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Se estudia la hidratación de la proflavina doblemente protonada (C13N3H13) en solución mediante dinámica 
molecular clásica. Se utiliza el paquete de simulación GROMACS. La topología de las moléculas se basa en el 
campo de fuerzas Amber99, y como solvente se usa el agua SPC/E. Se analiza el comportamiento de la proflavina 
mediante el estudio de las funciones de distribución radial, establecimiento de puentes de hidrógeno entre átomos 
de la proflavina y aguas que la rodean, y distribuciones de frecuencia de ocurrencia de puentes de hidrógeno en el 
agua. Se halla que los grupos amino estructuran el agua que los rodean formando frecuentemente puentes de 
hidrógeno, mientras que esta estructura se adapta a la del solvente. La estructura aproximadamente tetraédrica del 
agua es afectada por la presencia de la proflavina en la primer capa de hidratación (0,25 nm) y en dos regiones del 
solvente de 0,15 nm de espesor que rodean a la proflavina por encima y por debajo del plano de los anillos, donde 
la frecuencia de ocurrencia de 4 puentes de hidrógeno disminuye entre un 25 % y un 50 %.  
Palabras clave: Proflavina,  dinámica molecular, puentes de hidrógeno, hidratación 
. 
The hydration of a doubly protonated proflavine (C13N3H13) in solution is studied by classical molecular 
dynamics. The GROMACS simulation package is used. The topology of the molecules is based on the Amber99 
force field, and SPC/E water model is used as solvent. The proflavine behavior is analyzed by the study of the 
functions of radial distribution, the establishment of hydrogen bonds between proflavine atoms and surrounding 
water molecules, and the distributions of frequency of occurrence of hydrogen bonds in water. It is found that the 
amino groups structure the water that surround them often forming hydrogen bonds, whereas this structure is 
adapted to that of the solvent. The approximately tetrahedral structure of the water is affected by the presence of 
proflavine in the first hydration layer (0.25nm) and in two region of the solvent with 0.15 nm of thickness 
surrounding the proflavine above and below the plane of the rings, where the frequency of occurrence of 4 
hydrogen bonds decreases between 25% and 50 %. 
Keywords: Proflavine, molecular dynamics, hydrogen bonds, hydration. 

 

I. INTRODUCCIÓN 
La molécula de proflavina, al igual que el conjunto 

de los derivados de la acridina, se intercala y fija 
externamente en el ADN, afectando así muchos 
procesos biológicos como la replicación y la 
transcripción. Así, resulta relevante su estudio para el 
diseño de fármacos con el fin de desarrollar agentes 
quimioterapéuticos contra diferentes tipos de cáncer, 
malaria, bacterias y virus (entre otros) 1-6. Su estructura 
plana de tres anillos es de importancia crítica en tales 
procesos de intercalación, mientras que sus dos grupos 
aminos contribuyen a la interacción electrostática con 

los grupos fosfato del ADN 7. 
Una de las características observables de la 

proflavina es su agregación en solución, formando 
dímeros a concentraciones mayores a 10-5 M. Además, 
se encuentra que dichas moléculas se apilan 
manteniendo entre ellas una distancia de 3,4 Å, y 
forman grandes agregados a concentraciones mayores a 
10-2 M 8-10. 

Estudios previos de difracción de rayos X y Density 
Functional Theory (DFT) muestran que los grupos 
amino de la proflavina son hidrofílicos 10,11. Además, se 
manifiesta un comportamiento hidrofóbico de los 
grupos CH de la molécula cuando está intercalada o 
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fijada al ADN 12. 
La interacción hidrofóbica resulta de mayor 

importancia que la electrostática en el proceso de 
fijación e intercalación de la proflavina en el ADN 13. 
Durante la intercalación se produce el rompimiento de 
puentes de agua internos entre átomos de ADN, lo que 
disminuye su estabilidad térmica 14. 

