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Resumen

El trabajo de tesis puede subdividirse en dos incisos generales: el desarro-
llo de técnicas de simulacién computacional orientadas al tratamiento de los
efectos del entorno en sistemas moleculares de gran tamaiio, y la aplicacién
de estas y otras metodologias de cédlculo a diversos problemas atenientes a la
reactividad de las hemoproteinas.

En relacién con el primer item, se halla la implementacién de un método
hibrido que combina el cilculo de estructura electrénica con un campo de
fuerzas clasico, introduciendo de manera autoconsistente en el hamiltoniano
mecanocudntico el potencial electrostatico proveniente de una distribucién
de cargas parciales. Esta clase de técnicas, denotada habitualmente con
las siglas QM-MM (Quantum Mechanics-Molecular Mechanics), resulta ttil
para el estudio de los efectos del entorno, por ejemplo un solvente o una pro-
teina. La implementacién del método hibrido fue realizada sobre el programa,
SIESTA, un algoritmo de computo basado en la teoria de los funcionales de la
densidad (DFT) que utiliza funciones de base numeéricas y pseudopotenciales.

En lo que respecta al segundo inciso, se realiza en primer término un
estudio metodoldgico tendiente a evaluar la aptitud de los diferentes trata-
mientos mecanocudnticos para describir la configuracion electrénica de las
metaloporfirinas. Seguidamente la investigacion se focaliza sobre tres pro-
blemas especificos: (i) inhibicién del citocromo P450 por el éxido nitrico; (ii)
relacién entre la afinidad por el oxigeno molecular y las uniones hidrégeno en
la cavidad distal de la hemoglobina; (iii) modulacién del efecto trans negativo
del NO en el sitio activo de diferentes hemoenzimas, y sus implicancias en la
activacién de la guanilato ciclasa. A través de estos ejemplos se realiza una
lectura microscépica de la actividad de las hemoproteinas, de sus propiedades
reactivas, y de la modulacién que sobre el sitio activo ejerce el entorno. Se
estudian los efectos de los residuos proximales y distales, y se caracterizan
distintos aspectos energéticos, estructurales y electrénicos que contribuyen a
la interpretacion de observaciones experimentales.

Palabras clave: hemoproteinas, DFT, QM-MM, porfirinas, stmulacion com-
putacional



Abstract

This thesis has two main goals: the development of computer simulation
schemes to model environment effects in large systems and the application of
these techniques to the investigation of chemical reactivity in heme proteins.

Regarding the first goal, we have implemented a hybrid methodology
combining an electronic structure calculation with a classical force field, in-
cluding the electrostatic effects of the classical subsystem self-consistently in
the Hamiltonian of the quantum subsystem. This kind of techniques, known
usually as QM-MM (Quantum Mechanics- Molecular Mechanics), are spe-
cially useful to model environment effects in solution and in proteins. We
have employed the SIESTA pseudopotential numerical basis set implementa-
tion of density functional theory (DFT) to describe the quantum subsystem,
due to its computational performance.

The implemented computational schemes have been used to investigate
the following problems: (i) inhibition of cytochrome P450 by nitric oxide; (ii)
role of hydrogen bonding in oxygen affinity of hemoglobins; (iii) modulation
of nitric oxide negative trans effect in the active site in different heme pro-
teins and its connection with the activation of guanylate cyclase. Through
these examples, we have tried to provide a microscopic insight of the role
of the environment on the chemical reactivity of heme proteins. We have
investigated the effects of the distal and proximal residues, characterizing
structural and energetical parameters which contribute to the interpretation
of experimental results.

Keywords: heme-proteins, DFT, QM-MM, porphyrins, computer simula-
tion
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Capitulo 1

Introduccion

1.1 Quimica cuantica y biologia

Elucidar los procesos bioldgicos en términos microscdpicos, desentranar su
naturaleza a través de una descripcién a nivel molecular y eventualmen-
te atomico, constituye acaso uno de los objetivos primordiales de la bio-
quimica, y de una parte importante de la biologia. Figuras protagénicas de
tales procesos, piezas esenciales de este engranaje nanométrico, las proteinas
aparecen en el centro de la escena. Estas moléculas estan involucradas en
practicamente todo proceso bioldgico: catdlisis, transporte, control del creci-
miento y diferenciacién celular, ademds de su funcién como soporte mecdnico
y motor molecular {1, 2]. Los mecanismos enzimaticos, la interaccién con
substratos y otros agentes, la transmisién de informacién, asi como la co-
rrelacion entre su conformacién y la secuencia de los aminodcidos que las
componen, y, a nivel mds general, entre funcién y estructura, son aspectos
fundamentales cuya investigacién ha concitado enorme interés y esfuerzo, y
al presente representa uno de los desafios mads atractivos y ambiciosos de las

ciencias naturales.



