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“The ultimate aim of the modern movement in biology is to explain all biology in terms of
physics and chemistry.”

“El objetivo final del movimiento moderno en bioloǵıa es explicar toda la bioloǵıa en términos
de f́ısica y qúımica.”
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Resumen

Los virus son agentes infecciosos y nanométricos, invisibles para el ojo humano. Estos entes
biológicos en la frontera de la vida no tienen la capacidad de metabolizar o reproducirse por si
mismos, por lo cual, necesitan de un organismo hospedero para replicarse. Replicarse es su único
objetivo, si es que se puede argumentar que tienen uno. Los virus, a pesar de ser relativamente
muy simples en el ámbito biológico, han jugado un papel fundamental en la historia y desarrollo
de prácticamente todos los reinos de la vida, desde bacterias hasta ecosistemas completos. Además
de que se consideran importantes para la sociedad por causar enfermedades en plantas, animales
y humanos que pueden ser mortales, constituyen un tema de gran interés en diversas ramas del
conocimiento, que incluyen a la bioloǵıa, la medicina y la salud pública. Las caracteŕısticas sor-
prendentes y únicas de los virus, aśı como los intrincados procesos de su ciclo de replicación que
ocurre dentro de una célula hospedera, han atráıdo la atención de la f́ısica y otras ciencias básicas,
dando origen al campo de investigación que recibe el nombre de viroloǵıa f́ısica.

En esta tesis, se desarrolla un marco teórico basado en la f́ısica estad́ıstica, la teoŕıa de autoen-
samblaje en equilibrio y la Teoŕıa Clásica de Nucleación (TCN) homogénea para desarrollar una
teoŕıa integral que se denomina Teoŕıa de Autoensamblaje de Cápsides Virales (TAECV). El ob-
jetivo principal de este trabajo de investigación es comprender con más profundidad uno de los
pasos fundamentales del ciclo de replicación de muchos virus: el autoensamblaje de la cápside que
protege el genoma viral a partir de subunidades proteicas o capsómeros.
La teoŕıa resultante considera factores f́ısicos y qúımicos importantes en el ciclo de replicación
viral, como la concentración de subunidades proteicas o la temperatura. Los dos objetivos princi-
pales que consigue este trabajo son: (i) proporcionar una versión integral y fácilmente generalizable
de la original Teoŕıa Clásica de Nucleación de Cápsides Virales (TCNCV), y (ii) desarrollar tres
modelos de Autoensamblaje de Cápsides Virales (AECV). Los tres modelos teóricos capturan, en
orden creciente de complejidad, dos, tres y cuatro de las contribuciones energéticas más relevantes
del proceso: la ventaja energética de agregación, la penalización asociada al borde de una cápside
parcial, el costo de flexión por desviaciones de curvatura, y la enerǵıa de interacción entre un molde
o un andamio esférico y subunidades proteicas.

En esta tesis, con el marco teórico desarrollado, la TAECV se utiliza para calcular propiedades
fundamentales como el tamaño cŕıtico de una cápside parcial que permite su crecimiento hasta
una cápside completamente formada, la altura de la barrera de enerǵıa que debe superarse para el
autoensamblaje y el ritmo de ensamblaje y desensamblaje de las cápsides virales. Adicionalmente,
se proporciona información sobre las propiedades geométricas y mecánicas necesarias para que una
cápside tenga el tamaño óptimo para encapsular el genoma viral y resistir condiciones ambientales
extremas. Estos aspectos son sumamente importantes, ya que podŕıan alterar las v́ıas de ensamblaje.
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Al analizar los resultados que proporciona la TAECV, se obtienen conocimientos valiosos sobre los
mecanismos de ensamblaje y desensamblaje de la cápside, que son fundamentales para una com-
prensión más profunda de los virus y el posible desarrollo de estrategias antivirales innovadoras.
Se espera que estos modelos teóricos puedan llegar a generar ideas aplicables en el campo de la
biotecnoloǵıa, la salud pública y el tratamiento de enfermedades virales.

Palabras Clave: cápsides virales, autoensamblaje en equilibrio, viroloǵıa f́ısica, teoŕıa clásica de
nucleación, teoŕıa de autoensamblaje, cinética de autoensamblaje, replicación viral.
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Índice IX
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4 Autoensamblaje de Cápsides Virales sobre un Molde Esférico 85
4.1 Introducción . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 85
4.2 Modelo de la Interacción Andamiaje-Subunidad . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 87
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Índice Alfabético 132
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subunidad promedio es ∆g ≈ −15 kBT . En el panel derecho, se ilustra el
comportamiento representativo del cociente en la Ec. (2.74) para una cápside
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que se traduce en la disminución del radio instantáneo de curvatura, o de
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Figura 3.7: Régimen de estabilidad de cápsides virales cerradas. En verde se muestra la
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des en solución y es susceptible a desensamblarse. La ĺınea azul representa la
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Figura 3.8: Tamaño cŕıtico y radio cŕıtico escalados, Ec. (3.32), en función de la constante
de flexión, f̃r, para diferentes valores de la supersaturación, Γ. En el panel
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derecho se presenta el comportamiento de n∗
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de curvatura cŕıtico, R∗, tiende a su valor preferencial, i.e., RT , a la vez que el
número cŕıtico de subunidades, n∗, tiende a nT /2, a medida que f̃r aumenta.
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se representa como una ĺınea negra discontinua. El panel derecho presenta
la diferencia entre las barreras de enerǵıa del AECV del modelo clásico, Ec.
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y f̃r = 10.00 (ĺınea roja). La ĺınea negra discontinua describe el comporta-
miento del ritmo de nucleación en el modelo clásico (ver Ec. (2.118) para
autoensamblaje y Ec. (2.125) para desensamblaje). . . . . . . . . . . . . . . . 75

Figura 3.17:Comportamiento de la altura de la barrera de nucleación, ∆G∗, y número
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de autoensamblaje con enerǵıa de flexión, Ec. (3.108), al resultado del caso
clásico, Ec. (2.118) para valores grandes de la supersaturación. Para generar
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Figura 4.11:Ritmo de autoensamblaje en el estado estacionario.† En el panel izquierdo,
se grafica el ritmo de nucleación, Ec. (2.113) (escalado por J0, siendo J0
el ritmo de nucleación evaluado en Γ = 0.0 Rrm = 1.0) en función de la
supersaturación, Γ, en donde se estableció que Rrm = 0.95 para fijar el valor
del costo de enerǵıa de flexión. En esta gráfica, se representa la solución del
modelo clásico del Caṕıtulo 2 con una ĺınea negra discontinua. En el panel
derecho, se grafica el cociente J/J0 en función de Rrm, usando Γ = 1.0. Los
puntos en color rojo indican la frontera de estabilidad en el eje de las abscisas,
por lo que la sección de las curvas a color que se encuentren a la izquierda de
los puntos en color rojo generan cápsides metaestables (ĺıneas discontinuas)
y la sección a la derecha de estos puntos muestran la región estable (ĺıneas
continuas). En ambas gráficas, los valores utilizados para generar la curvas
fueron f̃r = 5.0, nc = 180 ⋆, ∆g ≈ −5kBT . y una serie de valores para γm:
γm = 1.2 (ĺınea azul), γm = 1.5 (ĺınea naranja), γm = 2.0 (ĺınea verde) y
γm = 5.0 (ĺınea roja). † Con el fin de dar una representación e interpretación
adecuada del ritmo de autoensamblaje, las gráficas generadas para esta figura se
obtuvieron utilizando la enerǵıa libre de Gibbs, ∆G, y el tamaño cŕıtico, n∗, en su
versión dimensional en vez de sus versiones adimensionales que son la enerǵıa libre
escalada, Ec. (4.2) y el cociente n∗/nT de la Ec. (4.16). Las versiones dimensionales
se obtienen a través de las siguientes relaciones: n∗ = n∗

rnT y ∆G∗ = λT nT ∆E∗,
respectivamente, lo que justifica la necesidad de escribir λT de forma expĺıcita (ver
Ec. (3.19)) y, por lo tanto, proporcionar una aproximación de la enerǵıa de enlace
efectiva por subunidad ∆g y el número de subunidades en una cápside completamente
formada que sigue la curvatura preferencial RT , i.e., nT . La discusión de los casos en
los que es conveniente utilizar las cantidades escaladas y cuando no se encuentra en
el pie de página de la página 75. ⋆Es importante no confundir el número de cierre,
nc, con el número de agregación preferencial, nT . El número de cierre se determina
por completo al fijar Rrm y no es necesario indicarlo expĺıcitamente, mientras que
nT influye en la estimación de λT y proporciona información sobre la curvatura
preferencial. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 101
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Figura 4.17:Gráficas representativas del tamaño del núcleo cŕıtico escalado, n∗
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TCD Teoŕıa de Cáscaras Delgadas. xxiii, 77, 78, 84
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TME Trayectoria de Mı́nima Enerǵıa. xiii, xv, 45, 46, 48–51, 53, 57–59, 81, 91, 115

VDR Virus Diminuto de Ratón. xxiii, 77, 78, 129

VEBI Virus de la Enfermedad de Bursitis Infecciosa. 85, 129

VHB Virus de la Hepatitis B. xxiii, 7, 24, 25, 77, 129

VHS Virus del Herpes Simple. 7, 129

VHS-1 Virus del Herpes Simple 1. 85, 129

VIH Virus de Inmunodeficiencia Humana. 1, 129

VLM Virus de Leucemia Murina. xxiii, 77, 129

VMB Virus del Mosaico del Bromo. 7, 129
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CAPÍTULO1
Introducción

Existe una diferencia importante en el significado biológico de los términos virus y virión.
Por un lado, un virus es una part́ıcula nucleoprotéica en la fase intracelular que no representa una
amenaza para ningún organismo vivo; simplemente se trata de un conjunto de protéınas y ácidos
nucleicos dispuestos en una estructura compleja que carece de la capacidad de infectar. Por otro
lado, un virión se forma, en términos generales, de la cápside proteica, el material genético y, en
algunos casos, de una envoltura membranosa [1-4]. Tanto la envoltura membranosa como la cápside
protegen al material genético del virión mientras este se encuentra fuera de la célula hospedera, y
juntos forman los componentes externos fundamentales para la transmisión, infección y replicación
viral [3, 4]. A diferencia de los virus, los viriones tienen la capacidad de infectar células en el do-
minio extracelular . Su finalidad es replicarse, ya que no cuentan con la maquinaria biológica para
reproducirse por si mismos.
Aunque los biólogos lo consideran completamente inapropiado, en esta tesis se utiliza el término
virus y virión de manera intercambiable para referirse al mismo ente biológico, es decir, a una
part́ıcula viral con la capacidad de infectar células.

Los virus pueden ser estudiados desde diversas perspectivas, según el marco bajo el cuál son
analizados y los conocimientos que se espera obtener de ellos. En este sentido, los virus pueden cate-
gorizarse por (i) la simetŕıa de sus cápsides, que pueden tener una estructura esférica (icosaédrica),
helicoidal (tubular), prolata o compleja [2-6], (ii) su capacidad para infectar células susceptibles,
(iii) las técnicas que utilizan para llevar a cabo su ciclo de replicación y (iv) por la naturaleza y
polaridad de su material genético [7].1

Estos entes biológicos han acompañado a la humanidad desde sus oŕıgenes. Las interacciones entre
virus, animales y seres humanos han dado lugar a diversos tipos de relaciones, desde el mutualismo
beneficioso hasta el parasitismo perjudicial, y han tenido un impacto significativo, desencadenando
importantes eventos históricos. La pandemia de la gripe española, que comenzó en 1918 y fue
causada por el virus de la gripe A del tipo H1N1, se destaca como una de las más mort́ıferas de la
historia [9]. El Śındrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), la fase avanzada de la infección
por el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), ha tenido un gran impacto negativo en la salud
y la economı́a a nivel global [10]. Más recientemente, la pandemia desencadenada por el virus
SARS-CoV-2 en 2019 afectó a millones de personas en todo el mundo en múltiples aspectos, y
sus consecuencias en la sociedad siguen estando presentes [11, 12]. Estos eventos son solo algunos
ejemplos de cómo los virus han provocado cambios importantes en la vida cotidiana, la economı́a,
la salud humana, la sociedad y en la investigación cient́ıfica básica y médica.

1La clasificación (iv) es conocida como la clasificación de Baltimore y actualmente es el marco conceptual primario
del desarrollo de la viroloǵıa [8].
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2 Caṕıtulo 1. Introducción

La primera revista cient́ıfica dedicada exclusivamente a la viroloǵıa, establecida inicialmente
como ≪Archiv für die gesamte Virusforschung≫ y posteriormente renombrada en 1975 como ≪Ar-
chives of Virology≫, publicó su primer volumen en 1939 [13]. Sin embargo, la humanidad en general
y la comunidad cient́ıfica en particular ya se hab́ıan interesado, investigado y experimentado en
virus mucho antes de la creación de este espacio exclusivo para el registro de conocimientos cient́ıfi-
cos relacionados con estos agentes infecciosos. En 1935, el cient́ıfico W. Stanley aisló y purificó en
su forma cristalina por primera vez un virus; se trató del Virus del Mosaico del Tabaco (VMT), un
virus helicoidal (tubular) con forma de bastón [14]. Posteriormente, en 1955, H. Fraenkel-Conrat
y R. Williams demostraron la posibilidad de reconstituir in vitro y con alta eficiencia el VMT a
partir de su genoma purificado y las subunidades proteicas (también llamadas capsómeros) que
forman su cápside, sin requerir de una componente celular [15]. En 1967, J. Bancroft y E. Hiebert
informaron sobre el autoensamblaje in vitro del Virus del Moteado Clorótico del Cauṕı (VMCC),
convirtiéndolo en el primer virus esférico (icosaédrico) en ser reconstituido fuera de un organismo
vivo [16]. Estos experimentos, entre muchos otros, demostraron la posibilidad de estudiar procesos
virales complejos en condiciones artificiales controladas, abriendo nuevas perspectivas para investi-
gar los mecanismos de replicación viral desde un enfoque fisicoqúımico.
Aunque hace más de medio siglo se establecieron protocolos para llevar a cabo el ensamblaje in
vitro de una gran cantidad de virus [17-19], y actualmente se conocen las estructuras de muchos de
ellos hasta su resolución atómica [20-23], muchos de los mecanismos de Autoensamblaje de Cápsi-
des Virales (AECV) y los procesos f́ısicos subyacentes en el ciclo de replicación viral aún no se
comprenden por completo. En busca de descifrar los intrincados mecanismos f́ısicos que utilizan los
virus para replicarse, ensamblar sus cápsides virales, adaptarse a condiciones ambientales extremas
y evolucionar, surge la viroloǵıa f́ısica.

La viroloǵıa f́ısica es un campo emergente de investigación cient́ıfica interdisciplinaria que busca
comprender las propiedades f́ısicas, estructurales y mecánicas de los virus [24-26]. Actualmente, la
viroloǵıa f́ısica concentra una activa y creciente investigación en áreas experimentales y teóricas
que utilizan herramientas de la f́ısica para describir, en general, el ciclo de replicación viral y, en
particular, aspectos como: (i) la entrada de virus en la célula hospedera [27, 28], (ii) el Autoensam-
blaje de Cápsides Virales (AECV) [29-36] y (iii) la encapsulación del material genético dentro de
las envolturas proteicas [37-40], entre otros aspectos.
Los esfuerzos de muchos investigadores en áreas de interés de la viroloǵıa f́ısica han proporcionado
valiosa información sobre el proceso de replicación viral. En muchos casos, se asume que la nu-
cleación es el mecanismo subyacente en el autoensamblaje de cápsides vaćıas, dada su analoǵıa
con la transición de fase clásica de primer orden, presente, por ejemplo, en la cristalización y la
formación de micelas [24, 31, 36, 41-45]. Los avances en la investigación del AECV a través de la
viroloǵıa f́ısica, utilizando metodoloǵıas de diversas ramas de la f́ısica, han revelado una amplia
gama de posibles aplicaciones, que van desde la encapsulación de materiales sintéticos y orgánicos
en cápsides virales con fines biomédicos [46], hasta la terapia genética [47], el desarrollo de vacunas
[12], y el uso de part́ıculas virales como andamios para ensamblar nanocables de óxido de cobalto
destinados a la fabricación de electrodos para bateŕıas de iones de litio [48].

Esta tesis pretende contribuir al conocimiento cient́ıfico al proporcionar una estructura inte-
gra y fácilmente generalizable de la teoŕıa que describe el AECV, inicialmente propuesta por R.
Zandi y colaboradores en 2006, conocida como Teoŕıa Clásica de Nucleación de Cápsides Virales
(TCNCV) [31]. La reformulación de una teoŕıa f́ısico-estad́ıstica que ofrece esta tesis y que aborda
este fenómeno se denomina una Teoŕıa de Autoensamblaje de Cápsides Virales (TAECV). A través
de ella, se busca caracterizar los mecanismos f́ısicos más relevantes en el AECV esféricas (icosaédri-
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cas), aśı como construir modelos teóricos que consideren los principales aspectos biológicos del ciclo
de replicación viral.

En esta tesis, se presentan tres modelos teóricos del AECV vaćıas. En cada caṕıtulo se inclu-
ye la construcción matemática de un modelo, su análisis f́ısico y una discusión de los resultados
junto con sus implicaciones biológicas. Todos los modelos describen la formación de una cápside
esférica a partir de subunidades proteicas individuales o capsómeros (que pueden ser agregados de
2, 3, 5 o 6 subunidades proteicas y que constituyen los bloques fundamentales de formación de
la cápside), utilizando parámetros relacionados con cantidades experimentales medibles. A medida
que se avanza en la construcción del marco teórico, los modelos aumentan en complejidad para
ofrecer una descripción menos idealizada y más precisa de las cápsides virales reales (¡pero aún
ampliamente simplificada!). El tercer modelo, el más complejo, logra recuperar los resultados de
los dos anteriores; el segundo, los resultados del primer modelo; y el primero consigue replicar los
resultados documentados en la literatura con la TCNCV.

Desde ahora se advierte que los modelos presentados en esta teoŕıa están significativamen-
te distanciados de las estructuras macromoleculares reales que caracterizan a las cápsides virales
auténticas y, por ende, de los componentes que constituyen a los virus en el contexto biológico y
bioqúımico. Aunque se consideran los aspectos biológicos pertinentes a través de parámetros f́ısicos,
estos modelos no examinan ni incorporan los detalles minuciosos de la śıntesis e interacción entre
protéınas que conducen a la formación de una cápside. Más bien, representan una esquematización
biológica del AECV. En otras palabras, se estudia el comportamiento del sistema en su conjunto, es
decir, como una población de subunidades (no especificadas) que se autoensamblan en una estruc-
tura compleja bajo ciertas condiciones fisicoqúımicas. En este sentido, las interacciones individuales
son reemplazadas por interacciones promedio o efectivas. Por ejemplo, las principales interacciones
atractivas entre subunidades proteicas, como las interacciones hidrofóbicas, de van der Waals, y
las electrostáticas apantalladas, se sustituyen con la enerǵıa de enlace efectiva por subunidad, ∆g.
Esta enerǵıa ∆g está relacionada macroscópicamente con la cantidad de moléculas presentes en la
solución del sistema y la concentración de subunidades libres mediante el término n ∆µ, donde n
es el número de subunidades en una cápside parcial y ∆µ es el potencial qúımico. Aśı, el producto
n ∆µ representa la diferencia de enerǵıa entre tener n subunidades libres en solución o agregadas
formando una cápside parcial. Todas las otras influencias f́ısicas del AECV se implementan a través
de una serie de parámetros que regulan este proceso. Por lo tanto, el tratamiento teórico del AECV
en esta tesis puede entenderse como una especie de teoŕıa de campo medio aplicada a un sistema
complejo.

El objetivo final no es desarrollar un modelo de infinita complejidad que contemple cada detalle
de las cápsides reales de los virus y sus interacciones con múltiples protéınas y las moléculas del
entorno. Más bien, se busca crear modelos suficientemente simples para ser analizados utilizando
herramientas de diversas teoŕıas f́ısicas, y lo bastante razonables para proporcionar aspectos y re-
sultados comparables con experimentos y simulaciones computacionales.

El desarrollo de una TAECV no solo impulsa el avance en la comprensión de la estructura y
formación de los virus, sino que también desempeña un papel crucial en la eficiencia de la inves-
tigación cient́ıfica. La implementación de modelos teóricos sólidos en la viroloǵıa f́ısica conduce a
un ahorro de tiempo y recursos financieros al proporcionar un marco predictivo. Estos modelos
permiten diseñar escenarios y experimentos de autoensamblaje de manera detallada antes de llevar
a cabo pruebas computacionales y de laboratorio, facilitando aśı la identificación efectiva de herra-
mientas y estrategias prometedoras.



4 Caṕıtulo 1. Introducción

Los esfuerzos que supone esta tarea tienen como objetivo arrojar luz sobre los aspectos menos
comprendidos del AECV al mismo tiempo que revelan los mecanismos que promueven o inhiben la
producción de estas estructuras. En última instancia, se espera que estos modelos puedan llegar a
generar ideas concretas aplicables en biotecnoloǵıa, salud pública y tratamiento de enfermedades
virales.

La hipótesis principal de la TAECV en esta tesis postula que la formación de una cápside vaćıa
ocurre mediante un proceso de nucleación. Por consiguiente, se integran métodos de la teoŕıa de
autoensamblaje en equilibrio y la Teoŕıa Clásica de Nucleación (TCN) homogénea para estudiar
la dinámica y cinética del autoensamblaje de cápsides esféricas (icosaédricas). En este contexto,
se obtienen soluciones anaĺıticas para las cantidades clave en este proceso, como el tamaño cŕıti-
co de una cápside parcial que permite su crecimiento posterior hacia una cápside completamente
formada, la altura de la barrera de enerǵıa que debe superarse hacia el autoensamblaje, y el ritmo
de autoensamblaje y desensamblaje de las cápsides. Este enfoque f́ısico-estad́ıstico busca propor-
cionar una comprensión simple pero profunda del AECV, estableciendo v́ınculos sólidos entre la
teoŕıa y los experimentos. Las contribuciones de esta tesis se presentan en cada uno de los caṕıtulos
que desarrollan los modelos de AECV. Estos caṕıtulos ofrecen una estructura integral y de fácil
generalización que reproducen los resultados documentados en la literatura (Caṕıtulos 2, 3 y 4),
además de una metodoloǵıa y resultados completamente originales y novedosos (Caṕıtulos 3 y 4).
Los caṕıtulos se describen a continuación:

El Caṕıtulo 2, desarrolla el marco teórico de la TAECV mediante la construcción de la función de
partición del sistema asociada al autoensamblaje de cápsides esféricas. Este modelo considera el
escenario más simple de AECV, donde las contribuciones energéticas principales son: (i) la ventaja
energética de tener n subunidades agregadas formando una cápside parcial, y (ii) el costo energético
de tener algunas subunidades con menos vecinos en los bordes expuestos del agregado.
La formulación de la TAECV inicia con la derivación de funciones y variables termodinámicas clave,
como la enerǵıa libre de Helmholtz y el potencial qúımico. Estas cantidades se utilizan posterior-
mente para calcular la enerǵıa libre de Gibbs de autoensamblaje, asociada a una cápside parcial
con un número espećıfico de subunidades, y para derivar las ecuaciones maestras que modelan la
cinética del proceso. La metodoloǵıa permite determinar el tamaño cŕıtico de la cápside, la altura de
la barrera de enerǵıa, y el ritmo de autoensamblaje y desensamblaje. Estas consideraciones f́ısicas
y matemáticas proporcionan una estructura formal a la TCNCV, replicando aśı los resultados pre-
viamente obtenidos por R. Zandi y colaboradores [31], que puede extenderse fácilmente a modelos
más complejos.

El Caṕıtulo 3 se centra en el análisis de la influencia de las contribuciones elásticas en el AECV
esféricas en el ĺımite donde la enerǵıa de flexión domina sobre la acumulación de esfuerzo de compre-
sión, un aspecto no explorado individualmente por la comunidad cient́ıfica ni desde la perspectiva
de la TAECV propuesta en esta tesis. Este modelo considera el caso en el que la cápside se auto-
ensambla debido a tres contribuciones energéticas (una adicional al modelo del Caṕıtulo 2): (i) la
ventaja energética de la agregación, (ii) la penalización energética asociada al borde de una cápside
parcial, y (iii) el costo energético de las desviaciones de curvatura respecto a la curvatura preferen-
cial. En este ámbito, se modela la penalización a la enerǵıa por efectos de curvatura mediante la
introducción de la enerǵıa elástica, similar a la enerǵıa de flexión de una membrana, en la enerǵıa
libre de Gibbs del sistema. Se analizan los parámetros clave de la teoŕıa en función del número
instantáneo de subunidades, n, y el radio instantáneo de curvatura, R. Espećıficamente, se estudia
el paisaje de enerǵıa libre, la trayectoria global de autoensamblaje, el tamaño cŕıtico y la altura de
la barrera de enerǵıa. Además, se derivan expresiones anaĺıticas para el ritmo de autoensamblaje y
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desensamblaje utilizando las ideas de la TCN de sistemas multicomponentes. Por último, se estiman
las propiedades geométricas y mecánicas de las cápsides reales de ciertos virus que están sometidas
al mecanismo de compresión continua debido a la presencia de la enerǵıa de flexión en el sistema,
con un enfoque especial en el caso del Virus de Simio 40 (VS40). Todas las cantidades f́ısicamente
relevantes de este modelo se contrastan con los resultados del ≪modelo clásico≫ del Caṕıtulo 2. El
análisis presetado en este caṕıtulo ofrece argumentos f́ısicos sólidos para entender mejor la selección
del tamaño de cápsides virales, la naturaleza de las interacciones entre subunidades proteicas en
etapas tempranas del autoensamblaje y los efectos de la compresión continua que podŕıan conducir
a la producción de cápsides de tamaño subóptimo.

El Caṕıtulo 4 considera el caso más general de esta tesis, en el que se modela el autoensamblaje de
una cápside esférica que incluye todos los aspectos energéticos de los modelos anteriores, además
de la presencia de protéınas de andamiaje en forma de un molde esférico preformado en la solución.
Por lo tanto, este modelo contempla cuatro contribuciones energéticas: (i) la ventaja energética de
la agregación, (ii) la penalización energética asociada al borde de una cápside parcial, (iii) el costo
energético de la flexión por desviaciones de curvatura, y (iv) la enerǵıa de interacción entre el molde
y los capsómeros. Al igual que en los modelos anteriores, se estudia el comportamiento de la altura
de la barrera de enerǵıa, el tamaño cŕıtico de una cápside parcial, y el ritmo de autoensamblaje.
Se analiza cómo estas cantidades vaŕıan en función del tamaño del molde. Además, se examinan
los diferentes mecanismos de autoensamblaje, evaluando las ventajas y desventajas de ensamblarse
sobre el molde o fuera de él. Se introduce el concepto de diagramas de fase de autoensamblaje,
propuesto anteriormente por otros autores como C. Mendoza y D. Reguera [43], y se generaliza su
capacidad predictiva al considerar múltiples criterios energéticos para su generación. Por último,
se estudian las desviaciones de curvatura respecto a la curvatura preferencial con el objetivo de
determinar qué configuración de autoensamblaje es la más favorable en el contexto dinámico y
cinético bajo condiciones fisicoqúımicas establecidas.

Finalmente, en la Sección de Conclusiones Generales, se condensan los resultados teóricos y las
implicaciones biológicas en general de la TAECV, y en particular de cada uno de los modelos de
AECV.





CAPÍTULO2
Teoŕıa de Autoensamblaje de Cápsides Virales

2.1 Introducción

Un aspecto sorprendente de los virus es la forma y simetŕıa bien definida de sus cápsides, las
cuales vaŕıan en tamaño y complejidad estructural [49]. En las condiciones fisiológicas adecuadas,
la cápside de un virus puede ensamblarse (i) usando únicamente las subunidades proteicas [50],
(ii) o en combinación con el material genético [16] o (iii) protéınas de andamiaje [51]. En cuales-
quiera de los casos, el proceso muestra algunas tendencias generales que parecen susceptibles para
ser modeladas usando ideas f́ısicas básicas [26, 29, 31, 52-54]. En particular, el autoensamblaje
de la cápside de virus de Genoma de cadena simple (Gcs), e.g., el Virus del Mosaico del Tabaco
(VMT), y de una multitud de virus con forma esférica (icosaédrica) que infectan plantas [29, 55],
animales y a los seres humanos, como el Virus de Simio 40 (VS40), el Virus del Herpes Simple
(VHS) y el Virus del Papiloma Humano (VPH) está dirigido por la minimización de la enerǵıa
libre y no requiere de enerǵıa en forma de Adenośın Trifosfato (ATP) [52]1. Una vez ensamblada,
las propiedades mecánicas, el tamaño, estructura y configuración de la cápside deben ser precisas
para que el material genético se mantenga en las condiciones adecuadas mientras el virión flota sin
rumbo hasta que se encuentra con un hospedador susceptible [2, 4, 41, 57, 58]. Por lo tanto, enten-
der el mecanismo de Autoensamblaje de Virus (AEV) en el sumamente efectivo ciclo de replicación
es necesario para determinar los factores f́ısicos y qúımicos que controlan una infección viral exitosa.

En el campo en constante expansión de la viroloǵıa f́ısica, se ha dedicado una atención conside-
rable a los estudios teóricos [26, 29-31, 36, 52-54, 59, 60] y computacionales [61-63] para comprender
las propiedades f́ısicas y el mecanismo del AEV. Estos esfuerzos han arrojado valiosa información
sobre el proceso de replicación viral, asumiendo, en algunos de ellos, que la nucleación es el me-
canismo subyacente en el fenómeno del Autoensamblaje de Cápsides Virales (AECV) vaćıas [60],
dada su analoǵıa con la transición de fase clásica de primer orden presente, por ejemplo, en la
cristalización y la formación de micelas [5, 30, 58]. Incluso se ha sugerido que la formación de
una cápside viral a partir de subunidades proteicas (o capsómeros)2 es un proceso termodinámico
común a una amplia gama de virus [29], que incluye al VPH, VMT, Virus de la Hepatitis B (VHB),
Virus del Moteado Clorótico del Cauṕı (VMCC) y Virus del Mosaico del Bromo (VMB). En estos
casos, las cápsides se ensamblan de forma espontánea en una solución acuosa con las condiciones

1En ciertos virus, el empaquetamiento de ácidos nucleicos dentro de una cápside viral preformada es una tarea
que requiere de motores moleculares que utilizan la enerǵıa liberada de la hidrólisis de ATP [56]. Este es el caso del
bacteriófago de ADN de cadena doble (ADNcd) ϕ29 [37, 38], aśı como de los bacteriófagos de ARN de cadena doble
(ARNcd) ϕ6 y ϕ12 [40].

2Los capsómeros son las unidades morfológicas observables en una cápside, es decir, los bloques de construcción
compuestos de una o más subunidades proteicas. Por ejemplo, la cápside de VMCC se autoensambla a partir de
capsómeros compuestos de dos subunidades proteicas. Es decir, los capsómeros del VMCC son d́ımeros [64].
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adecuadas de concentración de subunidades, temperatura, pH y salinidad [31, 58], lo que hace que
este proceso sea altamente susceptible a las condiciones ambientales. Además, tanto experimentos
como simulaciones computacionales han proporcionado evidencia de rasgos caracteŕısticos y genéri-
cos del AECV [42], como lo es la correlación entre la producción de cápsides y la concentración
de subunidades proteicas presentes en la solución,3 y la observación, únicamente, de subunidades
proteicas y cápsides completamente formadas al término del ensamblaje.

En el presente caṕıtulo, se proporcionan los fundamentos matemáticos necesarios para estudiar
el AECV desde un punto de vista estad́ıstico que contribuye a la estructuración integral y de
fácil generalización de la Teoŕıa Clásica de Nucleación de Cápsides Virales (TCNCV) inicialmente
propuesta por R. Zandi y colaboradores [31]. En concreto, la contribución de este caṕıtulo en la
tesis se concentra en la conjugación de los métodos teóricos desarrollados anteriormente [31, 42]
a la vez que se introduce una perspectiva integral del estudio de la formación de cápsides virales.
En este ámbito, se discute la relación entre parámetros teóricos y experimentales que promueven o
inhiben la producción de cápsides vaćıas. El caṕıtulo se divide como sigue:

En la Sección 2.2, se exponen los elementos f́ısicos y biológicos generales del AECV, a partir
de donde se construye la Teoŕıa de Autoensamblaje de Cápsides Virales (TAECV) y la función de
partición del sistema asociada a este fenómeno, antes proporcionada de forma puramente heuŕıstica.
Posteriormente, se derivan ciertas funciones (potenciales) y variables termodinámicas relevantes,
como la enerǵıa libre de Helmholtz, F , el potencial qúımico, µ y la enerǵıa libre de Gibbs de
formación de una cápside vaćıa parcialmente formada, ∆G, que coincide con el resultado que
se obtiene en el formalismo cuasiqúımico de A. Luque [42]. La Sección 2.3 está dedicada a la
introducción de la Teoŕıa Clásica de Nucleación (TCN) y el origen de la barrera de enerǵıa. La
implementación de estas ideas al AECV permite calcular el tamaño cŕıtico del núcleo, n∗, y la
altura de la barrera de enerǵıa de autoensamblaje, ∆G∗, de la misma manera que se computan
en [31]. Más adelante, en la Sección 2.4, se deriva la teoŕıa cinética del AECV mediante la TCN
homogénea, a partir de donde se encuentra el ritmo de nucleación de ensamblaje, J , y se introduce
el tiempo de nucleación, τ . La Sección 2.5 adapta y discute las ideas de la cinética de ensamblaje
para describir el desensamblaje de las cápsides formadas y el fenómeno de histéresis, aspectos menos
abordados por la comunidad cient́ıfica. Finalmente, uno de los teoremas de nucleación se demuestra
en la Sección 2.6, el cual establece una relación fundamental entre la teoŕıa y experimento.

2.2 Construcción Estad́ıstica del Ensamblaje de Cápsides Virales
La construcción estad́ıstica de la TAECV utiliza una teoŕıa de autoensamblaje en equilibrio y la
TCN para describir el AECV vaćıas a partir de la unión (agregación) de subunidades proteicas
libres o capsómeros. Dentro de este contexto, la TCN permite modelar una barrera de enerǵıa que
proviene del coste energético que requiere la formación de una cápside parcial. Por un lado, cuando
las protéınas se unen, pierden cierta libertad de movimiento, lo que se conoce como entroṕıa con-
figuracional [31], que es compensada por la enerǵıa libre de unión entre las subunidades proteicas,
e.g., las interacciones atractivas hidrofóbicas, de van der Waals, y eléctricas [58]. Por otro lado,
durante la formación de la cápside, se forma un anillo en el borde de la esfera icosaédrica, como
el que se muestra en la Fig. 2.1. Las protéınas en el borde de la cápside parcialmente formada
no tienen todas las interacciones que están presentes en la estructura final completa. Esta falta

3Concretamente, debajo de una concentración cŕıtica c⋆ no se ensamblan cápsides, mientras que por arriba de
dicha concentración se promueve el autoensamblaje. Una vez formadas, las cápsides no se disocian fácilmente, incluso
cuando la concentración de subunidades libres se reduce drásticamente.
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de interacciones en el borde introduce un coste energético, lo que significa que se requiere enerǵıa
adicional para completar la cápside. Esta enerǵıa adicional crea la barrera energética que debe
superarse para para que se inicie la formación de una nueva fase (cápside completamente formada)
a partir de la fase preexistente (subunidades proteicas libres).

Inicialmente, las subunidades proteicas o capsómeros, que a partir de ahora serán también llama-
das simplemente subunidades, se encuentran libres en una solución acuosa. Debido a fluctuaciones
térmicas, las subunidades forman pequeños agregados que posteriormente serán las semillas de las
cápsides completas.4 Si bien en el modelo no se especifica la clase de subunidades que forman la
cápside viral, es importante notar que la descripción teórica, junto con sus resultados, son válidos
para diferentes tipos (o especies) de subunidades, e.g., subunidades proteicas (monómeros) en el
caso del Virus Penicillium chrysogenum (VPc) [65], d́ımeros para el VMCC [64], pentámeros para
el VS40 [66] y el VPH [50], o pentámeros y hexámeros para el bacteriófago Hong Kong 97 (HK97)
[67].

Figura 2.1: Representación esquemática del AECV. El proceso de autoensamblaje se despliega de
izquierda a derecha. Inicialmente, las subunidades libres, previamente dispersas en la solución,
comienzan a asociarse por fluctuaciones térmicas formando agregados que actúan como un embrión
de la cápside. Estas cápsides parciales pueden crecer o decrecer en tamaño y se caracterizan por
tener un borde expuesto de longitud l(n), cuya magnitud depende de número de subunidades
instantáneas, n. Cuando la cápside en formación supera un tamaño cŕıtico n∗ su crecimiento es
favorable y al culminar, la cápside completa consta de nagr subunidades. Durante todo el proceso,
se asume que los agregados intermedios son casquetes esféricos de radio R. Este radio, en de la
TCNCV, se mantiene constante hasta alcanzar la estructura final con nagr subunidades.

Existen dos maneras diferentes, pero equivalentes, de modelar el autoensamblaje: (i) a través
del formalismo cuasiqúımico y (ii) mediante la descripción de fase. En el primer enfoque, los agrega-
dos de subunidades de diferentes tamaños son considerados como especies qúımicas distintas, cada
una con un potencial qúımico µ asociado. En contraste, el segundo proceso implica una transición
de fase desde las subunidades libres hacia la formación de la cápside completa, y es comúnmente
utilizada en la TCN. El formalismo cuasiqúımico fue introducido por A. Luque [42], inspirado por
F. Kuni y colaboradores [68, 69], con el propósito de ampliar el enfoque de transición de fase en
la TCNCV previamente presentado por R. Zandi y colaboradores [31]. A continuación, se unifi-
can estos dos métodos para extraer la información que ambos brindan de manera independiente,
prestando especial atención a las omisiones matemáticas y estad́ısticas identificadas en trabajos
previos, con el propósito de formular la TAECV.

4Un núcleo es considerado como el agregado intermedio más pequeño de ensamblaje con más de 50 % probabilidades
de crecer hacia una cápside viral completa en lugar de desensamblarse [26].
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El objetivo principal es proporcionar los elementos matemáticos para calcular el valor de ciertas
variables termodinámicas relevantes, tales como la presión y la enerǵıa libre (función de estado),
para luego implementarlas en la TCN. Dado que las variables termodinámicas están bien definidas
en un macroestado del ensamble, la tarea se reduce a determinar la fracción de sistemas dentro del
ensamble que se encuentra en cierto microestado. En otras palabras, se busca la probabilidad de
que, al seleccionar al azar un sistema del ensamble, este se encuentre en un estado preciso, por ejem-
plo, en una distribución y organización espećıfica de subunidades en agregados de tamaño n. Por
lo tanto, es necesario calcular la cantidad de microestados, Ω, que corresponden a un determinado
macroestado, lo que permite determinar la función de partición del ensamble. Para esto, se emplea
un modelo de celda que consta de un solvente, cuyos efectos se consideran solo impĺıcitamente, en
el que se encuentran disueltas las subunidades libres, aśı como las cápsides parcial y completamente
formadas. Es importante destacar que los potenciales intermoleculares, que representan las inter-
acciones subunidad-subunidad y agregado-subunidad, se expresan directamente en la enerǵıa libre
como términos independientes.

Siguiendo condiciones experimentales t́ıpicas, considere un sistema polidisperso, i.e., un conjun-
to de part́ıculas dentro de una solución que vaŕıan en tamaño, forma u otras caracteŕısticas,5 en un
volumen V y a una temperatura T . El sistema contiene Nn part́ıculas de la especie n (n = 1, 2, · · · ),
las cuales se componen de n subunidades. Si N representa al número total de subunidades en la
solución, entonces

N =
nagr∑
n=1

nNn, (2.1)

en donde nagr es el número de agregación o el número de subunidades en una cápside completamente
formada, e.g., nagr = 60 en una cápside Tr = 1 de VPc [65] y nagr = 72 en una cápside Tr = 7
de VPH [50].6 En un sistema de este tipo, es posible dividir el espectro de agregación en un gran
número de grupos, lo que es denominado celdas de agregación. Suponiendo que el volumen de una
celda individual es vc, se calcula que el número de celdas está dado por7

M = V

vc
. (2.2)

Entonces,
Ω(Nn, V ) =

∑
{Nn}

W{Nn}, (2.3)

es el número de microestados accesibles en el ensamble y W{Nn} es el número de microestados
diferentes asociados a la distribución {Nn}. La suma

∑
{Nn} se realiza sobre todos los conjuntos de

distribuciones que satisfacen la Ec. (2.1). A su vez

W{Nn} =
nagr∏
n=1

w(n), (2.4)

5La polidispersidad es una caracteŕıstica común en muchos sistemas naturales y sintéticos. Por ejemplo, las suspen-
siones coloidales, las emulsiones y los tejidos biológicos a menudo presentan polidispersidad debido a la variabilidad
inherente en el tamaño, la forma y la composición de sus part́ıculas o componentes individuales [70]. En el marco del
AECV, la polidispersidad se refiere a que en este sistema se pueden encontrar subunidades libres, cápsides parciales
de todos los tamaños (1 < n < nagr) y cápsides completamente formadas.

6El principio de cuasi-equivalencia, presentado por Caspar y Klug en [5], se emplea para clasificar el número y
disposición de los capsómeros en una cápside esférica (icosaédrica). En términos sencillos, el número Tr indica el
número de posiciones cuasi-equivalentes que ocupa una subunidad proteica en la formación de la cápside.

7El tamaño de las celdas se elige de tal forma que, en un momento dado, únicamente el centro de masa de un
subunidad o de un fragmento de cápside puede ocupar una celda [31].
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en donde w(n) es el número de microestados diferentes asociados a las Nn part́ıculas que se acomo-
dan en los M sitios. En este caso, ningún sitio puede contener más de un agregado y por lo tanto
Nn no puede ser más grande que M . Esto sugiere que w(n) es realmente el número de formas en
las que Nn part́ıculas indistinguibles se pueden distribuir en las M celdas. Con estos criterios, w(n)
está dado por [71, 72]

w(n) = M !
Nn!(M −Nn)! , (2.5)

de manera que

Ω(Nn, V ) =
∑

{Nn}

nagr∏
n=1

M !
Nn!(M −Nn)! . (2.6)

Adicionalmente, la función de partición del ensamble está compuesta por nNn sistemas con
enerǵıa de interacción despreciable, i.e., no hay colisiones entre agregados de distintos tamaños. De
esta manera, la suma sobre todos los posibles estados puede escribirse como

QNn =
∑

{Nn}

nagr∏
n=1

M !
Nn!(M −Nn)! (qn)Nn , (2.7)

en donde, nuevamente, la suma
∑

{Nn} representa la distribución de tamaños de grupos de subunida-
des que satisfacen la Ec. (2.1). El producto

∏nagr
n=1 simboliza el producto de probabilidades asociadas

con cada uno de los tamaños disponibles de agregación. El factor combinatorio (sin repeticiones)
representa el número de configuraciones distinguibles de las part́ıculas sobre las celdas. Finalmente,
el producto de las funciones de partición individuales qn indica que las subunidades están tan di-
luidas que las interacciones entre ellas pueden ser despreciadas, es decir, cada una de las n especies
es estad́ısticamente independiente.
Como en muchos de los sistemas en f́ısica estad́ıstica [71, 72], la función de partición en la Ec. (2.7)
(o Ω en la Ec. (2.6)) puede representarse mediante su término máximo o representativo, Q∗

N∗
n
.8

De manera análoga, la distribución en equilibrio de Nn se caracteriza por la distribución que le
corresponde a ese máximo, a saber, N∗

n. Para encontrar estas dos expresiones, se utiliza el método
de multiplicadores indeterminados de Lagrange y, por simplicidad en el manejo de número grandes,
productos y sumas, se emplea ln Q∗

N∗
n

en vez de Q∗
N∗

n
. El logaritmo natural de la función de partición

Q∗
N∗

n
es

ln Q∗
N∗

n
= ln

{nagr∏
n=1

[
M !

(M −N∗
n)!N∗

n! (qn)Nn∗
]}

=
nagr∑
n=1

ln
[

M !
(M −N∗

n)!N∗
n! (qn)Nn∗

]

=
nagr∑
n=1

{
ln
[
M !(qn)N∗

n

]
− ln [(M −N∗

n)!N∗
n!]
}

,

(2.8)

que, al aplicar las propiedades de logaritmos, junto con la aproximación de Stirling,9 se puede
8En el ĺımite termodinámico, el estado derivado del término representativo se convierte en el estado más probable,

ya que tendrá una frecuencia mayor que cualquier otra posible, y por lo tanto, dicha distribución es la que va a
contribuir efectivamente al valor de Ω y Q.