La estructura y dinámica del agua, y en particular de 
los puentes de hidrógeno, se ha investigado utilizando 
tanto técnicas experimentales como teóricas lográndose 
una extensa caracterización 15-17. El modelo de agua 
SPC/E ha demostrado fiabilidad en la representación del 
agua cuando se lo utiliza en dinámica molecular 18,19.A 
temperatura ambiente cada molécula de agua SPC/E 
establece aproximadamente 4 puentes de hidrógeno con 
las aguas que la rodean cuyo tiempo de vida medio es 
del orden del ps, estableciendo de esa manera una 
estructura aproximadamente tetraédrica 18-22. Por otro 
lado, diferentes estructuras del agua cumplen roles 
relevantes en  procesos de interacción de moléculas en 
solución. Por ejemplo en la superficie del ADN, el agua 
conforma cadenas o “espinazos” de hidratación en sus 
gargantas menor y mayor 23-26.  

 
 

 
Figura 1: Representación esquemática de la   C13H13N3 con 

los nombres asignados a cada átomo. 

La intercalación y fijación de la proflavina en el 
ADN se ha estudiado extensamente por métodos 
experimentales y teóricos 2,8,27-34. Sin embargo, en 
aquellos en que se utilizaron métodos de dinámica 
molecular clásica, no se han estudiado los cambios 
estructurales del solvente en el entorno de la molécula. 

En este trabajo se desarrolla un modelo de proflavina 
para analizar su hidratación desde el punto de vista 
estructural del solvente, discutiendo su posible 
influencia en los fenómenos de intercalación y fijación 
en el ADN. 

II. MÉTODO 
Se utilizó dinámica molecular clásica (MD) 

mediante el paquete de simulación GROMACS 35. Se  
desarrolló un modelo de proflavina (Figura 1) 
doblemente protonada C13H13N3 (PF) a partir del campo 

de fuerzas AMBER99 36,37, completando los parámetros 
de potenciales de interacción no definidos de acuerdo al 
protocolo previsto en la bibliografía 35. Las cargas se 
calcularon mediante el análisis de Mulliken con el 
módulo DFT de NWChem 38, de manera que su carga 
total fuese +2e. El modelo de ión cloro corresponde a la 
base AMBER99, mientras que para el solvente se utilizó 
el modelo SPC/E18.  

Se simula una molécula de proflavina en una caja 
rectangular con 2 iones cloro (con lo cual la carga neta 
del sistema es cero) y 1410 moléculas de agua, con 
condiciones periódicas de contorno. Los potenciales de 
interacción utilizados son los usuales descritos en la 
bibliografía 35.  El protocolo de simulación fue el 
siguiente: (a) Iniciación: Minimización de energía del 
sistema, y posterior asignación de velocidades al 
solvente acorde a una distribución de Maxwell-
Boltzmann a 300 K. (b) Estabilización 1: MD 
sometiendo la molécula de PF a restricción posicional y 
el sistema a volumen constante. (c) Estabilización 2:  
Continuación con una MD nuevamente con la PF con 
restricción posicional y el sistema a presión constante 
utilizando un barómetro de Parrinello-Rahman. En 
ambos pasos (b) y (c) se utilizó como criterio de corte  
para dar por terminado el proceso de estabilización, el 
que el sistema alcance una energía potencial constante, 
caso en el cual se consideró que el sistema había 
alcanzado el equilibrio. (d) MD de estabilización: MD 
sin restricciones posicionales usando un termostato de 
Berendsen modificado con V-rescale, y un barómetro de 
Parrinello-Rahman a 1 atm y 300 K. (e) MD para el 
análisis de datos de 40 ns con el mismo baño 
hidrostático. 

 

 
Figura 2: Esquema representativo de la división en zonas 

ocupadas por moléculas de agua que rodean a la proflavina 

para el análisis de las distribuciones de frecuencia de 

ocurrencia de puentes de hidrógeno entre aguas. Ver el texto 

para los detalles. 
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Se analiza el comportamiento de la función de 
distribución radial (FDR) de átomos entorno de otros 
átomos, la cual es una herramienta usual en 
experimentos, teoría y simulación, para caracterizar el 
estado de la materia condensada 39. Una FDR da la 
probabilidad de hallar un determinado átomo a una 
distancia r de otro, relativa a la probabilidad esperada 
para una distribución completamente aleatoria con la 
misma densidad numérica.  