A lo largo de las décadas iltimas sc han realizado avances formidables en el
conocimiento del comportamiento de las proteinas a escala microscépica. La
biologia molecular experimental, principalmente a partir de las técnicas de
secuenciacién y ADN recombinante, se halla entre los mayores responsables
de tal progreso. Pero la evolucién que ha tenido lugar seria impensable sin
los aportes provenientes de la fisica y la fisicoquimica, en especial a través
de la espectroscopia de rayos X y RMN, entre otras, y de los métodos de

purificacién como la cromatografia o la electroforesis [1].

Parejamente, en los afios mas recientes, un enfoque distinto, la simulacién
computacional, ha comenzado a utilizarse en la exploracién de los aspectos
microscopicos de las biomoléculas. Lo cual no deberia en modo alguno sor-
prender, pues es natural que el estudio del comportamiento molecular, aun
en un marco biolégico, se desarrolle mediante herramientas de origen fisico-
quimico. Los calculos de dinamica molecular y de estructura electrénica han
adquirido enorme difusién dentro de la comunidad biolégica, y se han im-
plementado con relativo éxito en multitud de ejemplos, permitiendo obtener
informacién estructural, termodindmica, espectroscépica, e incluso dinamica,

que en ciertos casos resulta inaccesible por medios experimentales (3, 4].

Basicamente, esta clase de simulaciones puede estar sustentada en los prin-
cipios de la mecdanica cldsica o de la mecdnica cudntica: tal distincién es
apropiada para establecer una categorizacion preliminar. En los métodos
clasicos los dtomos interactiian mediante potenciales parametrizados ad hoc,
que conforman un campo de fuerzas. Los electrones no son tratados de
modo explicito (su existencia estd implicitamente presente a través de los
pardmetros) y por lo tanto no son aptos para el estudio de reacciones quimicas
o de cualquier proceso que involucre transferencia o reordenamiento de car-
ga. En cambio, tienen aplicacién en el cdlculo de propiedades estructurales
y dindmicas, en especial en sistemas con un nuimero elevado de dtomos en
los que el tratamiento cudntico resulta excesivamente costoso o directamente
impracticable, como en el caso de las biomoléculas o de los polimeros en ge-
neral. La investigacién del plegamiento y la conformacién de las proteinas,

o de las interacciones proteina-ligando, siempre que no haya asociada una



transformacién quimica, son ejemplos de las aplicaciones que encuentran los
métodos clasicos en biologia [5].

Las técnicas fundadas en la mecénica cudntica —los llamados métodos de
estructura electrénica— proporcionan resultados de mayor calidad, y por lo
demas permiten acceder a aspectos ajenos a las simulaciones clasicas, como
lo son las reacciones quimicas o los espectros electrénicos. En un princi-
pio, sin embargo, su costo computacional no hizo factible su aplicacién a
sistemas bioldgicos, circunstancia que se ha modificado sélo recientemente a
partir del notable incremento en la velocidad de cédlculo de los microprocesa-
dores. Asimismo, se han formulado diversas parametrizaciones para aliviar
el esfuerzo computacional, dando origen a los modelos semiempiricos. Estos
permiten el tratamiento de sistemas formados por cientos de dtomos, aunque,
légicamente, no tienen el grado de confiabilidad de los denominados métodos

cudnticos ab initio, en los que la dependencia respecto de parametros expe-
rimentales es minima o nula.

Consecuentemente con los desarrollos tedricos y metodolégicos y con la evo-
lucién en la capacidad de céomputo, las implementaciones mecanocuanticas
en biologia se han extendido de modo considerable, si bien al dia de hoy la
simulacién ab initio de una molécula de proteina de unos cuantos cientos de
atomos estd en el limite de lo posible. Es por eso que en la practica se suele
seleccionar sélo una porcién de la macromolécula, un subsistema compuesto
por un nimero acotado de atomos y relacionado directamente con la funcién
biolégica, normalmente el sitio activo, que se examina en el vacio o inmer-
so en un medio uniforme con una constante dieléctrica que simula el efecto
del entorno proteico hidrofébico. Tal simplificacion coloca el estudio de las
proteinas al alcance de los métodos ab initio, y resulta eficiente toda vez que
el subsistema considerado se comporte, en cierta medida, como una entidad
independiente.

En los dltimos diez afios un tipo de aproximacién que combina el forma-
lismo cudntico con el cldsico comenzé a utilizarse en la simulacién de bio-
moléculas 6, 7]. Con el nombre de metodologias hibridas o cudntico-cldsicas,
y denotadas habitualmente como QM-MM (del inglés Quantum Mechanical-



Molecular Mechanical). fueron concebidas para el cédlculo de sistemas con
muchos 4dtomos. En un principio estuvieron vinculadas principalmente al
estudio de la solvatacion v la reactividad de moléculas pequenas en fases
condensadas (8]; posteriormente su utilizacién se extendié a diversas aplica-
ciones: reactividad de superficies y catalisis [9, 10], fenémenos de cristaliza-
ci6n (11}, y, como se ha dicho, procesos enzimaticos y bioquimicos en general.
La estrategia de las metodologias hibridas consiste en dividir al sistema en
dos. Uno de los subsistemas contiene la regiéon donde puede haber ruptura y
formacidn de enlaces, efectos de polarizacidn, transferencia de protén, u otros
fendmenos que requieran de una descripcién cuédntica. El otro, habitualmente
de mayor tamario, no estd sujeto a transformaciones quimicas y por lo tanto
es tratado con las herramientas de la mecanica molecular clasica. Ambas
regiones interactian a través de un Hamiltoniano hibrido, que introduce en
la estructura electrénica el efecto del entorno, y viceversa. Tal procedimiento

posibilita la inspeccién de un complejo enzimdtico a un costo accesible.