9La formulación matemática de la aproximación de Stirling es

ln n! ≈ n ln n − n, (2.9)
siendo n un entero positivo grande. Esta aproximación será más precisa a medida que n sea más grande.
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reescribir como

ln Q∗
N∗

n
=

nagr∑
n=1
{ln M ! + Nn∗ ln qn − {ln [(M −Nn∗)!] + ln Nn∗ !}}

=
nagr∑
n=1

[M ln M + N∗
n ln qn − (M −N∗

n) ln(M −N∗
n)−N∗

n ln N∗
n].

(2.10)

Al tomar la derivada parcial de ln Q∗
N∗

n
respecto a N∗

n, se obtiene lo siguiente:

∂ ln Q∗
N∗

n

∂N∗
n

= ln qn + ln(M −N∗
n)− ln N∗

n. (2.11)

El conjunto de N∗
n que maximiza a Q, sujeto a la condición en la Ec. (2.1), cumple con que

∂

∂N∗
n

(
ln Q∗

N∗
n
−

nagr∑
n

α nN∗
n

)
= 0, (2.12)

siendo α un multiplicador de Lagrange. Ahora, sustituyendo la Ec. (2.11) en la relación anterior se
obtiene una relación entre N∗

n, qn y α, i.e.,

ln
[

qn(M −N∗
n)

N∗
n

N∗
n

]
= α n. (2.13)

Resolviendo para N∗
n se encuentra que

N∗
n = qnMeα n

1 + qn eα n
(2.14)

es la distribución que corresponde al máximo de la función de partición.
Es importante mencionar que las Nn part́ıculas en un sistema de este tipo t́ıpicamente poseen

grados de libertad traslacional, de enerǵıa interna, de tensión lineal e incluso grados de libertad
eléctricos, nucleares y vibracionales, entre otros. Dado que los hamiltonianos son separables en cada
uno de los casos, al menos como una aproximación [71], se concluye que

qn = qntras · qninterna · qnltension · · · qnelec · qnnucle · qnvib . (2.15)
Por los alcances de la investigación, se consideran únicamente los primeros tres grados de libertad
mencionados anteriormente, por lo que qn se reduce a

qn = qntras · qninterna · qnltension = exp
[
− 1

kBT
(fn + σn + tn)

]
, (2.16)

en donde qni se ha expresado en la forma del ensamble canónico, incluyendo la enerǵıa libre, fn, la
enerǵıa de tensión lineal de una cápside incompleta, σn, y enerǵıa de traslación de una part́ıcula
dentro de una celda, tn. Los distintos grados de libertad mencionados en la ecuación previa serán
analizados en detalle posteriormente. No obstante, puede concluirse de inmediato que la función de
partición individual en el grado de libertad traslacional es [71]

qntras = exp
(
− tn

kBT

)
= vc

Λ3
n

. (2.17)

En las siguientes secciones, se obtiene la enerǵıa libre de Helmholtz, la ley de acción de masas
para las subunidades libres y las cápsides completamente formadas, y, a partir de esta última
relación, la enerǵıa libre de Gibbs, que es el componente fundamental en la TAECV.
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2.2.1 Enerǵıa Libre del Ensamble

La enerǵıa libre de Helmholtz total del sistema, F , puede calcularse con la relación estad́ıstica
clásica, a saber [71, 72]10

F = −kBT ln Q∗
N∗

n
, (2.18)

de manera que al usar la Ec. (2.10), se escribe

F = −kBT

nagr∑
n=1

[M ln M + N∗
n ln qn − (M −N∗

n) ln(M −N∗
n)−N∗

n ln N∗
n]. (2.19)

Al notar que M = (M −N∗
n) + N∗

n, la ecuación anterior se expresa como sigue:

F = −kBT

nagr∑
n=1

{
(M −N∗

n) ln [(M −N∗
n) + N∗

n] + N∗
n ln [M −N∗

n + N∗
n] + N∗

n ln qn

− (M −N∗
n) ln(M −N∗

n)−N∗
n ln N∗

n

}

= kBT

nagr∑
n=1

[
(M −N∗

n) ln
(

M −N∗
n

M

)
+ N∗

n ln
(

N∗
n

M

)
−N∗

n ln qn

]
.

(2.20)

En el caso en el que N∗
n/M ≪ 1, i.e., cuando la solución de subunidades está muy diluida, el

primer término de la Ec. (2.20) puede ser expresado en una serie de potencias de N∗
n/M y mantener

solamente el término lineal. Esto es

ln
(

M −N∗
n

M

)
= ln

(
1− N∗

n

M

)
≈ −N∗

n

M
, (2.21)

lo que conduce a

F = kBT

nagr∑
n=1

[
−N∗

n

M
(M −N∗

n) + N∗
n ln

(
N∗

n

M

)
−N∗

n ln qn

]
. (2.22)

Debido a que se han ignorado términos de orden mayor a uno, la expresión anterior toma la siguiente
forma:

F = kBT

nagr∑
n=1

N∗
n

[
ln
(

N∗
n

M

)
− 1 + β(fn + σn + tn)

]
, (2.23)

en donde se ha usado la forma expĺıcita de qn en la Ec. (2.16). Posteriormente, al definir la densidad
numérica del componente como

10Si la presión, en lugar del volumen, es la variable que se mantiene constante en el ensamble, el potencial termo-
dinámico apropiado (función de estado) seŕıa la enerǵıa libre de Gibbs, G. Sin embargo, dado que se espera que las
contribuciones de trabajo presión-volumen sean muy pequeñas con respecto a la enerǵıa total de la solución, incluido el
solvente, la descripción que utiliza la enerǵıa libre de Helmholtz es equivalente a todos los efectos prácticos. Más aún,
las fluctuaciones en el volumen en el gas ideal son de una millonésima, de acuerdo con

(〈
V 2〉− ⟨V ⟩2)/ ⟨V ⟩ ≈ 1/

√
N ,

lo que indica que las fluctuaciones en el volumen disminuirán aún más en los sistemas biológicos de interés que sean
más complejos que un gas monoatómico ideal, e.g., una protéına [73]. Considerando estos argumentos, en la Sección
2.2.2 se deriva G a partir de las condiciones de equilibrio termodinámico en F .
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ρN∗
n
≡ N∗

n

V
, (2.24)

y hacer uso de la Ec. (2.2), se obtiene que la enerǵıa libre de Helmholtz es

F = kBT

nagr∑
n=1

N∗
n

[
ln
(
ρN∗

n
vc
)
− 1 + β(fn + σn + tn)

]
. (2.25)

Toda la termodinámica del sistema se puede determinar a partir de la Ec. (2.25) usando la
definición de esta función de estado, i.e.,

F = U − TS, (2.26)
en donde U es la enerǵıa interna, T la temperatura y S la entroṕıa, y la relación termodinámica
fundamental,

dF = −S dT − p dV +
∑

n

µn dNn. (2.27)

En consecuencia, la entroṕıa, presión y potencial qúımico están dados por

S = −
(

∂F

∂T

)
V,N∗

n

, p = −
(

∂F

∂V

)
T,N∗

n

, µn =
(

∂F

∂N∗
n

)
T,V,N∗

n ̸=j

. (2.28)

Por ejemplo, el potencial qúımico del ensamble en cuestión, que se obtiene utilizando la Ec. (2.20)
es

µn =
(

∂F

∂N∗
n

)
T,V,N∗

n ̸=j

= −kBT

(
∂ ln Q∗

N∗
n

∂N∗
n

)
T,V,N∗

n ̸=j

= −kBT ln
[(M −N∗

n)qn

N∗
n

]
. (2.29)

Después, al sustituir la Ec. (2.14) en la ecuación anterior, se obtiene

µn = −kBT ln
[

e−α n(1 + qneα n)
1 + qneα n

]
, (2.30)

donde se puede ver que
µn = kBT α n. (2.31)

A partir de entonces, es posible determinar completamente la forma del multiplicador α, a saber

α = µn

nkBT
. (2.32)

La ecuación anterior permite establecer la siguiente relación:

α = µ1
kBT

= µn

nkBT
, (2.33)

y a través de ella,
µn = nµ1. (2.34)

La ecuación (2.34) es una representación de la ley de acción de masas y una consecuencia de
la distribución en equilibrio termodinámico de las subunidades sobre los estados de ensamble y
desensamble. Finalmente, haciendo uso de los resultados previos, la distribución caracteŕıstica de
la Ec. (2.14) se reescribe como

N∗
n = Mqneµ1nβ

1 + qneµ1nβ
. (2.35)
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2.2.2 Ley de Acción de Masas y Enerǵıa Libre de Gibbs
La enerǵıa libre de Helmholtz de la Ec. (2.25) y el potencial qúımico de la Ec. (2.29), también se
pueden expresar como

F = kBT

nagr∑
n=1

N∗
n

[
ln
(
ρN∗

n
vc
)
− 1 + β(ngn + σn)

]
(2.36)

y
µn = kBT ln

(
ρN∗

n
vc
)

+ ngn + σn, (2.37)

respectivamente. En las dos ecuaciones anteriores se ha incluido la enerǵıa de enlace efectiva por
subunidad, i.e., gn ≡ (fn + tn)/n. Es importante destacar que la Ec. (2.37) presenta la estructura
t́ıpica del potencial qúımico estándar para una mezcla ideal de part́ıculas no interactuantes [74],
particularmente, los dos términos finales la ecuación anterior dependen impĺıcitamente del estado
de referencia, s. Asimismo, la distribución en equilibrio de los agregados en el ensamble se puede
obtener fácilmente al minimizar la enerǵıa libre de Gibbs, que se calcula más adelante. Esta mini-
mización puede ser determinada a través de las Ec. (2.37), lo que da como resultado la Ec. (2.34).

Debido a que en condiciones experimentales de laboratorio es común utilizar concentraciones
volumétricas, i.e., la cantidad de sustancia cn, en vez de las densidades numéricas de las componen-
tes, se sustituye ρN∗

n
vc por cn/cs, siendo cs la concentración del solvente.11 Usando los argumentos

anteriores, a partir de la Ec. (2.37), se encuentra que (consultar las Ecs. (2.2) y (2.24))(
cn

cs

)
= exp [β(µn − ngn − σn)]. (2.38)

Ahora, si n = 1 en la Ec. (2.38), se tiene que(
c1
cs

)
= exp [β(µ1 − g1)], (2.39)

ya que σn = σnagr = 0, debido a que la tensión lineal en el borde es inexistente para las subunidades
libres y las cápsides completamente formadas. Al elevar el inverso multiplicativo de la ecuación
anterior a la n, y usando la Ec. (2.38), se encuentra lo siguiente:(

cn

cs

)(
cs

c1

)n

= exp [βµn − β(ngn + σn)] exp [−βn(µ1 − g1)], (2.40)

a partir de donde, en el equilibrio (véase la Ec. (2.34)), se obtiene(
cn

cn
1

)eq
= 1

cn−1
s

exp [−β(n∆g + σn)] ≡ keq
n , (2.41)

siendo ∆g = gn − g1 y keq
n la constante de equilibrio, la cual es independiente del número total de

subunidades en la solución. La Ec. (2.41) es conocida como la ley de acción de masas [31, 42, 74].
Dicha ley también se puede reformular como

ceq
n = cs

(
c1
cs

)n

exp[−β(n∆g + σn)] = cn
1 keq

n . (2.42)

Aunado a esto, al aplicar propiedades de logaritmos, se puede ver que
11En el AECV vaćıas el solvente está usualmente compuesto por agua. Por esa razón, se elige la molaridad del agua

pura, cs = 56M , como estado de referencia [31, 42, 52, 58].
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(
c1
cs

)n

= exp
[
n ln

(
c1
cs

)]
, (2.43)

lo que conduce a

ceq
n = cs exp

{
−β

[
n

(
∆g − 1

β
ln (c1/cs)

)
+ σn

]}
. (2.44)

La ley de acción de masas, Ec. (2.41), se puede reescribir como un factor de Boltzmann en
equilibrio, a saber, [42]

ceq
n = cs exp [−β∆G(n)], (2.45)

en donde

∆G(n) = n

[
∆g − 1

β
ln (c1/cs)

]
+ σn, (2.46)

es la enerǵıa libre total (enerǵıa libre de Gibbs) requerida para ensamblar una cápside parcial a
partir de n subunidades.12 Esta enerǵıa contiene: (i) la diferencia de enerǵıa resultante de tener las
subunidades en la cápside o en solución ∆g, (ii) una penalización entrópica que surge de remover n
subunidades de la solución para formar un agregado, i.e., −n ln(c1/cs)/β, que claramente depende
del la concentración de subunidades libres c1 y (iii) el coste energético asociado a la tensión lineal en
el borde de la cápside parcial, σn (consultar Fig. 2.1). En consecuencia, a partir de la distribución
en equilibrio de los tamaños de agregados ceq

n o, de manera equivalente, al medir las constantes de
equilibrio de las n especies, keq

n , se puede calcular la enerǵıa libre de cualquier cápside parcialmente
formada.

Estos resultados parecen indicar que el AECV podŕıa considerarse como un proceso de agrega-
ción en equilibrio. Sin embargo, existen dos observaciones f́ısicas que apuntan hacia la existencia
de una barrera de enerǵıa que debe superarse durante la formación de una cápside [30, 31]: (i)
el hecho de que el desensamblaje de cápsides proteicas no ocurra en las mismas condiciones que
el ensamblaje [75, 76], y (ii) la detección de cantidades extremadamente reducidas de agregados
intermediarios [26, 50, 53, 54, 58].

En la siguiente sección, se analiza el origen de la barrera de enerǵıa y se deriva la enerǵıa libre ne-
cesaria para la formación de una cápside parcialmente formada, siguiendo las pautas convencionales
de la TCN.

2.3 Teoŕıa Clásica de Nucleación de Cápsides Virales
La nucleación es el proceso a través del cual se inicia la formación de una nueva fase en un sistema
f́ısico. Se trata de un fenómeno fundamental en las transiciones de fase de primer orden, donde
un número mı́nimo de átomos, iones o moléculas se han de agrupar en la fase metastable como
punto de partida para un crecimiento posterior hacia la fase termodinámicamente estable [77,
78]. La nucleación ha sido objeto de estudio en diversas disciplinas, desde la biof́ısica hasta la
cosmoloǵıa, y en sistemas que abarcan desde escalas atómicas hasta planetarias [79]. En esta sección,
se implementan las ideas de la TCN a la formación de una cápside viral.

12La enerǵıa libre ∆G(n) no depende de ninguna concentración cn (n ≥ 2) y es válida aún cuando la concentración
de agregados de tamaño n no ha alcanzado el equilibrio de agregado.
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2.3.1 Analoǵıa Vapor-Ĺıquido
La agregación espontánea de la cápside se debe a que las subunidades que componen su estructura
poseen una enerǵıa más baja que cuando están libres en la solución (véase la Ec. (2.46)). Por arriba
de una concentración umbral espećıfica (cŕıtica) c⋆, esta ventaja energética supera a la penalización
que supone remover una subunidad de la solución, y por lo tanto, el autoensamblaje se convierte en
un proceso termodinámicamente favorable [31, 52]. Sin embargo, como se mencionó anteriormente,
el AECV vaćıas es un proceso discreto en el que cada subunidad, de forma independiente, se
añade a una estructura intermediaria de tamaño n. Este proceso tiene un costo energético, i.e., la
penalización del borde, que surge de la pérdida de interacciones estabilizadoras de una subunidad
libre al colocarla en el borde de una cápside en formación (ver Fig. 2.2).
La situación es análoga a una transición de fase vapor-ĺıquido, donde la formación de una gota de
ĺıquido en la fase vapor tiene una penalización energética asociada a la tensión superficial. En este
contexto, y dentro de la teoŕıa clásica, los agregados más pequeños son modelados como pequeñas
gotas de ĺıquido con densidad uniforme, el mismo valor de la tensión superficial que la del ĺıquido
macroscópico y una interfase esférica y bien definida con el vapor [31]. Bajo estas aproximaciones,
la enerǵıa libre de formación de un agregado que contiene n moléculas se puede expresar como [77,
78, 80]

∆G(n) = n(µl − µv) + σAn, (2.47)

en donde µl es el potencial qúımico por molécula en la fase ĺıquida, µv es el potencial qúımico en el
vapor, σ es la tensión superficial de la gota y An su área superficial. De manera análoga, la formación
de una cápside esférica se puede considerar como un proceso de cristalización en dos dimensiones
sobre una superficie curvada. A través de esta analoǵıa, la manera más simple de abordar el coste
energético de falta de interacciones en el AECV es introduciendo una penalización de enerǵıa de
borde, que juega un papel equivalente a la enerǵıa de superficie en este caso bidimensional. Esta
enerǵıa está vinculada a una tensión lineal, τλ, que representa el coste energético por unidad de
longitud en el borde de la cápside. En la formación de la capa bidimensional de la cápside, esta τλ

juega un papel análogo a la tensión superficial, σ, en una gota.
Las cápsides, ya sean parcial o completamente formadas, se tratan como agregados de subunidades
proteicas, mientras que las contribuciones de la tensión en el borde solo se manifiestan en cápsides
incompletas. Se considera un estado inicial en el que todas las subunidades están dispersas en una
solución acuosa, y una fase final en la que una fracción finita, f , de la concentración de subunidades
está asociada a cápsides completamente formadas. Siguiendo esta hipótesis, la Ec. (2.1) se reformula
de la siguiente manera:

N = N1 + nagrNagr, (2.48)

y la fracción de concentración de subunidades se expresa como

f = nagr cagr
c

, (2.49)

en donde
c = c1 + nagr cagr, (2.50)

representa la concentración total de subunidades en el sistema.
El evidente que en este modelo se consideran únicamente subunidades proteicas libres o cápsides
completamente formadas en el sistema. Esta aproximación refleja el hecho que, debido al coste
energético del borde, la población de cápsides parciales de tamaño Nn será mucho menor que la de
subunidades libres o cápsides completas.
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Los argumentos expuestos anteriormente permiten proponer una expresión termodinámica, muy
similar a la Ec. (2.47), para la enerǵıa libre de la formación de una cápside parcialmente formada
que contiene n subunidades. Bajo la premisa de que las cápsides posean un radio de curvatura
constante, denotado como R, independientemente de su estado de completitud, y que la capa sea
lateralmente incompresible, la enerǵıa libre de Gibbs de una cápside en proceso de crecimiento
puede ser formulada como [31, 52]

∆G(n) = n

[
∆g − 1

β
ln (c1/cs)

]
+ σn = n∆µ + τλ l(n). (2.51)

con σn ≡ τλ l(n) y en donde la diferencia de potencial qúımico está dada por

∆µ = −kBT ln (c1/c⋆), (2.52)

a la vez que la concentración umbral, c⋆, que juega el mismo papel que la saturación o densidad de
equilibrio en una transición de vapor-ĺıquido, se define como

c⋆ ≡ cs exp
( ∆g

kBT

)
. (2.53)

El primer término del extremo derecho de la Ec. (2.51), n∆µ, refleja la contribución asociada
a la enerǵıa de unión, que depende del pH, la concentración de sal, temperatura y la presencia
de pequeñas moléculas, e.g., iones y agentes caotrópicos. Particularmente, si c1 < c⋆ la diferencia
de potencial qúımico es positiva, indicando que de ninguna manera la enerǵıa de unión podŕıa
compensar la penalización entrópica de remover una subunidad de la solución y que, por lo tanto,
el proceso no es favorable. En contraste, si c1 > c⋆, se desencadena el autoensamblaje, pero aún se
debe superar una barrera de enerǵıa para crecer y formar una cápside completa. Adicionalmente,
el término τλ l(n) de la Ec. (2.51) modela la enerǵıa total del borde de una cápside en proceso de
formación [31]. Dicha enerǵıa se origina a partir de la tensión lineal τλ y la longitud del borde l(n),
tal como se ilustra en la Figura 2.2.

La siguiente sección se enfoca en derivar la expresión de la función l(n) teniendo en cuenta las
aproximaciones las consideraciones f́ısicas mencionadas anteriormente en relación a la TCN.

Figura 2.2: Representación esquemática del modelo continuo de una cápside esférica parcialmente
formada. l(n, θ) representa la longitud del borde, R su radio y θ el ángulo que caracteriza el grado
de completitud de la cápside.
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2.3.2 Una Estimación Simple de la Enerǵıa de Borde
Suponga que el radio R de la cápside se mantiene invariable durante el proceso de crecimiento y que
el área efectiva ocupada por una subunidad en la cápside es a1. Por lo tanto, es factible expresar
a1 en función del número de agregación nagr, a saber,

a1 = 4πR2

nagr
. (2.54)

Por un lado, en la Fig. 2.2 se aprecia que la longitud del borde de un casquete esférico de radio R
y ángulo de completitud θ viene dada por

l(θ) = 2πR sin θ. (2.55)

Por otro lado, se puede calcular el número de subunidades n que constituyen una cápside incompleta
utilizando el área superficial de una cápside parcialmente formada, que es

A(θ) = 2πRh(θ), (2.56)

siendo h(θ) la distancia desde el polo inferior de la cápside incompleta hasta el centro del ćırculo
definido por el borde. Más espećıficamente,

h(θ) = R(1− cos θ), (2.57)

lo cual es consistente con los casos ĺımite en donde θ tiende a 0 o a π. El valor máximo para h(θ)
es evidentemente 2R, en donde se recupera el área de una esfera, i.e., Aesfera = 4πR2. Con estas
consideraciones, se concluye que

n = A(θ)
a1

, (2.58)

o, de forma expĺıcita al usar las Ecs. (2.56) y (2.54), que

n(θ) = 2πR2(1− cos θ)
4πR2/nagr

= nagr(1− cos θ)
2 . (2.59)

Al combinar las Ecs. (2.55) y (2.59), es posible reescribir la longitud del borde l(θ) ahora en términos
del número de subunidades n. Primero, es importante notar que, según la Ec. (2.55),

sin2 θ =
(

l

2πR

)2
= 1− cos θ2. (2.60)

Por otro lado, a partir de la Ec. (2.59), se puede observar que

cos θ = 1− 2n(θ)
nagr

. (2.61)

Al combinar las dos ecuaciones anteriores y realizar un pequeño reordenamiento, se obtiene lo
siguiente:

l(n) = 4πR

nagr

√
n(nagr − n) = λ

τλ

√
n(nagr − n). (2.62)

en donde se ha definido
λ ≡ 4πR τλ

nagr
, (2.63)
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como una constante de enerǵıa de borde que absorbe la tensión lineal τλ y el factor geométrico
4πR/nagr. La enerǵıa de borde τλ l(n) siempre tiene un valor positivo y alcanza su punto máximo
cuando se forma la mitad de la cápside, es decir, cuando n = nagr/2. Claramente, esta enerǵıa se
anula cuando n = 0 o n = nagr, lo cual satisface las premisas f́ısicas de la teoŕıa.

Según el análisis dimensional, se anticipa que la tensión lineal τλ es proporcional a ∆g/2r0, en
donde r0 es el radio efectivo de una subunidad. Por lo tanto, la forma más simple de estimar la
tensión lineal es [31, 33, 77, 81]

τλ = −c ∆g

2r0
, (2.64)

siendo c el número de enlaces faltantes de una subunidad que se encuentra en el borde de la cápside
en comparación con los enlaces que dicha subunidad tiene cuando forma parte de una cápside
completamente formada. Suponiendo que las subunidades pueden ser aproximadas como discos
con radio efectivo r0 y que la superficie esférica de una cápside totalmente formada se cubre por
completo de estas subunidades, entonces nagrπr2

0 = 4πR2, lo que conduce a R/r0 = √nagr/2. De
esta manera, al combinar las Ecs. (2.63) y (2.64), la estimación de λ es

λ = −πc ∆g
√

nagr
. (2.65)

Ahora, asumiendo que cuando una subunidad que es colocada en el borde de la cápside esta pierde
la mitad de su enerǵıa de enlace, se tiene que c = 1/2, y en consecuencia

λ = −π

2
∆g
√

nagr
. (2.66)

A modo de ejemplo, para una cápside Tr = 1 de VPc formada por nagr = 60 subunidades con
una enerǵıa de enlace por subunidad promedio de ∆g ≈ −15 kBT , se obtiene una estimación de
λ ≈ 3.04 kBT .
En términos generales, si se considera una geometŕıa y estructura (número T ) arbitraria de las
subunidades, la constante de enerǵıa de borde, λ, se puede expresar como [42]

λ = −b c ∆g
√

nagr
, (2.67)

en donde b es el factor geométrico asociado con el tipo de subunidades de ensamblaje.
Si bien la estimación de τλ y λ permite determinar la penalización a la enerǵıa en la formación
de una cápside vaćıa dados ciertos ingredientes experimentales como c⋆ y ∆g, en las siguientes
secciones y caṕıtulos de la tesis se utiliza λ por cuestiones de simplicidad.

2.3.3 Enerǵıa libre de Autoensamblaje
Después de incorporar de manera expĺıcita la longitud del borde, Ec. (2.62), en la enerǵıa libre de
Gibbs propuesta inicialmente en la Ec. (2.51), se obtiene una función que depende únicamente del
número instantáneo de subunidades n, i.e.,

∆G(n) = n∆µ + σn = n∆µ + λ
√

n(nagr − n). (2.68)

siendo σn = τλ l(n) = λ
√

n(nagr − n) la enerǵıa de borde. La presencia de la enerǵıa de borde es la
razón por la que, aproximadamente, se ignoran las cápsides parcialmente formadas en la descripción
en equilibrio, ya que el mayor coste energético hace que éstas cápsides sean fuertemente reprimidas
[31]. En la Fig. 2.3, se muestran las gráficas representativas de la enerǵıa de borde l(n), Ec. (2.62),
y la enerǵıa libre de Gibbs, Ec. (2.68).
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Figura 2.3: Gráficas representativas de la enerǵıa de borde y enerǵıa libre de Gibbs. La enerǵıa
de borde τλ l(n) (panel izquierdo) se grafica para diferentes números de agregación nagr, a saber,
nagr = 60, 120, y 180, usando la estimación de la tensión lineal asociada a la enerǵıa de enlace por
subunidad promedio ∆g ≈ −15 kBT (ver Ec. (2.66)). La enerǵıa de Gibbs ∆G(n) (panel derecho),
dada por la ecuación Ec. (2.68), se traza para distintos valores de la diferencia de potencial qúımico,
i.e., ∆µ = 0.0 kBT (ĺınea azul), ∆µ = −0.5 kBT (ĺınea naranja), ∆µ = −1.0 kBT (ĺınea verde),
∆µ = −1.5 kBT (ĺınea roja), y, ∆µ = −2.0 kBT (ĺınea morada), con nagr = 120 y ∆g ≈ −15 kBT .

2.3.4 La Barrera de Enerǵıa
Como se mencionó anteriormente, la enerǵıa libre del sistema se compone de un primer término que
impulsa el autoensamblaje, n∆µ, y un segundo término que representa una penalización debida a la
enerǵıa asociada al borde de la cápside, λ

√
n(nagr − n). La competición de estas dos contribuciones

opuestas da lugar a la barrera de enerǵıa ∆G∗. Para calcular la altura de la barrera de enerǵıa,
es necesario localizar el punto en el que ∆G es máxima, es decir, n∗. A tal efecto, se introduce la
supersaturación adimensional Γ definida como se muestra a continuación:

Γ ≡ −∆µ

λ
. (2.69)

Al establecer que (∂∆G(n)/∂n)β |n=n∗ = 0, donde el sub́ındice β indica derivación parcial a tem-
peratura constante, y al resolver para n∗ se encuentra el número cŕıtico de agregación. Esto es,

1
λ

(
∂∆G(n)

∂n

)
β

∣∣∣∣
n=n∗

= ∂

∂n

[
−n Γ +

√
n(nagr − n)

]
β

∣∣∣∣
n=n∗

= −Γ + 1
2

√
nagr − n∗

n∗ − 1
2

√
n∗

nagr − n∗ = 0.

(2.70)

Después de manipular ligeramente la expresión anterior, se encuentra que

−Γ + 1
2

nagr − 2n∗√
n∗(nagr − n∗)

= 0. (2.71)

Resolviendo para n∗, se obtiene el tamaño cŕıtico de nucleación

n∗ = nagr
2

(
1− Γ√

Γ2 + 1

)
. (2.72)
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Al sustituir este resultado en la Ec. (2.68), se obtiene la altura de la barrera de enerǵıa,

∆G∗ = ∆G(n∗) = ∆G∗
0

(√
Γ2 + 1− Γ

)
, (2.73)

siendo ∆G∗
0 ≡ nagr λ/2. La gráfica de estas dos cantidades, Ecs. (2.72) y (2.73), exhibe un decai-

miento monótono al incrementar la supersaturación Γ, como se muestra en la Fig. 2.4. Más aún, la
barrera de enerǵıa y el número cŕıtico de agregación se relacionan a través de la siguiente expresión:

∆G∗

n∗ = λ
√

Γ2 + 1, (2.74)

lo que indica que ∆µ, o de forma equivalente que la concentración de subunidades libres c1 (ver Ec.
(2.52)), y λ son los únicos parámetros que controlan la altura de la barrera de enerǵıa y el tamaño
cŕıtico del agregado.

Figura 2.4: Representación gráfica del decaimiento de las Ecs. (2.72) (panel izquierdo) y (2.73)
(panel derecho), en su versión adimensional, en función de la supersaturación, Γ.

En el estado de equilibrio, i.e., ∆µ = 0.0 kBT , la enerǵıa libre de los intermediarios de tamaño
n está determinada por la tensión lineal (asociada al segundo término en la Ec. (2.68)). En este
caso, el tamaño cŕıtico de una cápside parcial corresponde a la mitad de la cápside completamente
formada, lo que se traduce en que

n∗
∆µ=0 = nagr

2 , (2.75)

y por lo tanto a
∆G∗

∆µ=0 = nagr
2 λ. (2.76)

Para n < n∗, la enerǵıa libre crece a medida que más subunidades se unen al agregado (∂∆G(n)/∂n >
0), lo que implica que los intermediarios de tamaño 1 < n < n∗ se disolverán en subunidades libres.
En contraste, los agregados que contengan n ≥ n∗ tendrán una reducción de enerǵıa libre cuando se
añadan más subunidades (∂∆G(n)/∂n < 0) y tenderán a crecer espontáneamente hasta completar
la cápside con nagr subunidades. La barrera de enerǵıa debida a la tensión lineal es responsable
de desfavorecer los agregados intermediarios, de modo que solo se observan subunidades libres o
cápsides completamente formadas en la solución. En el panel izquierdo de la Fig. 2.5, se repre-
senta esquemáticamente la altura de la barrera de enerǵıa en dos escenarios diferentes: (i) cuando
∆µ = 0.0 kBT (c1 = c⋆) y la barrera de enerǵıa está situada en construir media cápside nagr/2, y
(ii) cuando ∆µ < 0 (c1 < c⋆), lo que define el estado supersaturado del sistema. Se puede observar
que cuando ∆µ < 0 la barrera de enerǵıa es menor que cuando ∆µ = 0.0 kBT , y esta disminuye
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progresivamente a medida que ∆µ (Γ) se hace más negativo (positivo). En otras palabras, al tener
una diferencia de potencial qúımico menor a cero, el tamaño del núcleo necesario para un ensam-
blaje exitoso disminuye y la barrera de enerǵıa puede ser lo suficientemente pequeña para promover
el autoensamblaje de la cápside vaćıa.

Figura 2.5: Enerǵıa libre de Gibbs en dos condiciones de autoensamblaje y la relación entre altura
de la barrera de enerǵıa y el tamaño cŕıtico de agregación. En el panel izquierdo, se muestra la Ec.
(2.68) en el estado de equilibrio, i.e., ∆µ = 0.0 kBT (ĺınea azul) y en el estado de supersaturación,
i.e., ∆µ < 0 (ĺınea naranja). El trazo de esta función se obtiene al suponer que la cápside completa
contiene nagr = 120 subunidades y que la enerǵıa de enlace por subunidad promedio es ∆g ≈
−15 kBT . En el panel derecho, se ilustra el comportamiento representativo del cociente en la Ec.
(2.74) para una cápside con nagr = 120 subunidades y distintos valores de la enerǵıa de enlace
por subunidad promedio, i.e., ∆g ≈ −10 kBT (ĺınea azul), ∆g ≈ −15 kBT (ĺınea naranja) y ∆g ≈
−20 kBT (ĺınea verde), en función de la supersaturación, Γ.

Es importante analizar el comportamiento de las ecuaciones más importantes de esta sección,
i.e., Ecs. (2.72) y (2.73), y su simplificación en los casos ĺımite de supersaturación. Cerca del
equilibrio, la condición sobre la Ec. (2.69) es

Γ≪ 1, (2.77)

lo que significa que no hay una ventaja significativa en que una subunidad se coloque en un agregado
o se mantenga libre en solución. Al hacer una serie de Taylor de las Ecs. (2.72) y (2.73) alrededor
de Γ→ 0 y mantener los términos de primer orden, se encuentra que

n∗
Γ→0 ≈

nagr
2 (1− Γ) junto con ∆G∗

Γ→0 ≈ ∆G∗
0(1− Γ), (2.78)

las cuales ahora se relacionan por la siguiente expresión:

∆G∗
Γ→0

n∗
Γ→0

≈ λ. (2.79)

En contraste, en el estado de alta supersaturación, la condición sobre la Ec. (2.69) se escribe como

1
Γ ≪ 1, (2.80)

de manera que, bajo esta consideración, las Ecs. (2.72) (2.73) y (2.74) se modifican a

n∗ ≈ nagr
4Γ2 ≪ 1, ∆G∗ ≈ ∆G∗

0
2Γ ≪ 1, y ∆G∗

n∗ ≈ Γ λ, (2.81)
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respectivamente.
Por un lado, a partir de las Ecs. en (2.78) y (2.81) se puede ver que, cerca del estado de equilibrio,
el tamaño cŕıtico de agregación es grande, i.e., alrededor de nagr/2. Por otro lado, a medida que la
supersaturación incrementa, el tamaño cŕıtico se aproxima al de una subunidad individual si Γ ≥√

nagr/2. La altura de la barrera de enerǵıa también disminuye al incrementar la supersaturación
hasta que se vuelve del orden de la enerǵıa térmica, en donde el proceso de nucleación dejará de
ser activado y estará dominado por los efectos cinéticos.

El Autoensamblaje de Cápsides Virales (AECV) es un proceso cinético [31, 52]. En la siguiente
sección, se aborda la cinética del autoensamblaje de una cápside vaćıa, a partir de la cual se deriva el
ritmo de nucleación en estado estacionario J y el tiempo de nucleación τ . Todos estos elementos son
conectados con la descripción termodinámica del proceso presentada en esta y secciones anteriores.

2.4 Cinética del Autoensamblaje de Cápsides Virales

En años recientes, la comunidad cient́ıfica ha sido capaz de monitorear la cinética de autoensam-
blaje de cápsides vaćıas usando dispersión de luz y turbidimetŕıa en cápsides del VHB y VPH [52].
Estos estudios experimentales revelan dos caracteŕısticas fundamentales en la cinética de autoen-
samblaje: (i) Inicialmente hay un periodo de retraso (tiempo de nucleación), τ , en el que no se
producen cápsides aún en las condiciones adecuadas de autoensamblaje; posteriormente, la pro-
ducción de cápsides crece rápidamente siguiendo una curva sigmoidal. (ii) El desensamblaje de
la cápside ocurre a condiciones de concentración diferentes que el ensamblaje, lo que lleva a un
fenómeno de histéresis. En otras palabras, una vez que las cápsides están formadas, no se disuelven
fácilmente aún si la concentración de subunidades libres cae drásticamente.
Los dos puntos anteriores tienen, por un lado, una gran relevancia biológica en el ciclo de replicación
viral (véase el Caṕıtulo 1) y por otro lado, muestran el comportamiento t́ıpico de una transición
de fase de primer orden [31, 74].

El primer modelo cinético para explicar el autoensamblaje de una cápside viral fue introdu-
cido por Zlotnick y Stray [82]. Este modelo describe el proceso de formación de la cápside como
una sucesión de reacciones biomoleculares concurrentes entre subunidades, agregados intermedios
y cápsides completas, que constituye esencialmente al tratamiento t́ıpico de nucleación [83]. La
secuencia de reacciones se representa esquemáticamente como sigue:

subunidades −−→←−− subunidades + agregados −−→←−− cápsides (2.82)

mientras que la población de agregados intermedios que contienen n subunidades obedece la si-
guiente ecuación diferencial ordinaria:

d[n]
dt

= kaso,n−1[n− 1][subunidad] + kdis,n+1[n + 1]− kaso,n[n][subunidad]− kdis,n[n], (2.83)

en donde kaso y kdis son los ritmos de asociación y disociación de subunidades en un agregado de
tamaño n, respectivamente. A diferencia de la TCN, en el modelo de Zlotnick y Stray, el núcleo que
contiene n∗ subunidades es tratado de forma independiente con un ritmo de formación kaso:núcleo <
kaso y desensamblaje kdis:núcleo = 0. Es decir, el núcleo es el agregado intermedio que crece a un ritmo
más lento en la adición sucesiva de subunidades para formar la cápside completa, justificando el
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periodo de retraso (tiempo de nucleación) τ e imponiendo que el núcleo no pueda desensamblarse.13

Si bien este modelo puede describir la cinética de experimentos in vitro de AECV vaćıas como las
cápsides del VHB [63] también tiene algunas desventajas, e.g., se requiere de un gran conjunto de
ecuaciones que se debe resolver numéricamente, lo que implica un elevado costo computacional,
el ritmo de reacción se debe ajustar a los datos experimentales, el tamaño del núcleo nagr debe
ser supuesto inicialmente, y aún más importante, se debe suponer que la enerǵıa de unión entre
subunidades, ∆µ, es diferente en el ensamblaje y desensamblaje. Estas dificultades deben adaptarse
para cada experimento, lo que limita el poder predictivo de la teoŕıa. En contraste, la TCN aplicada
a cápsides virales supera algunas de estas dificultades al brindar una conexión más directa entre
la teoŕıa y experimentos [31, 52] (ver Sección 2.3). Tal como se presentó anteriormente, el modelo
f́ısico de la enerǵıa libre de formación de la cápside parcialmente formada, Ec. (2.46), y por lo tanto
la Ec. (2.68), depende de la enerǵıa de enlace efectiva entre subunidades, ∆g, y de la concentración
de subunidades libres en solución, c1. La enerǵıa libre de Gibbs, ∆G(n), puede ser relacionada con
el ritmo de producción de cápsides, J . Este proceso se muestra con detalle en la siguiente sección.

2.4.1 Cinética de Nucleación: Un análisis general
El crecimiento de un agregado intermedio compuesto por n subunidades ocurre cuando las subuni-
dades libres colisionan con él. En términos generales, la cantidad de subunidades libres supera
considerablemente al número de agregados, de modo que las colisiones agregado-agregado son muy
raras en comparación con las colisiones subunidad-agregado. Por lo tanto las colisiones agregado-
agregado pueden ser despreciadas [78]. Adicionalmente, se asume que se añade una subunidad al
agregado a la vez, una premisa que se respalda con el postulado de iguales probabilidades a priori
de la construcción estad́ıstica de la teoŕıa (ver Sección 2.2) y el modelado de la enerǵıa libre de
Gibbs de autoensamblaje, ∆G, (ver Sección 2.3). De esta manera, el autoensamblaje de una cápside
viral puede concebirse como una cascada de reacciones, en donde nagr subunidades se unen para
formar una cápside completa [42].

A continuación, se desarrollan los aspectos básicos de la teoŕıa cinética de nucleación que son
necesarios para describir la cinética del AECV. Primero se introduce un sistema multicomponen-
te, el caso más general, en el que se considera un número arbitrario de especies de subunidades
proteicas coexistiendo en la solución de autoensamblaje. Posteriormente, se obtiene la cinética uni-
dimensional como un caso especial de dicha generalización, la cual es la formulación adecuada para
el modelo de este caṕıtulo.14

13Al resolver numéricamente las Ecs. (2.83) se muestra que el conjunto de reacciones alcanza rápidamente una
concentración en estado estacionario de agregados intermedios que se aproxima de forma asintótica al equilibrio
caracterizado por la ley de acción de masas en la Ec. (2.41), a partir de donde se obtiene la enerǵıa libre de ensamblaje
de la cápside, i.e., Ec. (2.46) [42].

14Durante la presentación de la TAECV, se ha supuesto que la solución acuosa de autoensamblaje contiene una sola
especie de subunidades proteicas o capsómeros, e.g., d́ımeros para el VMCC [64] o el VHB [84] y pentámeros para el
VPH [50] o el VS40 [66]. La razón por la cual en esta sección se describe la cinética de un sistema multicomponente en
donde se contemplan, en vez de una, l-especies de subunidades, es debido a que ésta formulación resulta útil en modelos
de AECV más complejos. En el Caṕıtulo 3, Sección 3.5, se requiere derivar la cinética de un sistema bicomponente para
describir el autoensamblaje de una cápside esférica a partir de una sola especie de subunidades, pero con dos grados
de libertad independientes, a saber, el número instantáneo de subunidades, n, y el radio instantáneo de curvatura, R.
Más aún, las ideas de la cinética multicomponente podŕıan resultar útiles para estudiar el autoensamblaje simultaneo
de capsómeros y protéınas de andamiaje, una de las posibles futuras ĺıneas de investigación que surgen de esta
tesis (véase la Sección de Perspectivas: Futuras Ĺıneas de Investigación). Estos ejemplos demuestran que, si bien
implementar la cinética multicomponente en una etapa tan temprana de la TAECV parece ser innecesario por su
excesiva complejidad, finalmente resulta en una ventaja significativa que permite extender las ideas de la cinética de
AECV a modelos más complejos.
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Suponga que se tiene una solución acuosa en la que coexisten l diferentes tipos de subunidades
proteicas o capsómeros, y en la que las fluctuaciones térmicas inducen la formación de pequeños
agregados de estos elementos constitutivos. En este contexto, se podŕıa observar un agregado de
tamaño {ni} = {n1, n2, n3, · · · , nl}, en donde ni (i = 1, 2, 3, · · · , l) indica el número de subuni-
dades proteicas de la especie i que conforman al agregado. Por ejemplo, un agregado de tamaño
{21, 32, 13, 04} se compone de 2 subunidades de la especie 1, 3 subunidades de la especie 2, 1 una
subunidad de la especie 3 y ninguna de la especie 4. En el ámbito del AECV, este concepto podŕıa
describir, por ejemplo, la cinética formación de una cápside viral esférica que se autoensambla a
partir dos tipos de capsómeros, i.e., pentámeros y hexámeros. En este caso, el tamaño de una
cápside parcial puede escribirse como {npent, nhex}, en donde la primera entrada indica el número
de pentámeros (0 < npent < 12) y la segunda el número de hexámeros (0 < nhex < 10(T − 1); en
donde T es el número de triangulación [5]) en un agregado intermedio.

Retomando el análisis del caso general de la cinética de autoensamblaje. Suponga que el
ritmo al que las subunidades de la especie k colisionan con los agregados de tamaño {ni} =
{n1, n2, n3, · · · , nk, · · · , nl}, también llamado el ritmo de unión, es βk {ni}(t), mientras que dichos
agregados de tamaño {ni} pierden una subunidad del tipo k al ritmo de separación γk {ni}(t). Por
conveniencia, se separa el número de subunidades de la especie k, que se unen o desprenden de una
cápside parcial, de todos los otros tipos de subunidades j ̸= k al escribir {ni} ≡ {nj , nk}. En la
Fig. 2.6 se proporciona una representación esquemática del flujo de subunidades entre dos tamaños
de agregados en la dirección de la componente k.

Figura 2.6: Flujo de subunidades de la especie k (ćırculos en color naranja) entre dos tamaños de
agregados intermedios. El ritmo de unión y separación está dado por βk {nj ,nk}(t) y γk {nj ,nk}(t),
respectivamente. De lado izquierdo, se tiene un agregado de tamaño {nj , nk}, mientras que de lado
derecho se representa un agregado de tamaño {nj , nk + 1}, que tiene una subunidad más (ćırculo
en color naranja) de la especie k que el original (izquierda). El número de subunidades proteicas
de la especie j (j ̸= k), nj , se mantiene constante (ćırculos tenues en color gris, azul y rojo).

La concentración de los agregados de tamaño {nj , nk}, c{nj ,nk}(t), cambia en la dirección k
según los siguientes procesos: Un agregado de tamaño {nj , nk} puede convertirse en un agregado
intermedio de tamaño {nj , nk − 1} o {nj , nk + 1} al perder o ganar una subunidad de la especie k,
respectivamente. Además, se puede obtener un agregado de tamaño {nj , nk} al añadir o sustraer una
subunidad de la especie k de un agregado de tamaño {nj , nk − 1} o {nj , nk + 1}, respectivamente.
En consecuencia, se puede deducir que el cambio en el tiempo de la población, o concentración, de
los agregados de tamaño {nj , nk} está controlado por la siguiente ecuación maestra:
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d c{nj ,nk}(t)
dt

=
l∑

k=1

[
βk {nj ,nk−1}(t) c{nj ,nk−1}(t)− βk {nj ,nk}(t) c{nj ,nk}(t)

− γk {nj ,nk}(t) c{nj ,nk}(t) + γk {nj ,nk+1}(t) c{nj ,nk+1}(t)
]
.