Usando las FDR se obtiene el número de hidratación 
N, que resulta el número de moléculas de agua en la 
primer capa de hidratación: 

� = 4�� �
��	


�
�(�)����            (1) 

     
Siendo � la densidad numérica de oxígenos de agua, 

g(r) la FDR, y rmin la posición del primer mínimo de la 
función g(r) . 

Se utiliza una definición geométrica de puentes de 
hidrógeno, considerando 3,5 Å como distancia máxima 
entre donor y aceptor, y un ángulo mínimo de 145° para 
el enlace Donor – H – Aceptor40,41. El concepto de 
puente de hidrógeno se usa para estudiar dos conjuntos 
de casos diferentes. Por un lado se considera (a) El 
porcentaje de puentes de hidrógeno (%HB) en átomos 
específicos de la PF, que indica con qué frecuencia se 
encuentra en la simulación el establecimiento de un 
puente de hidrógeno que tiene a un átomo de la 
molécula como donor (carbono o nitrógeno) y un 
oxígeno de agua como aceptor. Por el otro, se analiza en 
zonas específicas de interés del solvente la distribución 
de frecuencias de ocurrencia de puentes de hidrógeno 
HB(n) (n=1,..,7) entre moléculas de agua entre sí. Los 
valores de las HB(n) (que oscilan entre 0 y 1), 
representan la frecuencia con que se observa (en 
promedio) en la simulación, que una molécula de agua 
establece n puentes de hidrógeno con aquellas que la 
rodean. 

Se distinguen 3 capas de solvente alrededor de la PF  
para el análisis de las HB(n) y, a su vez, 2 zonas en cada 
una de las capas. En la primer capa de solvente se 
distingue, por un lado, una zona que “rodea” los anillos 
de la PF que denominamos L1, constituida por las 
moléculas de agua donde el ángulo entre el plano del 
anillo más cercano  y la posición del oxígeno del agua 
relativa al carbono o nitrógeno más cercano de la PF se 
encuentre en el intervalo � > � > − �  (ver figura 2). 
Por otro lado, queda determinada una segunda zona T1 
constituida por moléculas de agua cuyos oxígenos no 
cumplen la condición anterior. Esto permite analizar si 
la presencia de la proflavina afecta de manera 
diferenciada la estructura del agua que se encuentra en 
la zona lateral de la primer capa (L1), de aquellas que se 
encuentran en las zonas aproximadamente paralelas a 
los anillos, por encima y por debajo del plano que 

forman los mismos (T1). De manera análoga se definen 
las zonas L2 , T2 y L3, T3, para dos capas de solvente 
adicionales que envuelven a la proflavina. 

III. RESULTADOS 
La figura 3 muestra FDR de oxígenos de agua 

alrededor de algunos hidrógenos de la proflavina 
(gHOw(r)). A su vez, en la Tabla 1 se detallan algunas 
características de FDRs relevantes para el análisis. Dada 
la simetría de las molécula de proflavina, se promedian 
los resultados de aquellas funciones que se consideran 
(y se verifica que resultan) equivalentes, por ejemplo la 
gHaminosOw(r) correspondiente a H13, H14; H25 y H24. 

 

 
Figura 3: gHOw(r) de oxígenos de agua alrededor de 

hidrógenos de la proflavina. Ver el texto para más detalles. 

Considerando la posición del primer pico en la 
correspondiente gHOw(r), el mayor acercamiento de 
oxígenos de agua (Ow) a la proflavina se produce en 
hidrógenos de los grupos aminos (H13,14, H24,25). Se 
observa una estructura de hidratación bien definida y 
más compacta que el resto de la molécula, teniendo en 
cuenta la posición del primer mínimo de la misma 
función. La existencia de un segundo pico bien definido 
indica la posible formación de una segunda capa de 
hidratación, aunque podría deberse a la presencia de Ow 
rodeando al otro hidrógeno del grupo. El %HB entre el 
nitrógeno del grupo y los Ow que lo rodean resulta de un 
63 %, lo que indica que el grupo amino logra que las 
moléculas de agua se estructuren fuertemente con él. 