Bajo esta perspectiva, es evidente que la simulacién computacional se ha-
lla en posicién de contribuir significativamente al esclarecimiento y la inter-
pretacion de la reactividad enzimdtica, porque permite un acercamiento al
comportamiento de la proteina a nivel molecular. Si bien al presente sue-
le utilizarse como un complemento de la investigacion experimental, no es
exagerado suponer que con el perfeccionamiento de los métodos cudnticos
sera una herramienta fundamental para acceder a mecanismos y detalles mi-
croscépicos invaluables y dificiles de obtener por cualquier otro medio.

1.2 Hemoproteinas

Dentro de la vasta diversidad de proteinas conocidas, las hemoproteinas con-
forman un conjunto muy extenso y de una enorme relevancia bioldgica. Las
funciones que desempefian se pueden condensar en cinco grupos: transfe-
rencia de electrones (citocromos b y c), transporte y almacenamiento de O,

(hemoglobina y mioglobina), conversién del oxigeno molecular en agua (ci-



tocromo oxidasa), oxigenacién de substratos orgdnicos (citocromo P450), y
reduccién de peréxidos (catalasas y peroxidasas) [12].

A pesar de tan amplia variedad de capacidades, todas estas proteinas po-
seen el mismo centro activo: el complejo de hierro-protoporfirina, conocido
como el grupo hemo. Se trata de una unidad compuesta de cuatro pirroles
interconectados por puentes meteno, que conforman un anillo tetrapirrélico
en cuyo centro se aloja un atomo de hierro. Semejante arreglo define un
macrociclo aproximadamente plano y que puede presentar distintos sustitu-
yentes laterales: en la figura 1.1 se muestran los ejemplos mads frecuentes en
biologia.

Aparte de las cadenas laterales alifaticas, y con la excepcidn del citocromo
cd,, la estructura del grupo prostético se conserva inalterada en las diferen-
tes hemoproteinas. De ahi que A. Munro y otros [12], en consideracién a
la variedad de funciones en que esta implicado, se refirieran al hemo como
"el centro redox mas versitil en biologia”. La unidad aislada exhibe una
potencialidad asombrosa, pero evidentemente es el polipéptido quien deter-
mina cuales capacidades estaran activadas, interviniendo al mismo tiempo
en su modulacién. La forma en que lo hace permanece en muchos casos sin
esclarecer, y su investigacion constituye de hecho una parte no menor de esta

tesis.

La reactividad del hemo estd estrechamente relacionada con el metal. Este
se halla unido a aquel por coordinacién a cuatro dtomos de nitrégeno, pero
ademds de estos enlaces es capaz de formar otros dos adicionales, uno a
cada lado del plano de la porfirina. Mediante esos sitios axiales el hierro
puede establecer uniones con un quinto y un sexto ligando. Generalmente,
al menos uno de tales ligandos es un residuo aminoacidico, que constituye
un punto de contacto entre el grupo prostético y la proteina (también los
sustituyentes laterales contribuyen en distinta medida al anclaje del hemo
en la estructura terciaria). El aminodcido coordinado axialmente al Fe se
denomina residuo proximal, y su naturaleza es determinante respecto a la
actividad de la proteina. Si el hierro se encuentra pentacoordinado, esto es,

si existe un unico residuo proximal, entonces dispone todavia de un sitio libre




Figura 1.1: Hemoporfirinas presentes en sistemas biolégicos.

10



para interactuar con ligandos exégenos, cual ocurre en el caso de oxidasas y
oxigenasas. Contrariamente, en las hemoproteinas involucradas en procesos
de transferencia electrénica, el hierro se halla habitualmente hexacoordinado.
La presencia de dos aminoacidos proximales bloquea las posiciones axiales

para prevenir cambios quimicos en el entorno del centro metélico [12].