(2.84)

En la ecuación anterior, las contribuciones para la creación y aniquilación del agregado de tamaño
{nj , nk} corresponden al primer y cuarto término, y el segundo y tercer término, respectivamente.
Adicionalmente, la corriente neta de agregados de tamaño {nj , nk} en la dirección k que crecen
hacia {nj , nk + 1}, se define como

Ik {nj ,nk+1}(t) ≡ βk {nj ,nk}(t) c{nj ,nk}(t)− γk {nj ,nk+1}(t) c{nj ,nk+1}(t). (2.85)

Con esta definición, la ecuación maestra se simplifica a

d c{nj ,nk}(t)
dt

=
l∑

k=1

[
Ik {nj ,nk−1}(t)− Ik {ni,nk}(t)

]
. (2.86)

El conjunto de ecuaciones recién obtenidas se pueden resolver, al menos numéricamente, si se
conocen los ritmos de unión, βk {nj ,nk}(t), y separación, γk {nj ,nk+1}(t). El ritmo γk {nj ,nk+1}(t) se
puede calcular usando la consideración del equilibrio local. En el equilibrio, las concentraciones se
mantienen constantes, lo que significa que

d ceq
{nj ,nk}(t)

dt
= 0. (2.87)

Aunado a esto, en el equilibrio, la corriente en el sistema es cero, i.e., no hay crecimiento ni
disociación de agregados, lo que significa que se tiene un balance detallado. Esto se traduce a que
el ritmo de cada proceso, ya sea de unión o separación, debe ser equivalente a su proceso inverso.
Matemáticamente, esto es

γk {nj ,nk+1} ceq
{nj ,nk+1} = βk {nj ,nk} ceq

{nj ,nk}. (2.88)

Asumiendo que los coeficientes de separación son independientes de las subunidades en la solución,
γk {nj ,nk+1} se calcula como se muestra a continuación [78, 85]

γk {nj ,nk+1} = βk {nj ,nk}
ceq

{nj ,nk}

ceq
{nj ,nk+1}

. (2.89)

En la teoŕıa aplicada a cápsides virales, se asume que las subunidades libres en la solución se
comportan como un gas ideal, de modo que sus concentraciones son directamente proporcionales a
sus presiones. Este argumento también hace válida la formulación estad́ıstica de la Sección 2.2.

2.4.2 Cinética de Autoensamblaje de Cápsides Virales

El proceso de AECV es considerado como una serie de reacciones unimoleculares en donde la unión
o separación de una subunidad proteica promueve el crecimiento o decaimiento de una cápside
parcialmente formada. Estas consideraciones f́ısicas se expresan formalmente como sigue [42]:
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cn(t)
βn(t)−−−−−⇀↽−−−−−

γn+1(t)
cn+1 (t). (2.90)

Debido a que se trata de un sistema de una componente, l = 1, de modo que el sub́ındice en las
expresiones correspondientes a este sistema, aśı como la separación del número de subunidades
{Ni, Nk}, no es necesaria. Aśı, se reconoce que {ni} = n y c{ni}(t) = cn(t), en donde, al igual que
en secciones anteriores, el número n indica el número instantáneo de subunidades en un agregado.
Bajo estas consideraciones, la ecuación maestra, Ec. (2.84), se simplifica a

d cn(t)
dt

= βn−1(t) cn−1(t)− βn(t) cn(t)− γn(t) cn(t) + γn+1(t) cn+1(t), (2.91)

la cual, debido a que la corriente neta de cápsides parcialmente formadas de tamaño n que crecen
a tamaño n + 1, Ec. (2.85), se transforma a

In(t) = βn(t) cn(t)− γn+1 cn+1(t), (2.92)

también puede escribirse como15

d cn(t)
dt

= In−1(t)− In(t), (2.93)

una ecuación que aplica para n = 1 hasta n = nagr con las condiciones βnagr = 0 y γ1(t) = 0. Es
decir, una cápside completamente formada no puede crecer más y por lo tanto es el último paso de
la reacción en la Ec. (2.90), mientras que una subunidad es la unidad fundamental de construcción
de agregados y no puede subdividirse ni perder elementos. El objetivo de esta sección es encontrar
el ritmo de nucleación estacionario, J . Una vez más, al resolver la ecuación maestra, se obtienen
las poblaciones de subunidades, agregados intermedios y cápsides completamente formadas. Sin
embargo, para llevar a cabo este proceso, se requiere conocer los ritmos de unión, βn(t), y separación,
γn(t), para todos los tamaños. Por un lado, el ritmo de unión, βn(t), puede ser modelado para el caso
de subunidades proteicas en una solución acuosa usando la teoŕıa de agregación de Smoluchowski,
i.e., [42, 87]

βn(t) = b c1(t)D1rn, (2.94)

siendo b una corrección geométrica, D1 el coeficiente de difusión las subunidades libres y rn el radio
instantáneo del borde en una cápside parcialmente formada.

Resulta fundamental observar que la concentración de subunidades libres c1(t) generalmente
cambia durante el proceso de autoensamblaje, de modo que el ritmo de unión βn(t) depende del
tiempo en cualquiera de los modelos anteriores. Sin embargo, si la barrera de nucleación es alta
comparada con kBT , el ritmo de formación de cápsides es un evento raro, de manera que la reducción
en la concentración de subunidades libres es pequeña y se puede aproximar como constante.
Por otro lado, al considerar la ecuación maestra, Ec. (2.91), en condiciones de equilibrio, y usando
la Ec. (2.89), se obtiene

γn+1 = βn
ceq

n

ceq
n+1

, (2.95)

que es la condición de balance detallado. La concentración en equilibrio ceq
n debe seguir la distribu-

ción de Boltzmann. De manera que, usando la Ec. (2.45), se escribe
15El conjunto de ecuaciones maestras representado en la Ec. (2.93) fue inicialmente introducido por R. Becker y

W. Döring [86], y son conocidas desde entonces como ecuaciones tipo Becker-Döring.
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γn+1 = βn exp {−β[∆G(n + 1)−∆G(n)]}, (2.96)

i.e., una expresión en la que se ha cancelado la concentración del estado de referencia cs y en
donde ∆G(n) es la enerǵıa libre de formación de una cápside parcialmente formada que contiene n
subunidades, Ec. (2.51).16

Usando la condición de balance detallado, Ec. (2.95), se puede escribir la corriente In(t) de la Ec.
(2.92) (equivalente al flujo Jn(t) en el caso de un sistema con una componente), como

Jn = βnceq
n

[
βn(t)

βn

cn(t)
ceq

n
− cn+1(t)

ceq
n+1

]
. (2.97)

El coeficiente de unión βn(t) es proporcional a la concentración de subunidades en nucleación,
mientras que βn es proporcional a la concentración de subunidades en equilibrio. De manera que
para una sustancia de una componente βn(t) = βn. Por lo tanto,

Jn = βnceq
n

[
cn(t)
ceq

n
− cn+1(t)

ceq
n+1

]
. (2.98)

La ecuación anterior puede reorganizarse para expresarse como sigue:

Jn(t)
βnceq

n
= cn(t)

ceq
n
− cn+1(t)

ceq
n+1

. (2.99)

La suma de las Ecs. (2.99) con n = 1, 2, 3, · · · , nagr − 1 (véase la Ec. (2.93)), es

nagr−1∑
n=1

Jn(t)
βnceq

n
= J1(t)

β1ceq
1

+ J2(t)
β2ceq

2
+ · · · Jn−2(t)

βn−2ceq
n−2

+ Jn−1(t)
βn−1ceq

n−1

=
(

c1(t)
ceq

1
− c2(t)

ceq
2

)
+
(

c2(t)
ceq

2
− c3(t)

ceq
3

)
+ · · ·+

(
cnagr−2(t)

ceq
nagr−2

−
cnagr−1(t)

ceq
nagr−1

)

+
(

cnagr−1(t)
ceq

nagr−1
−

cnagr(t)
ceq

nagr

)
.

(2.100)

El segundo término de cada una de las contribuciones entre paréntesis se cancela con el primer
término de la siguiente contribución, con lo que la serie telescópica se puede escribir de la siguiente
manera:

nagr−1∑
n=1

Jn(t)
βnceq

n
= c1(t)

ceq
1
−

cnagr(t)
ceq

nagr
. (2.101)

De acuerdo con la ecuación anterior, el ritmo de nucleación, i.e., el ritmo de la formación de
cápsides virales, depende de las condiciones a la frontera que están asociadas a la concentración de
subunidades libres en la solución y de cápsides completamente formadas.

16Es importante notar que la diferencia de enerǵıa en el argumento de la exponencial de la Ec. (2.96) proporciona
un término que va como 1/c1, el cual se cancela con el factor c1 de βn en la Ec. (2.94). Por lo tanto, el ritmo de
separación es independiente de la concentración de subunidades libres, corroborando la suposición hecha al escribir
la Ec. (2.89).
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2.4.3 Ritmo de Nucleación J en el Estado Estacionario
En el estado estacionario la concentración de agregados no cambia, i.e., dcn(t)/dt = 0, lo que
implica que la transformación de cápsides parcialmente formadas de tamaño (n − 1) a agregados
con n subunidades es independiente de n, por lo que

Jn−1 = Jn = Jn+1 ≡ J. (2.102)

La ecuación anterior define el ritmo de nucleación en el estado estacionario J . Particularmente,
usando la Ec. (2.101) se obtiene

J

nagr−1∑
n=1

1
βnceq

n

 =
(

c1(t)
ceq

1
−

cnagr(t)
ceq

nagr

)
. (2.103)

Más aún, para alcanzar el estado estacionario con una corriente finita J , se requiere de una con-
centración de subunidades libres fijada al valor en el equilibrio, a saber, c1(t)/ceq

1 = 1, y una
concentración muy pequeña de cápsides completamente formadas, i.e., cnagr(t)/ceq

nagr ≈ 0. En otras
palabras, se necesita una fuente de subunidades libres o que la formación de cápsides completas no
disminuya significativamente la concentración c1. Una forma de mantener esta situación es que se
remuevan las cápsides completas de la solución y devolver las subunidades individuales utilizadas
al sistema. Esta aproximación es válida para el inicio del autoensamblaje, ya que la producción de
cápsides es baja inicialmente [31, 52]. En virtud de estas consideraciones, la Ec. (2.103) toma la
forma general del ritmo de nucleación en el estado estacionario [77, 78, 80, 85, 88]

J =

nagr−1∑
n=1

1
βn ceq

n

−1

. (2.104)

La suma de la ecuación anterior se puede calcular de forma precisa. Sin embargo, el tratamiento
t́ıpico es utilizar el ĺımite continuo y calcular dicha suma como una integral. Esto es

J =
(∫ nagr−1

1

1
βn ceq

n
dn

)−1
. (2.105)

Al sustituir la Ec. (2.45) en la relación anterior, el inverso del ritmo de nucleación se presenta como

J = cs

{∫ nagr−1

1

exp[β∆G(n)]
βn

dn

}−1
. (2.106)

El comportamiento de ∆G(n) y de exp[β∆G(n)] como función de n se muestra en la Fig. 2.7.
Ambas expresiones tienen un máximo en el tamaño cŕıtico de subunidades n∗, pero el máximo de
exp[β∆G(n)] es mucho más pronunciado. Debido a esto, únicamente la región alrededor del tamaño
cŕıtico n∗ contribuye a la integral. Esto permite (i) reescribir los ĺımites de la integral en el dominio
(−∞,∞), ya que la integral es muy cercana a cero para valores grandes y pequeños de n, y (ii)
aproximar el integrando para valores cercanos a n∗. Aśı que, al desarrollar la serie de Taylor de
∆G(n) alrededor de n∗ se encuentra

∆G(n) ≈ ∆G(n∗) +
(

∂∆G(n)
∂n

)
n=n∗

+ 1
2

(
∂2∆G(n)

∂n2

)
n=n∗

(n− n∗)2 + · · ·

≈ ∆G∗ + 1
2

(
∂2∆G(n)

∂n2

)
n=n∗

(n− n∗)2 + · · ·

(2.107)
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Figura 2.7: Gráficas representativas de ∆G(n) (panel izquierdo) y exp[β∆G(n)] (panel derecho) en
función del número de subunidades en un agregado n. Se emplearon los valores ∆µ = −2.0 kBT ,
nagr = 120 y ∆g ≈ −15.0 kBT para la construcción de las curvas.

en donde el segundo término de la expansión en serie es cero (véase la Ec. (2.70)). Asimismo, al
aproximar el ritmo de unión al núcleo cŕıtico como

βn ≈ βn∗ ≡ β∗
n, (2.108)

e incluir los dos resultados anteriores en la Ec. (2.106), se obtiene lo siguiente:

J = csβ∗
n exp (−β∆G∗)

{∫ ∞

−∞
exp

[
β

2

(
∂2∆G(n)

∂n2

)
n=n∗

(n− n∗)2
]

dn

}−1

. (2.109)

Al definir

−W ∗ ≡
(

∂2∆G(n)
∂n2

)
n=n∗

< 0, (2.110)

usar el cambio de variable x = n− n∗ y, sabiendo que,∫ ∞

∞
e−ax2 dx =

√
π

a
, para a > 0, (2.111)

la integral de la Ec. (2.109) resulta en

∫ ∞

−∞
exp

(−βW ∗

2 x2
)

dx =
√

2π

βW ∗ . (2.112)

Finalmente, considerando los resultados anteriores, el ritmo de nucleación o ritmo de formación de
la cápside, i.e., número de cápsides formadas, por unidad de volumen por unidad de tiempo, en el
estado estacionario, es

J = csβ∗
nZ exp (−β∆G∗). (2.113)

siendo

Z =

√
βW ∗

2π
=
√

W ∗

2πkBT
, (2.114)

el factor de Zeldovich. El factor de Zeldovich es una pequeña corrección adimensional que surge
de la Ec. (2.107) y que representa la posibilidad de las cápsides parcialmente formadas de tamaño
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n∗ de cruzar la barrera de enerǵıa en el sentido contrario (de derecha a izquierda) al de ensam-
blaje y disolverse en subunidades de construcción. De las ecuaciones anteriores, se puede ver que
mientras más grande sea la barrera de enerǵıa, ∆G∗, menor será el ritmo de nucleación. La de-
pendencia que tiene J con la barrera de enerǵıa es fuerte porque ∆G∗ está en el exponente.17 De
esta manera, el AECV es referido como un proceso activado en donde la altura de la barrera de
enerǵıa controla exponencialmente la velocidad de formación de cápsides. Adicionalmente, dado
que ∆µ depende de la concentración de subunidades libres, Ec. (2.52), es posible reducir la altura
de ∆G∗ al incrementar la concentración c1 en la solución, tal como se muestra en las Figs. 2.3 y 2.5.

El factor de Zeldovich puede escribirse expĺıcitamente en función de nagr y la supersaturación,
Γ, usando el resultado de (∂∆G(n)/∂n)β/λ en la Ec. (2.70). La segunda derivada de la enerǵıa
libre respecto a n es(

∂2

∂n2 (β∆G)
)

β,n=n∗

= ∂

∂n

−Γ + 1
2

nagr − 2n∗√
n∗(nagr − n∗)


β,n=n∗

β λ = −
n2

agrβλ

4[n∗(nagr − n∗)]3/2 . (2.115)

Al sustituir la Ec. (2.72) en la ecuación anterior, se consigue(
∂2

∂n2 (β∆G)
)

β,n=n∗

= −
n2

agrβλ

4[n∗(nagr − n∗)]3/2 = −2(Γ2 + 1)3/2

nagr
βλ. (2.116)

Por último, al implementar el resultado previo en la Ec. (2.114), se obtiene

Z =
√

βλ

πnagr
(Γ2 + 1)3/4. (2.117)

Usando esta expresión, junto con la Ec. (2.73), se puede escribir el ritmo de nucleación J como una
función de la supersaturación y los parámetros nagr y ∆g, i.e.,

J = csβ∗
nZ0(Γ2 + 1)3/4 exp

[
−β∆G∗

0

(√
Γ2 + 1− Γ

)]
, (2.118)

siendo Z0 ≡
√

βλ/πnagr. Las predicciones del ritmo de nucleación (panel izquierdo) y el factor de
Zeldovich (panel derecho) se trazan en la Fig. 2.8, en donde se aprecia que J incrementa a medida
que la supersaturación crece, lo que concuerda con las observaciones experimentales y resultados
numéricos [53, 62]. Por su lado, el factor de Zeldovich (panel derecho) también incrementa en
respuesta al aumento en la supersaturación, pero en mucha menor medida, lo que significa que
aumenta la capacidad de un agregado de tamaño cŕıtico n∗ de disolverse en subunidades al cruzar
la barrera en el sentido inverso al de ensamblaje (de derecha a izquierda).

Cabe mencionar que, incluso en condiciones de supersaturación en las que la formación de
cápsides es factible, el AECV vaćıas no se inicia de forma inmediata. En sus etapas iniciales, el
sistema necesita un cierto tiempo τ para alcanzar el ritmo de nucleación estado estacionario. Este
tiempo de retraso puede estimarse como [31, 77, 83, 88]

τ = 1
4πβ∗Z2 , (2.119)

que, como se puede ver de la ecuación anterior, depende inversamente del ritmo de unión cŕıtico
β∗

n, Ec. (2.108), y el factor de Zeldovich Z.
17En la TCN, el factor β∗

n está relacionado con (i) la frecuencia de salto o frecuencia de transición, la cual es una
función de la difusión de subunidades libres [31, 77] y (ii) con la tasa de colisiones de monómeros de gas con la
superficie de un agregado [85].
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Figura 2.8: Ritmo de nucleación, J , y factor de Zeldovich, Z. En el panel izquierdo, se grafica el
ritmo de nucleación, Ec. (2.118) (escalado por su valor mı́nimo, i.e., J0 ≡ JΓ=0.0) en función de la
supersaturación, Γ. En el panel derecho, se muestra el comportamiento del factor de Zeldovich, Ec.
(2.117) al incrementar Γ. Las dos gráficas se obtuvieron con nagr = 180, y para distintos valores de
la enerǵıa de enlace efectiva ∆g (ver Ec. (2.66)), i.e., ∆g ≈ −5.0 kBT (ĺınea azul), ∆g ≈ −10.0 kBT
(ĺınea naranja) y ∆g ≈ −15.0 kBT (ĺınea verde), ∆g ≈ −20.0 kBT (ĺınea roja), y ∆g ≈ −25.0 kBT
(ĺınea morada).

2.5 Desensamblaje de Cápsides Virales

En las secciones anteriores, el análisis del sistema comienza cuando se tiene cierta concentración
c1 de subunidades proteicas libres en solución que, debido a la enerǵıa libre de unión, se unen
para formar núcleos con n∗ subunidades, los cuales crecen para construir una cápside cerrada.
En contraste, en el desensamblaje de cápsides virales, inicialmente se tienen únicamente cápsides
completas y se analiza cómo éstas se desintegran en subunidades libres.
El desensamblaje de cápsides virales ocurre en condiciones diferentes al autoensamblaje [31, 52,
75, 89]. El diferente comportamiento en ambas situaciones es lo que se denomina histéresis en ciclo
de replicación viral: la disociación de las cápsides requiere saltar la barrera de enerǵıa libre en la
dirección opuesta al ensamblaje (de derecha a izquierda en las Figs. 2.5 y 2.7), mientras que el
formalismo matemático para describir el desensamblaje es análogo al de las Secciones 2.3 y 2.4.

2.5.1 La Barrera de Enerǵıa

La mayoŕıa de la teoŕıa termodinámica y cinética desarrollada anteriormente es válida para describir
el desensamblaje de cápsides virales: Considere un sistema en el que inicialmente solo se tienen
cápsides formadas con nagr subunidades. Si la concentración total de subunidades en el sistema es
c, entonces la concentración de cápsides completas cnagr al tiempo t = 0 está dada por

cnagr(t = 0) = c

nagr
. (2.120)

En este escenario, la altura de la barrera de enerǵıa de desensamblaje es18

18En la Fig. 2.5 (panel izquierdo) se proporcionan las curvas representativas de enerǵıa libre de AECV. El ensamblaje
termina cuando nagr = 120, que corresponde al punto de partida para el desensamblaje. Particularmente, la curva
naranja describe el proceso en el estado de supersaturación ∆µ < 0. En esta curva se puede apreciar que la enerǵıa libre
del sistema es diferente cuando n = 0 y cuando n = nagr, de ah́ı la estructura de la Ec. (2.121). Este comportamiento
también es evidente en las Figs. 2.3 (panel derecho) y 2.7 (panel izquierdo).
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∆G∗
des = ∆G∗ −∆G(nagr), (2.121)

que, usando las Ecs. (2.68), (2.69) y (2.73), se puede escribir como

∆G∗
des = ∆G∗

0

(√
Γ2 + 1− Γ

)
− nagr∆µ = nagr

2

(√
∆µ2 + λ2 −∆µ

)

= ∆G∗
0

(√
Γ2 + 1 + Γ

)
.

(2.122)

A diferencia de la Ec. (2.73), para disminuir la altura de la barrera de enerǵıa que se requiere
para inducir el desensamblaje se requieren condiciones de subsaturación, i.e.. En otras palabras, un
autoensamblaje exitoso requiere de ∆µ < 0, i.e., una concentración de subunidades libres mucho
más grande que c⋆, pero para el desensamblaje la concentración de subunidades libres debe cumplir
con que c1 ≪ c⋆, que corresponde a ∆µ > 0. En la Fig. 2.9 (panel izquierdo), se muestran las curvas
representativas de la Ec. (2.122) escalada en función supersaturación, Γ.

2.5.2 Ritmo de Desensamblaje Jdes en el Estado Estacionario

La ecuación maestra, Ec. (2.91), también puede describir el proceso de desensamblaje de cápsides
virales con las condiciones de frontera adecuadas. Por cuestiones de simplicidad, se considera tam-
bién el estado estacionario del sistema. Debido a que el desensamblaje es posible solamente bajo
la condición de que la concentración de cápsides en la solución es mucho más grande que en el
equilibrio, las condiciones a la frontera son las inversas a las expuestas en la Sección 2.4.2, a saber
c1(t)/ceq = 0 y cagr/ceq

agr ≫ 1. Usando estos argumentos, la Ec. (2.103) se modifica a

Jdes ≈ −
cnagr

ceq
nagr

nagr−1∑
n=1

1
βnceq

n

−1

≈ −
cnagr

ceq
nagr

(∫ nagr−1

1

1
βnceq

n
dn

)−1
(2.123)

en donde, una vez más, se ha utilizado el ĺımite continuo. Ahora, al implementar la distribución de
Boltzmann para ceq

n de la Ec. (2.45) se obtiene

Jdes ≈ −cnagr

(∫ nagr−1

1

exp [β∆Gdes(n)]
βn

dn

)−1
, (2.124)

siendo ∆Gdes(n) = ∆G(n)−∆G(nagr). A partir de este punto, el proceso matemático es idéntico al
que se presenta de la Ec. (2.106) a la Ec. (2.113). Esto da como resultado el ritmo de desensamblaje,
i.e., el número de cápsides que se desensamblan por unidad de volumen por unidad de tiempo, a
saber,

Jdes ≈ −cnagrβ
∗
nZ exp(−β∆G∗

des), (2.125)

en donde el factor de Zeldovich Z es el mismo que el de la Ec. (2.114), ya que
(
∂2G(n)/∂n2)

n=n∗ =(
∂2Gdes(n)/∂n2)

n=n∗ . El signo menos en la ecuación anterior indica la desaparición de las cápsides
completamente formadas. En la Fig. 2.9 (panel derecho) se trazan las curvas representativas de la
Ec. (2.125).

En la siguiente sección se demuestra uno de los teoremas de nucleación, el cual relaciona el
tamaño cŕıtico del núcleo n∗, la altura de la barrera de enerǵıa, ∆G∗, y el ritmo de nucleación, J .
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Figura 2.9: Representación gráfica del comportamiento de las Ecs. (2.122) (panel izquierdo) y
(2.125) (panel derecho), en su versión adimensional, en función de la supersaturación Γ. Las curvas
de Jdes/J0 se obtuvieron con nagr = 180, y para distintos valores de la enerǵıa de enlace efectiva
∆g (ver Ec. (2.66)), i.e., ∆g ≈ −5.0 kBT (ĺınea azul), ∆g ≈ −10.0 kBT (ĺınea naranja) y ∆g ≈
−15.0 kBT (ĺınea verde), ∆g ≈ −20.0 kBT (ĺınea roja), y ∆g ≈ −25.0 kBT (ĺınea morada).

2.6 El Teorema de Nucleación

En el contexto de la TCN, el teorema de nucleación es una relación general entre el trabajo de
nucleación, ∆G(n), el tamaño del núcleo cŕıtico, n∗, y la supersaturación, Γ. El teorema aparece
en diferentes formas, dependiendo no sólo del conjunto elegido de variables independientes que
describen el trabajo de nucleación, sino también de cuál de estas variables cambia mientras las
demás se mantienen fijas [90]. En 1982, Kashchiev dio una derivación general fenomenológica de
esta relación y se refirió a esta como teorema, para después discutir las aplicaciones experimentales
[91]. Sin embargo, aunque no enfatizó la importancia de su hallazgo con respecto a la nucleación y
pasó prácticamente desapercibido, el teorema de nucleación fue originalmente derivado por Hill en
el contexto de su teoŕıa termodinámica de sistemas pequeños [92].
Fundamentalmente, la aplicación de los teoremas de nucleación no está restringida a la TCN. Los
teoremas son independientes del modelo que se utilice para los agregados, e.g., con nucleación clási-
ca o atomı́stica, homogénea o heterogénea, tridimensional o bidimensional, etc., y pueden derivarse
de consideraciones mecánicas estad́ısticas generales [78, 91].

En esencia, el teorema de nucleación establece que: Si el trabajo para la formación de un
agregado de tamaño n se expresa como

Wteo(n) = n∆µ + F (n, ∆µ) con (n ≥ 1, ∆µ < 0), (2.126)

en donde n es el número de átomos o moléculas que conforman el agregado, ∆µ la diferencia de
potencial qúımico entre las fases y F (n, ∆µ) el exceso de enerǵıa libre del agregado, y si W ∗

teo =
Wteo(n∗) y F ∗ = F [n∗(∆µ), ∆µ] son funciones diferenciables de ∆µ, entonces la relación

∂Wteo∗

∂∆µ
= n∗ + ∂F ∗

∂∆µ
, (2.127)

es siempre cierta.
Para derivar la expresión anterior, es necesario identificar que Wteo tiene un máximo en n∗, por

lo que de la condición (∂Wteo/∂n)n=n∗ = 0, se traduce a que
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(
∂W (n)

∂n

)
n=n∗

= ∆µ +
(

∂F (n, ∆µ)
∂n

)
n=n∗

= 0, (2.128)

que es la ecuación de Gibbs-Thompson en su forma general. Ahora, al derivar Wteo respecto a ∆µ
y evaluar en n = n∗, se obtiene(

∂W (n)
∂∆µ

)
n=n∗

= n∗ +
[
∆µ +

(
∂F

∂n

)
n=n∗

]
∂n∗

∂∆µ
+
(

∂F

∂∆µ

)
n=n∗

. (2.129)

El segundo término de la ecuación anterior es cero, debido al máximo de Wteo en n∗. Con esta
simplificación, se llega precisamente a la Ec. (2.127). Este resultado es especialmente útil aplicado
al tamaño cŕıtico n∗, debido a su importancia en la cinética de la construcción de agregados.

En el caso del AECV, utilizando las Ecs. (2.68) y (2.73), el teorema de nucleación se enuncia
como

∂∆G∗

∂∆µ
= n∗, (2.130)

en donde la función F (n, ∆µ) = λ
√

n(nagr − n). En muchos casos de nucleación, la ecuación anterior
permite realizar una determinación confiable de n∗ utilizando datos experimentales para el ritmo de
nucleación J en función de la diferencia de potencial qúımico, ∆µ [52, 90]. Considere el logaritmo
de J en la Ec. (2.118), y que Z es una función que depende débilmente de ∆µ i.e.,

ln J ≈ ln (cs) + ln β∗
n − β∆G∗

0

(√
Γ2 + 1− Γ

)
. (2.131)

Por un lado, la derivada de ln J respecto a ∆µ es

∂ ln J

∂∆µ
= ∂ ln β∗

n

∂∆µ
− nagrβ

2

(
1− Γ√

Γ2 + 1

)
= ∂ ln β∗

n

∂∆µ
− βn∗, (2.132)

en donde se ha usado la regla de la cadena, junto con las Ecs. (2.69) y (2.72), y la definición
∆G∗

0 ≡ nagrλ/2. Por otro lado, a través de la diferencia de potencial qúımico ∆µ en la Ec. (2.52),
se escribe ∂∆µ/∂ ln c1 = −1/β. De esta manera, se tiene que

∂ ln J

∂ ln c1
= ∂ ln J

∂∆µ

∂∆µ

∂ ln c1
, = ∂ ln β∗

n

∂∆µ

∂∆µ

∂ ln c1
+ n∗. (2.133)

Finalmente, a partir de la Ec. (2.94), se puede escribir

∂ ln β∗
n

∂ ln c1
= 1. (2.134)

Por lo tanto, se deduce que
∂ ln J

∂ ln c1
= 1 + n∗. (2.135)

En un experimento in vitro de AECV vaćıas, la pendiente del ritmo de formación de la cápside
con respecto a la concentración de subunidades libres está directamente relacionada con el tamaño
del núcleo cŕıtico. Las Ecs. (2.130) y (2.135), son útiles para comparar las teoŕıas cinéticas y
termodinámicas con simulaciones y experimentos. Adicionalmente, estos resultados pueden ayudar
a comprender mejor el papel de los parámetros f́ısicos en los aspectos biológicos de la construcción
de cápsides virales.
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2.7 Conclusiones

En este caṕıtulo, se desarrolló una Teoŕıa de Autoensamblaje de Cápsides Virales (TAECV) dentro
del contexto de una teoŕıa de autoensamblaje en equilibrio, la Teoŕıa Clásica de Nucleación (TCN)
homogénea, y las ideas cuasiqúımicas detrás de la formación de cápsides virales. La contribución
de este caṕıtulo en la tesis se concentra en la descripción del Autoensamblaje de Cápsides Virales
(AECV) desde una perspectiva que combina estas descripciones teóricas y proporciona resultados
equivalentes, a través de una estructura matemática formal, a los ya presentados en la literatura.
Como resultado, se han derivado expresiones matemáticas capaces de reproducir los aspectos ca-
racteŕısticos de la dinámica y cinética de cápsides virales en condiciones intermedias de saturación,
tal como se observa en experimentos y simulaciones computacionales.
La TAECV permite interpretar el proceso de formación de una cápside como una reacción qúımica
o una transición de fase de primer orden entre el estado libre y el estado agregado de las subuni-
dades proteicas. Este proceso se describe utilizando la enerǵıa libre de formación de un agregado
con n subunidades y un conjunto de ecuaciones maestras.
En este marco, se mostró que la TAECV explica los aspectos generales de la fenomenoloǵıa ob-
servada en los experimentos in vitro de autoensamblaje: Un aspecto de especial relevancia es la
existencia de una barrera de enerǵıa en el proceso de formación de una cápside. Esta barrera de
enerǵıa se origina debido a la penalización a la enerǵıa libre por falta de interacciones subunidad-
subunidad cuando una subunidad proteica se encuentra en el borde de un agregado incompleto de
tamaño n < nagr. Desde un punto de vista experimental, si la concentración total de protéınas se
mantiene constante, la barrera energética aumentará con el tiempo debido al consumo gradual de
las subunidades libres en la formación de agregados intermediarios. Esto, a su vez, resultará en
una desaceleración en la tasa o ritmo de ensamblaje, J , hasta que eventualmente la formación de
nuevas cápsides se vuelve indetectable en una escala de tiempo experimental razonable.

El análisis presentado en este caṕıtulo ofrece argumentos sólidos que respaldan los fenómenos
biológicos observados en distintas etapas del ciclo de replicación viral. En primer lugar, se destaca
la importancia de la existencia de una barrera energética que cumple dos funciones cruciales: (i)
por un lado, evita la formación significativa de agregados intermedios que podŕıan consumir to-
das las subunidades proteicas o presentar malformaciones que no cumplen con los requisitos del
virus para empacar el material genético; (ii) por otro lado, impide la disolución de una cápside
completamente formada. En segundo lugar, se pone de manifiesto el fenómeno de histéresis como
un mecanismo vital para la salvaguarda del virus en condiciones muy distintas a las que ocurren
durante el ensamblaje.
La Teoŕıa de Autoensamblaje de Cápsides Virales (TAECV) también puede utilizarse para pre-
decir, al menos cualitativamente, la termodinámica y la cinética del ensamblaje de ciertos virus.
Esto podŕıa resultar especialmente útil para diseñar experimentos en condiciones que garanticen
la producción eficiente de cápsides en escalas de tiempo razonables. Más aún, las simulaciones
computacionales constituyen una alternativa útil para estudiar la cinética y termodinámica ge-
neral involucradas en el Autoensamblaje de Virus (AEV). A través de modelos computacionales,
es posible estudiar de forma sencilla los pasos intermedios del proceso, que podŕıan proporcionar
información valiosa sobre los mecanismos de ensamblaje y las principales caracteŕısticas del núcleo
cŕıtico.

En el siguiente caṕıtulo, se estudia la influencia de la enerǵıa de flexión en el AECV por lo que,
además de las contribuciones energéticas expuestas en el presente caṕıtulo, se introduce la enerǵıa
de flexión, un término adicional en la enerǵıa libre de Gibbs que está asociado a la deformación de
la curvatura instantánea de una cápside en el proceso de ensamblaje hacia su estructura final.





CAPÍTULO3
Influencia de la Enerǵıa de Flexión en el

Autoensamblaje de Cápsides Virales

3.1 Introducción

Una part́ıcula viral puede estar sujeta a un estrés mecánico sustancial [52], por ejemplo, debido
a un choque osmótico relacionado con un cambio repentino en la concentración de sal en el medio
[89, 93, 94], o al empaquetamiento del material genético a altas densidades1 [56]. Además, durante
las diferentes etapas de la infección, la cápside viral puede sufrir cambios morfológicos al pasar de
estados altamente estables, que protegen el genoma, a estados inestables que facilitan la liberación
del material genético en la célula hospedera. Para asegurar la integridad del virus y que éste sea
capaz de liberar el material genético en el momento oportuno, su cápside debe cumplir con tres
caracteŕısticas principales: (i) proteger al material genético contra amenazas ambientales, e.g., el
calor, desecación, y agresiones qúımicas; y (ii) facilitar su difusión hasta una célula u organismo
susceptible de ser infectado y (iii) facilitar la entrada o liberación del material genético en la célula
hospedadora. El cumplimiento de estos requisitos depende en gran medida de que las componentes
del virus hayan sido fabricadas y ensambladas correctamente dentro de la célula hospedera. Además,
para garantizar que la cápside y el virión en śı, sea un material capaz de responder y comportarse
adecuadamente en función de las caracteŕısticas del ambiente, después del autoensamblaje de la
cápside, muchos virus atraviesan un proceso de maduración, en el cual ajustan adecuadamente sus
propiedades f́ısicas y mecánicas. Es evidente entonces que las cápsides, y sus propiedades mecánicas
y elásticas, desempeñan un papel esencial en el ciclo de replicación viral. Por eso el estudio de su
formación y propiedades es tan relevante, y comprender su metaestabilidad y plasticidad conforma-
cional es clave para descifrar los mecanismos que gobiernan los pasos sucesivos en la infección viral.
Además, la comprensión de los mecanismos que utilizan los virus para replicarse podŕıan impulsar
el desarrollo de estrategias novedosas en áreas terapéuticas y de ingenieŕıa nanotecnológica [25, 96].

El autoensamblaje in vitro de cápsides virales vaćıas, caracterizado por una geometŕıa precisa
y una distribución bien definida de subunidades proteicas, ha atráıdo la atención de la comunidad
cient́ıfica y ha sido objeto de múltiples investigaciones teóricas y experimentales [25, 26, 33, 36, 43,
76, 97-102]. En investigaciones recientes, se ha encontrado que el Autoensamblaje de Cápsides Vi-
rales (AECV) comparte similitudes sorprendentes con la cristalización bidimensional en un espacio
curvo [43, 103], y por lo tanto puede ser modelado de manera análoga para considerar los efectos de
la tensión elástica inducida por la curvatura Gaussiana [43, 103]. Estos efectos son potencialmente

1Ciertos bacteriófagos experimentan presiones de decenas de atmósferas en las paredes de sus cápsides debido al
genoma viral confinado dentro de ellas [25]. Durante la maduración, las cápsides de algunos bacteriófagos sufren una
transformación de una procápside esférica a una procápside poliédrica [6, 95].
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importantes para cualquier proceso que implique el ordenamiento de subunidades idénticas en es-
pacios curvos, tal como el autoensamblaje de monocapas moleculares y el crecimiento de dominios
sólidos en veśıculas [103].

Siguiendo la ĺınea de discusión presentada en el Caṕıtulo 2, este caṕıtulo se centra en el estudio
teórico de cómo la enerǵıa de flexión influye en la formación de cápsides esféricas vaćıas in vitro.
Estos avances no solo ampĺıan el marco teórico de la Teoŕıa de Autoensamblaje de Cápsides Virales
(TAECV), sino que también ofrecen valiosas perspectivas sobre los procesos de autoensamblaje en
estructuras complejas.

El autoensamblaje exitoso de una cápside viral es un paso clave en el ciclo de replicación de un
virus [1, 2, 4]. En el Caṕıtulo 2, se vio cómo la formación de la cápside de radio fijo y predeterminado
se puede modelizar usando la Teoŕıa Clásica de Nucleación (TCN). De acuerdo con este modelo, la
competencia entre la enerǵıa de unión, n∆µ, y el coste energético asociado a la tensión lineal en el
borde de la cápside, λ

√
n(nagr − n) (primer y segundo término del extremo derecho de la Ec. (2.68),

respectivamente), genera una barrera de enerǵıa, ∆G∗, que debe de superarse para completar el
autoensamblaje [31, 42, 52]. En las condiciones ambientales correctas, i.e., concentraciones adecua-
das de subunidades libres y salinidad, pH, fuerza iónica y temperatura, las fluctuaciones térmicas
inducen la formación de agregados o cápsides parcialmente formadas que tienden a disolverse a
menos que alcancen un tamaño cŕıtico con n∗ subunidades (véase la Ec. (2.72)). Los agregados que
se componen de n ≥ n∗ crecen progresivamente hasta que alcanzan el número de agregación nagr,
correspondiente al virus completo en cuestión, e.g., nagr = 72, que corresponde a los 72 pentámeros
que conforman una cápside Tr = 7 nativa del Virus del Papiloma Humano (VPH) [50]. Una vez
que la cápside se ha completado con nagr subunidades no se disuelve en las mismas condiciones
ambientales, lo que justifica el fenómeno de histéresis (consultar Secciones 2.4 y 2.5)

Si bien la teoŕıa estad́ıstica de AECV presentada en el Caṕıtulo 2 logra replicar, al menos cualitati-
vamente, los fenómenos observados experimentalmente, se advierte que al formular el modelo, e.g.,
las Ecs. (2.25) y (2.68), aśı como los resultados que se desprenden de él, se ignoró por completo
cualquier tipo de penalización en la enerǵıa libre generada por la curvatura de la estructura en
formación. El crecimiento de una estructura sobre una superfice curva conlleva necesariamente la
acumulación de enerǵıa elástica [43]. Esta contribución elástica puede llegar a generar un meca-
nismo de autoensamblaje autolimitante que implica la formación de cápsides parciales de tamaño
finito que no crecen hasta cerrarse [36, 98]. Esto ocurre cuando, a medida que el crecimiento de
la cápside parcial continua, la penalización de la enerǵıa elástica llega a ser más grande que la
enerǵıa de unión que impulsa el autoensamblaje. En consecuencia, podŕıa observarse la aparición
de grandes cantidades de cápsides parcialmente formadas aparentemente estables [96], lo cual, a
su vez, contradeciŕıa la afirmación de que hay cantidades despreciables de estos intermediarios en
el estado final de una solución de autoensamblaje (ver Sección 2.3) y sugiere una posible v́ıa de
frustración de ensamblaje óptimo.

En este caṕıtulo, se introduce la penalización por efectos de curvatura en la teoŕıa estad́ıstica
de autoensamblaje mediante la adición de la enerǵıa elástica, Gela, en la enerǵıa libre del sistema.
La contribución principal se centra en analizar el ĺımite en el que la enerǵıa de flexión domina sobre
la acumulación de esfuerzo de compresión. Dentro de este contexto, se examinan las modificaciones
resultantes en el tamaño del virus resultante y en los parámetros clave de la teoŕıa, espećıficamente
en la altura de la barrera de enerǵıa, ∆G∗, el número cŕıtico de agregación, n∗, y en el ritmo de
nucleación o autoensamblaje, J . El caṕıtulo se divide como sigue:

En la Sección 3.2, se presenta una breve introducción a los fundamentos de las contribuciones elásti-
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cas en el AECV. Posteriormente, se introduce la enerǵıa de flexión, Gflex, junto con las expresiones
matemáticas para su modelado. Se analiza la enerǵıa libre total de formación de una cápside vaćıa
con enerǵıa de flexión en dos representaciones distintas: una que utiliza como grados de libertad
el número instantáneo de subunidades, n, y el ángulo de completitud, θ, y otra que emplea n y el
radio instantáneo de la cápside, R.
En la Sección 3.3, se estudia la enerǵıa libre en la representación (n, R), se analiza el paisaje de
enerǵıa, los extremos y las ≪trayectorias≫ de autoensamblaje. Además, se caracteriza el efecto de
la enerǵıa de flexión en estas cantidades y se comparan los resultados con los del ≪modelo clási-
co≫ presentados en el Caṕıtulo 2. La sección concluye con una discusión del régimen de estabilidad
de una cápside de tamaño subóptimo, en donde se establecen valores mı́nimos (máximos) para la
supersaturación, Γ (∆µ) que garantizan la estabilidad de una cápside completa.
Posteriormente, en la Sección (3.4), se discuten los efectos sobre la barrera de enerǵıa y se introduce
el concepto de ≪desaparición del punto cŕıtico≫, para luego estudiar los casos ĺımite de la altura
de la barrera de enerǵıa, ∆G∗.
A continuación, en la Sección 3.5, se emplea la metodoloǵıa de la TCN de sistemas multicompo-
nentes para derivar la ecuación que describe la cinética de AECV con dos grados de libertad: n y
R. A partir de aqúı, se presentan y analizan las expresiones del ritmo de nucleación en el estado
estacionario y se contrastan con el modelo clásico.
En la Sección 3.6, se adaptan los resultados de la Sección 3.5 para calcular el ritmo de nucleación
de desensamblaje y evaluar los efectos de Gflex en la disociación de cápsides virales, comparando
con el modelo clásico de la Sección 2.5.
Finalmente, en la Sección 3.7, se utilizan las propiedades geométricas y mecánicas de algunos virus
esféricos reales (estimadas como se indica en la Sección 3.9.1), para estimar la influencia de estos
mecanismos en el autoensamblaje y ritmo de nucleación de cápsides virales, especialmente en el
caso del Virus de Simio 40 (VS40).

3.2 Autoensamblaje de una Cápside Viral Incorporando las Contribuciones
Elásticas

3.2.1 Enerǵıa libre de Autoensamblaje
La descripción continua del autoensamblaje se basa en la TCN [31, 42, 52] (ver Sección 2.3). Esta
teoŕıa permite calcular la altura de la barrera de enerǵıa, ∆G∗, y el número cŕıtico de agregación,
n∗, considerando exclusivamente la competición entre la enerǵıa de unión y la enerǵıa de borde. Sin
embargo, debido a la curvatura que adquiere la cápside, y a la existencia de un ángulo preferido
de interacción entre las piezas de ensamblaje, la enerǵıa elástica debe ser también considerada en
la formulación de la enerǵıa libre, ∆G, para capturar los mecanismos de AECV de manera más
adecuada. De acuerdo con esto, la enerǵıa libre de formación de una cápside parcialmente formada
se puede escribir como sigue [36, 43]:

∆G = n∆µ + τλ l(n, θ, R) + Gela, (3.1)

siendo n el número instantáneo de subunidades en la cápside, n∆µ la diferencia de enerǵıa intŕınse-
ca, entre tener las n subunidades proteicas en la cápside o libres en la solución,2 τλ la tensión lineal

2Es importante señalar que al formular la Ec. (3.1) de esa manera, se requieren valores negativos del potencial
qúımico ∆µ para promover el autoensamblaje. La estructura de esta ecuación se puede derivar al añadir grados de
libertad de la forma

bn = Gplano + Gflex, (3.2)
en la función de partición de la Ec. (2.16) y seguir un proceso similar al que se presenta en las Secciones 2.2 y 2.3.
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y l(n, θ, R) la longitud del borde en términos de n, el ángulo de completitud, θ, y el radio ins-
tantáneo de curvatura, R. El segundo término de la ecuación anterior corresponde a la enerǵıa del
borde para una cápside parcial con n subunidades. Finalmente, Gela = Gplano + Gflex, es la enerǵıa
elástica, asociada tanto con la compresión en el plano, Gplano, como con la enerǵıa de flexión, Gflex,
introducida por la curvatura de la cápside. Los términos de estiramiento y flexión dentro de Gela
dependen de la geometŕıa particular del agregado en crecimiento.