TABLA 1: CARACTERÍSTICAS DE LAS FUNCIONES 
DE DISTRIBUCIÓN RADIAL  

Hidrógeno 
de 
referencia 

Nro. de 
hidratación 

Posición 
del primer 
pico de gH-

OW(r) 

Posición 
del primer 
mínimo de 
gH-OW(r) 

% de HBs 
entre C/N 
ligados al H 
y Ow 

H 0,83 0,20 0,25 63 
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(aminos) 
H15/H29 2,63 0,24 0,33 15 
H2 6,64 0,27 0,41 8 
H5 3,42 0,27 0,35 10 
H7 3,71 0,27 0,35 8 
H20 4,83 0,33 0,40 3 

El número de hidratación mayor, y la altura de 
primer pico mayor ocurre en los hidrógenos H15-29 del 
carbono central C9 acorde con una primer capa de 
hidratación poblada. Sin embargo, puede observarse que 
esto se debe a que la posición del primer pico (0,24) y 
del primer mínimo (0,33) es mayor que en el caso de la 
gHaminosOw(r) de los hidrógenos del grupo amino, con lo 
cual la hidratación de esta zona resulta menos compacta, 
siendo el volumen abarcado (y por lo tanto la cantidad 
de moléculas de agua) también mayor. Sin embargo, 
tanto el bajo %HB con moléculas de agua de la primer 
capa (0,15 %), y las no existencia de un segundo pico 
bien definido  en la  gH15-29Ow(r), indica que el solvente 
prácticamente no se estructura con esta región de la 
molécula. 

 
Figura 4: Distribuciones de frecuencia de ocurrencia de 

puentes de hidrógeno entre moléculas de agua. (a) zonas de 

hidratación laterales sucesivas L1, L2 y L3. (b) zonas 

paralelas al plano de los anillos de la proflavina sucesivas T1, 

T2 y T3. Ver texto para más detalles. 
 

Para el resto de los hidrógenos ligados a carbonos  
de la proflavina se observa en general un 
comportamiento de la gHOw(r) similar al que ocurre en 
los hidrógenos del C9, con algunos matices. En general 
se observa una poca estructuración del solvente 
alrededor de los mismos dados los %HB bajos, y una 
capa de hidratación que los rodea muy difusa, es decir, 
primeros picos y primeros mínimos de la gHOw(r) menos 
definidos y en posiciones alejadas comparadas con 
aquellas de los hidrógenos de los aminos. 

En el hidrógeno ligado al nitrógeno central se 
observa un pico de la FDR muy alejado (0,33 nm) y 
valores de la función menores a 1 para r< 0,7 nm, 
asociable a una pobre hidratación de la molécula en 
dicha zona. 

Para el análisis de la la frecuencia de ocurrencia de 
puentes de hidrógeno entre aguas HB(n) se consideran 
espesores de 0,25 nm, 0,15 nm, y 0,2 nm para la 
primera, segunda y tercer capa de solvente alrededor de 
la PF, respectivamente. 

La distribución de frecuencias de ocurrencia entre 
aguas en la primer capa de solvente que rodea a la PF 
muestra un máximo en HB(3) (tanto en la zona L1 como 
T1), mostrando que la estructura tetraédrica que se 
observa en el bulk del solvente, que está asociada a una 
frecuencia de ocurrencia mayor de 4 puentes de 
hidrógeno, se ve fuertemente disminuida (~25%) por la 
presencia de la molécula de  proflavina (ver Figura 4). 
Significativamente, este hecho se repite sólo en la zona 
T2 la segunda capa de solvente. La distribución HB(n) 
en la tercer capa de hidratación de la PF es similar al del 
bulk, indicando que estructura del agua en esta región 
no es afectada por la presencia de la molécula. Dado 
que las zonas T1 y T2 son paralelas a los anillos de la 
proflavina, se deduce que la presencia de esta molécula 
afecta más a la estructura del solvente en esta dirección, 
prevaleciendo una estructura de 3 puentes de hidrógeno 
(HB(3)~0,45) entre moléculas de agua que se 
encuentran rodeando a la PF por encima y por debajo de 
ella. 