Si bien los residuos proximales son normalmente los responsables principa-
les de la modulacién de la actividad del hemo, el resto del entorno proteico
también ejerce cierto control sobre su funcién y sus propiedades reactivas. En
casos como la hemoglobina o la mioglobina, por ejemplo, se ha determinado
que la afinidad por el O, y otras moléculas pequenas esta condicionada por
la naturaleza de los aminodcidos en la cavidad distal. Asi se identifica a la
region contenida en la vecindad del sitio libre del metal y delimitada por la
estructura polipeptidica, donde acontece la interaccién hierro-ligando. Los
residuos distales, evidentemente, desempenan un papel esencial en la acce-
sibilidad y estabilizacién de substratos en el sitio activo. Pero el efecto del
polipéptido sobre el comportamiento del hemo puede darse asimismo a través
de mecanismos menos localizados 0 mds indirectos. A partir de interaccio-
nes especificas con un substrato las estructuras terciaria y cuaternaria son
susceptibles de sufrir cambios conformacionales: modificaciones en la tensién
del enlace con el residuo proximal o en el entorno quimico resultan capaces
de alterar la reactividad del hemo. El comportamiento alostérico de la he-
moglobina es un ejemplo de esto. Dicha proteina es un tetramero, cada una
de cuyas cuatro subunidades contiene un grupo hemo b. El efecto alostérico,
caracterizado porque la oxigenacién de una cadena induce un incremento de
afinidad en las otras, es consecuencia de un complejo reordenamiento estruc-

tural iniciado por la unién de O a uno de los sitios activos [1].

Otra faceta particular que exhiben las hemoproteinas guarda relacién con
su momento magnético. La reactividad del sitio activo, como la de cual-
quier centro metdlico, es dependiente del estado de espin, que a su vez estd
determinado por el esquema de coordinacién [13]. Distorsiones sutiles en
la geometria pueden ocasionar cambios en la configuracién electrénica que

alteren el momento magnético. Por eso no es poco frecuente que el espin
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total se modifique en el curso de un proceso reactivo. Este hecho afade otro
ingrediente a la quimica de las hemoproteinas e ilustra su complejidad. El
delicado equilibrio entre espin y estructura es tema de anélisis en el presente
trabajo.

La relevancia bioldgica de las hemoproteinas ha motivado su estudio desde
multiples flancos. La espectroscopia aportd, y continda haciéndolo, enorme
cantidad de informacién sobre caracteristicas estructurales; en la actualidad
existen decenas de hemoproteinas cuyo arreglo espacial es conocido. Los en-
sayos bioquimicos han elucidado su funcién y propiedades reactivas, y junto
con las técnicas de biologia molecular, han sido decisivos para el estableci-
miento de la estructura primaria. Mediante experimentos de mutagénesis, a
partir de la supresion o modificacidn de residuos seleccionados y la posterior
medicidn de constantes cinéticas, se ha conseguido en ciertos casos indivi-
dualizar los efectos de la matriz proteica sobre la actividad. En esta tarea
de discriminacién de los efectos del entorno también ha sido significativa la
contribucién proveniente de la quimica inorgénica o bioinorganica, gracias a
la experimentacion sobre sistemas modelo del hemo sintetizados en el labo-
ratorio. Finalmente, en tiempos mas cercanos, la simulacién computacional
también ha comenzado a mostrar su utilidad para interpretar y convalidar re-
sultados experimentales, pero también como instrumento de valor intrinseco

en la exploracién de los mds variados aspectos de las hemoproteinas.

1.3 Después de Schrodinger

La fractura en la ciencia fisica ocasionada por el advenimiento de la mecdnica
cuantica en la década del 20 supuso una nueva fase cn el conocimiento de

la materia. Las formulaciones de Heisenberg, Schrodinger, Dirac v otros,

constituian la llave para acceder al misterio de los dtomos y las moléculas.
En efecto, la nueva mecanica describia el comportamiento de las particulas
microscopicas, que la fisica clasica no lograba explicar. La resolucién de la

ecuacion de Schrodinger proporcionaba la informacién sobre cualquier aspec-
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to del sistema. Aplicada a una molécula permitiria acceder a sus propiedades
espectroscopicas, eléctricas o magnéticas, obtener la energia y por lo tanto

su estructura.

Sin embargo, esta ecuacién no tiene solucién analitica para sistemas con
mas de un electrén. Se planteaba consecuentemente la necesidad de ha-
llar aproximaciones que posibilitaran el cdlculo de 4tomos polielectrénicos y
moléculas. La bisqueda de métodos aproximados para resolver la ecuacién
de Schrodinger signé el desarrollo de la quimica cudntica. Desde la aparicién
de la teoria hasta hoy, se ha dedicado un esfuerzo ininterrumpido tendien-
te a derivar técnicas eficientes para resolver el problema electrénico con el
mayor grado de exactitud. La mayor parte de las aproximaciones que se
formularon desde entonces estdn sustentadas en el principio variacional, o
bien en la teoria de perturbaciones [14]. La implementacién de cualquiera
de estos métodos conduce a soluciones numéricas sumamente arduas. Siste-
mas de pocos atomos implican ecuaciones de enorme dimensionalidad, cuya
manipulacién es impensable sin la utilizacién de computadoras. Asimismo,
el precio de elevar minimamente la exactitud del cdlculo resulta formidable.
Por ello la utilizacién de la mecanica ondulatoria en el tratamiento de la
estructura electrénica estuvo expuesta a una fuerte reactivacion a partir del

avance vertiginoso de la tecnologia informadtica.