Recientemente, utilizando teoŕıa de elasticidad y simulaciones de grano grueso, C. Mendoza y D.
Reguera estudiaron la selección de forma y el ensamblaje incorrecto de cápsides virales en términos
de tres parámetros escalados [43], i.e., la tensión lineal, τλ, el potencial qúımico ∆µ y el número
de Föppl-von Kármán (FvK), γFvK, que es la relación entre las contribuciones de estiramiento y
la enerǵıa de flexión (consultar Sección 3.9). En sus cálculos utilizaron (i) una generalización del
modelo de Helfrich [104] para la enerǵıa de flexión, y (ii) resultados de la teoŕıa de elasticidad
continua para deformaciones pequeñas en placas delgadas, utilizada para describir la formación y
crecimiento de dominios cristalinos en superficies curvas [103, 105, 106], con el objetivo de mode-
lar la enerǵıa elástica en el plano. El objetivo principal de ese estudio era determinar cuál de las
distintas geometŕıas que pod́ıa adoptar el virus era la más estable. En contraste, este caṕıtulo se
centra en abordar únicamente las penalizaciones energéticas asociadas con la enerǵıa de flexión,
Gflex, y en los efectos que tiene en la cinética de formación de virus esféricos. Este enfoque facilita
un análisis inicial de las modificaciones que esta implementación introduce en el modelo presentado
en la Sección 2.3, centrándose especialmente en el cálculo de la barrera de enerǵıa, el número cŕıti-
co de agregación y el ritmo de nucleación o autoensamblaje, siendo este último un aspecto poco
explorado hasta ahora.

3.2.2 Modelado de la Enerǵıa de flexión

Como se discutió anteriormente, una de las contribuciones de la enerǵıa elástica, Gela, es la enerǵıa
de flexión, Gflex, asociada con desviaciones de la curvatura instantánea R respecto a la curvatura
preferencial, que se denomina RT . El análisis de esta sección se restringe al estudio de la formación
de cápsides que crecen como casquetes esféricos con curvatura uniforme 1/R, en el ĺımite γFvK ≪ 1,
en el que dominan la enerǵıa de flexión sobre la enerǵıa de deformación en el plano. Por lo tanto, en
este ĺımite, podemos menospreciar la contribución de la enerǵıa de compresión en el plano Gplano,
frente a la enerǵıa de flexión, de modo que consideraremos únicamente Gflex.

El proceso de ensamblaje de la cápside en este caso ocurre como se muestra esquemáticamente en
la Fig. 3.1. Inicialmente, las subunidades proteicas se difunden libremente en una solución acuosa.
Estos bloques de construcción, que se muestran esquemáticamente en el extremo izquierdo de la Fig.
3.1 como esferas de tonalidad naranja, tienen un área nominal3 a1, y una interacción anisotrópica
definida por un ángulo preferido de interacción entre las subunidades que determina un radio de
curvatura preferencial, RT , y un número de agregación preferencial, nT . Debido a las interacciones
subunidad-subunidad, las subunidades libres forman agregados que posteriormente se convierten
en el embrión o núcleo de la cápside. Al igual que en el modelo clásico de AECV del Caṕıtulo 2, se
considera que la agregación de las subunidades libres induce la formación de un casquete esférico
con un borde de longitud l(n, θ, R), el cual depende del número instantáneo de subunidades, n, y
del ángulo de completitud, θ, o el radio de curvatura, R, y da lugar a la penalización de enerǵıa
asociada al borde, la cuál continúa hasta que la cápside se cierra. A diferencia del Caṕıtulo 2,
ahora se considera que esta cápside esférica parcial no tiene un radio fijo, sino que puede adoptar

3En el contexto de AECV, el término ≪área nominal≫ se refiere al área efectiva que ocupa una subunidad estruc-
tural sobre la superficie de una cápside esférica, definida por interacciones estéricas, i.e., interacciones no covalentes.
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cualquier valor del radio R. Durante el autoensamblaje, la penalización de la enerǵıa elástica surge
de las deformaciones de flexión siempre que R sea diferente de RT . La curvatura preferencial se
muestra como una esfera azul tenue en los diferentes pasos del autoensamblaje representados en
la Fig. 3.1. La forma más simple de modelar las deformaciones de flexión se obtiene al considerar
dicha contribución como una enerǵıa de flexión similar a la de una membrana [36]. Es decir, la
enerǵıa de flexión se representa por

Gflex = κ

2

∫
Ω

( 1
R
− 1

RT

)2
dA, (3.3)

siendo κ el módulo de flexión, R el radio instantáneo de curvatura y Ω el dominio en donde se
realiza la integración, i.e., la superficie que constituye el área nominal de la cápside parcialmente
formada. En este modelo, la integral de la Ec. (3.3) puede realizarse directamente debido a que se

Figura 3.1: Representación esquemática del autoensamblaje de una cápside viral con enerǵıa de
flexión. El proceso de autoensamblaje se despliega de izquierda a derecha. Inicialmente, las subuni-
dades libres comienzan a asociarse formando agregados que, al alcanzar un tamaño cŕıtico n∗,
actúan como un embrión o núcleo de la cápside, el cual crece hasta formar una cubierta proteica
cerrada. Durante este proceso, la competencia entre la enerǵıa de unión, n∆µ, la enerǵıa de borde,
τλ l(n, θ, R), y la enerǵıa de flexión, Gflex, hace que la cápside se cierre prematuramente con n < nT

y, por lo tanto, para R < RT . Al culminar, la cápside completa consta de nc subunidades y tiene
un radio Rc.

asume que la cápside parcial tiene un curvatura uniforme R. De esta manera, se tiene que

Gflex = κ

2

( 1
R
− 1

RT

)2 ∫
Ω

dA, (3.4)

y la operación se reduce a multiplicar por el área de un casquete esférico parcialmente formado,
i.e., 2πR2(1− cos θ), donde θ es, nuevamente, el ángulo de completitud.
Por un lado, usando la Ec. (2.54), es posible relacionar el área ocupada por una subunidad individual
sobre una cápside completamente formada que tenga el radio de curvatura preferencial R = RT , y
que por lo tanto posea nagr → nT subunidades, i.e.,

a1 = 4πR2
T

nT
. (3.5)
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Por otro lado, a partir de la Ec. (2.59), se concluye que el número instantáneo de subunidades en
un agregado con ángulo de completitud θ está dado por

n = 2πR2(1− cos θ)
a1

. (3.6)

De esta manera, la enerǵıa de flexión toma la siguiente forma:

Gflex = κ

2

( 1
R
− 1

RT

)2[
2πR2(1− cos θ)

]
= 2πκn

nT

√(1− cos θ)nT

2n
− 1

2

. (3.7)

Adicionalmente, la enerǵıa de tensión lineal σn (ver Ecs. (2.16) y (2.51)) se puede expresar como

σn = τλ l(n, θ) = 2πR sin θτλ =
√

2πa1n

1− cos θ
sin θτλ. (3.8)

Usando conjuntamente las Ecs. (3.7) y (3.8), se obtiene de manera expĺıcita la enerǵıa libre de
formación de una cápside parcialmente formada que contiene n subunidades y un ángulo de com-
pletitud θ,

∆G(n, θ) = n∆µ + 2πκn

nT

√(1− cos θ)nT

2n
− 1

2

+
√

2πa1n

1− cos θ
sin θ τλ. (3.9)

La enerǵıa libre de Gibbs del sistema contiene (i) la enerǵıa de agregación entre subunidades libres
(o enerǵıa de unión), n∆µ, (ii) el coste energético asociado a la flexión, i.e., desviaciones de la
curvatura instantánea respecto a la curvatura preferencial y (iii) la penalización del borde. Las dos
últimas contribuciones energéticas corresponden al segundo y tercer término de la ecuación anterior,
respectivamente. El efecto de competición entre la enerǵıa de flexión y la enerǵıa de borde, promueve
el autoensamblaje de cápsides con un número de subunidades menor a nT y, por lo tanto, con un
radio menor al preferencial, RT , como se verá con detalle en las siguientes secciones.

3.2.3 Autoensamblaje en representación (n, θ)
En 2021, M. Hagan y G. Grason utilizaron el término ensamblaje autolimitante para describir
procesos de ensamblaje que resultan en estructuras complejas de tamaño finito [36]. Su revisión
se centró en dos categoŕıas de ensamblaje autolimitante: (i) ensambles de cierre automático y (ii)
ensambles de frontera abierta. Particularmente, en su sección introductoria a la termodinámica au-
tolimitada de cáscaras y cápsulas, consideraron un modelo simple para la penalización energética
de las deformaciones por flexión a través de un término adicional en la enerǵıa libre como el que se
muestra en la Ec. (3.3). Con la intención de delinear un camino claro hacia la determinación de los
parámetros f́ısicos que gobiernan el AECV, a continuación se presenta un examen exhaustivo del
AECV con enerǵıa de flexión, que sigue, al menos en sus aspectos fundamentales, el tratamiento
propuesto por M. Hagan y G. Grason [36]. Posteriormente, a partir de la Sección 3.2.4 y hasta el
final del caṕıtulo, se llevan estas ideas a un nivel más profundo, ampliando la TAECV en diversas
direcciones que han sido poco exploradas.

A diferencia de la enerǵıa libre de Gibbs del modelo clásico dada por la Ec. (2.68), la Ec. (3.9)
se caracteriza, entre otras cosas, por depender de dos variables distintas e independientes. Según la
representación elegida, estas variables pueden ser el número instantáneo de subunidades presentes
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en un agregado de tamaño n, y el radio instantáneo de curvatura R, o alternativamente, el ángulo de
completitud θ. Este enfoque refleja el hecho de que si bien la inclusión de múltiples parámetros en la
descripción de la enerǵıa libre de Gibbs permite una modelización más ≪realista≫ del AECV, tam-
bién introduce un mayor grado de complejidad en el procedimiento matemático y f́ısico-estad́ıstico
del cálculo de las cantidades importantes del sistema, e.g., la altura de la barrera de enerǵıa.

Inicialmente, considere la representación (n, θ) de la enerǵıa libre del sistema, es decir, la Ec.
(3.9), que es la representación analizada en [36]. Al dividir la enerǵıa libre de Gibbs, ∆G(n, θ), por
κ, y reacomodando el resultado, se obtiene la enerǵıa libre escalada del sistema, ∆E(nr, θ), a saber,

∆E(nr, θ) ≡ ∆G(n, θ)
κ

= nrΥ + 2πnr

(√
1− cos θ

2nr
− 1

)2

+ 4π

√
nr

1− cos θ
sin θf̃ , (3.10)

en donde se ha definido Υ ≡ ∆µ nT /κ, nr ≡ n/nT y Rr ≡ R/RT , junto con la tensión lineal
escalada de la cápside t̃, la cual está definida por

t̃ ≡
(

a1nT

8π

)1/2 τλ

κ
= RT√

2
τλ

κ
. (3.11)

La Fig. 3.2 representa gráficamente el paisaje de enerǵıa libre escalada en función de nr y
θ. La ĺınea blanca discontinua representa la trayectoria de una cápside que se forma siguiendo la
curvatura preferencial, R = RT . Se puede ver fácilmente que si se fija R = RT , la enerǵıa de flexión,
dada por la Ec. (3.7), se anula, y el modelo se reduce al que fue desarrollado en el Caṕıtulo 2.

En el caso general, la cápside en formación puede explorar el paisaje de enerǵıa, variando tanto el
número de subunidades, n, como el radio, R, o el grado de completitud, θ. La hipótesis más razonable
es que, durante el proceso de autoensamblaje, la cápside seguirá naturalmente la Trayectoria de
Mı́nima Enerǵıa (TME) que es la que minimiza localmente la enerǵıa libre escalada ∆E(nr, θ).
La TME se obtiene encontrando la relación entre nr y θ que minimiza la Ec. (3.10). Con este
propósito, se deriva la enerǵıa escalada respecto a θ mientras se mantiene nr constante. Esto
resulta, después de algunos pasos de álgebra, en(

∂∆E(nr, θ)
∂θ

)
nr,R

= − 4π sin3 (θ/2)
(1− cos θ)3/2

[
cos (θ/2)

(√
2nr −

√
1− cos θ

)
+ 2t̃
√

nr sin (θ/2)
]
. (3.12)

Igualando la ecuación anterior a cero y resolviendo para nTME
r , se obtiene una relación impĺıcita

entre el ángulo de completitud θTME y el número instantáneo de subunidades escalado que define
la TME, i.e.,

nTME
r ≡ nTME

nT
=

cos2
(
θTME/2

)(
1− cos θTME

)
2
[
cos (θTME/2) +

√
2t̃ sin (θTME/2)

]2 . (3.13)

El comportamiento caracteŕıstico de nTME
r , junto con el paisaje de la enerǵıa libre escalada en el

espacio fase (nr, θ), se representa gráficamente en la Fig. 3.2.

La ĺınea verde en la Fig. 3.2 muestra la TME sobre la superficie ∆E(nr, θ), indicando gráficamente
cómo se autoensambla una cápside bajo el efecto de competición entre la enerǵıa de borde y la
enerǵıa de flexión. A medida que un agregado de tamaño nr crece con la adición discreta de
subunidades libres, el tamaño del borde expuesto aumenta y, con él, el coste energético de la
enerǵıa de borde. Para disminuir este coste, la cápside tiende a disminuir el radio por debajo del
radio óptimo, pero esto genera un coste en enerǵıa de flexión.
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Figura 3.2: Paisaje de enerǵıa libre escalada del modelo de AECV con enerǵıa de flexión, Ec. (3.10),
en función del número instantáneo de subunidades escalado, n/nT , y el ángulo de completitud, θ,
para un valor de la pseudo supersaturación de Υ = −2.0 y dos valores diferentes de la tensión lineal
escalada de la cápside, i.e., t̃ = 0.01 y 0.50. En esta representación, los valores bajos de enerǵıa
escalada aparecen en color morado, mientras que los valores altos se muestran en color rojo. La
ĺınea blanca discontinua representa la ≪trayectoria≫ de una cápside que se forma siguiendo la
curvatura preferencial, R = RT . A su vez, la ĺınea verde muestra la TME, indicando cómo se
autoensamblaŕıa una cápside bajo el efecto de competición entre la enerǵıa de borde y la enerǵıa
de flexión. Finalmente, la ĺınea cyan discontinua muestra el comportamiento de la cápside después
de alcanzar nc subunidades.

La competición entre la enerǵıa de borde, l(n, θ)τλ, y la enerǵıa de flexión, Gflex, favorece la com-
presión de cápsides parcialmente formadas a radios menores al radio de curvatura preferencial, i.e.,
R < RT . La compresión aumenta hasta un número máximo escalado de subunidades, nrc, tal que
desaparece el mı́nimo local de enerǵıa en θ. Este punto, representado con un punto en color rojo
en la Fig. 3.2, corresponde al valor máximo de nTME

r e indica el número de cierre escalado definido
como nrc ≡ nc/nT , en donde nc es el número de cierre. A partir de este punto, la cápside inicia
su proceso de cierre, sin agregar nuevas subunidades, mediante una reducción del radio, tal como
muestra la ĺınea discontinua color cyan.

Para el ejemplo representado en la parte superior de la figura, que corresponde a valores de Υ = −2.0
y t̃ = 0.01, se observa que nrc = 0.8, es decir que la cápside se cerraŕıa de forma espontánea con un
80 % de las subunidades que tendŕıa la cápside con curvatura preferencial. Por lo tanto, en presencia
de la enerǵıa de flexión, las cápsides tienden a cerrarse prematuramente a tamaños subóptimos.
Este efecto se acentúa cuanto mayor es el valor de la tensión lineal escalada de la cápside, como se
ve en el panel inferior de la Fig. 3.2.
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La representación del autoensamblaje en el espacio (nr, θ), introducida por M. Hagan y G.
Grason en [36], permite describir el efecto de compresión de cápsides y su interpretación a través
del paisaje de enerǵıa. Sin embargo, el uso del ángulo de completitud, θ, como uno de los grados
de libertad de autoensamblaje complica la deducción de otras propiedades de este fenómeno, por
ejemplo, en lo que concierne a describir la cinética. Alternativamente, como se verá más adelante, la
elección de n y R como grados de libertad de autoensamblaje puede generar ecuaciones más simples
y directas para caracterizar la estructura y geometŕıa de la cápside, facilitando el análisis matemáti-
co y, por ende, el empleo de herramientas y técnicas de las teoŕıas f́ısicas existentes. Además, las
coordenadas (n, R) se relacionan de manera más directa con propiedades f́ısicas observables.
A continuación, se describe el AECV con enerǵıa de flexión en el espacio (n, R) y, a partir de la
construcción de ∆G(n, R) y su versión adimensional, ∆E(nr, Rr), se calcula la altura de la barrera
de enerǵıa escalada, ∆E∗, el número cŕıtico de subunidades escalado y el radio cŕıtico de curvatura
escalado, i.e., n∗

r y R∗
r , correspondientes al núcleo cŕıtico.

3.2.4 Autoensamblaje en la representación (n, R)

El autoensamblaje en la representación (n, R) requiere la reescritura de la enerǵıa libre de Gibbs.
Para obtener los dos primeros términos de la Ec. (3.9) en términos de n y R se pueden emplear
directamente las Ecs. (3.5)-(3.7), lo que conduce a

∆G(n, R) = n∆µ + 2πκ
n

nT

(
RT

R
− 1

)2
+ τλ l(n, R), (3.14)

donde se ha reemplazado la enerǵıa del borde por su definición original (véase la Ec. (2.51)).
Ahora, se aborda la determinación la longitud del borde en términos de n y R. Al sustituir a1 de
la Ec. (3.5) en la Ec. (3.6) y elevar el resultado al cuadrado se obtiene que

n2 =
[(

R

RT

)2(nT

2

)
(1− cos θ)

]2

=
(

R

RT

)4(nT

2

)2[
2(1− cos θ)− sin2 θ

]
. (3.15)

Utilizando las Ecs. (2.60) y (3.6) se concluye entonces

n2 = R2

R4
T

(
nT

2

)2
(

4nR2
T

nT
− l2

4π2

)
. (3.16)

Ahora, resolviendo para l y después de un poco de álgebra, se encuentra la siguiente expresión:

l(n, R) = 4πRT

RnT

√
n
(
nT R2 − nR2

T

)
. (3.17)

Por último, sustituyendo la Ec. (3.17), en la Ec. (3.14), se obtiene la enerǵıa libre de formación de
una cápside que contiene n subunidades y tiene un radio de curvatura R,

∆G(n, R) = n∆µ + 2πκ
n

nT

(
RT

R
− 1

)2
+ λT

RT

R

√√√√n

(
nT

R2

R2
T

− n

)
, (3.18)

siendo
λT ≡

4πRT τλ

nT
, (3.19)
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una constante de enerǵıa de borde relacionada con la tensión lineal, similar a la definida en la Ec.
(2.63). Las contribuciones energéticas en ∆G(n, R), Ec. (3.18), son idénticas a las listadas debajo
de la Ec. (3.9). Sin embargo, el análisis del efecto de competición entre las enerǵıas de unión, borde
y flexión, aśı como sus consecuencias f́ısicas, son más accesibles de modelar y explicar con esta
expresión.

Al dividir la enerǵıa libre de Gibbs por el producto λT nT , utilizando las variables adimensionales
nr ≡ n/nT y Rr ≡ R/RT , y las definiciones de la supersaturación Γ y la constante de flexión f̃r,
i.e.,

Γ ≡ −∆µ

λT
y f̃r ≡

2πκ

λT nT
, (3.20)

se obtiene una expresión muy sencilla para la enerǵıa libre escalada del sistema,

∆E(nr, Rr) ≡ ∆G(n, R)
λT nT

= nr

[
f̃r

( 1
Rr
− 1

)2
− Γ

]
+
√

nr

(
1− nr

R2
r

)
. (3.21)

La enerǵıa de formación escalada de la cápside depende esencialmente de supersaturación y la
constante de flexión. Este parámetro adimensional f̃r mide la importancia relativa de la enerǵıa de
flexión comparada con la tensión lineal.

En la siguiente sección, se presentan los distintos paisajes de enerǵıa libre de Gibbs escalada que
genera la Ec. (3.21) para diferentes valores de Γ y f̃r. Posteriormente, se lleva a cabo el análisis de
la formación de cápsides virales con enerǵıa de flexión utilizando las herramientas de la TCN. Los
resultados de este análisis permiten predecir el tamaño y la estabilidad de una cápside en función
de las condiciones ambientales en las que se ensambla.

3.3 Paisaje de Enerǵıa Libre de Autoensamblaje en la representación (n, R)
Un paisaje de enerǵıa muestra gráficamente cómo la enerǵıa de un sistema cambia en función de sus
grados de libertad. Los mı́nimos, que suelen representar estados estables, se visualizan como valles,
mientras que los máximos locales, que pueden ser estados inestables o puntos silla, se representan
como picos [73, 74]. Por un lado, a mayor profundidad de un mı́nimo, mayor estabilidad tendrá esa
configuración del sistema. Por otro lado, los máximos locales se interpretan como barreras energéti-
cas que deben superarse para alcanzar otro estado local o globalmente estable.4 En particular, en el
estudio del AECV que considera la enerǵıa de flexión, el paisaje de enerǵıa depende de dos grados
de libertad, n y R. Sobre esta superficie de enerǵıa se define la trayectoria ≪preferida≫ del sistema
para transitar entre diferentes estados, por ejemplo, entre el estado libre y agregado. Esta trayec-
toria que minimiza localmente la enerǵıa se ha denominado anteriormente como la Trayectoria de
Mı́nima Enerǵıa (TME).

Siguiendo el enfoque de la Sección 3.2.3 (ver la Ec. (3.13)), el autoensamblaje de la cápside se
puede describir como una excursión en el paisaje de enerǵıa libre, ahora bidimensional, descrito por
la Ec. (3.21). En este contexto, es posible obtener una expresión que describa la TME en el espacio
(n, R), a través de una relación entre nr y Rr que refleje la condición de minimización local de la
enerǵıa.

4La barrera de enerǵıa ya ha sido discutida en el Caṕıtulo 2, donde se establece que la enerǵıa libre del sistema
depende únicamente del número de subunidades. El tamaño del núcleo cŕıtico, n∗, de la Figura 2.5, representa la
posición de la barrera energética en el eje n. En la Fig. 2.5, se muestra un paisaje de enerǵıa unidimensional en
condiciones de equilibrio (ĺınea azul) y de supersaturación (ĺınea naranja).
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Derivando la enerǵıa libre escalada, Ec. (3.21), respecto a Rr, manteniendo nr constante, se obtiene

(
∂∆E(nr, Rr)

∂Rr

)
nr

= nr

R3
r

2f̃r(Rr − 1)−
nrRr

√
R2

r

nr
− 1

nr −R2
r

. (3.22)

Al igualar a cero el resultado anterior y resolver para nTME
r , se obtiene, de forma impĺıcita, la

ecuación que describe la TME y que está dada por:

nTME
r = 4f̃2

r (Rr − 1)2R2
r

4f̃2
r (Rr − 1)2 + R2

r

. (3.23)

La Figura 3.3 muestra la superficie de enerǵıa libre escalada, ∆E(nr, Rr), (véase la Ec. (3.21))
que se genera con Γ = 0.4 y f̃r = 5.0. La TME se representa con una ĺınea verde e indica cuál es
el camino preferencial que seguiŕıa una cápside parcial para llegar al final de autoensamblaje. A
continuación se explica detalladamente el comportamiento del paisaje de enerǵıa y las diferentes
etapas en el AECV.

Figura 3.3: Representación esquemática de la superficie de enerǵıa escalada del modelo de AECV,
que incorpora la enerǵıa de flexión según la Ec. (3.21), para los parámetros Γ = 0.4 y f̃r = 5.0
(panel superior). En el panel inferior, se ofrece un resumen gráfico del proceso de autoensamblaje,
en donde se destacan los puntos clave de dicho proceso.

Inicialmente, cuando las subunidades proteicas libres comienzan a unirse por fluctuaciones térmi-
cas, forman conglomerados que, teniendo un número reducido de subunidades, se asume que parte
del radio de curvatura preferencial, RT (ver Fig. 3.1). Debido a esto, las coordenadas del inicio de
autoensamblaje son (Rr = 1, nr ≈ 0). A medida que las subunidades individuales colisionan con un
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agregado de tamaño reducido y se adhieren a él, en términos del paisaje de enerǵıa, la cápside en
formación ≪viaja≫ sobre la superficie energética siguiendo la TME. Posteriormente, la TME llega
al punto silla, que corresponde al tamaño del núcleo cŕıtico (punto señalado en color naranja que
indica un máximo en la dirección n y un mı́nimo en la dirección R), y define la barrera energética
en el eje n/nT que ha de superarse para poder seguir creciendo espontáneamente (similar a la que
se discute en la Sección 2.3.4).

En las coordenadas (R∗
r , n∗

r , ∆E∗), que corresponden al punto de silla y que definen el tamaño cŕıtico
en este caso, una pequeña perturbación en el sistema puede hacer (i) que el agregado en cuestión
continue su autoensamblaje o (ii) que se desintegre y sus partes constituyentes vuelvan a ser libres.
Más adelante, suponiendo que se ha superado la barrera de enerǵıa, el agregado alcanza el punto
en color rojo con coordenadas (Rr max, nrc, ∆E(Rr max, nrc)),5 donde se pierde el confinamiento en
la dirección R. A partir de ah́ı, el agregado toma un camino diferente, i.e., la trayectoria de com-
presión. Esta curva se exhibe con una ĺınea color cyan en la Fig. 3.3 y señala como disminuye el
radio de curvatura mientras el cociente nc/nT se mantiene constante. La trayectoria de compresión
lleva al agregado a un estado de menor enerǵıa en donde se cierra, produciendo una cápside de
tamaño subóptimo. F́ısicamente, este proceso es debido a la tendencia a eliminar la penalización
en el borde.

Cabe mencionar que, matemáticamente, el punto en color rojo representa el máximo local del valor
de nTME

r , y describe el número de subunidades que tendŕıa la cápside cerrada que se ha ensamblado
considerando contribuciones elásticas. Finalmente, en azul se representan las coordenadas energéti-
cas de esta cápside completa, i.e., (Rrc, nrc, ∆Ec), siendo Rrc ≡ Rc/RT el radio de cierre escalado,
en donde Rc es el radio de cierre, y ∆Ec ≡ ∆E(Rrc, nrc).

La Figura 3.4 muestra como cambia el paisaje de enerǵıa escalada variando f̃r a supersaturación
fija. Se observa que, a medida que la constante de flexión aumenta, la TME tiende a acercarse al
radio preferencial RT y la cápside se cierra con un número de subunidades mayor.
El número de subunidades de la cápside completa nrc, se puede determinar anaĺıticamente como el
valor máximo de la Ec. (3.23). Entonces, el problema se reduce a maximizar la Ec. (3.23) respecto
a Rr, lo que permite encontrar el número de cierre escalado, nrc,

nrc = 8f̃2
r(

21/3 + 2f̃
2/3
r

)3 , (3.24)

y a partir de la condición de cierre, i.e., Rrc = √nrc, también el radio de cierre escalado, Rrc,

Rrc = 2
√

2f̃r(
21/3 + 2f̃

2/3
r

)3/2 . (3.25)

Los valores de estas cantidades, es decir, nrc y Rrc, para distintos valores de f̃r, se muestran
directamente en los diferentes paneles de la Fig. 3.4. Es relevante destacar que el número y radio
de cierre escalados están determinados exclusivamente por la constante de flexión, es decir, por la
competición energética de las penalizaciones energéticas del borde y la flexión. La dependencia de
estas cantidades en función de f̃r se muestran en la Fig. 3.5.

5El valor Rr max representa la coordenada sobre el eje Rr en donde el valor de nTME
r tiene un máximo local.
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Figura 3.4: Paisaje de enerǵıa escalada de AECV con enerǵıa de flexión, Ec. (3.21), en función del
número instantáneo de subunidades escalado, n/nT , y del radio instantáneo de curvatura escala-
do, R/RT , para diferentes valores de la constante de flexión, f̃r, manteniendo la supersaturación
fija, i.e., Γ = 0.4. En esta representación, los valores bajos de enerǵıa aparecen en color morado,
mientras que los valores altos se muestran en color rojo. La ĺınea blanca discontinua representa la
≪trayectoria≫ de una cápside que se forma siguiendo la curvatura preferencial R = RT . El paisaje
de enerǵıa termina en la linea negra discontinua que corresponde a la condición de cierre Rr = √nr.

La ecuación que resulta de igualar directamente la Ec. (3.22) a cero, puede resolverse para
obtener dos soluciones de Rr. En este sentido, una de las soluciones corresponde a un mı́nimo local;
un escenario f́ısico relevante en el AECV y que define la TME, nTME

r . Por su parte, la segunda
solución es un máximo local; un estado con poca transcendencia en esta investigación. En la Fig.
3.6, se muestra el comportamiento de estas dos soluciones para diferentes valores de la constante de
flexión. En el panel izquierdo de dicha figura, se observa que, para el caso dominado por flexión, i.e.,
f̃r = 100, la penalización energética asociada a una cápside que se ensambla fuera de la curvatura
preferencial es tan significativa que la cápside se ensambla a un radio muy cercano a RT .
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Figura 3.5: Número y radio de cierre escalados, Ecs. (3.24) y (3.25), respectivamente, en función
de la constante de flexión, f̃r. En el panel izquierdo, se presenta la relación entre el número de
subunidades con las cuales se cierra la cápside, nc, y el número de agregación preferencial, nT . En
el panel derecho, se muestra el radio escalado al que se cierra la cápside, Rrc = Rc/RT , a medida
que f̃r aumenta. Esta figura ilustra la tendencia a ensamblar cápsides con radios más pequeños en
comparación con la curvatura preferencial, RT . La combinación de λT y κ influye en el AECV, lo
que resulta en parámetros de cierre más pequeños de los previstos o nativos (véase en Table 3.1
de la Sección 3.9.1). El radio de curvatura preferencial, RT y el número de agregación preferencial,
nT , se representan con una ĺınea negra discontinua.

Figura 3.6: Curvas representativas de la evolución del radio de una cápside en formación en función
del número escalado de subunidades, nr, para distintos valores de la constante de flexión, i.e., f̃r =
2.0 (ĺınea azul), f̃r = 5.0 (ĺınea naranja), f̃r = 10.0 (ĺınea verde), f̃r = 100.0 (ĺınea roja). Este
último valor de f̃r corresponde al caso dominado por la enerǵıa de flexión, es decir, cuando κ≫ λT

(véase la Ec. (3.20)). En ambos paneles, se puede observar que, a medida que la constante de flexión
aumenta, y por lo tanto la rigidez de la cápside se incrementa, el radio instantáneo del agregado
tiende a RT . Para valores pequeños de κ, el efecto de la enerǵıa de borde provoca una compresión
que se traduce en la disminución del radio instantáneo de curvatura, o de forma equivalente de Rr,
a medida que nr aumenta. En el panel de la derecha se representa la localización del máximo local
de enerǵıa que toma valores de R mayores a medida que la constante de flexión disminuye.
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En cambio, a medida que f̃r disminuye, la competencia entre la enerǵıa de flexión y el borde conduce
a la formación de cápsides virales con radios menores a los de la curvatura preferencial, como se
anticipó en la Sección 3.2.3. Aśı mismo, se puede ver que a medida que el porcentaje de completitud
aumenta, el radio disminuye cada vez más, alcanzando finalmente el radio de la cápside cerrada al
final de cada ĺınea trazada. Es evidente que el dominio de compresión está directamente relacionado
con la magnitud de f̃r. Por otra parte, el panel derecho, muestra los valores de la segunda solución
que corresponde a un máximo local de enerǵıa y ocurre a radios R > RT . Este último escenario no
es f́ısicamente relevante debido a que es energéticamente no favorable. Sin embargo, se incluye el
comportamiento de la segunda solución a modo de ilustración de la función matemática.

A diferencia de la TME de la Fig. (3.2), en este sistema el autoensamblaje se describe de derecha
a izquierda a lo largo de la curva verde (ver Figs. 3.3 y 3.4). Es decir, inicialmente, un agregado
que cuenta con un número reducido de subunidades comienza teniendo la curvatura preferencial.
Mientras se agregan más subunidades, la cápside se comprime y su radio de curvatura disminuye
gradualmente hasta alcanzar el número de cierre (coordenada vertical del punto en color rojo en
la Fig. 3.4). En este punto se pierde el confinamiento en R y la cápside comienza a disminuir su
radio sin añadir más elementos, lo que sugiere una reconfiguración en la disposición geométrica de
las subunidades proteicas. Por ejemplo, para Γ = 2.78 y f̃r = 7.30, el número de cierre escalado y
el radio instantáneo de curvatura escalado resultan ser nrc = 0.62 y Rrc = 0.79, respectivamente.
En otras palabras, la inclusión de la enerǵıa de flexión en estas condiciones hace que la cápside
se cierre cuando tiene aproximadamente un 62 % de las subunidades de la cápside nativa y que el
radio de la cápside comprimida sea aproximadamente un 21 % menor que el radio promedio de la
cápside de tamaño óptimo.

3.3.1 Valores Preferenciales de Curvatura y Número de Agregación
En Busca del Virus con el Tamaño Adecuado

Los resultados del análisis gráfico de las Figs. 3.2, 3.3 y 3.4 apuntan siempre a la formación de
cápsides virales vaćıas de tamaños subóptimos, los cuales podŕıan no ser adecuados para encapsular
y preservar el material genético. Espećıficamente, se observa que las cápsides tienen (i) tamaños muy
reducidos para valores pequeños de f̃r y (ii) tamaños que se aproximan cada vez más a (RT , nT )
a medida que aumenta la constante de flexión pero que son siempre menores que el tamaño de
referencia preferencial. La pregunta natural que surge de este comportamiento es: ¿Cuáles deben
ser los valores preferenciales de curvatura y agregación para formar una cápside que, después del
intrincado proceso de autoensamblaje, tenga el radio y número de subunidades adecuados, por
ejemplo, correspondiente al número de triangulación del virus nativo? La manera más sencilla de
responder a esta pregunta es utilizando las expresiones de los cocientes Rc/RT y nc/nT .
Considere nuevamente el caso de una cápside que se autoensambla con Γ = 2.78 y f̃r = 7.30.
En la sección anterior, se encontró que el radio de cierre escalado de una cápside de este tipo es
Rc/RT = 0.79 en estas condiciones fisicoqúımicas. De manera que, el nuevo radio de curvatura
preferencial, RnT , que debe mantener un agregado en la etapa temprana de autoensamblaje para
finalmente formar una cápside con un radio RT se calcula como (véase las Ecs. (3.24) y (3.25))
RnT = RT /Rrc. Un cálculo similar al anterior indica que el número de subunidades al que se debe
apuntar al inicio del autoensamblaje es nnT = nT /nrc.

En general, los valores preferenciales, RnT y nnT , de una cápside esférica pueden calcularse
anaĺıticamente como se muestra a continuación:

RnT =

(
21/3 + 2f̃

2/3
r

)3/2

2
√

2f̃r

Rc, y nnT =

(
21/3 + 2f̃

2/3
r

)
8f̃2

r

nc. (3.26)
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En resumen, debido a que Rrc y nrc son siempre menores que 1 (consultar Fig. 3.5) y se aproximan
a este valor solo cuando f̃r →∞, se puede concluir que las subunidades proteicas han de tener un
ángulo óptimo de interacción mayor que el que se observa en la cápside nativa cerrada.

La siguiente sección se centra en la estabilidad de una cápside completamente formada y la
frontera que separa los estados estables y metaestables en términos de la supersaturación y la
constante de flexión.

3.3.2 Estabilidad de una Cápside de Tamaño Subóptimo

Como se vio en las secciones anteriores, una cápside cerrada se encuentra definida por las coor-
denadas (Rrc, nrc) y tiene una enerǵıa libre escalada de cierre ∆Ec. La estabilidad de una cápside
recién formada se puede caracterizar a través del valor de la enerǵıa libre escalada, evaluada en las
coordenadas de cierre. Cuando la cápside se ha cerrado (véase la Fig. 3.3), ésta se encuentra en un
estado de menor en enerǵıa en comparación con los estados vecinos más próximos y aquellos defini-
dos por el punto silla (estado metaestable) y el estado de pérdida de confinamiento en la dirección
R (estado inestable). Sin embargo podŕıa suceder que la cápside cerrada se encuentre en un estado
que es menos estable (metastable) en comparación con tener las protéınas desensambladas [74]. En
este ámbito, la caracterización de estabilidad se realiza a través de ∆Ec: Si ∆Ec < 0 la cápside será
estable y si ∆Ec > 0, se considera metaestable.

Cuando la cápside se ha cerrado, la penalización energética del borde desaparece, lo que implica
que la Ec. (3.21) toma la siguiente forma:

∆Ec =
[
f̃r

( 1
Rrc
− 1

)2
− Γ

]
nrc. (3.27)

Al igualar la ecuación anterior a cero es posible encontrar una relación que defina el régimen de
estabilidad en función de Γ y f̃r. A través de este argumento se obtiene, haciendo uso de las Ecs.
(3.24) y (3.25), la Supersaturación Mı́nima de Frontera (SMF), i.e.,

Γfront = 1
8f̃r

[(
21/3 + 2f̃2/3

r

)3/2
− 2
√

2f̃r

]2
, (3.28)

que define la frontera de estabilidad de cápsides cerradas. La Fig. 3.7 proporciona una representación
gráfica de la frontera y las dos regiones de estabilidad. Se observa que la frontera de estabilidad
depende únicamente de la constante de flexión. Para valores pequeños de f̃r, se requieren grandes
valores de Γ para formar cápsides estables. En contraste„ cuando f̃r ≫ 1, prácticamente cualquier
valor de la supersaturación generaŕıa una cápside estable. Adicionalmente, utilizando las Ecs. (2.66),
(3.20) y (3.28), se puede encontrar una expresión que defina la cota superior de la diferencia de
potencial qúımico que garantice la formación de una cápside estable, a saber,

∆µcotsup ≡
π∆g

16f̃r
√

nT

[(
21/3 + 2f̃2/3

r

)3/2
− 2
√

2f̃r

]2
. (3.29)

En la siguientes dos secciones, se aborda el estudio de la barrera de enerǵıa en la representación
(nrRr), se examinan los puntos cŕıticos y se realiza un análisis de estas cantidades en casos ĺımite
de los parámetros f́ısicos del sistema.
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Figura 3.7: Régimen de estabilidad de cápsides virales cerradas. En verde se muestra la región
de cápsides estables y en rojo la región de cápsides metaestables. En la región estable, cualquier
combinación de los parámetros Γ y f̃r garantiza la formación de una cápside que, aunque de
tamaño subóptimo, tendrá una enerǵıa libre (escalada) menor a cero. Por otro lado, la elección
de una combinación de parámetros de la región en color rojo producirá una cápside metaestable
que es energéticamente menos favorable que tener las subunidades en solución y es susceptible a
desensamblarse. La ĺınea azul representa la frontera de estabilidad, determinada por la Ec. (3.28).

3.4 La Barrera de Enerǵıa
De acuerdo con lo expuesto previamente, una superficie de enerǵıa puede tener puntos extremos
que son categorizados en estables, neutros, metaestables e inestables [74]. Por ejemplo, en un sis-
tema que tiene únicamente un grado de libertad, x, el estado estable (inestable) se identifica como
el valor x = x∗ en el que la enerǵıa libre es un mı́nimo (máximo) global. En la Sección 2.3.4, se
estudió el caso de una función de enerǵıa unidimensional y se determinó el punto cŕıtico inestable
n∗ (máximo global), Ec. (2.72). En contraste, la enerǵıa libre escalada del AECV con enerǵıa de
flexión, Ec. (3.21), genera una superficie de enerǵıa que involucra dos grados de libertad y un punto
silla,6 donde, la enerǵıa libre es un máximo local en una dirección y un mı́nimo local en otra (ver
Fig. 3.3). El propósito de esta sección es calcular anaĺıticamente las coordenadas del punto silla de
la superficie ∆E(nr, Rr) que definen el tamaño cŕıtico en el proceso de nucleación de la cápside.

La ecuación (3.22) muestra la derivada de la enerǵıa escalada respecto a Rr, a nr constante, des-
pués de simplificar el resultado. De la misma manera, al derivar ∆E(nr, Rr) respecto a nr con Rr

constante se obtiene(
∂∆E(nr, Rr)

∂nr

)
Rr

= f̃r

( 1
Rr
− 1

)2
− Γ + R2

r − 2nr

2Rr

√
nr(R2

r − nr)
. (3.30)

Al igualar las Ecs. (3.22) y (3.30) a cero, se obtiene un sistema de ecuaciones que permite determinar
las coordenadas del punto silla, Rr = R∗

r y nr = n∗
r , a saber,

2f̃r(R∗
r − 1)−

n∗
rR∗

r

√
R∗2

r

n∗
r

− 1

n∗
r −R∗2

r

= 0, f̃r

( 1
R∗

r

− 1
)2
− Γ + R∗2

r − 2n∗
r

2R∗
r

√
n∗

r(R∗2
r − n∗

r)
= 0. (3.31)

6En un sistema en donde la enerǵıa libre o enerǵıa potencial depende de múltiples grados de libertad, la superficie
de enerǵıa puede tener varios puntos extremos.
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Al resolver algebraicamente dicho sistema, se encuentran las coordenadas del punto silla, o de forma
equivalente, el tamaño cŕıtico, n∗

r y el radio cŕıtico de curvatura R∗
r , en su forma adimensional. Estas

cantidades tienen la siguiente forma:

R∗
r =

1 + 4f̃r

(
2f̃r − Γ

)
− ζ

8f̃r

(
f̃r − Γ

) , n∗
r =

ζ − 1 + 4f̃r

[
Γ + f̃r

(
ζ − 4f̃rΓ− 3

)]
8ζ(f̃r − Γ)2 , (3.32)

en donde se ha definido
ζ ≡

√
1 + 8f̃r

[
2f̃r(1 + Γ2)− Γ

]
. (3.33)

Las gráficas representativas de R∗
r y n∗

r se presentan en la Fig. 3.8 en función de la constante de
flexión para diferentes valores de la supersaturación. Es importante, además, analizar el comporta-
miento de las coordenadas del punto silla en función de la supersaturación para diferentes valores de
la constante de flexión. Esto permite una comparación más directa con los resultados del caṕıtulo
anterior. Por esta razón, en la Fig. 3.9 se muestran las gráficas representativas de estas cantidades
en función de Γ. En ellas se puede observar cómo las coordenadas del tamaño cŕıtico n∗

r y R∗
r del

AECV con enerǵıa de flexión se aproximan a las del modelo presentado en el Caṕıtulo 2 para valores
grandes de f̃r. Por conveniencia, y con el fin de referenciar a éste de forma simple, el modelo de
AECV del Caṕıtulo 2 será llamado a partir de ahora ≪modelo clásico≫.

Figura 3.8: Tamaño cŕıtico y radio cŕıtico escalados, Ec. (3.32), en función de la constante de
flexión, f̃r, para diferentes valores de la supersaturación, Γ. En el panel izquierdo, se muestra el
radio cŕıtico escalado, R∗

r , mientras que en el panel derecho se presenta el comportamiento de n∗
r .

Se puede observar que el radio de curvatura cŕıtico, R∗, tiende a su valor preferencial, i.e., RT , a
la vez que el número cŕıtico de subunidades, n∗, tiende a nT /2, a medida que f̃r aumenta. Para
la generación de los dos gráficos se utilizaron los siguientes valores de la supersaturación: Γ = 0.0
(ĺınea azul), Γ =0.3 (ĺınea naranja), Γ = 0.5 (ĺınea verde), Γ = 1.0 (ĺınea roja). El radio de curvatura
preferencial, RT , y el número nT /2, se representan con una ĺınea negra discontinua.

La evaluación de la enerǵıa libre escalada, Ec. (3.21), en las coordenadas del punto silla, Ec.
(3.32), conduce a la altura de la barrera de enerǵıa, i.e.,

∆E∗ ≡ ∆E(n∗
r , R∗

r)

=
ζ − 1− 4f̃rΓ(ζ − 4f̃rΓ) + 2

√
ζ −

(
1− 4f̃rΓ

)√
ζ − 1 + 4f̃r

[
f̃r

(
ζ − 4f̃rΓ− 3

)
+ Γ

]
8ζ
(
f̃r − Γ

) .

