
Eb=EnergiaDoblado(x, y, z): El valor de la enerǵıa de doblado de la confor-
mación
Wr = Writhe(x, y, z): Calcula el writhe de la curva
Et = 2π2

L (∆Lk −Wr)2 : La enerǵıa de torsión de la conformación
E=Eb+Et
Prob = e− (E−Min)

kbT

∆ = PolinomioAlexander(x, y, z) : Verif́ıca la topoloǵıa de la conformación
if ∆ 6= 1 then

E =∞
end if
if E > Min then

if Prob > ProbabilidadMinimaAceptada then
Min = E

end if
end if
if E ≤Min then
Min = E
Xaceptado = x, Y aceptado = y, Zaceptado = z,

end if
end for
return Xaceptado, Y aceptado, Zaceptado
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A.3 Simulación del encadenamiento

Algorithm 8 Encadenamiento: parte 1
Require: Número de segmentos N de cada curva, su Ca, y la cantidad Iter de movi-

mientos de prueba.
T : Temperatura absoluta; kb: Constante de Boltzman; C: Constante de rigidez de
torsión; a: Constante de rigidez de doblado; L: Longitud de cada cadena en pb
Min =∞; Min′ =∞ Inicializa las enerǵıas a un valor muy grande Min

(x, y, z, x′, y′, z′)=Encadenado(N)
for l = 1 hasta Iter do

if l = 1 then
x = Xaceptado, y = Y aceptado, z = Zaceptado; x′ = X ′aceptado, y′ =
Y ′aceptado, z′ = Z ′aceptado

end if
I, F , I ′, F ′ : indices aleatorios entre 1 y N para una rotación ŕıgida
ϕ; ϕ′ : ángulo aleatorio de rotación para una rotación ŕıgida
RotacionRigida(x, y, z, I, F, ϕ) : Hace la rotación ŕıgida entre los puntos de la
curva comprendido entre I y F
RotacionRigida(x′, y′, z′, I ′, F ′, ϕ′) : Hace la rotación ŕıgida entre los puntos de
la curva comprendido entre I’ y F’
DiametroEfectivo(x, y, z, di − ef): Asigna un valor alto de enerǵıa si encuentra
dos puntos con distancia menor al diámetro efectivo di-ef
DiametroEfectivo(x′, y′, z′, di− ef)
DiametroEfectivo2(x, y, z, x′, y′, z′, di − ef): Asigna un valor alto de enerǵıa si
encuentra dos puntos entre ambas curvas con distancia menor al diámetro efectivo
di-ef
Eb=EnergiaDoblado(x, y, z): Devuelve el valor de la enerǵıa de doblado total de
la conformación
Eb’=EnergiaDoblado(x′, y′, z′)
Wr = Writhe(x, y, z): Calcula el writhe de la curva
Wr’ = Writhe(x′, y′, z′)
Et = 2π2

L Wr2 : La enerǵıa de torsión de la conformación
Et’ = 2π2

L Wr′2

E=Eb+Et
E’=Eb’+Et’

end for



Algoritmos utilizados 95

Algorithm 9 Encadenamiento: parte 2
for l = 1 hasta Iteraciones do
Prob = e− (E−Min)

kbT
∆ = PolinomioAlexander(x, y, z) : Verif́ıca el estado topológico de la confor-
mación
if ∆ 6= 1 then

E =∞
end if
Prob′ = e− (E’−Min′)

kbT

∆′ = PolinomioAlexander(x′, y′, z′) : Verif́ıca el estado topológico de la confor-
mación
if ∆′ 6= 1 then

E’ =∞
end if
VerificaEncadenamiento(x, y, z, x′, y′, z′) : Devuelve enerǵıas infinitas si las cur-
vas tienen un encadenamiento distinto de Ca, si no, no hace nada.
if E > Min then

if Prob > ProbabilidadMinimaAceptada then
Min = E

end if
end if
if E ≤Min then
Min = E
Xaceptado = x, Y aceptado = y, Zaceptado = z,

end if
if E’ > Min′ then

if Prob′ > ProbabilidadMinimaAceptada then
Min′ = E’

end if
end if
if E’ ≤Min′ then
Min′ = E’
X ′aceptado = x′, Y ′aceptado = y′, Z ′aceptado = z′,

end if
end for
return Xaceptado, Y aceptado, Zaceptado,X ′aceptado, Y ′aceptado, Z ′aceptado
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A.4 Abstracts en congresos

A.4.1 Wilheln Bernhard Workshop 23th



Algoritmos utilizados 97

A.4.2 XXXVI Congreso SEBBM
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A.4.3 Banff International Research Station
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