Histéricamente, el método de Hartree-Fock, concebido alrededor de 1930,
es posiblemente el que ha tenido mayor presencia y repercusion, al punto
que al dia de hoy se sigue empleando en gran cantidad de estudios mecano-
cudnticos. Pertenece a la categoria de metodologias ab initio o de primeros
principios, caracterizadas porque se derivan de la teoria sin la incorporacién
de parametros ajustables, mas alld de las constantes fisicas fundamentales.
Esto les diferencia de las técnicas semiempiricas, en las que se utiliza un Ha-
miltoniano simplificado, y muchos elementos de matriz, que de otro modo
se evaluarian a través de integraciones costosas, estan preasignados en fun-
cién de datos experimentales. Tales caracteristicas les permiten disminuir
considerablemente el nimero de cdlculos, por lo que pueden aplicarse a sis-

temas de muchos mds atomos de los que los procedimientos ab initio estan
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en condiciones de afrontar. Por supuesto, se trata de un compromiso entre
velocidad de cdmputo y calidad de los resultados. El método de Hiickel fue
uno de los modelos semiempiricos més populares, aunque en la actualidad es

practicamente obsoleto.

Tanto el de Hartree-Fock como las aproximaciones semiempiricas moder-
nas, son métodos de campo autoconsistente. Tal denominacién hace referen-
cia a que el Hamiltoniano contiene de alguna manera la solucién, de modo
que uno y otra son interdependientes, y por consiguiente el problema de-
be resolverse autoconsistentemente. La convergencia a una solucién estable
no estd garantizada, y se vuelve mds dificil en tanto aumenta el nimero de
electrones. Las técnicas numéricas utilizadas en quimica cudntica son diver-
sas y desempenan un papel vital, constituyendo ademds un continente en

si mismas.

Los métodos de estructura electrénica han evolucionado en muchas di-
recciones. Tradicionalmente proponen como solucién un determinante de
Slater [14], porque esta forma matemadtica satisface el requerimiento de anti-
simetria dictado por la teoria. Pero esa aproximacion descuida la correlacion
electrénica, falencia que puede subvertirse si la solucién se expresa como
combinacion lineal de varios determinantes. Este tratamiento se conoce co-
mo interaccién de configuraciones (CI), y proporciona resultados de mayor
exactitud, siendo particularmente util para el cdlculo de estados excitados.
El costo de semejante implementacion es sin embargo tan exagerado, que cn
su version ab initio sus aplicaciones quedan restringidas a sistemas de muy

pocos atomos.

Un capitulo aparte merece la teoria de los funcionales de la densidad
(DFT), que ha adquirido vasta difusién en casi todas las aplicaciones de la
quimica cudntica. En sus origenes estuvo circunscripta al cdlculo de sélidos,
pero desde los anos 90 su uso se fue extendiendo con éxito a sistemas molecu-
lares. Los tratamientos cuanticos tradicionales propenden a la obtencion de
la funcién de onda, entidad matemaética sin significado fisico que constituye
la solucién de la ecuacién de Schrédinger y que contiene toda la informa-

cién del sistema. La teoria de los funcionales de la densidad, basada en los
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formalismos propuestos por Pierre Hohenberg, Walter Kohn y Lu Sham a
mediados de los 60 [15, 16], traslada el foco del problema desde la funcién de
onda a la densidad electrénica, reduciendo el niimero de variables involucra-
das y por lo tanto los requerimientos computacionales en comparacién con
los métodos ab initio. La formulacién de Kohn y Sham, sin embargo, con-
tiene un término, denominado funcional de intercambio y correlacién, cuya
expresion analitica no se conoce, si bien puede calcularse mediante distintas
aproximaciones, muchas de las cuales involucran parametros experimentales.
Es por ello que no suele considerarse dentro de los métodos ab initio, sino que
por lo general se le sitia en una categoria separada. La exactitud del calculo
DFT, pues, depende del acierto con que se estima dicho término. Existen
muchas lineas de investigacién tendientes a perfeccionar el funcional de in-
tercambio y correlacién. Empero, como acontece en general, el incremento
en la sofistificacién de las aproximaciones reviste un aumento en el esfuerzo

computacional.

Durante un largo periodo, el tiempo y los requerimientos de hardware que
implicaban los cdlculos ab initio mas sencillos resultaron exorbitantes para
los recursos computacionales disponibles. Por eso desde finales de los anos
70 y a lo largo de los 80, los métodos semiempiricos fueron la opcién mas
frecuente para el estudio de sistemas de varios atomos. Con la expansién
de los recursos de cdmputo la tendencia se modificé en favor de las técnicas
ab initio. En la actualidad, los modelos semiempiricos se reservan para los
casos en que el nimero de 4tomos vuelve imposible un tratamiento mas exac-
to. Por su parte, debido a su costo moderado y a la buena calidad de los
resultados en comparacién con métodos ab initio como Hartree-Fock, DFT
ha recibido una gran aceptacién. Al extremo que se ha convertido en uno de
los procedimientos mas utilizados en sistemas de tamafo intermedio, que van
desde unas pocas decenas hasta un centenar de atomos. Su futuro, aunque
promisorio, esta cifrado en la bisqueda de un funcional que se acerque cada

vez mas al exacto.
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1.4 Lineamientos y objetivos

Responder a una serie de interrogantes centrales en la quimica de las he-
moproteinas por medio de la simulacién computacional es el propdsito del
presente trabajo. También lo es, en segunda instancia, la implementacién de
técnicas hibridas cuantico-clasicas orientadas al cdlculo de sistemas de gran

tamaiio y al tratamiento de los efectos del solvente.