(3.34)
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Figura 3.9: Tamaño cŕıtico y radio cŕıtico escalados, Ec. (3.32), en función de la supersaturación,
Γ, para distintos valores de la constante de flexión, f̃r. En el panel izquierdo, se encuentra el
comportamiento del radio cŕıtico escalado, R∗/RT . Puede observarse que tiende hacia la curvatura
preferencial (al caso dominado por la flexión, i.e., al caso clásico representado por la ĺınea negra
discontinua) para valores grandes de f̃r. En el panel derecho, se presenta el número cŕıtico de
subunidades y se observa cómo se recupera el resultado clásico a medida que f̃r → ∞. Las dos
gráficas se generaron con los siguientes valores de la constante de flexión: f̃r = 0.5 (ĺınea azul),
f̃r = 1.0 (ĺınea naranja), f̃r = 2.0 (ĺınea verde), f̃r = 5.0 (ĺınea roja) y f̃r = 10.0 (ĺınea morada).

Figura 3.10: Enerǵıa escalada de autoensamblaje, Ec. (3.21), evaluada en dos diferentes radios de
curvatura, i.e., Rr = 1, RTME

r , para una cápside con nT = 120. En el panel izquierdo, se muestra el
comportamiento de la enerǵıa escalada de una cápside que crecen con un radio de curvatura fijo igual
al radio preferencial, RT , mientras que en el panel derecho se presentan las curvas representativas
de ∆E(nr, RTME

r ), es decir, la enerǵıa de autoensamblaje evaluada en el radio escalado que define
la TME, RTME

r , es decir, en la solución de la Ec. 3.23. Estas funciones se grafican en función del
número de subunidades escalado, n/nT , para diferentes valores de la supersaturación (véase la Ec.
(3.113)): Γ = 0.0 (ĺınea azul), Γ = 0.3 (ĺınea naranja), Γ = 0.5 (ĺınea verde) y Γ = 1.0 (ĺınea roja).
Particularmente se ha utilizado f̃r = 20 para las curvas del panel derecho. En ambos casos, la
altura de la barrera de enerǵıa en el caso clásico y en ausencia de potencial qúımico se representa
mediante una ĺınea negra discontinua.
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En el panel izquierdo de la Figura 3.10, se muestra el comportamiento del paisaje de enerǵıa es-
calada, ∆E(nr), para diferentes valores de la supersaturación si la formación de la cápside ocurriese
con un radio igual al radio preferencial, i.e., siguiendo la linea blanca en la Fig. 3.4. Este escenario
es equivalente al modelo clásico representado en el panel derecho de la Figura 2.3. La razón radica
en que si una cápside sigue la curvatura preferencial, la enerǵıa de flexión desaparece (véase la
Ec. (3.14)), dejando únicamente al potencial qúımico y la tensión lineal como los parámetros que
determinan las v́ıas de autoensamblaje.

En el panel derecho de la Figura 3.10, se representa el paisaje de enerǵıa escalada de una cápside
que sigue la TME, es decir, RTME

r , que corresponde a la ĺınea verde de la Fig. 3.4. En este segundo
caso, se puede observar más directamente el efecto de la enerǵıa de flexión: a medida que la cons-
tante de flexión aumenta, también lo hace la altura de la barrera de enerǵıa, es decir, los máximos
locales de la superficie de enerǵıa. En otras palabras, cuanto más ŕıgida sea la cápside, más enerǵıa
se requiere para desviarse hacia curvaturas diferentes valores de RT , y al mismo tiempo se necesita
un mayor número de subunidades proteicas para formar un núcleo.

La solución anaĺıtica de las coordenadas (R∗
r , n∗

r) permite obtener el tamaño del núcleo cŕıtico en
términos del (i) número de subunidades y (ii) el radio de curvatura preferencial, es decir, nT y RT .
Además, estas expresiones permiten estimar cómo las propiedades del núcleo cŕıtico dependen de
los parámetros f́ısicos relevantes, como son la supersaturación, Γ, y la constante de flexión, f̃r, con
el objetivo de garantizar o frustrar la formación de una cápside completa en un marco experimental
o computacional.

Figura 3.11: El panel izquierdo muestra la representación gráfica de la altura de la barrera de
enerǵıa escalada del AECV con enerǵıa de flexión, Ec. (3.34), en función de la supersaturación,
Γ, para diferentes valores de la constante de flexión, f̃r, a saber, f̃r = 0.5 (ĺınea azul), f̃r = 1.0
(ĺınea naranja), f̃r = 2.0 (ĺınea verde) y f̃r = 5.0 (ĺınea roja). La curva que describe la altura de la
barrera de enerǵıa del caso clásico, en su versión adimensional (dividida por λT nagr), se representa
como una ĺınea negra discontinua. El panel derecho presenta la diferencia entre las barreras de
enerǵıa del AECV del modelo clásico, Ec. (2.73) (dividida por el producto λT nagr), y del sistema
con enerǵıa de flexión, Ec. (3.34), i.e., ∆G∗/λT nagr−∆E∗, en función de f̃r para diferentes valores
de Γ: Γ = 0.0 (ĺınea azul), Γ = 0.3 (ĺınea naranja), Γ = 0.5 (ĺınea verde) y Γ = 1.0 (ĺınea roja).
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En la Figura 3.11, se muestra la altura de la barrera de enerǵıa en función de la supersaturación
para diferentes valores de f̃r, aśı como la diferencia entre la altura de la barrera en el caso clásico
y con enerǵıa de flexión, ∆G∗/λ nagr −∆E∗, i.e., la diferencia entre las Ecs. (2.73) (dividida por el
producto λ nagr) y (3.34), respectivamente. Esta diferencia se presenta en su forma adimensional
y se grafica en función de f̃r para distintos valores de Γ. Esta representación permite caracterizar
cómo disminuye el efecto de la enerǵıa de flexión a medida que f̃r toma valores significativamente
altos en comparación con ∆µ o λT . Puede observarse que, en todos los casos, la altura de la barrera
de enerǵıa con flexión es más baja que en el modelo clásico.
A diferencia del ≪modelo clásico≫ del caṕıtulo anterior, en el AECV con enerǵıa de flexión son dos
los parámetros escalados que controlan la formación de cápsides, a saber: (i) la supersaturación, Γ,
y (ii) constante de flexión, f̃r.

3.4.1 Desaparición del Punto Cŕıtico

El AECV se ha caracterizado en función de los parámetros adimensionales Γ y f̃r que exhiben el
efecto de competición energética. Sin embargo, es interesante estudiar qué sucede con las condicio-
nes de autoensamblaje cuando uno de los parámetros mencionados anteriormente se mantiene fijo
mientras el otro toma un valor extremo, ya sea muy grande o muy pequeño.

En la Fig. 3.12, se muestran los paisajes de enerǵıa libre escalada en el estado en donde una
subunidad que forma parte de la cápside tiene la misma enerǵıa que en solución, esto es con Γ = 0.0,
para diferentes valores de la constante de flexión. A medida que la constante de flexión disminuye,
se observa un traslape entre el punto que describe al máximo de la TME y las coordenadas del
punto silla, (R∗

r , n∗
r). Espećıficamente, se ve que, a medida que f̃r disminuye, el punto en color na-

ranja, correspondiente al tamaño cŕıtico, se aproxima al punto en color rojo, que indica la pérdida
de confinamiento en la dirección radial, (cuadrante (i)). Luego, el punto en color rojo se superpone
con el naranja, lo que corresponde a que nrc ≈ n∗

r y Rrc ≈ R∗
r (cuadrante (ii)). Posteriormente,

cerca de f̃r ≈ 0.14, y para valores menores a este, el punto silla desaparece y es sustituido por
un punto en donde hay un máximo local tanto en la dirección n como en la dirección R, lo que
se representa con un punto en color magenta en los cuadrantes (iii) y (iv). Este fenómeno, donde
el punto silla pasa a ser un punto máximo en la vecindad de los puntos circundantes en todas las
direcciones, se denomina la desaparición del punto cŕıtico.

En general, la desaparición del punto cŕıtico se observa para valores pequeños de f̃r en comparación
con Γ. La magnitud o escala de qué tan pequeño debe ser f̃r para observar este fenómeno depende
fuertemente del valor inicial de Γ. Más espećıficamente, a medida que Γ aumenta, el rango de valo-
res de f̃r donde se observa la desaparición del punto cŕıtico, es decir, n∗

r − nc ≪ 0, disminuye. Más
aún, cuando f̃r → 0, la compresión de la cápside en formación es tan pronunciada que la estructura
final tiende a ser del tamaño de una subunidad libre. En contraste, cuando f̃r → ∞, las estructu-
ras no experimentan compresión y la cápside se autoensambla con el número de subunidades y la
curvatura preferencial.

La desaparición del punto cŕıtico implica la pérdida de la noción f́ısica del tamaño cŕıtico. En
estas condiciones el punto cŕıtico corresponde a un máximo local del paisaje de enerǵıa, tanto en la
dirección n como en la dirección R. La enerǵıa crece directamente hasta que un agregado forma una
cápside metaestable. El sistema no transita por este máximo, sino que la cápside parcial ≪bordea≫ el
máximo en la dirección R, a través de la ĺınea cyan discontinua, hasta cerrarse.
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Figura 3.12: Paisaje de enerǵıa escalada del modelo de AECV con enerǵıa de flexión, Ec. (3.21), en
función del número escalado de subunidades, n/nT , y de el cociente R/RT para Γ = 0.0 y valores
pequeños de la constante de flexión f̃r. El código de color y el significado de las ĺıneas sobre la
superficie de enerǵıa coinciden con lo descrito en la Figura 3.4.

3.4.2 Casos Ĺımite
Las coordenadas del tamaño cŕıtico, Ec. (3.32), y de la altura de la barrera de nucleación, Ec. (3.34),
para valores extremos de Γ, i.e., cuando Γ≪ 1 o 1/Γ≪ 1, son importantes para analizar el marco
teórico y su rango de aplicabilidad.7 Considere entonces el estado de equilibrio, i.e., ∆µ = 0.0 kBT .
En este estado de equilibrio, no hay ninguna ventaja energética entre el estado libre y de agregación.
En este caso, el trabajo total de formación de un intermediario de tamaño n tiene únicamente dos
contribuciones: (i) la enerǵıa de flexión (segundo término de la Ec. (3.21)) y (ii) la enerǵıa de borde

7Las modificaciones a estas cantidades para valores extremos de f̃r se puede deducir fácilmente del comportamien-
to gráfico presentado en las Figs. 3.9, 3.10 y 3.11 (panel izquierdo). Concretamente, se recuperan los resultados del
modelo clásico, i.e., Ecs. (2.72) y (2.73), para n∗ y ∆G∗ cuando f̃r → ∞. En este mismo ĺımite, el radio instantáneo
de curvatura tiende al radio de curvatura preferencial, y por lo tanto no hay compresión de la cápside en el autoen-
samblaje. Por otro lado, si f̃r → 0, tanto el tamaño del núcleo cŕıtico como su radio tienen a cero, como se observa
en la Fig. 3.9.
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(tercer término de dicha ecuación). Por lo tanto, el radio cŕıtico de curvatura escalado, R∗
r , se reduce

a la siguiente expresión:

R∗
r ∆µ=0 = 1 + 1− ζ0

8f̃2
r

, (3.35)

mientras que el número cŕıtico de subunidades escalado, n∗
r , se escribe como

n∗
r ∆µ=0 = 1

2 + ζ0 − 1− 12f̃2
r

8f̃2
r ζ0

, (3.36)

siendo ζ0 ≡
√

1 + 16f̃2
r el valor del parámetro auxiliar ζ definido en la Ec. (3.33) cuando Γ = 0.0.

Por un lado, el primer término, tanto de la Ec. (3.35) como de la Ec. (3.36), representa los resultados
obtenidos en el modelo clásico de AECV (véase la Ec. (2.75)). Por otro lado, el segundo término
en cada una estas ecuaciones refleja el efecto de competición entre las penalizaciones energéticas.
La altura de la barrera de enerǵıa escalada en este ĺımite toma la siguiente forma:8

∆E∗
∆µ=0 =

√
ζ0 − 1
8f̃rζ0

[
2
√

4f̃2
r (ζ0 − 3) + ζ0 − 1 +

√
ζ0 − 1

]
. (3.37)

En concordancia con el modelo clásico, los agregados intermediarios con un tamaño escalado nr

mayor que n∗
r experimentarán una reducción en la enerǵıa libre al añadir más subunidades, lo

que les permitirá crecer en la dirección nr y cubrir un mayor grado de completitud, a medida
que el radio instantáneo de curvatura disminuye progresivamente. En la Fig. 3.13, se muestran las
curvas representativas del número de subunidades del núcleo cŕıtico (panel izquierdo) y la altura
de la barrera de enerǵıa escalada (panel derecho) en función de f̃r para Γ = 0.0 (∆µ = 0.0 kBT )
y Γ = 0.2 (∆µ < 0.0 kBT ). Además, se presenta la convergencia de estas cantidades hacia los
resultados de la Sección 2.3.4 para valores grandes de la constante de flexión.

Figura 3.13: Representación esquemática del número cŕıtico de subunidades, n∗
r (panel izquierdo),

y la altura de la barrera de enerǵıa escalada, ∆E∗ (panel derecho), en el estado de equilibrio, i.e.,
con ∆µ = 0.0 kBT (Γ = 0.0) (ĺınea azul) y en el estado supersaturado, es decir, ∆µ < 0.0 kBT (en
donde a manera de ejemplo se utilizó Γ = 2.0) (ĺınea naranja), en función de f̃r. En ambos casos,
los resultados obtenidos en el modelo clásico con Γ = 0.0, Ecs. (2.75) y (2.76), respectivamente, se
representan con una ĺınea negra discontinua.

8Cabe mencionar que si Γ = 0.0, los dos términos restantes en la enerǵıa libre de autoensamblaje son positivos
(ver Ec. (3.21)), por lo tanto, una cápside cerrada en estas condiciones será metaestable, es decir, tendrá una enerǵıa
libre escalada de cierre que es mayor que en el estado desensamblado.
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En la Fig. 3.13, se puede observar que cuando ∆µ = 0.0 kBT , la barrera de enerǵıa está situada
en una cápside intermedia que contiene menos de la mitad de las subunidades requeridas para
alcanzar el tamaño preferencial, es decir, n∗ < nT /2 (ver la Ec. (3.36)). Por su parte, cuando el
potencial qúımico es negativo (∆µ < 0.0 kBT ) la altura de la barrera de enerǵıa escalada disminuye.
En conclusión, fuera del equilibrio, el número de subunidades requeridas para formar al núcleo
disminuye y el radio instantáneo de curvatura siempre se comprime. Para valores grandes (muy
negativos) de Γ (∆µ), la barrera de enerǵıa puede ser lo suficientemente pequeña para impulsar el
autoensamblaje de una cápside viral vaćıa con enerǵıa de flexión hacia tamaños subóptimos.

Los valores altos de supersaturación, i.e., ∆µ≪ 0, se corresponden de acuerdo con la Ec. (3.20),
i.e.,

1
Γ ≪ 1, (2.77)

de manera que el radio cŕıtico de curvatura escalado se escribe como:

R∗
r = 1− 1

8πΓf̃r

, (3.38)

mientras que el tamaño cŕıtico, Ecs. (3.32) (lado derecho), y la altura de la barrera, (3.34), toman
la forma exacta de las igualdades presentadas en la Ec. (2.81). El término 1/8πΓf̃r en la Ec. (3.38)
indica que cualquier valor de la supersaturación y la constante de flexión resulta en una disminución
del radio de curvatura.

De acuerdo con estos resultados, una mayor disponibilidad de subunidades proteicas en solución
facilita la formación de núcleos y su crecimiento posterior. Más aún, la presencia de la enerǵıa
de flexión moderada reduce el tamaño del núcleo cŕıtico. Esto a su vez, acelera la producción
de embriones de cápsides en una solución. La verificación de la aceleración de la producción de
núcleos en presencia de la enerǵıa de flexión se aborda en la siguiente sección, donde se calcula
anaĺıticamente el ritmo de nucleación en el estado estacionario del AECV considerando la enerǵıa
de flexión.

3.5 Cinética del Autoensamblaje de Cápsides Virales con Enerǵıa de Flexión
Tal como se mencionó en la Sección 3.2, la enerǵıa libre de formación de cápsides virales con enerǵıa
de flexión ha sido estudiada anteriormente por M. Hagan y G. Grason [36], en el contexto de auto-
ensamblaje autolimitante, y por C. Mendoza y D. Reguera [43], que analizaron cuáles son las formas
óptimas de los ensamblados. En ningún caso de los anteriores se trataron los aspectos cinéticos del
AECV. En esta sección, se presentan los fundamentos matemáticos para calcular anaĺıticamente la
tasa de nucleación (o ritmo de autoensamblaje) de un sistema cuya enerǵıa libre depende de dos
variables. Para ello, se emplean las herramientas de la TCN de sistemas multicomponentes.

Un agregado intermedio compuesto de n subunidades y con un radio de curvatura R, experi-
menta cambios en su tamaño y curvatura a medida que las subunidades proteicas libres chocan
con él. Suponga entonces que el ritmo al que las subunidades se adhieren a un agregado de tamaño
{n, R} se denota como βn {n,R}(t), mientras que el ritmo al que dichas subunidades se disocian es
γn {n,R}(t). Adicionalmente, suponga que los cambios en el radio instantáneo de curvatura, aunque
puede variar en un espectro continuo, son discretos. Es decir, una cápside con un radio R solo puede
aumentar o disminuir su radio de curvatura en pasos de tamaño δR, por lo que R = h δR, en donde
h = 1, 2, 3, · · · . De esta manera, el ritmo al que la curvatura instantánea aumenta y disminuye se
representa como βh {n,R}(t) y γh {n,R}(t), respectivamente.
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En la Fig. 3.14, se muestra una representación esquemática de la variación discreta de la curvatura
instantánea de una cápside en formación.

Figura 3.14: Representación esquemática del
aumento y disminución discreta del radio de
curvatura de un agregado de tamaño {n, R}. En
naranja, se muestra un agregado intermediario
con radio R, en azul, uno con radio R − δR y
en verde, uno con radio R + δR.

La concentración de agregados con un núme-
ro espećıfico de subunidades, n, y cierto ra-
dio de curvatura, R, puede cambiar por al-
guna de las siguientes razones: Un agregado
{n, R} puede convertirse en un agregado in-
termedio de tamaño {n − 1, R} ({n, R − δR})
o {n + 1, R} ({n, R + δR}) al perder (dismi-
nuir) o ganar (aumentar) su número de subuni-
dades (radio de curvatura). Análogamente, se
puede obtener un agregado de tamaño {n, R}
al añadir (aumentar) o sustraer (disminuir)
una subunidad (la curvatura) de un agregado
de tamaño {n − 1, R} ({n, R − δR}) o {n +
1, R} ({n, R + δR}), respectivamente.9 De es-
ta manera, el cambio en el tiempo de la po-
blación o concentración de agregados de ta-
maño {n, R}, c{n,R}, se obtiene particularizan-
do l = n , h en la ecuación maestra gene-
ralizada presentada en la Sección 2.4.1, Ec.
(2.86).

Por lo tanto, la ecuación maestra que describe los cambios en la concentración de agregados de
tamaño {n, R} del modelo de AECV con enerǵıa de flexión es

dc{n,R}
dt

= In {n−1,R}(t)− In {n,R}(t) + Ih {n,R−δR}(t)− Ih {n,R}(t), (3.39)

siendo

In {n,R} = βn {n,R}(t) c{n,R}(t)− γn {n+1,R}(t) c{n+1,R}(t), (3.40)

la corriente neta de agregados de tamaño {n, R} en la dirección n (véase la Ec. (2.85)). La expresión
de la corriente Ih {n,R} en la dirección h tiene exactamente la misma estructura matemática que
la ecuación anterior. La única diferencia radica en que hay que sustituir las tasas de cambio por
aquellas que describen el aumento o la disminución discreta del radio de curvatura, i.e., βh {n,R} y
γh {n,R}.

La formación de un nuevo agregado a través de la unión o separación de subunidades proteicas,
aśı como debido al aumento o disminución del radio de curvatura, se representa esquemáticamente
en la Fig. 3.15.

9Para simplificar el desarrollo teórico, se considera un tamaño de paso de δR en todo el proceso, aunque en realidad
puede ser tan pequeño como se desee. De esta forma, se modela el ritmo de autoensamblaje de manera análoga a
la formulación de J en presencia de dos especies de subunidades, i.e., n y h. Por último, será necesario emplear el
ĺımite continuo, como se hizo a partir de la Ec. (2.105) en la Sección 2.4.2. Esto justifica la suposición de que el radio
aumenta de forma discreta, ya que finalmente podrá tomar valores dentro de un espectro continuo.
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Figura 3.15: Representación esquemática del flujo de tamaños de agregados en la dirección de n
(horizontal) y R (vertical). Por un lado, el ritmo de unión y separación de subunidades proteicas está
dado por βn {n,R}(t) y γn {n,R}(t), respectivamente. Por otro lado, βh {n,R}(t) y γh {n,R}(t) representan
los ritmos de crecimiento y disminución del radio de curvatura.
En el centro de la figura se observa un agregado de tamaño {n, R}. A la derecha (izquierda) de
este, se representa a un agregado de tamaño {n + 1, R} ({n− 1, R}), que tiene una subunidad más
(menos). En la dirección vertical, se puede observar que por arriba (abajo) del agregado central, se
encuentra una cápside parcialmente formada con un radio mayor (menor) comparado con el de la
estructura principal. Figura basada en [107].

En el ĺımite continuo, la Ec. (3.39) se escribe como sigue:

∂c{n,R}(t)
∂t

≈ −
∂In {n,R}

∂n
−

∂Ih {n,R}
∂h

. (3.41)

Esta expresión puede deducirse fácilmente aplicando la definición de derivada:

∂Ik {k,j}
∂k

= ĺım
∆k→0

Ik {k+∆k,j} − Ik {k,j}
∆k

, (3.42)

donde k = n, h y ∆k representa el cambio discreto en la especie k (que en ambos casos es unitario).
Si se desea expresar la variación temporal de los agregados de tamaño {n, R} en términos de
derivadas respecto a R en lugar de h, simplemente se requiere aplicar la regla de la cadena. De este
modo, la Ec. (3.41) se expresa como se muestra a continuación

∂c{n,R}(t)
∂t

≈ −
∂In {n,R}

∂n
−

∂IR {n,R}
∂R

, (3.43)

en donde

IR {n,R} ≡ δR Ih {n,R} = δR βh {n,R}(t) c{n,R}(t)− δR γh {n,R+δR}(t) c{n,R+δR}(t). (3.44)
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Es importante mencionar que el dominio de los grados de libertad n y R son [1, nc] y [
√

n,∞],
respectivamente, los cuales tienen asociadas las siguientes condiciones a la frontera: βn {nc,Rc} =
γn {1,RT } = 0 y βh {n,R→∞} = γh {nc,

√
nc} = 0.

Ahora se introduce el operador de divergencia, ∇·, en la forma de un vector renglón, i.e.,

∇· ≡
(

∂
∂n , ∂

∂R

)
· , (3.45)

y el vector de corriente neta I, como un vector columna con componentes en la dirección n y R, es
decir,

I ≡
(

In

IR

)
. (3.46)

Esta es la notación utilizada t́ıpicamente en la TCN de sistemas multicomponentes [78, 107-109].
Con estas definiciones, la Ec. (3.41) toma la siguiente forma:

∂c{n,R}(t)
∂t

= −∇ · I. (3.47)

En el estado estacionario se tiene que−∇·I = 0. Naturalmente, al evaluar la concentración c{n,R}(t),
o sus derivadas, para todos los valores de n y R, se obtendrán número reales.

Las complicaciones que surgen de la introducción de una nueva variable, como una nueva especie
o un nuevo grado de libertad, en el cálculo del ritmo de nucleación no pueden resolverse comple-
tamente utilizando únicamente los esquemas propuestos inicialmente por R. Becker, W. Döring
y J. Zeldovich, y aplicados en la Sección 2.4.2, para el problema homogéneo de una componente
[107]. Sin embargo, dado que la dirección R no representa una especie de subunidades o bloques de
construcción en el sentido convencional, es posible, al menos como paso inicial, aplicar este método
a sistemas bicomponentes.
Usando la condición de balance detallado, Ec. (2.89), para eliminar los coeficientes γ en las expre-
siones de la corriente neta en las direcciones n y R, se obtiene que,

In {n,R} = βn {n,R}(t)c{n,R}(t)− βn {n,R}
ceq

{n,R}
ceq

{n+1,R}
c{n+1,R}(t) (3.48)

y

IR {n,R} = δR βh {n,R}(t)c{n,R}(t)− δR βh {n,R}
ceq

{n,R}
ceq

{n,R+1}
c{n,R+1}(t). (3.49)

Para el cálculo del ritmo de AECV con enerǵıa de flexión, se emplea un tratamiento similar al
de la Sección 2.4. Aśı, la corriente en la dirección n se puede escribir como

In {n,R} = βn {n,R}ceq
{n,R}

[
c{n,R}(t)

ceq
{n,R}

−
c{n+1,R}(t)

ceq
{n+1,R}

]
. (3.50)

En el ĺımite continuo, la ecuación anterior es

In {n,R} = βn {n,R}ceq
{n,R}

{
− ∂

∂n

[
c{n,R}(t)

ceq
{n,R}

]}
. (3.51)

Ahora, implementando una generalización de la Ec. (2.45), i.e.,
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ceq
{n,R} = cs exp[−β∆G(n, R)], (3.52)

con ∆G(n, R) dada por la Ec. (3.18), donde cs es la concentración del solvente y una constante de
normalización, se obtiene entonces que la corriente en la dirección n es

In {n,R} = βn {n,R} exp[−β∆G(n, R)]
{
− ∂

∂n

c{n,R}(t)
exp[−β∆G(n, R)]

}
. (3.53)

Siguiente el mismo procedimiento, se encuentra que la corriente en la dirección R tiene la siguiente
forma:

IR {n,R} = βR {n,R} exp[−β∆G(n, R)]
{
− ∂

∂R

c{n,R}(t)
exp[−β∆G(n, R)]

}
, (3.54)

siendo βR {n,R} ≡ δR2βh {n,R}.

Posteriormente, siguiendo los pasos de K. Binder y D. Stauffer [110], se invoca nuevamente al
vector I, presentado en la Ec. (3.46), con el que se describe la corriente en todas las direcciones a
través de la implementación de la matriz de crecimiento, D, definida como,

D ≡
(

βn {n,R} βn,R {n,R}
βn,R {n,R} βR {n,R}

)
. (3.55)

Los elementos fuera de la diagonal en la matriz anterior son cero en el AECV con enerǵıa de flexión,
ya que los grados de libertad son completamente independientes.10 De esta manera, la matriz de
crecimiento es

D =
(

βn {n,R} 0
0 βR {n,R}

)
. (3.56)

Por lo que la corriente resulta

I = −D exp[−β∆G(n, R)]∇
{

c{n,R}(t)
exp[−β∆G(n, R)]

}
, (3.57)

siendo11

∇ ≡

 ∂
∂n

∂
∂R

 . (3.58)

En esta sección, se estudia el vector de corriente neta, I, alrededor del punto silla (n∗, R∗).12

Debido a esto, la Ec. (3.18) se expresa como una serie de Taylor alrededor de (n∗
r , R∗

r). Esto es,
10Los coeficientes fuera de la diagonal en la matriz D podŕıan ser diferentes de cero si R representara una especie

adicional de part́ıculas o subunidades proteicas dentro de la solución de autoensamblaje. En la TCN de sistemas
multicomponentes, la aparición de coeficientes de unión cruzados, i.e., βn R {n,R}, resulta importante para vapores en
donde la concentración de ciertos agregados supera a la concentración de las subunidades libres. En este contexto,
los coeficientes cruzados desempeñan un papel crucial en los ritmos de nucleación J [78, 85, 110, 111].

11El operador gradiente, ∇, es esencialmente la matriz transpuesta del operador de divergencia, ∇·. Entonces, si
el operador de divergencia se representa como una matriz renglón (1 × 2) (ver la Ec. (3.45)), el operador gradiente se
representaŕıa como una matriz columna (2 × 1), que es exactamente lo que indica la Ec. (3.58).

12Es importante recalcar que el orden en el que se escriben las coordenadas del punto silla, ya sea como (n∗, R∗)
o como (R∗, n∗), depende únicamente de la representación del paisaje de enerǵıa o del comportamiento gráfico de
la altura de la barrera enerǵıa. Por ejemplo, en las Figs. 3.4 y 3.12, el eje de las abscisas está asociado al radio
instantáneo de curvatura escalado, R/RT , mientras que el eje de las ordenadas está asignado al número instantáneo
de subunidades escalado, n/nT . De la misma manera, la dependencia de la enerǵıa libre de Gibbs (véase la Ec. (3.18))
puede indicarse como ∆G = ∆G(n, R) o como ∆G = ∆G(R, n) indistintamente.
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∆G(n, R) = ∆G∗ +
(

∂∆G

∂n

)
∗

(n− n∗) +
(

∂∆G

∂R

)
∗

(R−R∗)

+ 1
2

(
∂2∆G

∂n2

)
∗

(n− n∗)2 +
(

∂2∆G

∂n∂R

)
(n− n∗)(R−R∗)

+ 1
2

(
∂2∆G

∂R2

)
∗

(R−R∗)2 + · · ·

(3.59)

en donde el sub́ındice ∗ en cada una de las derivadas indica la evaluación del resultado de la
operación diferencial en el tamaño cŕıtico. Las primeras derivadas de la expresión anterior son cero,
debido al significado f́ısico de n∗ y R∗, i.e.,(

∂∆G

∂n

)
∗

=
(

∂∆G

∂R

)
∗

= 0. (3.60)

Posteriormente, se define una matriz con las segundas derivadas de la enerǵıa libre evaluadas en el
tamaño cŕıtico, a saber,13

W∗ ≡

 ∂2
n ∂n,R

∂n,R ∂2
R


∗

∆G(n, R), (3.61)

junto con el vector

∆n ≡
(

n− n∗

R−R∗

)
. (3.62)

Con estas definiciones, la aproximación de ∆G(n, R) como una serie de Taylor alrededor de (R∗, n∗),
hasta segundo orden, tiene la siguiente forma:

∆G(n, R) ≈ ∆G∗ + 1
2∆nTW∗∆n. (3.63)

A través de las definiciones anteriores, el vector de corriente neta de la Ec. (3.57), en las
proximidades del tamaño cŕıtico, se puede escribir como

I = −D∗ exp(−β∆G∗) exp
(
−β

2 ∆nTW∗∆n
)

∇

 c{n,R}(t)
exp(−β∆G∗) exp

(
−β

2 ∆nTW∗∆n
)
. (3.64)

En la expresión anterior, se ha sustituido D por D∗ ya que se considera que las componentes de
la Ec. (3.56) cambian muy lentamente en comparación con los factores exponenciales [108]. Esto
permite considerar a los coeficientes βk también en la vecindad del tamaño cŕıtico, a saber, β∗

k.
Adicionalmente, puede observarse que los factores cs y exp(−β∆G∗) serán constantes al elegir los
parámetros f́ısicos de la solución de autoensamblaje. Entonces, la ecuación anterior se simplifica a

13En la definición de la matriz W, la notación ∂k2 indica segunda derivada parcial respecto a la variable k, es decir,
∂k2 → ∂/∂k2, mientras que ∂n,R, representa dos derivadas consecutivas, primero respecto a n y después respecto a
R, i.e., ∂/∂R ∂/∂n.
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I = −D∗ exp
(
−β

2 ∆nTW∗∆n
)

∇

 c{n,R}(t)
exp

(
−β

2 ∆nTW∗∆n
)
. (3.65)

El siguiente paso en el análisis t́ıpico de un sistema bicomponente es realizar una transformación
de coordenadas para evitar resolver el problema en la presencia de D∗, ya que, debido a la naturaleza
de dicha matriz, las diferentes especies de subunidades proteicas están acopladas en el vector de
corriente neta. En otras palabras, se requiere que In ∝ ∂n y que IR ∝ ∂R. El desacoplamiento de
los grados de libertad, n y R, en el vector de corriente neta se realiza en la siguiente sección.

3.5.1 Desacomplamiento de los Grados de Libertad n y R

Siguiendo el proceso general propuesto por H. Reiss [107], posteriormente usado por Feder [112]
[112] y H. Trinkaus [108], y más recientemente utilizado por H. Vehkamäki [78] y V. I. Kalikmanov
[85], se propone hacer una transformación de las variables ∆n, I y c{n,R}, a las nuevas variables

∆η =
(

m−m∗

r − r∗

)
, I =

(
Im

Ir

)
y ϱ{m,r}, usando las siguientes reglas:

∆n ≡ D∗ 1/2∆η, I ≡ D∗ 1/2

det
(
D∗ 1/2)I, c{n,R} =

ϱ{m,r}

det
(
D∗ 1/2) y ∇ ≡ D∗ −1/2∇η. (3.66)

en donde se ha incorporado D∗ 1/2 de tal modo que D∗ 1/2D∗ 1/2 = D∗. Además, se considera que
tanto D∗, como D∗ 1/2 y D∗ −1/2 son matrices reales y simétricas. La implementación de matrices
reales y simétricas permite, en general, que el operador diferencial ∇ se transforme como [113]

∇v =
(
AT
)−1

∇u, si v = Au, (3.67)

en donde A es una matriz simétrica. De acuerdo con las definiciones proporcionadas anteriormente,
la Ec. (3.65) toma la siguiente forma en las nuevas coordenadas:

D∗ 1/2

det
(
D∗ 1/2)I =−D∗ exp

[
−β

2
(
D∗ 1/2∆η

)T
W∗
(
D∗ 1/2∆η

)]
×

×D∗ −1/2∇η


ϱ{m,r}/ det

(
D∗ 1/2

)
exp

[
−β

2
(
D∗ 1/2∆η

)TW∗(D∗ 1/2∆η
)]
,

(3.68)

una expresión que puede simplificarse a

I =− exp
[
−β

2
(
D∗ 1/2∆η

)T
W∗
(
D∗ 1/2∆η

)]
∇η


ϱ{m,r}

exp
[
−β

2
(
D∗ 1/2∆η

)TW∗(D∗ 1/2∆η
)]
, (3.69)

al utilizar el hecho de que D∗D∗ −1/2 = D∗ 1/2. Ahora, el factor dentro de las funciones exponenciales,
que involucra la multiplicación de matrices, se puede escribir como se muestra a continuación.

(
D∗ 1/2∆η

)T
1W∗

(
D∗ 1/2∆η

)
=
(
D∗ 1/2∆η

)T(
D∗ −1/2D∗ 1/2

)
W∗
(
D∗ 1/2∆η

)
, (3.70)
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en donde se ha implementado D∗ 1/2D∗ −1/2 = 1, siendo 1 la matriz identidad (2×2). Utilizando las
propiedades básicas de las matrices, y el hecho de que la matriz D∗ 1/2 es simétrica, i.e., D∗ 1/2 =(
D∗ 1/2

)T
, se puede demostrar que [114, 115]

(
D∗ 1/2∆η

)T
D∗ −1/2 =∆ηT

(
D∗ 1/2

)T
D∗ −1/2 = ∆ηTD∗ 1/2D∗ −1/2 = ∆ηT. (3.71)

De modo que (
D∗ 1/2∆η

)T
W∗
(
D∗ 1/2∆η

)
= ∆ηTD∗ 1/2W∗D∗ 1/2∆η. (3.72)

Al definir una nueva matriz simétrica S como

S ≡ D∗ 1/2W∗D∗ 1/2, (3.73)

el vector de corriente neta en las nuevas coordenadas resulta

I = − exp
(
−β

2 ∆ηTS∆η

)
∇η

 ϱ{m,r}

exp
(
−β

2 ∆ηTS∆η

)
. (3.74)

Probablemente, la forma más directa de calcular ∆ηTS∆η es a través de la introducción de
unas nuevas coordenadas (x, y) en las que la matriz S, Ec. (3.73), sea diagonal. Este proceso tiene
múltiples ventajas para el producto matricial y a continuación se enuncian las tres principales: (i)
La transformación hacia las nuevas coordenadas (x, y) puede ser interpretada como una rotación
que actúa sobre los ejes coordenados originales hacia la dirección de los eigenvectores de S, a
saber, eλ1 y eλ2 , (lo que a su vez permite el cálculo del flujo en una dirección efectiva [78, 85] y
desacoplar los grados de libertad de autoensamblaje). (ii) Debido a que S es simétrica naturalmente
(y permanecerá simétrica en la rotación), los elementos de su diagonal son los eigenvalores del
problema Seλi

= λieλi
, mientras que sus eigenvectores son ortogonales y, por lo tanto, forman una

base ortogonal en el espacio vectorial [116]. (iii) Finalmente, la diagonalización de una matriz (o
tener una matriz diagonal en un nuevo sistema de coordenadas) simplifica muchas operaciones, e.g.,
el cálculo de determinantes y potencias de una matriz, aśı como la solución de sistemas lineales
[114, 115]. Considerando estos argumentos, la transformación de coordenadas puede representarse
con una matriz ortogonal Q,14 de manera que los vectores, matrices y operadores ∆η, I, S y ∇η,
en las nuevas coordenadas son:

∆η′ = Q∆η, I ′ = Q I, S′ = Q · S ·Q−1, y ∇η′ = Q∇η, (3.76)

respectivamente. Siguiendo este razonamiento, se puede asegurar que

S′ =
(

λ1 0
0 λ2

)
, (3.77)

14La matriz de rotación t́ıpicamente utilizada para realizar una rotación en el espacio Euclidiano es

Q =
(

cos ϑ − sin ϑ
sin ϑ cos ϑ

)
. (3.75)

La matriz Q rota todos los puntos en el plano definido por las variables originales en sentido contrario a las manecillas
del reloj, un ángulo ϑ alrededor del origen del espacio bidimensional. [114, 116]. Dentro del contexto de AECV, ϑ
denota el ángulo del flujo de tamaño cŕıtico en el sistema de coordenadas (n, R).
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y, por lo tanto, que la Ec. (3.74) se transforma resultando en15

I ′ = − exp
[
−β

2
(
∆η′ 2

1 λ1 + ∆η′ 2
2 λ2

)]
∇η′

{
ϱ{m,r} exp

[
β

2
(
∆η′ 2

1 λ1 + ∆η′ 2
2 λ2

)]}
, (3.79)

en donde ∆η′
1 y ∆η′

2 representan la primera y segunda componente del vector ∆η′. La ecuación an-
terior indica que I ′

1 y I ′
2 han sido completamente desacopladas. En otras palabras, las componentes

de la corriente neta son

I ′
1 = − exp

[
−β

2
(
∆η′ 2

1 λ1 + ∆η′ 2
2 λ2

)] ∂

∂∆η′
1

{
ϱ{m,r} exp

[
β

2
(
∆η′ 2

1 λ1 + ∆η′ 2
2 λ2

)]}
,

= − exp
(
−β

2 ∆η′ 2
1 λ1

)
∂

∂∆η′
1

[
ϱ{m,r} exp

(
β

2 ∆η′ 2
1 λ1

)]
,

(3.80)

y

I ′
2 = − exp

(
−β

2 ∆η′ 2
2 λ2

)
∂

∂∆η′
2

[
ϱ{m,r} exp

(
β

2 ∆η′ 2
2 λ2

)]
. (3.81)

Para continuar con el cálculo, se asume que, alrededor del punto cŕıtico, la dirección del flujo es
constante. Dicho de otra manera, se supone que solamente la región del tamaño cŕıtico contribuye
a las integrales que se requieren para calcular J. Debido a que, en las nuevas coordenadas (x, y), el
eje x es paralelo al flujo del tamaño cŕıtico, entonces el vector de la corriente neta es

Ix,y =
(

Ix

0

)
, (3.82)

con x→ ∆η′
1 y y → ∆η′

1. En el estado estacionario, la divergencia de la corriente en estas coorde-
nadas se escribe como

∇x,y · Ix,y = ∂Ix

∂x
+ ∂ 0

∂y
= 0, (3.83)

una expresión que indica que Ix depende únicamente de y, i.e., Ix = Ix(y). Este resultado permite
poder integrar la corriente en la dirección x y resolver como en el caso de una componente (véase
la Sección 2.4.3). Posteriormente, se puede integrar Ix(y) respecto a y sobre todo el dominio para
obtener el flujo total que pasa a través de la región cŕıtica.16 Los argumentos anteriores introducen
ciertas restricciones sobre las Ecs. (3.80) y (3.81). Particularmente, a partir de la Ec. (3.81) se
obtiene que, alrededor del punto cŕıtico,

∂

∂∆η′
2

{
ϱ{m,r} exp

[
β

2
(
∆η′ 2

1 λ1 + ∆η′ 2
2 λ2

)]}
= 0. (3.84)

15Para obtener la Ec. (3.77), se utilizó el siguiente resultado:(
∆η′)TS′∆η′ =

(
∆η′

1, ∆η′
2
)(λ1 0

0 λ2

)(
∆η′

1
∆η′

2

)
= ∆η′ 2

1 λ1 + ∆η′ 2
2 λ2. (3.78)

16Anteriormente, H. Reiss usó argumentos cinéticos y termodinámicos para mostrar que el ritmo de nucleación del
problema binario pasa a través del punto silla en el espacio de la formación de la nueva fase [107].
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3.5.2 Ritmo de Nucleación J en el Estado Estacionario

En el estado estacionario, la corriente en la dirección x = ∆η′
1 es independiente de x (ver Ec.

(3.83)). Por lo tanto, la Ec. (3.80) se puede reorganizar como

I1

exp
(
−β

2 ∆η′ 2
1 λ1

) = − ∂

∂∆η′
1

[
ϱ{m,r} exp

(
β

2 ∆η′ 2
1 λ1

)]
. (3.85)

De la misma manera que en el caso clásico, las funciones exponenciales de la ecuación anterior son
dominantes en las proximidades del tamaño cŕıtico. Por lo que, en una integral sobre todo el dominio
de las nuevas variables (x, y), únicamente la región del punto cŕıtico contribuye significativamente
a la suma total de contribuciones. Esto permite que al integrar respecto a ∆η′

1, los ĺımites puedan
extenderse al dominio (−∞,∞). Integrando la ecuación anterior, se obtiene, usando el teorema
fundamental del cálculo, que17

I ′
1

∫ ∞

−∞
exp

(
−β

2 ∆η′ 2
1 |λ1|

)
d∆η′

1 =
[
−ϱ{m,r} exp

(
β

2 ∆η′ 2
1 λ1

)]∣∣∣∣∞
−∞

. (3.88)

El lado izquierdo de la ecuación anterior es una integral Gaussiana que se integra fácilmente usando
la Ec. (2.111), i.e.,

∫ ∞

∞
e−ax2 dx =

√
π

a
, para a > 0, (2.111)

Aśı, el resultado de dicha integral es

∫ ∞

−∞
exp

(
−β

2 ∆η′ 2
1 |λ1|

)
d∆η′

1 =
√

2π

β|λ1|
. (3.89)

Antes de evaluar el lado derecho de la Ec. (3.88), se lleva a cabo la multiplicación y división por el
producto cs exp

(
β
2 ∆η′ 2

2

)
exp(β∆G∗), a la vez que se utiliza la relación entre c{n,R} y ϱ{m,r} de la

Ec. (3.66), por lo que después de un poco de álgebra, se obtiene18

17 Usando las propiedades básicas del determinante de un producto de matrices, det(AB) = det(A) det(B), junto
con la tercera igualdad de la Ec. (3.76), se observa que

det S′ = det
(
Q · S · Q−1) = 1 · det (S) · 1 = det (S), (3.86)

en donde se emplearon las propiedades de ortogonalidad de la matriz Q, i.e., det (Q) = 1, además del determinante
del inverso de una matriz, es decir, det

(
A−1) = [det (A)]−1. Después, al implementar la Ec. (3.73), y generalizando

la propiedad del determinante del producto de matrices como det(An) = det (A · A · A · · ·A) = det [(A)]n, la ecuación
anterior se escribe como se muestra a continuación:

det
(
S′) = det (D∗)1/2 det (W∗) det (D∗)1/2 = det (W∗) det (D∗). (3.87)

Por un lado, el determinante de la matriz de crecimiento, Ec. (3.55), es positivo. Por otro lado, dado que el punto
cŕıtico es un punto silla, el determinante de W∗, Ec. (3.61), es negativo. Aśı, se concluye que det (S′) = det (S) < 0.
Además, puesto que det (S) = λ1λ2, este resultado implica que uno de los eigenvalores debe ser negativo. T́ıpicamente,
se elige a λ1 como el eigenvalor negativo [78, 107], por lo que dicha cantidad se escribe como λ1 = −|λ1| en la Ec.
(3.88) para enfatizar que el valor propio es negativo.