IV. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 
El modelo de molécula de proflavina que se ha 

desarrollado y utilizado para la simulación por el 
método de dinámica molecular clásica, verifica un 
conjunto de comportamientos de esta molécula en 
solución ya observados en investigaciones previas 10-14. 
A su vez, se obtiene una caracterización fehaciente de 
su hidratación, que podrían permitir explicar algunos 
comportamientos de la proflavina y su interacción con 
el ADN. 

En primer lugar, si bien en la bibliografía ya se 
indica que los grupos amino son proclives a establecer 
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enlaces con el agua que los rodean10,11

observa además que estos enlaces se constituyen 
frecuentemente en puentes de hidrógeno. La 
estructuración mediante la formación de puentes de 
hidrógeno del solvente alrededor de los grupos 
mencionados afecta la estructura del agua sólo en la 
primer capa de hidratación. 

En segundo lugar, mediante el estudio realizado se 
obtienen detalles significativos del comportamiento 
hidrofóbico de la proflavina ya señalado en la 
bibliografía12. Por un lado, hay una escasa presencia de 
moléculas de agua en el entorno cercano al nitrógeno 
central y a los carbonos con un único hidrógeno ligado, 
y en general se observa que la frecuencia con que estos 
átomos establecen puentes de hidrógeno con las 
moléculas de agua de su entorno es pequeña, aspectos 
usualmente asociados a un comportamiento hidrofóbico.
Además, la estructura aproximadamente tetraédrica del 
agua es afectada por la presencia de la proflavina en la 
primer capa de hidratación (∼0,25 nm
dos regiones del solvente  de la proflavina (∼ 0,15 nm de espesor), que la envuelven por 
encima y por debajo paralelas a los planos de sus anillos 
(ver Figura 5). En estas regiones la frecuencia de 
ocurrencia de 4 puentes de hidrógeno di
un 25 % y un 50 %, prevaleciendo una estructura con 3 
puentes de hidŕogeno. Llamativamente el espesor de 
esta zona del solvente afectada por encima y por debajo 
de la molécula coincide  aproximadamente con el 
espacio de separación entre moléc
durante la formación de apilamientos en la agregación 
10, lo que podría indicar que este fenómeno estaría 
dominado por una interacción hidrofóbica.

Figura 5: Esquema donde se indican en celeste las 

regiones del solvente paralelas a los anillos de la proflavina 

(∼0,4 nm de espesor) donde la presencia de la molécula 

“rompe”  la estructura aproximadamente tetraédrica del 

agua. Ver texto para más detalles. 
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encima y por debajo paralelas a los planos de sus anillos 
(ver Figura 5). En estas regiones la frecuencia de 
ocurrencia de 4 puentes de hidrógeno disminuye entre 
un 25 % y un 50 %, prevaleciendo una estructura con 3 

ogeno. Llamativamente el espesor de 
esta zona del solvente afectada por encima y por debajo 
de la molécula coincide  aproximadamente con el 
espacio de separación entre moléculas de proflavina 
durante la formación de apilamientos en la agregación 8-

, lo que podría indicar que este fenómeno estaría 
dominado por una interacción hidrofóbica. 

 
Figura 5: Esquema donde se indican en celeste las 

os anillos de la proflavina 

0,4 nm de espesor) donde la presencia de la molécula 

“rompe”  la estructura aproximadamente tetraédrica del 

Posiblemente, el “rompimiento” de la estructura del 
agua por encima y por debajo d
la proflavina facilite la intercalación entre las bases del 
ADN, considerando que se trata de un proceso 
dominado por una interacción hidrofóbica. La 
desestructuración del solvente se condice con lo 
señalado por Kostjukov el al.
disminución de la estabilidad térmica del ADN en 
presencia de proflavina,  indicando que la intercalación 
de esta última molécula rompe puentes de agua 
preexistentes entre las bases. 
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