Mas alla del punto de vista computacional, los problemas abordados son
de caracter muy actual y constituyen materia de discusién y origen de con-
trovesia en estudios biofisicos, quimicos y biolégicos. Nuestra intencién ha
sido contribuir al esclarecimiento de estos aspectos csenciales mediante un
enfoque microscépico, capaz de complementar la informacién experimental
y de brindar fundamento a interpretaciones mecanisticas. Para ello se han
utilizado distintas herramientas de simulacién, en particular los métodos de
estructura electrénica, y principalmente DFT. Hemos apelado a desarrollos
metodoldgicos ya existentes, pero también a implementaciones propias. Un
resumen de las técnicas y del marco tedrico correspondiente puede hallar-
se en el capitulo 2, donde se exponen de manera sintética los conceptos y

fundamentos de los métodos mecanocuanticos y QM-MM.

El capitulo 3 estd dedicado al estudio sistematico de los estados de espin y
la estructura de un modelo del complejo hierro-protoporfirina. Dicho modelo
—una simplificacién del grupo hemo que conserva el esquema de coordina-
cién del hierro— fue utilizado a fin de aligerar el costo del gran nimero de
calculos necesario para completar el analisis. Uno de los objetivos de esta
parte de la tesis es evaluar la aptitud de los diversos métodos de estructura
electrénica en la prediccién de las propiedades del hemo. Los resultados, pu-
blicados recientemente [17], conforman el prélogo y punto de referencia para
el resto del trabajo, y a la vez un importante antecedente en el cdlculo de

hemoporfirinas.

Los tres capitulos siguientes, a través de la exploracién de varios problemas
especificos, ofrecen una lectura microscopica de la actividad de las hemopro-

teinas, de sus propiedades reactivas, y de la modulacién que sobre el sitio
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activo ejerce el entorno. Se estudian los efectos de los residuos proximales
y distales, y se caracterizan distintos aspectos energéticos, estructurales y
electrénicos que contribuyen a la interpretacién de observaciones experimen-
tales. Si bien nuestro estudio abarca un nimero acotado de hemoproteinas,
tiene un alcance que excede a los cinco o seis ejemplos presentados. Los casos
examinados revelan caracteristicas generales que recorren de modo exhaus-
tivo la quimica de estas macromoléculas e ilustran sus aristas principales.
El contenido de estos capitulos ha sido compilado en los diversos articulos
citados en la referencia [18]. En conjunto, representan una suerte de disec-
cion sobre los miultiples aspectos del comportamiento de las hemoproteinas,
efectuada con la ayuda de la poderosa lupa que constituyen los métodos de

estructura electronica.
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Capitulo 2

Aspectos tedricos y
metodologia

En este capitulo se presenta resumidamente la teoria asociada al calculo de
la estructura electrénica. En tal contexto, se explican y desarrollan los fun-
damentos de diversas técnicas, como la aproximacién de Hartree-Fock o el
método de perturbaciones. Especial atencién se dedica a la teoria de los
funcionales de la densidad, posiblemente la herramienta de simulacién pre-
ponderante en el curso de la tesis. Oportunamente se introducen algunos
detalles técnicos relacionados con aspectos practicos, lo que se acentia en las
dos secciones que cierran el capitulo, donde el énfasis recae en la implemen-

tacion computacional.

2.1 De la ecuaciéon de Schrodinger al princi-
pio variacional

Cualquier aproximacién desde primeros principios al estudio de sisternas
atémicos o moleculares debe considerar la teoria que describe el compor-
tamiento de las particulas microscépicas: la mecdnica cudntica, resumida cn

la ecuacién de Schrodinger.
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2
—? % = —Qh_m V3¥(r,t) + V(r, t)¥(r, t) (2.1)