18Para ver este cálculo más directamente, y sobre todo la inclusión de exp(β∆G), hay que notar que, según la Ec.
(3.63), ≪nota al pie continua en la siguiente página≫
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I ′
1

√
2π

β|λ1|
=

−c{n,R} det
(
R∗ 1/2

)
cs exp

[
β
2
(
∆η′ 2

1 λ1 + ∆η′ 2
2 λ2

)]
exp (β∆G∗)

cs exp
(

β
2 ∆η′ 2

2 λ2
)

exp (β∆G∗)


∣∣∣∣∞
−∞

= −det
(
D∗ 1/2

)
cs exp

(
−β

2 ∆η′ 2
2 λ2

)
exp(−β∆G∗)

[
c{n,R}

cs exp(−β∆G)

]∣∣∣∣∞
−∞

,

(3.91)

En el estado estacionario, las condiciones a la frontera que se requieren para tener una corriente y
un flujo finito son idénticas a las del sistema en una dimensión, i.e., una concentración de subuni-
dades fija en el equilibrio y una concentración despreciable de cápsides completamente formadas.
Matemáticamente, estas condiciones, en las variables primadas, son c{n,R}/[cs exp(−β∆G)] → 1
para ∆η′

1 → −∞ y c{n,R}/[cs exp(−β∆G)] → 0 para ∆η′
1 → +∞. De esta manera, la ecuación

anterior puede expresarse de forma alternativa como

I ′
1 =

√
β|λ1|
2π

det
(
D∗ 1/2

)
cs exp(−β∆G∗) exp

(
−β

2 ∆η′ 2
2 λ2

)
. (3.92)

Con el objetivo de considerar todas las contribuciones de la corriente sobre todo del dominio de
∆η′

2 y calcular el ritmo de nucleación J , se integra la ecuación anterior respecto a ∆η′
2 en (−∞,∞),

a saber,

J =
∫ ∞

−∞
I ′

1 d∆η′
2 =

√
β|λ1|
2π

det
(
D∗ 1/2

)
cs exp(−β∆G∗)

∫ ∞

−∞
exp

(
−β

2 ∆η′ 2
2 λ2

)
d∆η′

2, (3.93)

una ecuación que, usando nuevamente la Ec. (2.111), finalmente conduce a

J = β|λ1|
2π

det
(
D∗ 1/2

)
cs exp (−β∆G∗)√

β2|λ1|λ2
4π2

. (3.94)

Por un lado, notando que

|det (S)| = |λ1|λ2, (3.95)

y haciendo uso de las Ecs. (3.86) y (3.87), se concluye que

|λ1|λ2 = |det(D∗)| |det(W∗)|. (3.96)

Por otro lado, el factor β2/4π2 puede ser incluido en el determinante det(W∗) (véase la Ec. (3.61))
como sigue:

≪continua nota al pie de la página anterior≫

exp(β∆G) ≈ exp
(

β∆G∗ + β

2 ∆ηTW∗∆η
)

= exp
[
β∆G + β

2
(
∆ηTD∗ 1/2W∗D∗ 1/2∆η

)]
= exp

[
β∆G∗ + β

2
(
∆ηTS∆η

)]
= exp

[
β∆G∗ + β

2
(
∆η2

1λ1 + ∆η2
2λ2
)]

.

(3.90)
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det
(W∗β

2π

)
= det (W∗) β2

4π2 . (3.97)

De acuerdo con estas dos últimas ecuaciones, el ritmo de nucleación de la Ec. (3.94) se puede
escribir como

J = β|λ1|
2π

cs exp(−β∆G∗) 1√∣∣∣det
(

β
2πW∗

)∣∣∣ . (3.98)

La ecuación (3.98) es la expresión del ritmo de nucleación de un sistema multicomponente [78, 85,
107, 108, 110, 111]. Como señalaron H. Vehkamäki, V. I. Kalikmanov, y otros investigadores, la
expresión general para la tasa de nucleación, J , de un sistema de múltiples dimensiones, Ec. (3.98),
y por lo tanto de un sistema bicomponente, no se reduce al caso de un sistema unidimensional,
Ec. (2.113). Principalmente porque las matrices involucradas en el cálculo del ritmo de nucleación
tienen determinante cero si el número de una de las especies involucradas es cero.
Adicionalmente, se puede demostrar que, usando conjuntamente las relaciones de las Ecs. (3.66) y
(3.76), y después de un poco de álgebra matricial, el problema de eigenvalores asociado a λ1 está
dado por

D∗W∗1 = λ11, (3.99)

lo que significa que la dirección de la corriente neta es la del eigenvalor negativo del producto
matricial D∗W∗, aún en las coordenadas originales (n, R).

En el caso de un sistema de dos grados de libertad independientes, la Ec. (3.98), se simplifica
a la siguiente expresión:

J = |λ1|cs exp(−β∆G∗)√
|det(W∗)|

. (3.100)

El producto matricial D∗W∗ (ver Ecs. (3.56) y (3.61)) da como resultado

D∗W∗ =

β∗
n {n,R}

(
∂2∆G
∂n2

)
∗

β∗
n {n,R}

(
∂2∆G
∂n∂R

)
∗

β∗
R {n,R}

(
∂2∆G
∂n∂R

)
∗

β∗
R {n,R}

(
∂2∆G
∂R2

)
∗

 , (3.101)

Además, el eigenvalor de este producto de matrices que satisface que es negativo para todos los
valores de Γ y f̃r es

λ1 = 1
2

{
β∗

n

(
∂2∆G

∂n2

)
∗

+ β∗
R

(
∂2∆G

∂R2

)
∗
+

−
[
β∗ 2

n

(
∂2∆G

∂n2

)2

∗
+ β∗ 2

R

(
∂2∆G

∂R2

)2

∗
+ 4β∗

nβ∗
R

(
∂2∆G

∂n∂R

)2

∗
− 2β∗

nβ∗
R

(
∂2∆G

∂n2

)
∗

(
∂2∆G

∂R2

)
∗

]1/2}
.

(3.102)

en donde se ha hecho β∗
n {n,R} → β∗

n y β∗
R {n,R} → β∗

R por simplicidad. Al factorizar β∗
n de la

expresión anterior, se obtiene
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λ1 = β∗
n

2

{(
∂2∆G

∂n2

)
∗

+ β∗
R

β∗
n

(
∂2∆G

∂R2

)
∗
+

−
[(

∂2∆G

∂n2

)2

∗
+
(

β∗
R

β∗
n

)2(∂2∆G

∂R2

)2

∗
+ 4β∗

R
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(
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∂n∂R

)2

∗
− 2β∗

R

β∗
n

(
∂2∆G

∂n2

)
∗

(
∂2∆G

∂R2

)
∗

]1/2}
.

(3.103)

Por otro lado, el determinante de W∗ es

det (W∗) =
(

∂2∆G

∂n2

)
∗

(
∂2∆G

∂R2

)
∗
−
(

∂2∆G

∂n∂R

)2

∗
< 0. (3.104)

Considere el caso en el que β∗
R ≫ β∗

n: En este caso, el ritmo de cambio en el radio de curvatura
de una cápside parcial es mucho más grande que el ritmo de asociación de subunidades proteicas
en agregados intermediarios. F́ısicamente, este escenario refleja el hecho, tal como se describió en la
Sección 3.3, que el radio de curvatura de una cápside que se forma con enerǵıa de flexión se comprime
en la trayectoria de compresión al perder el confinamiento en R, mientras el cociente nc/nT se
mantiene constante. Por lo tanto, considerar que β∗

R ≫ β∗
n es razonable. Bajo esta suposición, el

eigenvalor λ1 se simplifica a 19

λ1 β∗
R≫β∗

n
≈ β∗

n

(
∂2∆G

∂n2

)
∗
. (3.107)

En este caso, usando las Ecs. (3.100), (3.104) y (3.107) el ritmo de nucleación en el estado estacio-
nario es

Jβ∗
R≫β∗

n
≡ csβ∗

n

∣∣∣∣∣∂2∆G

∂n2

∣∣∣∣∣
∗

exp(−β∆G∗)

∣∣∣∣∣∣
(

∂2∆G

∂n2

)
∗

(
∂2∆G

∂R2

)
∗
−
(

∂2G

∂n∂R

)2

∗

∣∣∣∣∣∣
−1/2

. (3.108)

19Para ver esto más claramente considere primero el producto D∗ −1W−1 de forma análoga a la técnica de D.
Stauffer [109], i.e.,

D∗ −1W−1 = 1
det (W)

(
β∗ −1

n 0

0 β∗ −1
R

)
(

∂2∆G
∂R2

)
∗

−
(

∂2∆G
∂n∂R

)
∗

−
(

∂2∆G
∂n∂R

)
∗

(
∂2∆G

∂n2

)
∗

 . (3.105)

En el ĺımite cuando β∗
R ≫ β∗

n, los eigenvalores de la matriz anterior son

λ−1
1 β∗

R
≫β∗

n
≈ β∗

n

[(
∂2∆G

∂n2

)
∗

−
(

∂2∆G

∂n∂R

)
∗

/(
∂2∆G

∂R2

)
∗

]
y λ−1

2 β∗
R

≫β∗
n

≈ 0. (3.106)

En este contexto, los eigenvalores λi del producto matricial D∗W∗ se pueden calcular rápidamente teniendo en
cuenta la Ec. (3.96) y el hecho de que en el caso en cuestión det (D∗) ≈ 0, entonces λ2 β∗

R
≫β∗

n
≈ 0, debido a que

λ1 β∗
R

≫β∗
n

debe ser estrictamente negativo (ver pie de página en la página 71). De esta manera, y considerando
que

(
∂2∆Gn/∂n∂R

)2
∗

≪
(
∂2∆G/∂2R

)
∗
, debido a que la curvatura es muy pronunciada en la dirección R, puede

concluirse que

λ1 β∗
R

≫β∗
n

≈ β∗
n

(
∂2∆G

∂n2

)
∗

. (3.107)
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En la Figura 3.16 (panel izquierdo), se presentan las gráficas de Jβ∗
R≫β∗

n
/csβ∗

n en función de la
supersaturación, Γ, para diferentes valores de la constante de flexión, f̃r. En ese mismo gráfico, la
ĺınea negra discontinua describe el ritmo de nucleación en el estado estacionario del modelo clásico,
i.e., el AECV sin enerǵıa de flexión (ver Sección 2.4.3 y Ec. (2.113)).

Figura 3.16: Curvas representativas del ritmo de nucleación de autoensamblaje (panel izquierdo),
Jβ∗

R≫β∗
n
/csβ∗

n, y desensamblaje (panel derecho), |Jdes β∗
R≫β∗

n
|/csβ∗

n, en el estado estacionario como
función de la supersaturación Γ para diferentes valores de la constante de flexión f̃r. Para generar
los dos gráficos se utilizó nT = 120, RT = 10 nm ∆g ≈ −5.0 kBT y un conjunto de valores de f̃r:
f̃r = 0.50 (ĺınea azul), f̃r = 1.00 (ĺınea naranja), f̃r = 5.00 (ĺınea verde) y f̃r = 10.00 (ĺınea roja).
La ĺınea negra discontinua describe el comportamiento del ritmo de nucleación en el modelo clásico
(ver Ec. (2.118) para autoensamblaje y Ec. (2.125) para desensamblaje).

Tal como se anticipó en las Secciones 3.3 y 3.4, las cápsides virales se autoensamblan a tamaños
subóptimos para cualquier valor de f̃r y Γ > 0. Se puede ver que el ritmo de autoensamblaje J ,
Ec. (3.108), es más grande que en comparación con el resultado sin enerǵıa de flexión, denominado
Jclásico, i.e.,

Jclásico ≡ csβ∗
nZ0(Γ2 + 1)3/4 exp

[
−β∆G∗

0

(√
Γ2 + 1− Γ

)]
, (2.118)

siendo Z0 ≡
√

βλ/πnT . Esta afirmación puede deducirse directamente del comportamiento de
la barrera de enerǵıa y su tendencia al caso clásico para f̃r → ∞. La razón principal es que
precisamente la altura de la barrera de enerǵıa (cuando ésta es lo suficientemente grande) es el
elemento que controla la cinética de autoensamblaje. Dicho de otra forma, si en general se puede
ver que J ∼ exp(−β∆G∗), entonces el sistema que tenga la menor barrera energética, ensamblará
sus núcleos de cápside más rápidamente. Aśı, los factores que multiplican a esta exponencial (como
el factor de Zeldovich en el caso de las Ecs. (2.118) y (2.125)) servirán de correcciones finas del
ritmo de nucleación.20

20A lo largo del Caṕıtulo 3, particularmente a partir de la Sección 3.2.4, se han utilizado las variables adimensionales
nr y Rr para estudiar el AECV con enerǵıa de flexión. Por ejemplo, en vez de emplear la enerǵıa libre de Gibbs de
autoensamblaje como se muestra en la Ec. (3.18), se introduce el concepto de la enerǵıa libre escalada, Ec. (3.21),
y a partir de este punto, se utilizan los parámetros de supersaturación y constante de flexión como se muestra en
las Ecs. (3.20). En contraste, en todo el Caṕıtulo 2 el tratamiento es directo, ya que la presencia de solamente un
grado de libertad permite una manipulación relativamente sencilla de las expresiones que modelan el fenómeno de
autoensamblaje. En este sentido, utilizar las propiedades f́ısicas del sistema en su forma escalada es conveniente en
ciertas ocasiones, como en el caso del análisis de la altura de la barrera de enerǵıa, e inconveniente en otras, como
al estudiar el ritmo de autoensamblaje. Este último caso, podŕıa suceder que, en la versión adimensional de J , los
factores que multiplican a la exponencial exp(−∆E∗) adquieran un escalamiento tan grande que la presencia de la
altura de la barrera de enerǵıa sea despreciable, lo que a su vez daŕıa una interpretación incorrecta de J .
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Una vez que se han ensamblado estos núcleos, estos agregados intermediarios de tamaño cŕıtico
crecen añadiendo subunidades proteicas a la vez que comprimen su radio de curvatura hasta alcan-
zar los valores nc y Rc. Por otro lado, para valores muy grandes de f̃r, se espera que el agregado
en formación mantenga la curvatura preferencial y se recupere el ritmo de nucleación del AECV
sin enerǵıa de flexión. En otras palabras, si la constante de flexión es muy grande, la cantidad de
enerǵıa requerida para desviar a la cápside de su curvatura preferencial también lo es. Esto implica
que el tamaño del núcleo cŕıtico será aquel del modelo del Caṕıtulo 2 y éstos se autoensamblarán
tan rápido como en el caso sin enerǵıa de flexión, i.e., Jβ∗

R≫β∗
n
≈ Jclásico.

3.6 Desensamblaje de Cápsides Virales
De manera similar a lo establecido en la Sección 2.5, el desensamblaje de cápsides virales tendiendo
en cuenta la enerǵıa de flexión ocurre en condiciones ambientales diferentes a las del autoensamblaje,
exhibiendo el fenómeno de histéresis. Este mecanismo puede modelarse siguiendo un procedimiento
análogo al del caṕıtulo anterior.
La ecuación maestra de un sistema bicomponente, presentada en la Ec. (3.39), también puede
describir el desensamblaje de cápsides cerradas con las condiciones a la frontera adecuadas, es
decir, aquellas en donde la concentración de cápsides virales es mucho mayor que la concentración
de subunidades proteicas libres. Adicionalmente, hay que considerar que la disociación de cápsides
virales require saltar la barrera de enerǵıa en el sentido opuesto al autoensamblaje, i.e., de derecha
a izquierda. La altura de la barrera de enerǵıa de desensamblaje es (véase la Ec. (2.121))

∆G∗
des = ∆G∗ −∆G(nr = nrc, Rr = Rrc), (3.109)

siendo ∆G∗ la altura de la barrera de enerǵıa y ∆G(nrc, Rrc) la enerǵıa libre evaluada en los
valores cŕıticos de cierre nc y Rc, los cuáles se pueden obtener mediante las Ecs. (3.24) y (3.25).
Por las mismas razones expuestas en la Sección 2.5.1, el desensamblaje requiere de condiciones
de subsaturación, por lo que Γ < 0. Por su parte, las condiciones a la frontera de desensamblaje
son las inversas a las utilizadas en la integración de la Ec. (3.85) y evaluación de la Ec. (3.88), a
saber, c{n,R}/[cs exp(−β∆G)] → 0 y c{n,R}/[cs exp(−β∆G)] → 1 para ∆η1 → −∞ y ∆η1 → +∞,
respectivamente. Esto implica que la Ec. (3.92) se modifique a la siguiente:

I ′
1 = −

√
β|λ1|
2π

det
(
D∗ 1/2

)
cs exp(−β∆G∗

des) exp
(
−β

2 ∆η′ 2
2 λ2

)
. (3.110)

El signo menos en la ecuación anterior refleja la disolución de cápsides virales. Los demás elementos
de dicha ecuación son idénticos a los de la Sección 3.5, es decir, D∗, W∗ y λ1 están dados por las
Ecs. (3.55), (3.61) y (3.103), respectivamente.
El proceso para calcular la tasa de nucleación de desensamblaje en el estado estacionario, Jdes, a
partir de la Ec. (3.110), es el mismo que el que se sigue de la Ec. (3.92) a la Ec. (3.100). Por lo
tanto, el ritmo de desensamblaje resulta en

Jdes = −|λ1|cs exp(−β∆G∗
des)√

|det (W∗)|
. (3.111)

o, de forma expĺıcita,

Jdes β∗
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n
≡ −csβ∗

n

∣∣∣∣∣∂2∆G

∂n2

∣∣∣∣∣
∗

exp(−β∆G∗
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∣∣∣∣∣∣
(

∂2∆G

∂n2

)
∗

(
∂2∆G

∂R2

)
∗
−
(

∂2∆G

∂n∂R

)2

∗

∣∣∣∣∣∣
−1/2

. (3.112)
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Las conclusiones obtenidas para la tasa de nucleación de autoensamblaje pueden transmitirse
directamente a la solución del ritmo de desensamblaje. Las cápsides con tamaños menores a los del
modelo clásico se disolverán también más rápidamente, en general, que las que crecieron a partir
de un núcleo con las subunidades y el radio de curvatura preferencial.

3.7 Estimaciones para Cápsides Virales Reales

3.7.1 Propiedades Geométricas y Mecánicas
En esta sección, se presentan las caracteŕısticas geométricas y mecánicas relevantes de algunas

cápsides virales para obtener estimaciones cuantitativas del ritmo de nucleación. Adicionalmente,
se analiza el comportamiento energético y cinético del Virus de Simio 40 (VS40) durante su proceso
de autoensamblaje.

Utilizando la estimación del módulo de flexión que se deriva en la Sección 3.9 (en donde además
se presenta una visión breve e integral del estudio de las propiedades mecánicas de los virus mediante
nanoindentación), es posible obtener una aproximación del valor numérico de κ para una amplia
variedad de virus. En el Tabla 3.1, se muestran los valores del módulo de flexión estimados con la
Ec. (3.117) para diferentes cápsides virales esféricas vaćıas.21 Los valores estimados del módulo de
flexión para cápsides virales oscilan entre 10 kBT a 200 kBT , pero t́ıpicamente se encuentran en el
extremo superior del rango, i.e., entre 100 kBT y 200 kBT [36].

Tabla 4.1 |Propiedades geométricas y mecánicas de cápsides virales

Virus Radio (nm) Espesor h (nm) Módulo de Young E (GPa) Módulo de flexión κ (kBT)

VHB† 13.6 [84] 2.1 0.26 [118] 59.02

VMCC 11.8 [119] 2.8 0.28 [119] 150.67

VDR 11.5 [120] 2.0 1.25 [120] 245.14

VS40 22.5 [121] 6.0 [121] 0.033⋆ [43] 174.73

VLM‡ 50.0 4.0 0.23 360.85

IVW 70.0 [122] 4.0 [122] 2.79 [117] 4,377.24

Tabla 3.1: Propiedades geométricas y mecánicas de las cápsides del Virus de la Hepatitis B (VHB)†,
Virus del Moteado Clorótico del Cauṕı (VMCC), Virus Diminuto de Ratón (VDR), VS40, Virus
de Leucemia Murina (VLM)‡ e Iridovirus de Wiseana (IVW). El espesor de las cápsides que no
están referenciadas se extrajo de [25], mientras que el módulo de flexión, κ, se calculó usando la
Ec. (3.117), con νp = 0.4 y T = 20 ◦C.
†La cápside del VHB exhibe estructuras Tr = 3 y Tr = 4, compuestas de 90 y 120 d́ımeros, respectivamente
[63]. En esta tabla se presentan únicamente los resultados relacionados con la cápside Tr = 4 del VHB.
⋆El módulo de Young, E, asociado al VS40 fue estimado por C. Mendoza y D. Reguera [43] usando la
constante de resorte experimental medida con el Microscopio de Fuerza Atómica (MFA) [121] mediante la
ecuación kresorte = 2.25Eh2/R, que proviene de la TCD [102].
‡Los valores para el VLM fueron obtenidos mediante experimentos realizados en part́ıculas virales inmaduras
(cápside con material genético dentro), no en cápsides vaćıas [123].

21El módulo de Young, E, de las cápsides fue obtenido mediante técnicas experimentales de indentación, excepto
para el IVW, que fue calculado con dispersión de luz brillante [117].
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En este contexto, es posible obtener una estimación adecuada para Γ y f̃r en términos de los
parámetros f́ısicos del modelo clásico, i.e., ∆g, ∆µ (ver Secciones 2.2 y 2.3), y ahora el nuevo
parámetro κ. Utilizando las Ecs. (2.64), (2.66), (3.20) y (3.117), es fácil ver que

Γ =
2∆µ
√

nT

π∆g
y f̃r = − 4κ

∆g
√

nT
, (3.113)

por lo que los parámetros principales que determinan el autoensamblaje dependen de: (i) la dife-
rencia de potencial qúımico entre los distintos estados del sistema (libre o agregado), la cual está
relacionada con la concentración de subunidades libres en la solución (ver Ecs. (2.52) y (2.53)); (ii)
la enerǵıa de enlace efectiva por subunidad, ∆g; y (iii) la rigidez de la cápside, vinculada con κ.
A continuación, se particulariza la teoŕıa desarrollada en este caṕıtulo para el caso del autoensam-
blaje del VS40.

3.7.2 Aspectos F́ısicos del Autoensamblaje de la Cápside del VS40
El Virus de Simio 40 (VS40) es un virus esférico (icosaédrico) de la familia poliomavirus que posee
un genoma circular constituido por ADN de cadena doble (ADNcd) [3, 66, 124, 125]. La cápside
de este virus tiene un diámetro de aproximadamente 45 nm (ver Tabla 3.1) y está formada por 72
pentámeros de la Protéına Viral 1 (PV1), definida como la principal protéına de la cápside22 [66].
El VS40 resulta interesante desde el punto de vista biológico por dos razones principalmente [121]:
(i) No es sustancialmente inmunogénico23 y, por lo tanto, puede infectar eficazmente una amplia
gama de células humanas en estado latente [121]. (ii) Tiene una alta tasa de infectividad y una
eficiencia de transfección elevada. Estos aspectos hacen del VS40, aśı como de las modificaciones
biológicas del virus o de las part́ıculas virales con caracteŕısticas similares, candidatos prometedores
para aplicaciones biotecnológicas, por ejemplo, en terapia genética [126].

Considere una cápside vaćıa del VS40 con las propiedades geométricas y mecánicas mencionadas
previamente,24 es decir, con nT = 72, ∆g ≈ −15.0 kBT y κ = 175 kBT , resultando en una constante
de flexión de f̃r = 5.50. Dentro del marco teórico del AECV con enerǵıa de flexión, y a través de las
Ecs. (3.32) y (3.34), es posible estimar la altura de la barrera de enerǵıa, ∆G∗, y el número cŕıtico
de agregación, n∗, asociadas a ésta cápside. La Figura 3.17 muestra una comparación gráfica de los
resultados de estas cantidades con y sin enerǵıa de flexión. Se puede ver que el tamaño del núcleo
cŕıtico y la altura de la barrera de enerǵıa disminuyen.

22En general, la cápside de un virus está compuesta por múltiples tipos de protéınas. La principal protéına de la
cápside es la más abundante y estructuralmente significativa. En particular, en un poliomavirus como el VS40, el
arreglo espacial de las protéınas PV1 no sigue las reglas de ≪cuasi-equivalencia≫ de Caspar y Klug, que describen
la organización de los capsómeros en una cápside icosaédrica [5]. En contraste, en el VS40, las protéınas PV1 se
encuentran organizadas en una red superficial con simetŕıa Tr = 7d, pero formada únicamente por pentámeros [34,
50].

23La inmunogenicidad se refiere a la capacidad de un ant́ıgeno para estimular el sistema inmunológico y provocar
una respuesta inmune.

24La elección de una cápside del VS40 como ejemplo particular de la aplicación de la TAECV se realizó considerando
que las caracteŕısticas f́ısicas reales del virus fueran lo más cercanas posible a las suposiciones (f́ısicas y matemáticas)
que se utilizan para obtener los resultados teóricos. Por ejemplo, la estimación de la enerǵıa de borde de la Sección
2.3.2 es más adecuada para el autoensamblaje de una cápside compuesta de pentámeros. Por lo tanto, utilizarla para
estimar propiedades del VMCC, cuyas subunidades proteicas son d́ımeros [64], sesgaŕıa el resultado de las propiedades
f́ısicas del virus. Por otro lado, la TCD supone que la tensión en el plano y la flexión están relacionadas. Si este no es
el caso, como podŕıa suceder para un virus con propiedades mecánicas anisotrópicas como el VDR, donde la respuesta
mecánica y el módulo de Young son diferentes al indentar en distintas orientaciones [120], las aproximaciones de la
TCD realizadas en esta tesis no son adecuadas. Por estos argumentos, el VS40 se destaca como uno de los ejemplos
más adecuado.



3.7. Estimaciones para Cápsides Virales Reales 79

En la siguiente sección, se muestra que el radio de curvatura también se comprime durante el
autoensamblaje, lo que conduce a la formación de cápsides de tamaño subóptimo del VS40.

Figura 3.17: Comportamiento de la altura de la barrera de nucleación, ∆G∗, y número cŕıtico de
subunidades, n∗, de una cápside vaćıa del VS40 en función de la supersaturación, Γ. En el panel
izquierdo, se muestra una disminución considerable en la altura de la barrera de enerǵıa cuando se
toma en cuenta la enerǵıa de flexión (Ec. (3.34), ĺınea azul) en comparación con el modelo clásico
(Ec. (2.73), ĺınea negra discontinua). El panel derecho refleja que el número de capsómeros que
componen el núcleo de la cápside (Ec. (3.32), ĺınea azul) es menor que en un sistema que siempre
sigue el radio de curvatura preferencial (Ec. (2.72), ĺınea negra discontinua). Para generar los dos
gráficos, se utilizó nT = 72, ∆g ≈ −15.0 kBT y κ = 175 kBT , resultando en una constante de flexión
de f̃r = 5.50.

3.7.3 Mecanismo de Compresión Continua para el Autoensamblaje de la Cápside del VS40
La evidencia experimental muestra que la estructura nativa de la cápside del VS40 tiene 72 pentáme-
ros y un radio de curvatura de 22.5 nm [66, 121, 125]. Por otro lado, la TAECV permite calcular el
número de subunidades y el radio de curvatura de una cápside cerrada de este tipo de virus consi-
derando que estos fueran los valores preferenciales. Por lo tanto, considerando nT = 72, RT = 22.5
nm, ∆g ≈ −15.0 kBT , κ = 175 kBT y Γ = 0.72 (utilizando la Ec. (3.20) y ∆µ = −2.0 kBT ), y
empleando las Ecs. (3.24) y (3.25), se encuentra que el número de cierre es nc ≈ 42, mientras que el
radio de cierre es Rc ≈ 17 nm. Estos valores difieren considerablemente del número de agregación y
del radio de curvatura preferenciales. Esto implica que, para que la cápside se forme con la estruc-
tura óptima observada experimentalmente, los valores preferenciales del número de subunidades y
del radio de curvatura tendŕıan que ser modificados (ver Sección 3.3.1 y Ec. (3.26)) a nT = 125 y
RT = 29.7 nm, respectivamente.
Naturalmente, estos valores dependen de la enerǵıa de enlace efectiva por subunidad ∆g (ver Ec.
(3.113)). En el caso en el que ∆g ≈ −5 kBT , el número de cierre y el radio de cierre seŕıan nc ≈ 55
y Rc ≈ 20 nm, respectivamente. Esto indica que los nuevos valores preferenciales seŕıan nT = 95 y
RT = 26 nm. Actualmente, el valore preciso de ∆g se desconoce, pero puede estimarse como una
aproximación basada en resultados de otros virus con simetŕıa icosaédrica [127, 128]. Se requiere
de más investigación experimental y de simulaciones computacionales, e.g., Dinámica Molecular
(DM), para poder encontrar los valores apropiados de éste y otro parámetros de autoensamblaje.

En la siguiente sección se da una breve descripción del ritmo de nucleación y de desensamblaje
de la cápside del VS40.
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3.7.4 Cinética de Autoensamblaje del VS40
Los gráficos de la Fig. 3.17 muestran un comportamiento similar a los de las Figs. 3.9 (panel derecho)
y 3.11 (panel izquierdo). La barrera de enerǵıa, ∆G∗, controla la cinética de autoensamblaje en
ambos modelos de AECV (i.e., J ∼ exp(−β∆G∗), ver Sección 3.5.2). Por lo tanto, el sistema con la
menor barrera de enerǵıa tendrá la mayor tasa de producción de núcleos de cápsides. La Fig. 3.18,
se muestran los ritmos de autoensamblaje y desensamblaje del VS40 en función de Γ, confirmando
la aceleración de la formación de cápsides virales teniendo en cuenta la enerǵıa de flexión.

Figura 3.18: Curvas representativas del ritmo de nucleación de autoensamblaje (panel izquierdo),
Jβ∗

R≫β∗
n
/csβ∗

n, y desensamblaje (panel derecho), |Jdes,β∗
R≫β∗

n
|/csβ∗

n, en el estado estacionario para
una cápside del VS40 como función de la supersaturación, Γ. Para generar los dos gráficos, se utilizó
nT = 72, ∆g ≈ −15.0 kBT y κ = 175 kBT . En ambos casos, el ritmo de ensamblaje y desensamblaje
en el modelo clásico se representa con una ĺınea negra discontinua.

Figura 3.19: Gráfica del cociente de los ritmos de nucleación en el estado estacionario, es decir,
Jβ∗

R≫β∗
n
/Jclásico ∼ exp(−β∆G∗)/ exp(−β∆G∗

clásico), en función de la supersaturación, Γ. En este
gráfico se puede observar la convergencia del ritmo de autoensamblaje con enerǵıa de flexión, Ec.
(3.108), al resultado del caso clásico, Ec. (2.118) para valores grandes de la supersaturación. Para
generar los dos gráficos, se utilizó nT = 72, ∆g ≈ −15.0 kBT y κ = 175 kBT .

Ahora, es relevante observar cómo vaŕıa el cociente Jβ∗
R≫β∗

n
/Jclásico en función del parámetro Γ.

Este análisis permite visualizar el incremento relativo en la producción de núcleos y la influencia
de Γ, especialmente cuando el estado de supersaturación es alto, es decir, cuando Γ≫ 1. La Figura
3.19 muestra un ejemplo representativo de Jβ∗

R≫β∗
n
/Jclásico para el VS40. Se observa que para valores
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bajos de ls supersaturación el ritmo de nucleación que se obtiene teniendo en cuenta la enerǵıa de
flexión es más de un 50 % mayor que la predicción clásica. A medida que Γ aumenta, la barrera de
nucleación se va haciendo más pequeña de modo que Jβ∗

R≫β∗
n
/Jclásico converge a 1.

3.8 Conclusiones

En este caṕıtulo, se generalizó la Teoŕıa de Autoensamblaje de Cápsides Virales (TAECV) para
estudiar la influencia de la enerǵıa de flexión, Gflex, en la formación de cápsides esféricas vaćıas. La
extensión, el modelo y los resultados obtenidos de la termodinámica y cinética de autoensamblaje
constituyen una de las principales contribuciones de esta tesis. La inclusión de Gflex en la enerǵıa
libre de autoensamblaje proporciona un modelo más ≪realista≫ que el modelo clásico, que asume
crecimiento a radio fijo, y revela aspectos interesantes de la formación de cápsides v́ıricas.

En este caṕıtulo, se observan y describen dos fenómenos emergentes en el AECV al tener en
cuenta la enerǵıa de flexión: (i) la comprensión continua del radio de curvatura en un agregado in-
termediario y (ii) la aceleración del ritmo de ensamblaje y desensamblaje de cápsides virales. Estos
fenómenos tienen dos consecuencias importantes: (i) la reducción del tamaño del núcleo cŕıtico y
su rápida formación, y (ii) el posible cierre prematuro de las cápsides. Por lo tanto, la presencia
de la enerǵıa de flexión podŕıa conducir a la producción de cápsides de tamaño subóptimo que no
cumplen con las condiciones f́ısicas, estructurales y mecánicas necesarias para garantizar la inte-
gridad del genoma viral desde su encapsulamiento en el interior de una célula hospedera hasta su
liberación en un organismo susceptible. Estos efectos están asociados a la competencia entre las
penalizaciones energéticas del borde de la cápside y su rigidez, caracterizada por la constante de
flexión, f̃r.

Particularmente, se encontró que tanto la altura de la barrera de enerǵıa como el tamaño del núcleo
cŕıtico en el modelo que considera la flexión son menores en comparación con los resultados del
Caṕıtulo 2. Además, los ritmos de autoensamblaje y desensamblaje de cápsides virales son más
rápidos cuando se considera la flexión debido al menor tiempo requerido para formar y disociar
núcleos más pequeños. Estos efectos disminuyen en cápsides más ŕıgidas (con un valor significativo
de κ), por lo que las expresiones que describen estas cantidades en la teoŕıa generalizada se apro-
ximan a los resultados del modelo clásico si f̃r →∞.

Los procesos dinámicos y cinéticos se estudian mediante dos parámetros de autoensamblaje: la
supersaturación, Γ, y f̃r, los cuales están intŕınsecamente relacionados con aspectos fisicoqúımicos
que gobiernan el AECV, como la concentración de sal y de subunidades libres, pH, fuerza iónica y
temperatura. Aśı, la TAECV puede proporcionar estimaciones de Γ y f̃r utilizando la enerǵıa de
enlace efectiva por subunidad, ∆g, y el módulo de flexión, κ, que se podŕıan estimar experimental
o computacionalmente. Esto permite caracterizar la trayectoria de autoensamblaje mediante estos
parámetros y dividirla en dos segmentos principales: (i) la Trayectoria de Mı́nima Enerǵıa (TME),
en donde el autoensamblaje está dirigido por las fluctuaciones térmicas y (ii) la trayectoria de
compresión, en donde el cierre de la cápside está determinado por la cinética del proceso. Además,
el modelo actual permite definir la estabilidad de las cápsides cerradas en función de condiciones
espećıficas de Γ y f̃r, una vez que se han fijado otros parámetros, como κ. Estas condiciones ayudan
a entender y predecir bajo qué condiciones las cápsides pueden mantener su integridad estructural
para proteger el material genético del virus.

En la generalización de la TAECV, es posible calcular el tamaño de las cápsides que se han
cerrado, el cual resulta ser menor (siempre que f̃r sea finito) que el tamaño observado experimen-
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talmente en cápsides nativas. Este hallazgo sugiere que los valores preferenciales de la interacción
angular que determinan la curvatura preferencial de los virus podŕıan ser mayores que los obser-
vados en el virus ensamblado nativo. También da pie a pensar posibles mecanismos para inducir
un cierre prematuro del virus a tamaños incluso menores, que comprometeŕıan su viabilidad. Este
fenómeno fue especialmente analizado en las cápsides del Virus de Simio 40 (VS40).
En la estructura nativa de la cápside VS40 se observa una configuración con 72 pentámeros y un
radio de curvatura de 22.5 nm. Sin embargo, la teoŕıa de este caṕıtulo aplicada al VS40 sugiere que
los valores de curvatura preferencial de las subunidades proteicas del VS40 seŕıan más grandes que
la observada experimentalmente. En otras palabras, la teoŕıa de este caṕıtulo sugiere que cuando
dos capsómeros interactúan, tienen un ángulo óptimo de interacción mayor que el ángulo óptimo
de la estructura cristalina de una cápside completamente formada. El mecanismo de compresión
continua proporciona una explicación plausible de cómo la cápside del VS40 logra su estructura
nativa. Estos resultados son fundamentales para caracterizar la formación de cápsides virales, con
implicaciones importantes en bioloǵıa y medicina. La comprensión de este proceso puede propor-
cionar información crucial para el desarrollo de técnicas que favorezcan o frustren la formación de
cápsides virales mediante la imposición de interacciones subunidad-subunidad que impliquen ángu-
los óptimos diferentes a los necesarios para formar cápsides nativas. Además, estas ideas podŕıan
ser útiles en el desarrollo de nuevos tratamientos antivirales.
Se requieren más investigaciones para validar este mecanismo y obtener una comprensión más com-
pleta del proceso de autoensamblaje. Algunas de estas nuevas investigaciones se mencionan bre-
vemente al final de la tesis, donde se discuten las posibles futuras ĺıneas de investigación del AECV.

En el siguiente caṕıtulo, se estudian las consecuencias de la inclusión de un molde ŕıgido en el
AECV vaćıas.
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3.9 El MFA Para Determinar Propiedades Mecánicas de Cápsides Virales
La exploración de los mecanismos empleados por la naturaleza en la creación de nanocontenedores
altamente resistentes, como las cápsides virales [24] y los microcompartimentos bacterianos [129],
requiere del análisis profundo de las propiedades materiales y mecánicas a escala nanométrica de
estas estructuras. En este ámbito, el surgimiento del Microscopio de Fuerza Atómica (MFA) en
198625 [131], y sus continuos avances, han destacado como una poderosa herramienta para obtener
detalles nanoestructurales sin dañar la superficie de la muestra [130]. Sus aplicaciones incluyen el
análisis de biomoléculas, virus, células y su material genético [1, 132-135]. Particularmente, el MFA
ha demostrado ser un valioso instrumento en el estudio de las propiedades mecánicas de cápsides
virales individuales en condiciones experimentales similares a las fisiológicas [25, 99-102].

Figura 3.20: Representación esquemática de la configuración experimental de nanoindentación de
virus con un MFA. La muestra (depositada sobre un portaobjetos porta-objetos) o el cantilever
se monta sobre un piezo-scanner para desplazarse en todas las direcciones. La punta del MFA es
localizada en el centro del virus, y se utiliza para aplicar una fuerza sobre el virus. Esta fuerza
deforma al virus y dobla el cantilever, lo cual se registra en el fotodiodo de cuadrante. La señal de
fotodiodo es una medida de la fuerza aplicada en la muestra y a partir de ella se puede generar
una gráfica fuerza-indentación en donde se identifica (i) el régimen de indentación reversible e
irreversible (ii) la indentación o deformación relativa y (iii) la fuerza necesaria para romper el
virus. Figura adaptada de [99, 136] (panel izquierdo: diagrama de nanoindentación de virus con
MFA) y [25] (panel derecho: gráfica genérica de fuerza-indentación).

Los experimentos de nanoindentación que utilizan un MFA en el estudio de la mecánica viral,
determinan, esencialmente, la fuerza con la que responde el virus en función de la indentación,
i.e., la diferencia entre la ≪altura≫ del virus deformado y la original. A través de la pendiente
de la curva fuerza-indentación es posible medir la constante del muelle del virus, kvir. Además, se
pueden obtener otras medidas mecánicas de los virus como la fuerza umbral para la deformación
irreversible de las cápsides, Fdef o la fragilidad y fatiga de los virus. A partir de la constante del
muelle, se puede estimar el módulo de Young, E, el cual vaŕıa desde los valores del polietileno hasta
el plexiglas [25]. En la Fig. 3.20, se muestra una representación esquemática de la configuración
experimental de nanoindentación de virus con un MFA.

25Descendiente de primera generación del Microscopio de Túnel de Barrido (MTB), el MFA tiene la capacidad de
capturar imágenes de superficies conductoras y no conductoras [130]. Por esta razón, este microscopio se posiciona
como la opción óptima para la visualización de materiales biológicos con baja conductividad electrónica.
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3.9.1 Una Estimación Simple del Módulo de Flexión
La mayoŕıa de las mediciones en part́ıculas virales individuales mediante el uso de un MFA se
han realizado en virus con simetŕıa esférica (icosaédrica) [99]. Las cápsides estudiadas hasta ahora
muestran un comportamiento inicial de indentación lineal, como se observa en la gráfica fuerza-
indentación de la Fig. 3.20. Esta respuesta lineal es la que predice la teoŕıa continua de elasticidad
en el ĺımite de cáscaras delgadas. Por lo tanto, bajo estas consideraciones, una cápside viral se
puede modelar a través de la Teoŕıa de Cáscaras Delgadas (TCD) [25, 99, 137, 138]. Una cáscara
delgada se refiere a una estructura cuyo espesor es mucho menor que sus dimensiones en las otras
dos direcciones [137, 138]. En relación con el tema abordado en esta sección, en esta cáscara delgada
que modela una cápside esférica vaćıa, el principal modo de deformación es la flexión. Por lo tanto,
la pared de la cápside se comporta como una membrana flexible que se estira a lo largo de un
marco curvo [36, 139], mientras que la tensión en su modo de estiramiento y corte de plano se
tratan como efectos secundarios despreciables. Atendiendo a estos argumentos, la cápside sufrirá
una deformación con flexión uniforme y su superficie media permanecerá esférica.26

En este marco teórico, se define el número de Föppl-von Kármán (FvK), γFvK en términos del
módulo de flexión, κ, y el módulo de Young bidimensional, Y , [25, 32, 43, 137, 140]

γFvK = Y R2

κ
, (3.114)

siendo R el radio instantáneo de curvatura. Este número de FvK caracteriza la importancia del
esfuerzo en el plano en relación con la enerǵıa de flexión. Ahora, asumiendo que la anisotroṕıa de
la estructura de la cápside es débil, i.e., que las propiedades f́ısicas son prácticamente iguales en
todas las direcciones, y que su coeficiente de Poisson, νp, es cercano al valor caracteŕıstico de las
protéınas, i.e., νp ≈ 0.4 [119, 141], el valor del número de FvK se puede estimar como [25, 139]

γFvK = 12(1− ν2
p)
(

R

h

)2
, (3.115)

en donde h es el espesor de la cápside. Combinando las dos ecuaciones anteriores, y resolviendo
para κ, se tiene que

κ = Y h2

12(1− ν2
p) . (3.116)

Finalmente, suponiendo que Y está relacionado con el módulo de Young tridimensional, E, a través
de la siguiente expresión: Y = Eh [25], entonces, una estimación apropiada de κ es

κ = Eh3

12(1− ν2
p) . (3.117)

26Cabe destacar que el rango de validez de la implementación de la TCD para describir el comportamiento elástico
de cápsides virales depende tanto del grado de deformación como del nivel de precisión deseado.



CAPÍTULO4
Autoensamblaje de Cápsides Virales sobre un

Molde Esférico

4.1 Introducción

Las cápsides virales se ensamblan a partir de uno o algunos pocos tipos de protéınas [5, 24,
142], que han sido denominadas subunidades proteicas o subunidades libres. Estas subunidades for-
man estructuras complejas de manera espontánea como resultado de una, o una combinación, de
los siguientes tres tipos de interacciones efectivas [52]: interacciones subunidad-subunidad, inter-
acciones genoma-subunidad, en los casos en los que la cápside se ensambla alrededor del genoma
viral, e interacciones andamiaje-subunidad, cuando las protéınas de andamiaje están presentes.

Las protéınas de andamiaje fueron inicialmente estudiadas en los bacteriófagos P22 [143] y T4
[144]. Más adelante se descubrieron protéınas de andamiaje en otros virus, como el Virus del Her-
pes Simple 1 (VHS-1) [145]. En todos estos virus, se identificaron ciertas protéınas que participan
activamente en la formación de sus cápsides, pero que están ausentes en las cápsides maduras y en
los viriones. Además, se encontraron análogos funcionales de estas protéınas en forma de andamios
compuestos de enzimas y reactivos, que actúan como ≪chaperones moleculares≫ y participan en
el autoensamblaje de diversos complejos macromoleculares, como los microcompartimentos bacte-
rianos [146-148]. En términos simples, las protéınas de andamiaje pueden definirse como aquellas
que favorecen activamente las interacciones subunidad-subunidad, actuando como reguladores de
las ≪trayectorias≫ de autoensamblaje, promoviendo la nucleación y, a la vez, previniendo la mal-
formación de agregados macromoleculares [51, 129, 149].

Numerosos investigadores, incluidos los autores de [51, 149-151], han sugerido que muchos virus
de ARN o ADN de cadena doble, como el VHS-1 [144, 145] o el Virus de la Enfermedad de Bursitis
Infecciosa (VEBI) [152], y ciertos bacteriófagos, como el bacteriófago P22 [143] o el bacteriófago T4
[153], generalmente requieren una plantilla o un núcleo interno que moldee o catalice la formación de
su cápside a lo largo de una determinada ≪trayectoria≫ de autoensamblaje. Durante el Autoensam-
blaje de Cápsides Virales (AECV), las protéınas de andamiaje pueden encontrarse de dos maneras
diferentes [51, 149]: (i) como núcleos internos y (ii) disociadas en una solución acuosa. Es decir,
las protéınas de andamiaje podŕıan agregarse (incluso en ausencia de las subunidades proteicas)
formando un andamio sólido1 sobre el cual posteriormente se adhieren las subunidades proteicas,
o bien las protéınas de andamiaje y las subunidades libres podŕıan autoensamblarse conjuntamente.

1Si bien algunos autores utilizan únicamente uno de los términos, ya sea, andamio o andamiaje, para referirse
a una estructura proteica preexistente que sirve como base o gúıa para el AECV, en esta tesis se utilizan ambos
términos de forma indistinta e intercambiable.
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El estudio de los mecanismos de AECV en presencia de protéınas de andamiaje ha llevado a
la fabricación de nanobiomateriales de alta precisión y complejidad [154]. Estos nanobiomateriales
tienen prometedoras aplicaciones como veh́ıculos nanométricos para encapsular y entregar ciertas
cargas en diferentes tipos de células [155, 156], como reguladores de interacciones entre enzimas
y sustratos [157] y como andamios que imitan la matriz extracelular, los cuales buscan emplearse
en ingenieŕıa de tejidos [158]. Motivado por el importante papel que desempeñan las protéınas de
andamiaje en el ciclo de replicación de numerosos virus y sus posibles aplicaciones en biotecnoloǵıa,
en este caṕıtulo se introduce la modelización de la interacción andamiaje-subunidad en la Teoŕıa
de Autoensamblaje de Cápsides Virales (TAECV). Las contribuciones de la tesis en este caṕıtulo
se centran en el modelado teórico de la formación de cápsides vaćıas en presencia de protéınas de
andamiaje, las cuales adoptan la forma de un molde esférico preformado. Para ello, se utilizan las
metodoloǵıas desarrolladas en los Caṕıtulos 2 y 3, obteniendo resultados novedosos que enriquecen
la teoŕıa y son aplicables no solo a cápsides virales, sino también al autoensamblaje de estructuras
complejas como los microcompartimentos bacterianos.
Matemáticamente, la extensión de la teoŕıa consiste en la adición de la enerǵıa de interacción
andamiaje-subunidad, Gmolde, a la enerǵıa libre de Gibbs de autoensamblaje de la Ec. (3.1) desa-
rrollada en el Caṕıtulo 3. Esta ecuación considera la diferencia de enerǵıa entre tener n subuni-
dades proteicas en la cápside o libres en la solución, n∆µ, la penalización energética del borde,
τλ, l(n, θ, R), y el costo energético, Gflex, producido por las desviaciones de la curvatura instantánea
respecto a la curvatura preferencial, RT .

La modelización e implementación de la interacción andamiaje-subunidad permite determinar, ca-
racterizar y predecir, en términos de unos pocos parámetros accesibles experimental o computacio-
nalmente, los efectos f́ısicos y caracteŕısticas estructurales que emergen debido a la presencia de un
andamiaje en forma de un molde esférico. La sencillez del modelo propuesto en esta tesis facilita la
interpretación de resultados teóricos y proporciona las herramientas necesarias para realizar pre-
dicciones útiles sobre el ensamblaje de las cápsides e identificar las modificaciones resultantes en los
elementos f́ısicos clave de la teoŕıa. Espećıficamente, estos elementos incluyen la altura de la barrera
de enerǵıa, ∆G∗, el número cŕıtico de agregación, n∗, y el ritmo de nucleación o autoensamblaje,
J . El caṕıtulo se divide en las siguientes secciones:

En la Sección 4.2, se introduce un modelo básico para la implementación de una población de pro-
téınas de andamiaje en forma de un molde esférico preformado en la solución, donde la interacción
andamio-subunidad se reemplaza por una interacción molde-subunidad.
Posteriormente, en la Sección 4.3, se deriva la enerǵıa libre de autoensamblaje para una cápside
que se ensambla en presencia del molde, y se discute el significado f́ısico de los parámetros invo-
lucrados. Además, se presentan los resultados de la teoŕıa para una cápside que se ensambla fuera
de la curvatura del molde, pero manteniendo un contacto ≪puntual≫ con este. En este sistema, se
analizan las modificaciones en el tamaño cŕıtico, la barrera de enerǵıa, el régimen de estabilidad y
el ritmo de nucleación, contrastando estos resultados con aquellos de los Caṕıtulos 2 y 3.
Luego, la Sección 4.4 se dedica al análisis del AECV sobre el molde, discutiendo todos los aspectos
relevantes de este proceso, incluyendo la nucleación, la cinética del proceso, el régimen de estabili-
dad y la influencia del tamaño del molde en las v́ıas de autoensamblaje.
En la Sección 4.5, se aplican los conceptos de la cinética de la Sección 2.4 para determinar el ritmo
de autoensamblaje de cápsides sobre el molde esférico. Se discute el papel de la interacción molde-
subunidad y el tamaño del molde.
La Sección 4.6 introduce el concepto de diagrama de fase de autoensamblaje, define los componentes
de estos diagramas y presenta una analoǵıa con los diagramas de fase t́ıpicos en termodinámica.
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Los diagramas de fase de autoensamblaje están distribuidos en varias secciones, lo cual facilita una
explicación clara y continua. A continuación se presenta un mapa que describe dónde se encuentran
estos diagramas y cuál es su propósito en la investigación: Los diagramas de fase de la Sección 4.7
evalúan la enerǵıa libre escalada de cápsides cerradas y proporcionan información sobre el meca-
nismo que resulta en las cápsides más estables. Por otro lado, en la Sección 4.8 se proporcionan
diagramas de fase para determinar si es energéticamente favorable que las cápsides se ensamblen
en presencia o ausencia de un molde preformado, considerando la altura de la barrera energética.
La Sección 4.9 combina dos criterios energéticos para generar diagramas de autoensamblaje que
permiten determinar cuál configuración es más favorable tanto dinámica como cinéticamente.

Finalmente, en la Sección 4.15, se analiza el AECV en función de las desviaciones de curvatura
del molde respecto a la curvatura preferencial. Se destaca el papel de la asimetŕıa en la enerǵıa de
flexión y se explican las rutas de autoensamblaje favorables.

4.2 Modelo de la Interacción Andamiaje-Subunidad

En 2018, S. Li y colaboradores investigaron el papel de las protéınas de andamiaje en el AECV
[151]. Utilizando modelos teóricos y simulaciones computacionales, explicaron porqué ciertos vi-
rus esféricos (icosaédricos) grandes requieren protéınas de andamiaje para formar las estructuras
óptimas de sus cápsides. Su enfoque se centró en el tamaño final de la cápside y en cómo este
se ve afectado por la presencia o ausencia de un núcleo esférico interno que interactúa con las
subunidades proteicas. Además, determinaron la ubicación de las disclinaciones, es decir, los sitios
sobre una red hexagonal donde se encuentran pentámeros, en cápsides que siguen el principio de
≪cuasi-equivalencia≫ de Caspar y Klug [5] a través del criterio de mı́nima enerǵıa. Sin embargo,
no abordaron los estados intermedios del autoensamblaje, trataron impĺıcitamente la interacción
atractiva entre el núcleo y las subunidades proteicas en el modelo teórico, y, de manera muy super-
ficial, los aspectos relacionados con la nucleación, e.g., la barrera de enerǵıa que se debe superar
para un autoensamblaje espontáneo. Estos factores, junto con la cinética, son importantes, ya que
podŕıan influir significativamente en las v́ıas de autoensamblaje, el tamaño cŕıtico de los embrio-
nes de la cápside, su tamaño final y en los requisitos fisicoqúımicos para un autoensamblaje exitoso.

En una investigación más reciente del año 2021, centrada en los microcompartimentos bacteria-
nos, F. Mohajerani y colaboradores [148] desarrollaron un modelo teórico simple como parte de
un estudio más amplio sobre el ensamblaje de una cubierta proteica que encapsula moléculas de
carga y protéınas de andamiaje. Su objetivo era comprender la interacción entre las propiedades
del andamio y la cubierta de protéınas. Sin embargo, no consideraron individualmente los efectos
de las protéınas de andamiaje ni abordaron la nucleación ni la cinética del autoensamblaje en el
contexto del ciclo de replicación viral.

Con el propósito de relacionar la presencia de protéınas de andamiaje con la f́ısica del autoen-
samblaje de cápsides vaćıas, especialmente su impacto en el tamaño cŕıtico, la barrera de enerǵıa
y la cinética, se propone el siguiente modelo básico.

Una población de protéınas de andamiaje, representada f́ısicamente como un molde esférico de
radio Rm, y esquemáticamente ilustrada como una esfera verde tenue en las Figs. 4.1 y 4.2, se en-
cuentra preformado dentro de una solución acuosa. Las subunidades proteicas del virus, mostradas
como pequeñas esferas de tonalidad naranja, están presentes en esta solución y se difunden libre-
mente. Estas subunidades tienen asociado un radio de curvatura preferencial, RT y un número de
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agregación preferencial, nT . En las condiciones ambientales adecuadas, que involucran concentra-
ciones apropiadas de subunidades libres y salinidad, aśı como pH y temperatura, las fluctuaciones
térmicas inducen la formación de agregados de protéınas, que a su vez, interactúan con el molde
esférico. Las interacciones subunidad-subunidad y andamiaje-subunidad, o más precisamente, inter-
acciones molde-subunidad o interacciones molde-capsómero como serán referidas a partir de ahora,
junto con el efecto de competición de las penalizaciones energéticas, darán lugar a la formación
de cápsides parciales que, en determinado momento, contarán con cierto número instantáneo de
subunidades, n, y radio instantáneo de curvatura, R. En el AECV, el radio R podŕıa ser diferente
tanto a Rm como a RT (ver Fig. 4.1) o podŕıa ser que la cápside se ensamble sobre el molde, i.e.,
R = Rm ̸= RT (véase la Fig. 4.2). En ambos casos, estas condiciones se traducen en un costo
energético de flexión, Gflex, que se describe con la Ec. (3.3), y en última instancia en un efecto de
competición entre el coste energético que se require para desviarse de la curvatura preferencial y la
disminución de enerǵıa que se consigue al autoensamblarse cerca del radio del molde o directamente
sobre este. De la misma forma que en los dos modelos previos, correspondientes a los dos caṕıtulos
anteriores, la agregación de protéınas induce la formación de un borde de longitud l(n, θ, R) sobre
el cual se añaden más subunidades a medida que el agregado crece. La presencia del borde crea
una penalización de enerǵıa que es modelada como τλ l(n, θ, R) (ver Secciones 2.3.2 y 3.2).

La Figura 4.1 muestra el proceso de AECV en presencia de un molde esférico cuando la cápside
se ensambla a un radio que es diferente tanto a Rm como a RT , mientras que la Fig. 4.2 muestra
una cápside parcial y una cápside cerrada cuando Rm < RT (panel izquierdo) y Rm > RT (panel
derecho). En estas ilustraciones, el tamaño final de una cápside nativa, i.e., aquella que sigue valores
preferenciales nT y RT se muestra como una esfera de radio RT de color azul tenue.

Figura 4.1: Representación esquemática del autoensamblaje de una cápside viral con enerǵıa de
flexión en presencia de un molde esférico cuando R ̸= Rm ̸= RT . El proceso de autoensamblaje
se despliega de izquierda a derecha: Inicialmente, las subunidades libres comienzan a asociarse
formando agregados que actúan como un embrión o núcleo de la cápside, el cual crece hasta formar
una cubierta proteica cerrada. Durante este proceso, la competencia entre la enerǵıa de unión, n∆µ,
la enerǵıa de adsorción debida al molde, Gmolde, la enerǵıa de borde., τλ l(n, θ, R), y la enerǵıa de
flexión, Gflex, impulsa el autoensamblaje para n < nT y, por lo tanto, para R < RT . Al culminar,
la cápside completa consta de nc subunidades y tiene un radio Rc.

En la siguiente sección, se deriva la estructura matemática de la enerǵıa libre de Gibbs de
autoensamblaje, considerando la interacción molde-subunidad como una enerǵıa de adsorción.
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4.3 Enerǵıa Libre de Autoensamblaje en (n, R)

En presencia de protéınas de andamiaje en la forma de un molde esférico preformado, la expresión
matemática de la enerǵıa libre contiene, en comparación con la Ec. (3.1), un término adicional que
representa la enerǵıa de adsorción de subunidades libres en el molde esférico,2 Gmolde, y describe
esencialmente la interacción interacción molde-subunidad. Este nuevo término se introduce como
una extensión de la TAECV y es concebido como n veces el potencial qúımico de adsorción, ∆µm,
siendo n el número de subunidades que está en contacto con el molde. Por lo tanto, el trabajo de
formación de una cápside compuesta por n subunidades y un radio de curvatura R, en presencia
de un molde esférico y que considera las penalizaciones energéticas de borde y flexión, se puede
expresar como una generalización de la Ec. (3.18). Aśı, la enerǵıa libre de autoensamblaje en la
representación (n, R) es3

∆G(n, R) = n∆µ + τλ l(n, R) + Gflex + Gmolde

= n∆µ + ∆µm + 2πκ
n

nT

(
RT

R
− 1

)2
+ λT

RT

R

√√√√n
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R2
T

− n

)
,

(4.1)

cuando la cápside se ensambla tocando el molde en un solo ≪punto≫ (como se indica en la Fig.
4.1), y

∆G(n) = n(∆µ + ∆µm) + 2πκ
n
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, (4.2)

cuando la cápside se ensambla sobre el molde (adoptando uno de los dos posibles escenarios mos-
trados en la Fig. 4.2). Por un lado, en la Ec. (4.1), Gmolde representa una constante energética
que no vaŕıa con n, ya que en este caso la cápside parcial y el molde tienen contacto a través
de una sola subunidad, interactuando en un único ≪punto≫ (ver Fig. 4.1). Por otro lado, en las
dos ecuaciones anteriores, ∆µ representa el potencial qúımico asociado a la diferencia de enerǵıa
entre tener las n subunidades proteicas agregadas en la cápside o libres en la solución (Ec. (2.52)).
Además, l(n, R) indica la longitud del borde de la cápside en función de n y R (Ec. (3.17)), λT

es la constante de enerǵıa de borde (Ec. (3.19)), κ representa el módulo de flexión (Ec. (3.117)),
y Gmolde se implementa como ∆µm o n∆µm, según el caso. La Ec. (4.1) depende de los valores
instantáneos de subunidades y de curvatura, n y R, mientras que la Ec. (4.2) solo depende de n ,
ya que se asume que la cápside crece sobre el molde fijando su radio de curvatura a Rm. Ambas
ecuaciones están influenciadas por los valores preferenciales nT y RT .

2La molde preformado por las protéınas de andamiaje se ha definido como un molde esférico de radio Rm. Sin
embargo, debido a la simplicidad de su modelado, este molde podŕıa adoptar diversas formas manteniendo el mismo
efecto sobre el AECV. Esto lo convierte en un ≪molde preformado no especificado≫, similar al del enfoque compu-
tacional desarrollado en [151], donde se utilizó un potencial de Lennard-Jones para cuantificar la interacción de las
protéınas de la cápside con el andamiaje esférico.

3Las ecuaciones (4.1) y (4.2) pueden derivarse usando el formalismo de la f́ısica estad́ıstica al incorporar una forma
más general del grado de libertad de traslación en la función de partición de la Ec. (2.16). Finalmente, debido a que
en general Gmolde = n∆µm, habrá una enerǵıa de enlace efectiva por subunidad como la que aparece en la Ec. (2.53),
pero asociada al molde, i.e., ∆gm.
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Figura 4.2: Representación esquemática del autoensamblaje de una cápside viral sobre un molde
esférico. En el panel izquierdo, se muestra una cápside parcial y una cápside cerrada cuando Rm <
RT , mientras que en el panel derecho se muestran estos dos estados cuando Rm > RT .

Al dividir la enerǵıa libre de Gibbs de la Ec. (4.2) por el producto λT nT , utilizando las variables
adimensionales nr ≡ n/nT y Rr ≡ R/RT (y por ende Rrm ≡ Rm/RT ) se obtiene la enerǵıa libre
escalada, ∆E(nr, Rrm), asociada a este sistema, a saber,4

∆E(nr) ≡ ∆G(n, Rm)
λT nT

= nr

λT
(∆µ + ∆µm) + 2πκ nr

λT nT

( 1
Rrm

− 1
)2

+
√

nr

(
1− nr

R2
rm

)
. (4.3)

Con el fin de describir el fenómeno de AECV con el menor número de parámetros adimensionales
posible, como se hizo en los Caṕıtulos 2 y 3, se establece que

∆µm ≡ δ∆µ. (4.4)

en donde δ es un factor de proporcionalidad. La definición anterior indica la posibilidad de determi-
nar la diferencia de enerǵıa que representa tener n subunidades libres en solución o en contacto con
el molde en términos de ∆µ. En otras palabras, se busca cuantificar la ≪atracción≫ de las subuni-
dades proteicas libres hacia el molde mediante la enerǵıa de enlace efectiva por subunidad, ∆g, y la
concentración de protéınas, c1 (véase la Ec. (2.52)). Por ejemplo, si δ > 1, entonces las subunidades
proteicas interactúan más fuertemente con el molde que entre ellas. En cambio, si 0 < δ < 1,5 hay
una atracción efectiva de las subunidades hacia el molde, pero es menor en comparación con las
interacciones entre subunidades.

En este modelo de AECV, destacan dos particularidades interesantes. Primero, es necesario
enfatizar que la forma en la que se ha implementado la enerǵıa de adsorción entre subunidades
libres y el molde esférico representa un modelo preliminar. La simplicidad del mismo incorpora
los efectos del molde a través de una enerǵıa o potencial qúımico de adsorción, como se indica al
escribir las Ecs. (4.1) y (4.2), y permite hacer la siguiente analoǵıa: si δ > 0, la presencia del molde
es equivalente a tener una mayor enerǵıa de unión entre subunidades proteicas, un menor potencial

4Un procedimiento similar puede aplicarse a la Ec. (4.1), lo que resultaŕıa en la Ec. (3.21) sumando ∆µm/λT nT .
5Es crucial recordar que, según el marco teórico presentado en la Sección 2.3, el autoensamblaje solo puede ocurrir

cuando el potencial qúımico es negativo. Este requisito es necesario para contrarrestar la penalización energética
asociada con dos aspectos clave: (i) la extracción de una subunidad de la solución y su ubicación en una cápside en
formación, y (ii) la desviación de la curvatura preferida durante el crecimiento de la cápside. Sin esta condición, el
proceso de autoensamblaje no se produce de manera espontánea. En resumen, es fundamental compensar las penali-
zaciones energéticas descritas por el segundo y tercer término de la Ec. (4.3) para desencadenar el autoensamblaje.
Además, incluso en presencia de estas condiciones favorables, se debe superar una barrera energética para formar un
embrión con el tamaño óptimo que permita un crecimiento posterior.
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qúımico efectivo (hacia números negativos), y un aumento de la supersaturación, Γ (ver Ec. (4.5)).
Por lo tanto, favorece una disminución, en comparación con los resultados los Caṕıtulos 2 y 3, de
la altura de la barrera de enerǵıa, ∆G∗, y el tamaño cŕıtico de agregación (n∗, R∗).6
Por otro lado, si δ < 0 entonces existe una repulsión entre el molde y las subunidades, que elimina
cualquier ventaja de ensamblarse sobre el molde y hace el proceso ocurra siempre fuera del molde.

Utilizando las mismas definiciones de la supersaturación, Γ y la constante de flexión, f̃r, de
caṕıtulos anteriores (consúltese las Ecs. (2.69) y (3.20)) y definiendo el factor de escalamiento,7
γm, como

Γ ≡ −∆µ

λT
, f̃r ≡

2πκ

λT nT
y γm ≡ (1 + δ), (4.5)

entonces, la enerǵıa libre escalada que se deriva de la Ec. (4.1) para el ensamblaje tocando el molde
en un punto toma la siguiente forma (contrastar con la Ec. (3.21)):

∆E(nr, Rr) = nr

[
f̃r

( 1
Rr
− 1

)2
− Γ

]
+ ∆µm

λT nT
+
√

nr

(
1− nr

R2
r

)
, (4.6)

mientras que la Ec. (4.3) para la formación de la cápside sobre el molde se puede escribir como
sigue:

∆E(nr) = nr

[
f̃r

( 1
Rrm

− 1
)2
− γm Γ

]
+
√

nr

(
1− nr

R2
rm

)
. (4.7)

4.3.1 AECV Tocando el Molde en un Punto
Debido a que la única diferencia entre la enerǵıa de formación cuando la cápside toca el molde
en un punto, Ec. (4.6), y en ausencia de molde, descrita por la Ec. (3.21), reside en el término
constante ∆µm/λT nT , la implementación del molde en la TAECV que se ensamblan con R ̸=
Rm ̸= RT no modifica la mayor parte de los resultados obtenidos en el Caṕıtulo 3. Esto incluye
la Trayectoria de Mı́nima Enerǵıa (TME), el tamaño cŕıtico (R∗

r , n∗
r), la pérdida de confinamiento

en la dirección R, y la formación de cápsides cerradas de tamaño menor al preferencial, con un
número de subunidades nc y un radio Rc, que se determinan a través de las Ecs. (3.24) y (3.25),
respectivamente. Únicamente modifica la altura de la barrera de nucleación y las condiciones de
estabilidad, incluyendo la Supersaturación Mı́nima de Frontera (SMF), Γfront, y la cota superior de
la diferencia de potencial qúımico, ∆µcotsup, las cuales en este caso pasan a ser

Γfront = 1
8f̃r

[(
21/3 + 2f̃2/3

r

)3/2
− 2
√

2f̃r

]2
− Γm

nrc
, (4.8)

y

∆µcotsup = π∆g

16f̃r
√

nT

[(
21/3 + 2f̃2/3

r

)3/2
− 2
√

2f̃r

]2
+ ∆µm

nT nrc
, (4.9)

respectivamente. Estas igualdades son muy similares a las Ecs. (3.28) y (3.29) y solo incluyen un
término adicional, Γm ≡ −∆µm/λT nT (una supersaturación escalada asociada a la diferencia de
potencial qúımico de adsorción) y ∆µm/nc, respectivamente.

6Una consecuencia que se deduce rápidamente a partir de una de las conclusiones del Caṕıtulo 2; la disminución
(hacia números negativos) del potencial qúımico es equivalente a encaminarse hacia las condiciones que favorecen el
AECV (ver Sección 2.3.4).

7El factor de escalamiento es una medida de la intensidad de atracción entre el molde y las subunidades libres
relativa a la enerǵıa de unión ∆µ.
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La adición de estos términos señala que, cuando existe contacto de una subunidad con un molde,
la región de cápsides estables se ampĺıa en comparación con los resultados del Caṕıtulo 3. En la
Fig. 4.3, se muestra el contraste de las regiones de estabilidad y metaestabilidad que se obtienen
para el AECV en contacto por un punto o sin un molde esférico. F́ısicamente, este comportamiento
es debido a la reducción en la enerǵıa de la cápside cerrada debida a la enerǵıa de adsorción. A
medida que f̃r aumenta, la ventaja energética de tener un contacto ≪puntal≫ con el molde pierde
relevancia, haciendo que la frontera de estabilidad con molde (curva naranja) se aproxime a la
frontera de estabilidad sin molde (curva azul).

Figura 4.3: Comparación del régimen de estabilidad de cápsides virales cerradas que se han auto-
ensamblado sin un molde esférico preformado o en contacto con él únicamente en una subunidad
(ver Fig. 4.1). En verde se muestra la región de cápsides estables, mientras que en rojo se repre-
senta la región de cápsides metaestables. Dentro de la región estable, cualquier combinación de los
parámetros Γ y f̃r asegura la formación de una cápside que, aunque de tamaño subóptimo, tiene
una enerǵıa libre (escalada) menor a cero. Por otro lado, la elección de una combinación de paráme-
tros en la región roja conduce a una cápside metaestable. La ĺınea azul representa la frontera de
estabilidad del AECV sin molde, determinada por la Ec. (3.28), mientras que la ĺınea naranja es la
frontera de estabilidad cuando γm = 0.1 (ver Ec. (4.8)). La región amarilla muestra la ampliación
del dominio de valores (Γ, f̃r) que forman cápsides estables debido al contacto con el molde en una
subunidad. Se observa que la ampliación de la región estable debida al molde disminuye conforme
f̃r aumenta.

En la siguiente sección, se analizará cómo se modifica la altura de la barrera de enerǵıa, el
tamaño del núcleo cŕıtico y el ritmo de autoensamblaje para el modelo en cuestión.

4.3.2 AECV en Contacto Puntual con el Molde: La Barrera de Enerǵıa y el Ritmo de
Nucleación

Teniendo en cuenta que la enerǵıa libre escalada de las Ecs. (3.21) y (4.6) difieren únicamente en
una constante, las coordenadas del punto silla, n∗ y R∗, no se ven modificadas y vienen descritas
por las Ecs. (3.32), i.e.,

R∗
r =

1 + 4f̃r

(
2f̃r − Γ

)
− ζ

8f̃r

(
f̃r − Γ

) , n∗
r =

ζ − 1 + 4f̃r

[
Γ + f̃r

(
ζ − 4f̃rΓ− 3

)]
8ζ(f̃r − Γ)2 , (3.32)
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siendo
ζ ≡

√
1 + 8f̃r

[
2f̃r(1 + Γ2)− Γ

]
. (3.33)

Por lo tanto, el único cambio afecta a la altura de la barrera de enerǵıa que se ve reducida en
comparación con la Ec. (3.34) por una constante ∆µm/λT nT . Debido a que el efecto de δ es
disminuir tanto ∆G∗ (∆E∗) como (n∗

r , R∗
r), se puede inferir que el ritmo de ensamblaje, Jβn≫βR

, y
desensamblaje, Jdes βn≫βR

, de cápsides virales es más rápido cuando el autoensamblaje ocurre en
contacto puntual con un molde esférico, por un factor exp(−β∆µm).

4.4 Ensamblaje sobre el Molde Esférico
Considere ahora el caso en que la cápside se ensambla sobre el molde esférico preformado. Cuando las
subunidades proteicas forman agregados que siguen la curvatura del molde durante la construcción
de la cápside, se cumple que R = Rm para cualquier valor de n en la enerǵıa libre escalada,
∆E . Utilizando las variables adimensionales previamente definidas y estableciendo Rr = Rrm, la
expresión de ∆E se reduce a la Ec. (4.7), que se puede reescribir como

∆E(nr) = nr Cm +
√

nr

(
1− nr

R2
rm

)
, (4.10)

siendo
Cm ≡ f̃r

( 1
Rrm

− 1
)2
− γm Γ, (4.11)

el supersaturación efectiva escalada. Esta supersaturación efectiva presenta dos novedades respec-
to a Γ: el factor γm, que representa la ganancia debido a la enerǵıa de adsorción y el término
f̃r(1/Rrm − 1)2, que representa la penalización en forma de enerǵıa de flexión por tener que ajus-
tarse a la curvatura del molde. Evidentemente, la situación más favorable es cuando el molde tiene
el mismo radio que la curvatura preferencial, i.e., Rm = RT . En ese caso, desaparece la penalización
por flexión y se aprovecha al máximo la ventaja energética de ensamblarse sobre el molde.

En la Figura 4.4, se muestra el paisaje de enerǵıa generado por la Ec. (4.10) en función de nr

con Γ y f̃r fijos, y cómo vaŕıa en respuesta a los cambios en γm (panel izquierdo) y Rrm (panel
derecho). En el panel izquierdo de la figura, se observa que al fijar la supersaturación Γ, el factor de
escalamiento γm disminuye la altura de la barrera de enerǵıa y aumenta la estabilidad del estado
final de agregación.

En contraste, el valor del radio del molde Rrm provoca cambios más drásticos en el ensamblaje.
Por un lado, Rrm dicta el valor del radio y tamaño de la cápside final cerrada: nrc = R2

rm, en
donde, nuevamente, el número de cierre escalado está dado por nrc ≡ nc/nT , siendo nc el número
de cierre, i.e., el número de subunidades de la cápside completa. A medida que Rrm disminuye,
se reduce el número de subunidades proteicas en la cápside completamente formada, lo que hace
que la ĺınea que representa la enerǵıa libre termine a una distancia horizontal más corta desde el
origen. Por otro lado, en el panel derecho se puede ver que si el radio del molde es muy distinto
del radio preferencial, podŕıa perderse la ventaja en enerǵıa de adsorción de ensamblarse sobre el
molde, resultando en enerǵıas de nucleación y finales de la cápside más altas que en ausencia de
molde.
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Se observa también que la penalización en la enerǵıa libre por ensamblarse con Rm < RT o con
Rm > RT no es la misma debido a la naturaleza asimétrica de la enerǵıa de flexión, descrita por
la Ec. (3.3). En otras palabras, desviarse de la curvatura preferencial, en la misma proporción δR,
hacia radios menores en comparación con RT no conlleva el mismo costo energético que desviarse
hacia radios mayores en relación con RT .

Figura 4.4: Paisaje de enerǵıa generado por la Ec. (4.10) en función de nr = n/nT para diferentes
valores de γm (panel izquierdo) y Rrm (panel derecho). En el panel izquierdo, se estableció Rrm =
0.95 y se usaron los siguientes valores de γm: γm = 1.0 (ĺınea azul), γm = 1.2 (ĺınea naranja),
γm = 1.3 (ĺınea verde), y γm = 1.5 (ĺınea roja). El panel derecho tiene asociado γm = 1.2 y el
conjunto de valores subsiguiente de Rrm: Rrm = 0.60 (ĺınea azul), Rrm = 0.70 (ĺınea naranja),
Rrm = 0.80 (ĺınea verde) y Rrm = 1.00 (ĺınea roja). Se utilizaron Γ = 1.0 y f̃r = 5.0 como valores
de supersaturación y constante de flexión para generar las gráficas. En ambos casos, la ĺınea negra
discontinua representa el paisaje de enerǵıa en equilibrio, i.e., Γ = 0.0 y con Rrm = 1, sirviendo
como referencia para comprender el efecto del radio del molde en la interacción molde-subunidad.

Figura 4.5: Gráficas representativas del paisaje de enerǵıa libre escalada, Ec. (4.10), y el efecto que
implica ensamblarse sobre un molde con Rm < RT o Rm > RT , en función del número de subuni-
dades instantáneo escalado, n/nT . En el gráfico se presentan tres condiciones de autoensamblaje:
(i) autoensamblaje en el estado de equilibrio, i.e., con Γ = 0.0 (∆µ = 0.0, kBT ) (ĺınea negra discon-
tinua), (ii) autoensamblaje con Rm = 0.6RT (ĺınea azul) y (iii) autoensamblaje con Rm = 1.4RT

(ĺınea naranja). La estructura de estas curvas se establece considerando que Γ = 1.0, γm = 1.2 y
f̃r = 5.0. El inicio y final del autoensamblaje se representan con un punto en color amarillo y rojo,
respectivamente.
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En la Figura 4.5, las ĺıneas sólidas a color representan el paisaje de enerǵıa libre escalada de
una cápside que se ensambla sobre un molde con una curvatura menor (ĺınea azul) y mayor (ĺınea
naranja) en comparación con RT . El punto de inicio del autoensamblaje es el mismo para ambos
casos (punto en color amarillo). Ambas desviaciones mantienen la misma proporción: el radio del
molde que define la curva azul es un 40 % menor que RT , mientras que la ĺınea naranja representa
el ensamblaje de una cápside sobre un molde cuyo radio es un 40 % mayor que RT . En este ejemplo
particular, la diferencia entre las barreras de enerǵıa correspondientes y el estado final de autoen-
samblaje (representado por el punto en color rojo) es evidente. El estado final de autoensamblaje
es metaestable cuando Rm = 0.6RT , pero se vuelve estable si Rm = 1.4RT bajo las mismas condi-
ciones fisicoqúımicas, lo que resalta la asimetŕıa energética de la flexión en el modelo. Es notable
que la barrera de nucleación es también significativamente diferente, con ∆E∗

R=0.6RT
> ∆E∗

R=1.4RT
.

Además, el tamaño del núcleo cŕıtico, n∗, es mayor cuando el radio del molde es un 40 % menor
que RT en comparación con el caso en que es un 40 % mayor que RT .

La discusión de los parámetros óptimos γm y Rrm que tienden a generar una menor barrera
energética y un estado final de autoensamblaje estable, se aborda a través de diagramas de fase
de autoensamblaje en las Secciones 4.7, 4.8 y 4.9. Espećıficamente, se analiza la conveniencia de
ensamblar a radios mayores o menores en relación con la curvatura preferencial en la Sección 4.10.

4.4.1 Régimen de Estabilidad de una Cápside en Presencia de un Molde Esférico

Al igual que en la Sección 3.3.2 del Caṕıtulo 3, y la Sección 4.3.1, la estabilidad de una cápside
completamente formada se puede caracterizar a través del valor de la enerǵıa libre escalada, ∆E
evaluada en el número de cierre escalado, nrc. Si ∆Ec < 0, la cápside es estable, mientras que si
∆Ec > 0, la cápside es metaestable.

Evaluando la Ec. (4.10) en nr = R2
rm, la enerǵıa libre de cierre resulta

∆Ec ≡ ∆E(nr = nrc) = R2
rm

[
f̃r

( 1
Rrm

− 1
)2
− γmΓ

]
. (4.12)

Igualando la ecuación anterior a cero y resolviendo para Γ, se obtiene la SMF, i.e.,

Γfront = f̃r

γm

( 1
Rrm

− 1
)2

, (4.13)

que a su vez separa las regiones estables y metaestables de la formación de cápsides cerradas sobre
un molde esférico.

En la Fig. 4.6, se muestran las regiones de estabilidad y metaestabilidad que se obtienen para el
AECV que se ensamblan sobre un molde esférico.8

8Si bien la representación gráfica del régimen de estabilidad de las Figs. 3.7 y 4.6 se ilustra en función de f̃r,
también puede realizarse en términos de cualquier otro parámetro de autoensamblaje disponible, e.g., Rrm (ver la
Fig. 4.10), γm, e incluso términos de la desviación relativa de curvatura, δR (véase la Sección 4.10).
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Figura 4.6: Régimen de estabilidad de cápsides virales cerradas que se han autoensamblado sobre
un molde esférico. La región verde muestra cápsides estables, mientras que la región roja representa
cápsides metaestables. Dentro de la región estable, cualquier combinación de los parámetros Γ y f̃r

garantiza la formación de una cápside con enerǵıa libre (escalada) menor a cero. Por otro lado, la
elección de una combinación de parámetros en la región roja puede llevar a una cápside metaestable.
La ĺınea azul en el diagrama representa la frontera de estabilidad, determinada por la Ec. (4.13).
Los valores utilizados para generar el diagrama de estabilidad fueron Rrm = 0.85 y γm = 1.2.

Finalmente, como un análogo de la Ec. (3.29), y haciendo uso de las Ecs. (2.66), (4.5) y (4.13), se
encuentra la expresión que define la cota superior de la diferencia de potencial qúımico, ∆µcotsup,
que garantiza la formación de una cápside estable. Esto es,

∆µcotsup ≡
π∆gf̃r

2γm
√

nT

( 1
Rrm

− 1
)2

. (4.14)

4.4.2 Efectos en la Barrera de Enerǵıa y el Tamaño Cŕıtico de Nucleación
Utilizando la Ec. (4.11) para mantener una notación simple, se calcula fácilmente la altura de la
barrera de enerǵıa tamaño cŕıtico del núcleo, ambos en su versión escalada. Al derivar la Ec. (4.10)
respecto a nr y posteriormente evaluar en nr = n∗

r se obtiene(
∂∆E(nr)

∂nr

)
nr=n∗

r

= Cm + 1
2Rrm

(√
R2

rm − n∗
r

n∗
r

−
√

n∗
r

R2
rm − n∗

r

)
. (4.15)

Igualando esta derivada a cero y resolviendo para n∗
r , se determina el tamaño cŕıtico escalado de

este sistema, a saber,

n∗
r = 1

2

(
R2

rm + CmR3
rm√

1 + C2
mR2

rm

)
. (4.16)

Sustituyendo la ecuación anterior en la Ec. (4.10) se encuentra que la altura de la barrera de enerǵıa
escalada, en términos de Cm y Rrm, es

∆E∗ ≡ ∆E(n∗
r) = 1

2

[√
R2

rm

1 + C2
mR2

rm

+ CmR2
rm

(
1 + CmRrm√

1 + C2
mR2

rm

)]
. (4.17)

La Figura 4.7 muestra el comportamiento caracteŕıstico de las Ecs. (4.16) y (4.17) en función de la
supersaturación, Γ, para distintos valores de γm a Rrm fijo. En el panel izquierdo de este gráfico, se
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puede observar que el cociente Rm/RT define el tamaño cŕıtico en equilibrio (Γ = 0.0), mientras que
γm establece el ritmo de decaimiento de dicho tamaño a medida que Γ crece. Un comportamiento
similar ocurre en el panel derecho, pero en términos de la altura de la barrera de enerǵıa. Estos
resultados confirman que la enerǵıa de adsorción debida a presencia de un andamio de tamaño
similar al preferencial reduce el tamaño cŕıtico requerido para la formación de la cápside y hace
que el proceso de ensamblaje sea más favorable [44, 149].

Figura 4.7: Tamaño cŕıtico escalado y altura de la barrera de enerǵıa escalada en función de la
supersaturación, Γ, para distintos valores del factor de escalamiento, γm. En el panel izquierdo,
se representa la variación del tamaño cŕıtico relativo a nT , Ec. (4.16). En el panel derecho, se
encuentra el comportamiento de ∆E∗ según la Ec. (4.17). Las curvas en color se generaron con los
siguientes valores f̃r = 5.0 y Rrm = 0.85, en donde γm = 1.2 (ĺınea azul), γm = 1.5 (ĺınea naranja),
γm = 2.0 (ĺınea verde) y γm = 5.0 (ĺınea roja). En ambos paneles se representa el comportamiento
de las cantidades correspondientes en el ≪modelo clásico≫ (ĺınea negra discontinua) y en el modelo
de AECV con enerǵıa de flexión (ĺınea gris discontinua).

La Figura 4.8 presenta gráficamente las Ecs. (4.16) y (4.17) en función del tamaño del molde,
Rrm, al fijar Γ y variar la intensidad de la interacción molde-subunidad a través de γm. Es conve-
niente explicar por separado los elementos de la gráfica y el comportamiento de las curvas en cada
panel. Primero se abordará el panel izquierdo y luego el panel derecho.
En el panel izquierdo de la Fig. 4.8, la ĺınea negra discontinua representa el ≪modelo clásico≫ del
Caṕıtulo 2 en condiciones de equilibrio, es decir, con Γ = 0.0, donde se tiene que n∗

r = R2
rm/2,

correspondiente a recubrir la mitad del molde. La ĺınea negra discontinua incluye, por supuesto, el
punto con coordenadas (Rrm = 1.0, n∗

r = 0.5).

Las curvas a color del panel izquierdo de la Fig. 4.8 corresponden a Γ = 1.0. Su comportamiento se
puede explicar como sigue. Cuando el radio del molde coincide con el radio preferencial, Rrm = 1, se
observa que el tamaño cŕıtico cumple con que n∗

r < 0.5, debido al incremento de la supersaturación
efectiva, que a su vez se origina por la presencia de la enerǵıa de adsorción con el molde. Conforme
el radio del molde aumenta o disminuye alejándose del valor preferencial, el coste de enerǵıa de
flexión aumenta, por lo que se requiere un núcleo de mayor tamaño. El tamaño del núcleo crece
a medida que disminuye Rrm hasta llegar a un valor máximo R2

rm/2, a partir del cual se pierde
al ventaja energética de ensamblarse sobre el molde y se obtendŕıan cápsides cerradas metaesta-
bles. Posteriormente, n∗

r alcanza un máximo, donde el tamaño del molde produce una penalización
energética de flexión máxima en la enerǵıa libre de autoensamblaje. Luego, el tamaño del núcleo
comienza a disminuir, lo que indica que, aunque la enerǵıa de flexión aumenta con moldes más
pequeños, el reducido tamaño del molde hace que se necesiten menos subunidades para formar el
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tamaño cŕıtico. Por último, si el tamaño del molde es cercano a cero, una subunidad proteica podŕıa
ser suficiente para formar un núcleo. Esto se observa en el extremo izquierdo de esta gráfica.

En el panel derecho de la Fig. 4.8, que representa la altura de la barrera de nucleación, ∆E∗, en
función de Rrm. Las curvas a color muestran caso Γ = 1.0 para diferentes valores de γm. En todos
los casos, la barrera de nucleación es menor que en el modelo clásico. Las desviaciones de curvatura
respecto al valor preferencial incrementan la altura de la barrera de enerǵıa, pero a un ritmo más
lento para radios Rrm > RT , en comparación con las desviaciones a radios menores.

Figura 4.8: Tamaño cŕıtico escalado y altura de la barrera de enerǵıa escalada en función del radio
del molde escalado, Rrm = Rm/RT , para distintos valores del factor de escalamiento, γm. En el
panel izquierdo, se representa la variación del tamaño cŕıtico del núcleo relativo a nT , Ec. (4.16).
En el panel derecho, se encuentra el comportamiento de ∆E∗ según la Ec. (4.17). Las curvas en
color se generaron con los siguientes valores: Γ = 1.0 y f̃r = 5.0, en donde γm = 1.2 (ĺınea azul),
γm = 1.5 (ĺınea naranja), γm = 2.0 (ĺınea verde) y γm = 5.0 (ĺınea roja). En ambos paneles se
representa el comportamiento de las cantidades cuando Γ = 0.0 a la vez que f̃r = 0.0, que marca
el ĺımite de estabilidad de las cápsides cerradas (ĺınea negra discontinua).

La Fig. 4.9 representa el comportamiento gráfico del tamaño del núcleo cŕıtico escalado y de la
altura de la barrera de enerǵıa escalada en el caso dominado por la enerǵıa de flexión. Esto ocurre
para valores muy grandes de f̃r, donde el costo energético asociado a las desviaciones de la curva-
tura preferencial no es compensado por el efecto combinado de la supersaturación y el factor de
escalamiento. En este caso, tanto n∗

r como ∆E∗ tienen un mı́nimo muy pronunciado en Rrm = 1.0,
lo que indica que el mı́nimo global del tamaño del núcleo cŕıtico y de la barrera de enerǵıa ocurre
cuando el radio del molde coincide con el radio de la curvatura preferencial. Esto era de esperarse,
ya que en ese caso la enerǵıa de flexión de la Ec. (4.10) es cero.

Aunque se puede calcular n∗
r y ∆E∗ para un dominio muy grande de Rrm, no todos los valores

obtenidos producirán cápsides estables. Una vez que se han fijado f̃r y γm, se puede encontrar
el régimen de estabilidad de Γfront en función de Rrm, como se muestra en la Fig. 4.10. En las
Figs. 4.8 y 4.9, la sección continua de las curvas a color representa el dominio y rango de valores
que garantizan la formación de cápsides estables. Por otro lado, las curvas discontinuas a color
representan las regiones que conducen a la metaestabilidad de una cápside cerrada. Los puntos
en color rojo indicados en las gráficas muestran la transición estable-metaestable de las cápsides
virales.
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Figura 4.9: Tamaño cŕıtico escalado y altura de la barrera de enerǵıa escalada en función Rrm =
Rm/RT , para distintos valores del factor de escalamiento, γm, en el caso dominado por la enerǵıa de
flexión, i.e., f̃r →∞. En el panel izquierdo, se representa la variación del tamaño cŕıtico del núcleo
relativo a nT , Ec. (4.16). En el panel derecho, se muestra el comportamiento de ∆E∗ de acuerdo
con la Ec. (4.17). Las curvas en color se generaron con los siguientes valores Γ = 1.0 y f̃r = 1000,
en donde γm = 1.2 (ĺınea azul), γm = 1.5 (ĺınea naranja), γm = 2.0 (ĺınea verde) y γm = 5.0 (ĺınea
roja). En ambos paneles se representa el comportamiento de las cantidades cuando Γ = 0.0.