Se trata de una ecuacién diferencial cuya resolucién proporciona la fun-
cion de onda ¥(r,t), una descripcién matemadtica del sistema de particulas
cudnticas sujetas al potencial V(r,t). Se dice que la funcién de onda con-
tienc toda la informacién del sistema porque a partir de aquella, por medio
de los procedimientos algebraicos apropiados, puede calcularse cualquiera de
las propiedades de este. El problema fundamental de la quimica cudntica
es, pues, resolver la ecuaciéon de Schrodinger para un sistema de niicleos y
electrones. Ya que la resolucién exacta no es posible, el objetivo es enton-
ces hallar un método aproximado. A modo de un primer acercamiento, en la
mayor parte de las aplicaciones es licito considerar un potencial independien-
te del tiempo. En ese caso ¥(r,t) se puede escribir como producto de dos
factores, uno de los cuales depende de las coordenadas espaciales y el otro de
la temporal. Esta escisiéon permite reducir la ecuaciéon de Schrodinger a una

forma independiente de t,

—% VAU (r) + V() ¥(r) = EV(r) (2.2)

o bien, definiendo el operador Hamiltoniano H = —% V24V,
HY¥(r) = EY¥(r) (2.3)

con F la energia del sistema, y r las coordenadas espaciales de las particulas
cudnticas. Para el caso de un sistema conformado por electrones y nicleos,

el Hamiltoniano expresado en unidades atémicas ! adopta la forma siguiente:

'La introduccién de las unidades atémicas simplifica la escritura del Hamiltoniano.
Bajo esta convencién, la unidad de carga es la carga del protén, la unidad de masa es
la del electrén, y el momento angular se mide en miiltiplos de fi. Consecuentemente las
unidades de energia y de longitud resultan respectivamente

1 hartree = e?/4megag 1 bohr = h?/m.e?
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donde los subindices 7 y j refieren a los electrones y A y B a los nicleos, siendo
N el nimero de estos y M el de aquellos. Asi, los primeros dos términos
representan la energia cinética electrénica y la nuclear respectivamente, el
tercero proviene de la atraccidn entre electrones y nucleos, el cuarto de la

interaccion entre electrones, y el quinto entre nicleos.

Un procedimiento comin a practicamente cualquier método de quimica
cuantica consiste en desacoplar el movimiento de los nicleos del de los elec-
trones, a fin de resolver el problema electronico separadamente. Tal proceder
se conoce como la aproximacién de Born-Oppenheimer [19], y desde un punto
de vista cualitativo tiene su justificacion en la velocidad relativa de los electro-
nes respecto a la de los niicleos, mucho mas pesados. En cierto modo, se trata
de asumir que los electrones se mueven en un potencial de cargas puntuales
positivas estaticas, o bien que responden instantdneamente a cualquier cam-
bio de las coordenadas nucleares. Bajo tal aproximacidn, el segundo término
de la ecuacién (2.4) desaparece, y el iltimo se convierte en una constante. Los
términos restantes conforman el Hamiltoniano electrénico, que estd asociado
a la funcién de onda electrénica, la cual a su vez tendra una dependencia
explicita respecto a las coordenadas electrénicas pero paramétrica respecto

a las nucleares.

Si se considera el espin de los electrones, entonces debe satisfacerse el
principio de antisimetria para fermiones postulado por la mecanica cudntica.
El cual exige una funcién de onda antisimétrica frente al intercambio de la

coordenada x entre dos electrones cualesquiera,
‘I’(Xl, ceey Xy ooy Xy oony XN) = —\Il(xl, cony Xjy ooy X,y ...,XN) (2.5)

donde x especifica la posicién y el espin. Definiendo el espin-orbital x como la
funcién de onda de una particula, entonces el requerimiento de antisimetria se

verifica al expresar la funcién de onda multielectrénica como un determinante
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de Slater:
xi(x1)  xi(x1) Xk(x1)
\Il(xl,xz,...,xN)=(N!)—‘/2 X"(.XZ) Xj(_XZ) Xk(.xz) (2.6)
Xi(xn) X(kN) o xe(xw)

Este determinante involucra N electrones indistinguibles distribuidos en N
espin-orbitales x, con x; las coordenadas espaciales y de espin del electrén «.
Dos particulas distintas en el mismo orbital implican dos columnas idénticas,
lo cual anula el determinante, en acuerdo con el principio de exclusién de Pau-
li [19]. Asi, un determinante de Slater es la forma matemadtica mds sencilla

para expresar una funcién de onda antisimétrica.

Ahora bien, las consideraciones efectuadas hasta el momento se refieren a
la ecuacién de Schrodinger y a la forma matematica que deberd presentar su
solucidn, la funcién de onda. No obstante, no hemos ain establecido cémo
encontrarla. En esa tesitura, cl principio variacional constituye un recurso
inestimable, en tanto permite hallar las soluciones de un problema de auto-
valores —como lo es la ecuacién de Schrédinger— sin resolverlo en el sentido
estricto. De hecho, la mayor parte de las técnicas de estructura electrénica
descritas y empleadas en la presente tesis se sustenta en el método varia-
cional. Antes de adelantar en esta direccion, notemos que dado el operador
H, existe un conjunto infinito de soluciones de la ecuacién de Schrodinger

independiente del tiempo:
H|V,) = E,|¥,) a=01,.. Ec<E,L<---<E,<---

Siendo H un operador hermitico, los autovalores E, son reales, con Ej la
energia del estado fundamental, y |¥,) las autofunciones ortonormales, tal
que verifican (V,|¥g) = do5. Asi, multiplicando a la izquierda por (V4| en

la ecuacién de valores propios, se tiene
(‘IjﬂlHl‘I’o) = Ea(saﬁ (27)