Figura 4.10: Régimen de estabilidad de cápsides virales cerradas que se ensamblan sobre un molde
esférico. En verde se muestra la región de cápsides estables y en roja la región de cápsides meta-
estables. Dentro de la región estable, cualquier combinación de los parámetros Γ y f̃r garantiza la
formación de una cápside que tendrá una enerǵıa libre (escalada) menor a cero. Por otro lado, la
elección de una combinación de parámetros de la región en color roja producirá una cápside meta-
estable. Adicionalmente, la ĺınea azul representa la frontera de estabilidad, determinada por la Ec.
(4.13). Los valores utilizados para generar el diagrama de estabilidad fueron f̃r = 5.0 y γm = 1.2.
Con un punto en color rojo se señala el valor de Rrm que separa los reǵımenes estable y metaestable
cuando Γ = 1.0, en este caso Rrm ≈ 0.67, por lo que la estabilidad se consigue para Rrm > 0.67 en
este caso.
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Es interesante resaltar que con el modelo presentado en este caṕıtulo es posible determinar
los tamaños cŕıticos y la altura de la barrera de enerǵıa en términos de Γ, f̃r y γm, que a su vez
se relacionan con cantidades fundamentales accesibles experimental o computacionalmente. Estas
cantidades tienen el potencial de proporcionar predicciones de la estructura final de las cápsides en
ciertas condiciones fisicoqúımicas mediante métodos anaĺıticos.

Previo a la discusión de los diagramas de fase de autoensamblaje, resulta ilustrativo analizar
la cinética del AECV cuando se ensamblan sobre un molde preformado. La cinética y el ritmo de
nucleación de cápsides virales en estas condiciones se discuten en la siguiente sección.

4.5 Cinética de Autoensamblaje y Ritmo de Nucleación en Presencia de un
Molde Esférico

Antes de estimar el ritmo de nucleación en el estado estacionario asociado al sistema en cuestión,
es crucial reconocer que, al autoensamblarse las subunidades proteicas sobre el molde, la enerǵıa
libre de autoensamblaje solo tiene un grado de libertad, i.e., nr (ver Ec. (4.10)). Por lo tanto, se
pueden aplicar las mismas consideraciones teóricas de la Sección 2.4, para modelar la cinética de
nucleación en este caso. Siguiendo estos argumentos, se puede deducir que el ritmo de nucleación
de este sistema se expresa mediante la Ec. (2.113), es decir,

J = csβ∗
nZ exp (−β∆G∗), (2.113)

siendo cs la concentración del solvente, β∗
n el ritmo de unión de subunidades proteicas en la vecindad

del punto cŕıtico n∗, Z el factor de Zeldovich, que se determina como se muestra a continuación:

Z =
√

W ∗

2πkBT
, (2.114)

y W ∗ el negativo de la segunda derivada de la enerǵıa libre, Ec. (4.10), evaluada en el tamaño
cŕıtico del núcleo, es decir, evaluada en n = n∗, a saber,

W ∗ ≡ −
(

∂2∆G(n)
∂n2

)
n=n∗

< 0. (2.110)

La expresión resultante del ritmo de nucleación en el estado estacionario de una cápside que se
ensambla sobre un molde preformado es, aunque anaĺıtica, muy complicada de escribir. Sin embar-
go, el análisis gráfico de este resultado proporciona información crucial sobre la producción de los
núcleos de cápsides virales.

En la Figura 4.11, se muestra el ritmo de nucleación normalizado por el valor para Γ = 0.0 y
Rrm = 1.0, J/J0, en el estado estacionario en función de Γ (panel izquierdo), y el cociente J/J0 en
función del tamaño del molde Rrm (panel derecho).

En el panel izquierdo de dicha figura, se muestra que el factor de escalamiento incrementa
la afinidad efectiva de las subunidades para estar en un estado de agregación, lo que f́ısicamente
implica un aumento en el ritmo de nucleación. Por otro lado, en el panel derecho, se observa la
presencia de un máximo, el cual siempre ocurre en el dominio de desviaciones de curvatura pequeñas
(aproximadamente dentro del 20 % respecto a RT en estas condiciones de autoensamblaje). Este
máximo está determinado por la constante de flexión, f̃r, asociada a la cápside. En el caso dominado
por la enerǵıa de flexión, el máximo de las curvas del ritmo de nucleación se encuentra en Rrm = 1.
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Por otro lado, si la cápside es menos ŕıgida, el máximo se desplaza hacia la izquierda, porque un
menor radio del molde implica que el tamaño cŕıtico y su enerǵıa de borde correspondiente sea
menor. La representación del ritmo de nucleación en el modelo clásico se muestra con una ĺınea
negra discontinua, lo que facilita la identificación de las zonas donde se formarán núcleos de cápsides
más rápidamente y las condiciones que favorecen este proceso.

Figura 4.11: Ritmo de autoensamblaje en el estado estacionario.† En el panel izquierdo, se grafica
el ritmo de nucleación, Ec. (2.113) (escalado por J0, siendo J0 el ritmo de nucleación evaluado en
Γ = 0.0 Rrm = 1.0) en función de la supersaturación, Γ, en donde se estableció que Rrm = 0.95 para
fijar el valor del costo de enerǵıa de flexión. En esta gráfica, se representa la solución del modelo
clásico del Caṕıtulo 2 con una ĺınea negra discontinua. En el panel derecho, se grafica el cociente
J/J0 en función de Rrm, usando Γ = 1.0. Los puntos en color rojo indican la frontera de estabilidad
en el eje de las abscisas, por lo que la sección de las curvas a color que se encuentren a la izquierda
de los puntos en color rojo generan cápsides metaestables (ĺıneas discontinuas) y la sección a la
derecha de estos puntos muestran la región estable (ĺıneas continuas). En ambas gráficas, los valores
utilizados para generar la curvas fueron f̃r = 5.0, nc = 180 ⋆, ∆g ≈ −5kBT . y una serie de valores
para γm: γm = 1.2 (ĺınea azul), γm = 1.5 (ĺınea naranja), γm = 2.0 (ĺınea verde) y γm = 5.0 (ĺınea
roja).
† Con el fin de dar una representación e interpretación adecuada del ritmo de autoensamblaje, las gráficas
generadas para esta figura se obtuvieron utilizando la enerǵıa libre de Gibbs, ∆G, y el tamaño cŕıtico, n∗, en
su versión dimensional en vez de sus versiones adimensionales que son la enerǵıa libre escalada, Ec. (4.2) y el
cociente n∗/nT de la Ec. (4.16). Las versiones dimensionales se obtienen a través de las siguientes relaciones:
n∗ = n∗

rnT y ∆G∗ = λT nT ∆E∗, respectivamente, lo que justifica la necesidad de escribir λT de forma
expĺıcita (ver Ec. (3.19)) y, por lo tanto, proporcionar una aproximación de la enerǵıa de enlace efectiva por
subunidad ∆g y el número de subunidades en una cápside completamente formada que sigue la curvatura
preferencial RT , i.e., nT . La discusión de los casos en los que es conveniente utilizar las cantidades escaladas
y cuando no se encuentra en el pie de página de la página 75.
⋆Es importante no confundir el número de cierre, nc, con el número de agregación preferencial, nT . El número
de cierre se determina por completo al fijar Rrm y no es necesario indicarlo expĺıcitamente, mientras que nT

influye en la estimación de λT y proporciona información sobre la curvatura preferencial.

Al igual que en las Figs. 4.8 y 4.9, se encuentra que existe una combinación de parámetros que
conducen a la formación de cápsides metaestables. La región discontinua de las curvas a color del
panel derecho de la Fig. 4.11 indica el valor de J/J0, para esos valores de Γ, f̃r y γm, asociado
a la producción de núcleos de cápsides metaestables. Los puntos en color rojo están ubicados en
los valores de Rrm que definen la frontera de estabilidad para esas condiciones de autoensamblaje
(consultar Fig. 4.10).
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Una de las cuestiones más importantes a determinar es bajo qué condiciones resulta más favora-
ble ensamblarse sobre el molde frente a ensamblarse sin él. En la siguientes secciones, se introducen
los diagramas de fase de autoensamblaje en el contexto de la Teoŕıa Clásica de Nucleación de Cápsi-
des Virales (TCNCV). Posteriormente, en las Secciones 4.7, 4.8 y 4.9 se discuten los diagramas de
fase generados con distintos discriminantes o identificadores de fase en función de Rrm y γm.

4.6 Sobre los Diagramas de Fase de Autoensamblaje de Cápsides Virales
El término diagrama de fase de autoensamblaje se introduce en esta tesis para referirse a una
representación gráfica que ilustra cuál es estado más favorable en función de distintos criterios
energéticos y de los parámetros que controlan el autoensamblaje Γ, f̃r, Rrm y γm.

Figura 4.12: Diagrama de fase del agua y diagrama de autoensamblaje cápsides virales. En el panel
izquierdo, se presenta una versión simplificada del diagrama de fase temperatura-presión del agua,
en donde los estados sólido, ĺıquido y gaseoso del agua se muestran como función de la presión, p, y
la temperatura, T . Las ĺıneas continuas representan la coexistencia de distintas fases en el equilibrio
(equilibrio en términos del potencial qúımico entre las fases α y β, i.e., µα = µβ). Adicionalmente
se identifican dos puntos singulares: (i) el punto triple, que ocurre a T = 0.01◦C y p = 0.008 atm, y
en donde las tres fases coexisten y (ii) el punto cŕıtico con coordenadas (T = 378◦C, p = 218atm),
que señala el término de la coexistencia ĺıquido-vapor. En el panel derecho, se muestra uno de los
diagramas de fase de autoensamblaje generados por C. Mendoza y D. Reguera (figura adaptada
de [43]) en el caso dominado por la enerǵıa de flexión, i.e., γFvk = 0.0 (f̃r → ∞): Las diferentes
fases indican cuál es la estructura con la enerǵıa libre más baja en términos sus parámetros λ y
∆µ̃. En color naranja se destacan los cinturones como estructuras más estables, en rojo las cápsides
frustradas con defectos, en verde los cascarones cerrados sin defectos, y en morado los cilindros.
Además, se muestra en azul una región correspondiente a casquetes esféricos metaestables sin
defectos, mientras que la región blanca representa subunidades proteicas libres en solución.

El término ≪fases energéticas≫ se utiliza para distinguir entre diferentes fases en función de los
valores obtenido para la altura de la barrera de enerǵıa escalada, ∆E∗, la enerǵıa libre escalada
en el estado final de autoensamblaje, ∆Ec, o ambas. En estos diagramas, una fase se caracteriza
por tener una barrera de enerǵıa o una enerǵıa libre en el estado final de autoensamblaje por
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encima o por debajo de un umbral espećıfico. Este término se emplea de manera análoga a los
diagramas de fase tradicionales, donde una fase se refiere al estado f́ısico observable de un material
que es qúımicamente uniforme bajo ciertas condiciones de presión, temperatura, volumen y otras
variables de estado [73, 74] (ver panel izquierdo de la Fig. 4.12). Las fronteras o ĺımites de fase en
los diagramas de autoensamblaje son ĺıneas que definen las condiciones de equilibrio entre múltiples
fases. Además, bajo determinadas condiciones, pueden aparecer puntos de coexistencia entre dos o
más fases, representando los puntos donde dos sistemas de autoensamblaje distintos o en diferentes
condiciones coinciden en los valores de ∆E∗ y ∆Ec.

El estudio del diagrama de AECV desde la perspectiva de una teoŕıa f́ısica es fundamental para
comprender los mecanismos que rigen este proceso. Dentro de este marco, es posible (i) identificar
parámetros clave, (ii) predecir condiciones de ensamblaje y (iii) obtener información para desarrollar
modelos más complejos que describan mejor el proceso real.

En una investigación reciente, C. Mendoza y D. Reguera discuten los diagramas de fase de
autoensamblaje para analizar la estabilidad de las estructuras formadas por subunidades proteicas.
Este análisis se realiza en términos de un potencial qúımico escalado, ∆µ̃, un término asociado a
la tensión lineal, λ, y el número de Föppl-von Kármán (FvK) γFvK (ver panel derecho de la Figura
4.12). Los diagramas de fases resultaron útiles para predecir y comprender la estabilidad y formación
de diversas estructuras, como cintas, cápsides frustradas con defectos, cascarones cerrados con
defectos, cilindros y casquetes esféricos metaestables sin defectos [43]. Sin embargo, su investigación
se centró únicamente en determinar la estructura con la menor enerǵıa libre en el estado final de
agregación, sin clasificar las fases según la altura de la barrera energética. Además, no se consideró
el efecto dual de la altura de la barrera energética y la enerǵıa libre final en los modelos propuestos,
y tampoco se incorporó un molde preformado en el proceso de autoensamblaje.

En este caṕıtulo se generan y discuten tres tipos de diagramas de fase de autoensamblaje, cada
uno basado en diferentes criterios energéticos para distinguir entre fases. En la siguiente sección
se generan y discuten diagramas de fase de autoensamblaje utilizando el criterio energético de la
estabilidad de una cápside completa.

4.7 Diagrama de Fase en términos del Estado Final de Autoensamblaje

Cuando una cápside se ha cerrado, la penalización energética asociada con la tensión lineal des-
aparece, ya que el borde del agregado no está presente. Esto resulta en la conservación de solo dos
términos en la enerǵıa libre escalada de autoensamblaje: (i) el término relacionado con la ventaja
energética de la agregación y (ii) el término asociado con la penalización energética de la flexión.
Por lo tanto, de acuerdo con las Ec. (4.7) y (4.12), la enerǵıa libre escalada de cierre de una cápside
que se ensambla sobre un molde esférico es

∆Ecm ≡ R2
rm

[
f̃r

( 1
Rrm

− 1
)2
− γm Γ

]
. (4.12)

Por otro lado, la enerǵıa libre escalada de una cápside ensamblada sin molde está dada por la Ec.
(3.27), i.e.,

∆Ec =
[
f̃r

( 1
Rrc
− 1

)2
− Γ

]
nrc, (3.27)
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siendo Rrc el radio de cierre escalado, el cuál está determinado por la Ec. (3.25), es decir,

Rrc = 2
√

2f̃r(
21/3 + 2f̃

2/3
r

)3/2 . (3.25)

Comparando ambas enerǵıas, Ecs. (4.12) y (3.27), es posible determinar bajo que condiciones es
más favorable ensamblarse sobre el molde frente hacerlo directamente sin él.

Figura 4.13: Diagrama de fase de autoensamblaje determinado por el criterio energético de la enerǵıa
libre escalada de cierre. En este diagrama se muestran dos regiones que se categorizan según el valor
relativo de la enerǵıa libre escalada de cierre, es decir, a través de las desigualdades ∆Ecm > ∆Ec

(región azul) y ∆Ecm < ∆Ec (región verde). Los diagramas de fase fueron obtenidos con un valor fijo
de la supersaturación, i.e., Γ = 1.0 y para distintos valores de la constante de flexión, f̃r: f̃r = 0.5
(cuadrante (i)), f̃r = 5.0 (cuadrante (ii)), f̃r = 10.0 (cuadrante (iii)) y f̃r = 100.0 (cuadrante (iv)).

En la Figura 4.13, se presenta cuál de los escenarios es más favorable en términos de la enerǵıa libre
del cápside final, en función de γm y Rrm. En este diagrama se distinguen dos regiones: una donde
el autoensamblaje sin molde es más favorable, identificada en color azul y f́ısicamente accesible
cuando la enerǵıa libre escalada de cierre resultante de ensamblar una cápside sin molde es menor
que ∆Ecm. La otra región se define como aquella en la que la enerǵıa libre escalada de cierre es
menor cuando la cápside se ensambla sobre el molde (que ha sido definida como ∆Ecm en la Ec.
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(4.12) para simplificar la notación y evitar confusiones). En resumen, se busca determinar cómo se
consigue la cápside más estable, si formándose a un radio diferente al del molde o sobre este.
La Figura 4.13, muestra que para desviaciones significativas respecto a la curvatura preferencial, ya
sea Rrm < RT o Rrm > RT , y con valores bajos del factor de escalamiento, γm, la cápside resulta
más estable cuando se autoensambla fuera del radio del molde (región en color azul). Sin embargo,
si el costo energético asociado con la desviación de curvatura es ampliamente compensado por γm,
la cápside será más estable al ensamblarse sobre el molde (región en color verde). En todos los
paneles, para que las subunidades se ensamblen sobre el molde se requiere que γm > 1, es decir que
haya una interacción atractiva de adsorción que aumente de manera efectiva la supersaturación. Un
valor de γm < 1 equivale a la existencia de una repulsión efectiva entre el molde y las subunidades
que evitaŕıa ensamblarse sobre el molde. Sin embargo, la enerǵıa final de la cápside cerrada no es
lo que determina cómo se autoensambla. Si esto fuera aśı, la cápside siempre adoptaŕıa el radio
final preferencial, Rr = 1, ya que se elimina el coste de flexión. Lo que determina el producto final
del ensamblaje es el paisaje de enerǵıa y los aspectos cinéticos. Por esta razón, convine analizar el
diagrama de fase en términos de la altura de la barrera de nucleación como se hace en la siguiente
sección.

4.8 Diagrama de Fase de Autoensamblaje en términos de la Cinética

En esta sección, se estudia el efecto que tienen el factor de escalamiento, γm, y el tamaño escalado
del molde, Rrm, en la altura de la barrera de enerǵıa escalada. Para esto, se construye un diagrama
de fase describiendo cuál v́ıa de autoensamblaje implica una menor barrera energética: si aquella
en la que una cápside se ensambla sin molde o sobre el molde. Naturalmente, en el caso del auto-
ensamblaje sin molde, la altura de la barrera de nucleación está definida matemáticamente por la
Ec. (3.34), a saber,

∆E∗ ≡ ∆E(n∗
r , R∗

r)

=
ζ − 1− 4f̃rΓ(ζ − 4f̃rΓ) + 2

√
ζ −

(
1− 4f̃rΓ

)√
ζ − 1 + 4f̃r

[
f̃r

(
ζ − 4f̃rΓ− 3

)
+ Γ

]
8ζ
(
f̃r − Γ

) .

(3.34)

Para el caso en el que la cápside se ensambla sobre un molde esférico, la barrera energética energética
escalada está dada por

∆E∗
m ≡

1
2

[√
R2

rm

1 + C2
mR2

rm

+ CmR2
rm

(
1 + CmRrm√

1 + C2
mR2

rm

)]
. (4.17)

Cuando ∆E∗
m > ∆E∗, resulta cinéticamente más rápido ensamblarse fuera del molde y la región

será de color azul; mientras que si ∆Em < ∆E∗, resulta más favorable ensamblarse sobre el molde
y la región será de color verde.
En la Figura 4.14, se presenta el diagrama de fase de autoensamblaje con el criterio energético de
la altura de la barrera de enerǵıa escalada en función de γm y Rrm para distintos valores de la
constante de flexión y a supersaturación fija.
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Figura 4.14: Diagrama de fase de autoensamblaje determinado por el criterio energético de la altura
de la barrera de enerǵıa escalada. Las dos fases se categorizan según los siguientes escenarios: si
∆E∗

m > ∆E∗ (región azul) y ∆E∗
m < ∆E∗ (región verde). Los diagramas de fase fueron obtenidos con

un valor fijo de la supersaturación, i.e., Γ = 1.0, y para distintos valores de la constante de flexión,
f̃r: f̃r = 0.5 (cuadrante (i)), f̃r = 5.0 (cuadrante (ii)), f̃r = 10.0 (cuadrante (iii)) y f̃r = 100.0
(cuadrante (iv)).

En el cuadrante (i) de la Fig. 4.14, con Γ = 1.0 y f̃r = 0.5, se observa que una constante de flexión
pequeña admite desviaciones significativas respecto a la curvatura preferencial, las cuales implican
un costo energético que puede ser fácilmente compensado por ensamblarse sobre el molde. Si el
radio del molde es muy pequeño (Rrm < 0.4 en este caso), aún podŕıa ser termodinámicamente
favorable ensamblarse sobre el molde, pero se requeriŕıa una enerǵıa de adsorción pronunciada. Es
por eso que la esquina inferior izquierda siempre muestra un color azul, indicando que ese valor de
γm no logra compensar las penalizaciones por enerǵıa de flexión. En otras palabras, cuando Rrm

es extremadamente reducido, la ventaja energética del molde no es suficiente para contrarrestar
el coste en enerǵıa de flexión. En los cuadrantes (ii) y (iii), se incrementa la rigidez de la cápside
al hacer f̃r = 5.0 y f̃r = 10.0 respectivamente, por lo que reduce la región en color verde. En
el cuadrante (iv), con f̃r = 100, el costo de desviaciones de curvatura es tan elevado que es más
conveniente para el virus que su cápside se ensamble fuera del molde si este se desv́ıa en más de
un 20 % hacia radios más pequeños y más de un 30 % hacia radios más grandes. A pesar de esta
condición extrema de rigidez, aún queda una región en color verde que indica que la barrera de
enerǵıa es menor cuando la cápside se ensambla sobre el molde que cuando lo hace fuera de el.
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La asimetŕıa de la parábola con relleno en color verde que indica cuándo ∆Em < ∆E∗ es un reflejo
de la asimetŕıa de la enerǵıa de flexión, Ec. (3.3). Esto se debe a que es energéticamente menos
costoso ensamblar una cápside con radios R > RT que con R < RT , lo que resulta en una menor
altura de la barrera de enerǵıa escalada.

El efecto de competición entre las barreras energéticas y la estabilidad de las cápsides en diferentes
condiciones de autoensamblaje se discuten en la siguiente sección, donde se estudian los diagramas
de autoensamblaje que consideran tanto la altura de la barrera de enerǵıa como la estabilidad de
las cápsides completamente formadas para determinar la v́ıa óptima de autoensamblaje. En dicha
sección, se brinda una justificación más apropiada a este fenómeno de estabilidad a costa de la
repulsión entre el molde y las subunidades.

4.9 Diagrama de Fase de Autoensamblaje con Dos Criterios Energéticos
Los diagramas de fase de las Secciones 4.8 y 4.7 permiten determinar de forma independiente
los parámetros de autoensamblaje óptimos que conducen a tener un estado final de agregación
más estable (Fig. 4.13) o una menor altura de la barrera de enerǵıa (Fig. 4.14). Sin embargo, es
finalmente el conjunto de estas caracteŕısticas lo que determina la mejor v́ıa de autoensamblaje.
Es decir, se busca el sistema que tenga tanto la menor barrera energética como el estado más estable.

En los diferentes cuadrantes de la Fig. 4.15, se presenta un diagrama de fase de autoensamblaje
que distingue 5 regiones diferentes en la comparación entre ensamblarse sobre el molde o fuera de él.
Las diferentes regiones se categorizan de la siguiente manera: Si ∆E∗

m < ∆E∗ al mismo tiempo que
∆Ecm < ∆Ec, entonces las cápsides que se autoensamblan en contacto con el molde tiene una menor
barrera de enerǵıa y un estado final de agregación más estable. Esta región se designa con color
verde. Si ensamblarse sobre el molde implica tener una menor barrera energética pero finalmente
un estado menos estable en comparación con ensamblarse fuera de él, la región se pinta de color
amarillo. En el caso contrario, en donde el contacto con el molde requiera de un salto energético
más grande pero que éste finalmente conduzca a un estado más estable se designa el color rojo. Si la
cápside tiene menor barrera energética y un estado de agregación más estable al ensamblarse fuera
del molde, la región será de color azul. Finalmente, si ninguno de los sistemas produce cápsides
estables, es decir que ∆Ecm > ∆Ec > 0 o que ∆Em > ∆Ecm > 0, la región se identifica como
totalmente metaestable y se le asocia el color gris.

Un resumen de las condiciones energéticas que definen las fases de autoensamblaje se presenta en
el código cromático del Tabla 4.1.

Tabla 4.1 |Código cromático del diagrama de fase de autoensamblaje de la Fig. 4.15

Fases de autoensamblaje de cápsides virales Color asignado

∆E∗
m < ∆E∗ y ∆Ecm < ∆Ec verde

∆E∗
m < ∆E∗ y ∆Ecm > ∆Ec amarillo

∆E∗
m > ∆E∗ y ∆Ecm < ∆Ec rojo

∆E∗
m > ∆E∗ y ∆Ecm > ∆Ec azul

Formación de cápsides metaestables gris

Tabla 4.1: Código cromático del diagrama de autoensamblaje combinado de la Fig. 4.15.
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Figura 4.15: Diagrama de fase de autoensamblaje determinado mediante el criterio energético de
la altura de la barrera de enerǵıa en combinación con el criterio de la enerǵıa libre escalada de
cierre en función de Rrm y γm. Este diagrama exhibe cinco regiones de autoensamblaje clasificadas
según el valor relativo de la altura de la barrera de enerǵıa y la enerǵıa libre escalada de cierre.
Los diagramas de fase de los primeros cuatro cuadrantes fueron obtenidos con un valor fijo de la
supersaturación, i.e., Γ = 1.0 y para los siguientes valores de la constante de flexión, f̃r: f̃r = 0.1
(cuadrante (i)), f̃r = 0.5 (cuadrante (ii)), f̃r = 10.0 (cuadrante (iii)) y f̃r = 100.0 (cuadrante (iv)).
Los diagramas de fase de los cuadrantes (v) y (vi) fueron obtenidos con Γ = 3.0 y f̃r = 5.0 y
Γ = 8.0 y f̃r = 10.0, respectivamente. Las cinco fases de este diagrama se clasifican según el código
cromático presentado en el Tabla 4.1.
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En los diagramas de fase de la Fig. 4.15 se observa que para desviaciones pronunciadas de
la curvatura preferencial y valores bajos de γm, es energéticamente favorable que la cápside se
ensamble fuera del radio del molde, por lo que la región que tiene estas caracteŕısticas se identifica
con color azul. En el caso contrario, para valores de Rm cercanos a RT y valores de γm mayores a
1, la cápside encuentra una situación favorable al ensamblarse sobre el molde preformado, lo que se
representa en color verde. Los casos en los que ∆E∗

m < ∆E∗ junto con ∆Ecm > ∆Ec, y aquellos en
los que ∆E∗

m > ∆E∗ al mismo tiempo que ∆Ecm < ∆Ec, se describen como fases de color amarillo
y rojo, respectivamente. Las ventajas energéticas ≪parciales≫, donde la barrera energética de un
sistema es más grande pero el estado final que produce es más estable, o viceversa, son sumamente
sensibles a las condiciones ambientales. Sin embargo, en los cuadrantes (v) y (vi) se observa la
existencia de estas fases energéticas.

4.10 Desviaciones Relativas de la Curvatura Preferencial

En esta sección, se analiza la altura de la barrera de enerǵıa escalada, la enerǵıa libre escalada de
cierre, el tamaño cŕıtico y el ritmo de autoensamblaje en función de las desviaciones relativas del
radio que adopta el molde respecto a la curvatura preferencial definida por RT . El objetivo principal
es mostrar que no es igual de favorable ensamblarse sobre moldes pequeños o grandes, comparando
la evolución de las Ecs. (4.17), (4.12), (4.16) y (2.113) cuando una cápside se ensambla sobre un
molde esférico y este se desv́ıa cierta cantidad δRRT hacia radios menores y mayores con respecto
a RT . En este caso, el radio del molde se escribe como Rm = RT (1± δR), en donde 0 < δR ≤ 1. La
introducción de este modelo permite expresar las desviaciones de curvatura en cualquier dirección.
En resumen, las desviaciones hacia radios menores que RT ocurren cuando Rm = RT (1− δR),
mientras que las desviaciones hacia radios mayores que RT se observan cuando Rm = RT (1 + δR).

Figura 4.16: Gráficas representativas de la altura de la barrera de enerǵıa y la enerǵıa en el estado
final de autoensamblaje en función de la desviación relativa, δR. Las curvas del panel izquierdo
se obtienen con la Ec. (4.17), mientras que las del panel derecho se obtienen con la Ec. (4.12).
Ambas gráficas se generaron utilizando los parámetros Γ = 1.0, f̃r = 5.0, y γm = 1.2. Con las
curvas azules, se representan los valores de ∆E∗ (panel izquierdo) y ∆Ec (panel derecho) para
desviaciones de curvatura hacia radios menores en comparación con RT , mientras que las ĺıneas
naranjas representan los valores de la barrera de enerǵıa escalada (panel izquierdo) y la enerǵıa
libre escalada de cierre (panel derecho) cuando el radio del molde es Rm = RT (1 + δR). La sección
discontinua representa la formación de cápsides metaestables, mientras que la sección continua de
las curvas a color indica que se formará una cápside estable.
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En la Figura 4.16, se presentan la altura de la barrera de enerǵıa escalada (panel izquierdo) y la
enerǵıa libre escalada de cierre (panel derecho) en función de δR. En el panel izquierdo, se destaca
que una cápside formada sobre un molde de mayor tamaño que su curvatura preferencial muestra
una barrera de enerǵıa más alta a desviaciones pequeñas (menores al 20 % en estas condiciones). A
medida que la desviación relativa de curvatura se vuelve más pronunciada, la cápside ensamblada
sobre un molde con Rm > RT exhibe una barrera energética menor debido a la asimetŕıa en la
enerǵıa de flexión (ver Ec. 3.3). En el panel derecho, se observa que un aumento en δR provoca
una pérdida progresiva de estabilidad en cápsides ensambladas sobre moldes, especialmente cuan-
do Rm < RT (ĺınea azul), donde esto ocurre a una desviación de aproximadamente el 10 %. En
contraste, la ĺınea naranja indica que la metaestabilidad surge en sistemas donde Rm > RT hasta
que el radio del molde es cerca del doble del radio de la curvatura preferencial. Esta es la razón
principal por la que las cápsides ensambladas sobre moldes más grandes suelen ser más estables.

Figura 4.17: Gráficas representativas del tamaño del núcleo cŕıtico escalado, n∗
r , y el cociente J/J0 en

función de la desviación relativa del radio de flexión, δR. Las curvas del panel izquierdo se obtienen
con la Ec. (4.16), mientras que las del panel derecho se obtienen con la Ec. (2.113). Ambas gráficas
se generaron utilizando los parámetros Γ = 1.0, f̃r = 5.0, γm = 1.2, nT = 180, y ∆g ≈ −5, kBT .
Con las curvas azules, se representan los valores de n∗

r (panel izquierdo) y J/J0 (panel derecho) para
desviaciones de curvatura hacia radios menores en comparación con RT , mientras que las ĺıneas
naranjas representan los valores del tamaño del núcleo cŕıtico (panel izquierdo) y el cociente J/J0
(panel derecho) cuando el radio del molde se desv́ıa del de curvatura preferencial por un factor
RT δR. La sección discontinua representa la formación de cápsides metaestables, mientras que la
sección continua de las curvas a color indica que se formará una cápside estable.

La Fig. 4.17, muestra n∗
r (panel izquierdo) y J/J0 (panel derecho) en función de δR. En el panel

izquierdo, se observa que para desviaciones pequeñas, es decir, δR ⪅ 0.28, el tamaño del núcleo
cŕıtico es menor cuando Rm < RT . A medida que δR aumenta, se identifica un punto donde la
curva azul se cruza con la naranja. Esto indica que bajo ciertas condiciones de autoensamblaje, el
tamaño del núcleo necesario para formar una cápside con un radio mayor a RT es menor que el
requerido para una cápside con Rm < RT . Este hallazgo es contraintuitivo e interesante, pero es
crucial reconocer que puede no observarse en todos los escenarios.
Por su parte, el panel derecho de la Fig. 4.17 muestra que cuando Rm = RT el ritmo de autoensam-
blaje con molde será más alto que en el caso clásico debido a que γm > 1. A medida que el radio
del molde se aleja del radio de curvatura preferencial, la ventaja cinética que supone ensamblarse
sobre el molde disminuye, aunque lo hace más lentamente si Rm > RT . Si el radio del molde está
extremadamente desviado de RT hacia radios más grandes, entonces los núcleos de las cápsides que
tienen contacto con el molde se ensamblarán más lentamente. En contraste, si Rm ≪ RT , el tamaño
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cŕıtico podŕıa tender al de una subunidad individual, lo que lleva a que al inicio del autoensamblaje
todas las subunidades sean núcleos.

4.11 Conclusiones

En este caṕıtulo, se desarrolló un modelo teórico simple para cuantificar la interacción molde-
subunidad y determinar el papel de un molde esférico en el Autoensamblaje de Cápsides Virales
(AECV). La conceptualización, metodoloǵıa, análisis y resultados obtenidos a partir de la descrip-
ción fisicoestad́ıstica de este proceso, junto con la inclusión de diagramas de fase con múltiples
criterios energéticos y el estudio del autoensamblaje en función de las desviaciones relativas a la
curvatura preferencial, constituyen una de las contribuciones principales de esta tesis.

La consideración de protéınas de andamiaje en forma de un molde esférico preformado en la
solución de autoensamblaje permite modelar la interacción molde-subunidad como un potencial
qúımico de adsorción. Este potencial representa la diferencia de enerǵıa entre tener n subunidades
libres en solución o en contacto con el molde, y permite estudiar la influencia de un molde en (i) el
tamaño del núcleo cŕıtico, (ii) la altura de la barrera de nucleación, y (iii) el ritmo de nucleación.
La conclusión más relevante en este sentido se puede resumir como sigue: la presencia de molde
de tamaño similar al preferencial en el AECV generalmente se traduce en una disminución en el
tamaño del núcleo cŕıtico y de la altura de la barrera de enerǵıa, lo que, a su vez, resulta en una
aceleración del ritmo de producción de núcleos en comparación con los modelos presentados en los
Caṕıtulos 2 y 3.

En este caṕıtulo, se introdujo el concepto de diagramas de fase de autoensamblaje con múltiples
criterios energéticos como una herramienta gráfica para comprender el impacto dinámico y cinético
en el estado final de autoensamblaje. Estos diagramas permiten analizar la estabilidad de las cápsi-
des completamente formadas, determinar bajo qué condiciones es energéticamente favorable una
v́ıa de autoensamblaje frente a otra, y validar hipótesis sobre el papel de los distintos parámetros
en el autoensamblaje.

Los diagramas de fase que utilizan los dos criterios energéticos empleados en esta tesis, i.e., (i) el
criterio energético de la altura de la barrera de enerǵıa y (ii) el criterio de la enerǵıa libre escalada
de cierre, determinan cuál es la v́ıa de autoensamblaje óptima desde el punto de vista dinámico (en
el caso (i)) y cinético (en el caso (ii)). Esto es, logran determinar qué es cinéticamente favorable y
energéticamente más estable, si ensamblarse en presencia o en ausencia del molde. En este ámbito,
se encontró que para grandes desviaciones respecto a la curvatura preferencial, ya sea Rrm < RT

o Rrm > RT , y valores bajos del factor de escalamiento, γm, la cápside resulta más estable y con
una menor barrera de enerǵıa si se autoensambla fuera del radio del molde. Sin embargo, si el costo
energético de la desviación de curvatura es ampliamente compensado por γm, la cápside será más
estable y tendrá una barrera de enerǵıa más baja si se ensambla sobre el molde.

Particularmente, en el contexto de análisis de estabilidad de estructuras macromoleculares, los dia-
gramas de fase tienen dos consecuencias fundamentales: (i) En el AECV, estos diagramas tienen
la capacidad de determinar, mediante cantidades fácilmente medibles experimental y computacio-
nalmente, cuándo una cápside será estable o metaestable, lo que, en determinado momento, podŕıa
habilitar mecanismos innovadores de terapia antiviral. El argumento detrás de esto es que al mo-
dificar las condiciones fisicoqúımicas de autoensamblaje, se puede intentar frustrar o favorecer la
formación de cápsides virales, e incluso imponer condiciones para que las cápsides se ensamblen pero
no puedan almacenar material genético. (ii) En la búsqueda del diseño de estructuras nanométricas
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artificiales que encapsulan part́ıculas espećıficas (orgánicas o artificiales), es crucial determinar las
condiciones que garantizan una encapsulación óptima. En este sentido, se podŕıa intentar definir,
por ejemplo, las interacciones que necesita un veh́ıculo en la nanoescala para que logre ser metaes-
table en condiciones espećıficas (con el objetivo de que sea capaz de liberar la carga encapsulada
en el momento oportuno) , pero estable en otras condiciones (para que pueda resistir condiciones
ambientales extremas). Estos dos comportamientos extremos son de gran importancia en tareas
como la entrega precisa de medicamentos en el cuerpo humano.

La realización de tres tipos de diagramas de fase de autoensamblaje facilita concluir que tener
una menor altura de la barrera de enerǵıa no necesariamente conduce a un estado final de autoen-
samblaje estable. Asimismo, estos diagramas nos ayudan a apreciar la importancia de la cinética
en el AECV.

Finalmente, el análisis de las desviaciones de curvatura hacia radios menores y mayores respecto
a la curvatura preferencial permite entender f́ısicamente las implicaciones de la asimetŕıa del costo
energético de flexión. Se observa que el autoensamblaje a radios más grandes en relación con la
curvatura preferencial suele ser la mejor opción.



CAPÍTULO5
Conclusiones y Observaciones Generales

En esta tesis, se realizó un análisis del Autoensamblaje de Cápsides Virales (AECV) desde una
perspectiva f́ısica, explorando su complejidad y proporcionando una sólida fundamentación teórica
de este fenómeno. La investigación se centró en la reformulación de una teoŕıa integral y fácilmente
generalizable del AECV, que reproduce los resultados previamente reportados por la Teoŕıa Clásica
de Nucleación de Cápsides Virales (TCNCV), además de admitir la inclusión directa de la enerǵıa
de flexión y la presencia de un molde esférico en la solución de autoensamblaje. Los tres caṕıtulos
principales, Caṕıtulos 2, 3 y 4, abordaron diferentes aspectos cŕıticos de este fenómeno, de manera
que ofrecen contribuciones importantes al campo de la viroloǵıa f́ısica.

En el Caṕıtulo 2, se desarrolló un marco teórico integral, y de fácil generalización del AECV,
utilizando las herramientas de la Teoŕıa Clásica de Nucleación (TCN), la teoŕıa de autoensamblaje
en equilibrio y las ideas fisicoqúımicas de agregación. Esta primera parte de la tesis sirvió como
una base sólida para extender la TCNCV y considerar grados de libertad adicionales, construyendo
aśı modelos de autoensamblaje más complejos y llevando a la formulación de la Teoŕıa de Auto-
ensamblaje de Cápsides Virales (TAECV). Se destacó la importancia de la barrera energética y se
presentó una visión detallada de la cinética de autoensamblaje.

El Caṕıtulo 3 amplió la TAECV al incorporar la enerǵıa de flexión, revelando efectos f́ısicos
importantes a considerar en la cinética y las v́ıas óptimas del AECV. Adicionalmente, se explicaron
fenómenos emergentes como la reducción del tamaño del núcleo cŕıtico y de la altura de la barrera
de enerǵıa. Más aún, se introdujo el concepto de ≪trayectoria de compresión≫ y se caracterizó la
región de estabilidad en términos de la rigidez de las cápsides.
El modelo permite predecir el tamaño y número de subunidades de una cápside que se ha ensam-
blado bajo ciertas condiciones ambientales, las cuales se definen mediante dos parámetros escalados
del sistema: (i) la supersaturación, Γ, y (ii) la constante de flexión, f̃r. Para estudiar la cinética de
AECV, se implementaron ideas de la TCN de sistemas multicomponentes, lo que permitió derivar
anaĺıticamente una expresión para el ritmo de autoensamblaje y explicar los cambios que supone
considerar la enerǵıa de flexión en el ensamblaje y desensamblaje de cápsides virales.

Estos hallazgos son de suma importancia para entender cómo inducir la producción de cápsides de
tamaño óptimo y controlar su estabilidad a través de su rigidez y parámetros ajustables experi-
mental o computacionalmente, como la concentración de sal y de subunidades libres, pH, presión
y temperatura, lo que, a su vez, presenta desaf́ıos y oportunidades en el diseño y manipulación de
part́ıculas virales.
Al final de este caṕıtulo, se estudiaron las propiedades f́ısicas, geométricas y mecánicas de cápsides
virales reales con estructura esférica, a partir de donde se obtuvieron resultados concretos para una
cápside del Virus de Simio 40 (VS40).
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Finalmente, en el Caṕıtulo 4, se introdujo un modelo teórico para estudiar la influencia de las
protéınas de andamiaje en el AECV mediante la incorporación de un molde esférico preformado
en la solución en donde se difunden las subunidades proteicas. Se destacó especialmente cómo la
presencia del molde generalmente disminuye el tamaño del núcleo cŕıtico y la barrera energética,
acelerando aśı el ritmo de ensamblaje y desensamblaje de cápsides virales. La comparación entre
sistemas donde las cápsides se ensamblan en contacto con el molde y fuera de este resulta una
v́ıa de confirmación del beneficio que supone la presencia de protéınas de andamiaje en el AECV.
En otras palabras, se explicó que es realmente energéticamente beneficioso que las protéınas de
andamiaje estén presentes.
La introducción de diagramas de fase de autoensamblaje con múltiples criterios energéticos resultó
valioso para determinar la estabilidad de las cápsides, explorar estrategias para optimizar su for-
mación y estabilidad estructural, y comprender cuáles son y cómo inducir las condiciones óptimas
bajo las cuales los virus y viriones mantienen su integridad y funcionalidad biológica.

En śıntesis, esta tesis representa una contribución importante a la viroloǵıa f́ısica, ya que pro-
fundiza en los mecanismos de formación de cápsides virales vaćıas y facilita la predicción y control
de su autoensamblaje mediante modelos teóricos. Las aplicaciones de este trabajo podŕıan tener
implicaciones profundas en bioloǵıa estructural y viroloǵıa, abriendo nuevas posibilidades en el
diseño de fármacos, nanoestructuras para aplicaciones biomédicas y terapias anntivirales.



CAPÍTULO6
Perspectivas: Futuras Ĺıneas de Investigación

Las futuras ĺıneas de investigación derivadas de esta tesis se pueden explicar en dos puntos: (i)
Investigar el AECV junto con protéınas de andamiaje para formar cápsides virales esféricas y tubu-
lares.1 (ii) Estudiar la influencia de la cinética en la determinación del tamaño final de las cápsides.

La primera ĺınea de investigación tiene como objetivo el desarrollo de un marco teórico que abarque
el AECV tanto esféricas como tubulares en presencia de protéınas de andamiaje discretas en vez de
un molde esférico preformado. Dicho de otra forma, este enfoque exploraŕıa la dinámica y cinética
del autoensamblaje de cápsides y la influencia de protéınas de andamiaje, considerando a estas últi-
mas como una segunda especie de moléculas en el sistema. La investigación está motivada por el
papel fundamental, aunque poco comprendido, de las protéınas de andamiaje en el Autoensamblaje
de Virus (AEV) ≪grandes≫, aśı como en los microcompartimentos bacterianos y artificiales.
Al igual que en los tres caṕıtulos principales de esta tesis, este modelo de AECV empleaŕıa herra-
mientas de la teoŕıa de autoensamblaje en equilibrio, la Teoŕıa Clásica de Nucleación (TCN), y los
principios fisicoqúımicos que subyacen a este proceso. A través de este marco teórico, será posible
calcular la barrera de enerǵıa, el número cŕıtico de agregación y el ritmo de autoensamblaje, aśı
como generar diagramas de fase que representen de manera gráfica las rutas óptimas de autoen-
samblaje, clasificando el espacio de fase en categoŕıas de autoensamblaje favorable y desfavorable.

En el Caṕıtulo 3, Secciones 3.2.3 y 3.3, se describió cómo una cápside parcial podŕıa explorar el
paisaje de enerǵıa variando tanto el número de subunidades, n, como el radio, R, o el grado de com-
pletitud, θ. Una de las hipótesis del modelo es que, después de alcanzar el tamaño cŕıtico (n∗

r , Rr),
la cápside parcial continua ≪viajando≫ sobre la superficie de enerǵıa siguiendo la Trayectoria de
Mı́nima Enerǵıa (TME) hasta que pierde el confinamiento en la dirección Rr. En este punto, se
asume que el agregado intermedio disminuye su radio de curvatura mientras mantiene el número
de subunidades constante hasta que se cierra, formando una cápside vaćıa. Esta suposición fue
implementada en el estudio de la cinética de la Sección 3 al considerar el caso en el que βR ≫ βn.
Sin embargo, este escenario es muy ideal y, por ende, el concepto de la trayectoria de compresión
resulta artificial para describir el Autoensamblaje de Cápsides Virales (AECV). Por esta razón,
se requiere más investigación para estudiar los mecanismos de cierre en el AECV. Con el objetivo
de resolver esta cuestión, se podŕıan implementar simulaciones de DB que permitan modelar la
cinética del proceso y determinar una distribución radios de cierre que caracterizan el tamaño de
una cápside cerrada. Estos resultados podŕıan tener un impacto significativo en la viroloǵıa f́ısica
y en las estrategias potenciales para interrumpir la replicación viral.

1Este enfoque consideraŕıa dos tipos de subunidades para la formación del la cápside, en contraste con la simpli-
ficación del modelo abordada en esta tesis, que solo considera un tipo de subunidades proteicas y un molde esférico
preformado en la solución.
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Teoŕıa y Simulación”, Contactos, Revista de Educación en Ciencias e Ingenieŕıa, En proceso
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esférica, 5, 10, 42
icosaédrica, 7
nativa, 53, 88
virales, 2, 8, 39, 83, 85, 113
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molde esférico, 87
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máximo global, 55
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núcleo, 9, 42, 43, 88
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número
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132 Índice alfabético
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teoŕıa

agregación de Smoluchowski, 28
autoensamblaje en equilirbio, 8
elasticidad, 42
elasticidad continua, 42
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