Ademds, asumiendo que {|¥,)} es un conjunto completo, cualquier funcién
|¥) con las mismas condiciones de contorno puede escribirse como combina-

cion lineal,

1) =3 [Ta)ea = Y |Wa) (¥a D) (2.8)
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(U] =3 ch(Wal = (T T )( Ty (2.9)

a a
Si la funcién de onda |¥) estd normalizada, el teorema variacional sostiene

que el valor esperado del Hamiltoniano serd igual o mayor a la energia del

estado fundamental. Es decir, si

(U|¥) =1 (2.10)
entonces
(V|H|Y) > Ey (2.11)

La demostracién se realiza expandiendo (¥|H|¥) en funcién de (2.8) y (2.9).

En ese caso, introduciendo la relacién (2.7),

(UIHIE) = 3 (U Wa)(Yal HIUs)(¥5]T) = 3 Eal(Ta|¥))? (2.12)

af a

Ya que ademas E, > F, para todo o,
(PIHIP) 2 57 Eol(¥al¥)* = Eo 3 [(¥al¥)/* (2.13)

Por otra parte, dada la condiciéon de ortonormalidad, y recurriendo nueva-

mente a las expansiones (2.8) y (2.9):

(P¥) =1= Xﬁ;(‘i’l\l’a)(‘l’al‘l’e)(‘l’ﬁl‘i’) = zﬂ;(‘i’lq’a>6aﬁ<wﬂl\i’)

= > (YU} (TalT) = 3 (Tl T)? (2.14)

Al insertar este resultado en (2.13) se recupera la desigualdad (2.11), es decir,

se demuestra el teorema variacional.

La aplicacion del principio variacional al problema electrénico es evidente:
se trata de hallar la funcién que minimice la energia del sistema, (¥|H|¥).
En la practica, para facilitar el tratamiento algebraico, la funcién de onda se

expresa como una combinacion lineal,

N
¥y = ZQ‘W’:‘) (2.15)
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siendo {|@;)} un conjunto prestablecido de N funciones de base, en general
reales y ortogonales. De esta forma, el objetivo se traslada a hallar los
coeficientes ¢; que minimizan el valor esperado de la energia a través de la

expansion (2.15).
(V|H|¥) = Zc,(aS;IHldy ZC.C] i (2.16)

donde definimos H;; = (¢;|H|¢;), los elementos de matriz del Hamiltonia-
no en la base {|¢;)}. Puesto que |¥) estd normalizada, los coeficientes se

encuentran vinculados de la siguiente manera:

(O|9) = > cici{dild;) = Zc =1 (2.17)
ij

A fin de minimizar la energia observando la restriccién que surge de (2.17),
se utiliza el método de los multiplicadores indeterminados de Lagrange [19].
Para ello se construye una funcién L agregando el término E((¥|¥) — 1) a
la expresion original, lo cual es equivalente a anadir cero, segin (2.17), v
por lo tanto el minimo de L y el de (¥|H|¥) corresponderan a los mismos
valores de c¢;. Este procedimiento introduce un nuevo grado de libertad a
través del multiplicador F, permitiendo obtener los coeficientes ¢; éptimos

cual si fuesen independientes.

L
gT =0= Zc,Hk, + ZC, ik — 2Ec¢y (2.18)
k

Como el Hamiltoniano es hermitico y las funciones de base reales, la matriz

H es simétrica. Luego la ecuacidn anterior se puede escribir

> Hijcj—Eci=0 i=12,..,N (2.19)
Jj

o bien, en notacién matricial,
Hc = Ec (2.20)

donde ¢ representa un vector con elementos ¢;. La ecuacién (2.20) es un
problema de valores propios que tiene por solucién un conjunto de N auto-
vectores ¢ con sus correspondientes autovalores F,. Introduciendo la matriz

diagonal de los autovalores E, y definiendo las columnas de la matriz C a
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partir de los N autovectores c®, el problema se condensa en la siguiente
relacion:
HC = CE (2.21)

La resolucién de (2.21) conduce a N autofunciones,
. N
Ws) =Y Cialdi) a=0,1,..,N—1 (2.22)
i=1

cada una de las cuales tendrd asociado el autovalor F,. Puesto que los
autovectores ¢ son ortonormales, es posible demostrar que dichos E, co-
rresponden al valor esperado del Hamiltoniano de la respectiva autofuncién
[W,):
(UglH|Wa) = D Cig(®:i|H|®;)Cja = D CipHi;Cia
ij ij

= (c®)Hc® = E,(c?)c® = E,bas (2.23)
y del mismo modo en que el autovalor mas bajo es una cota superior de
la energia del estado fundamental, puede mostrarse que el resto de los E,

acotan la energia de los distintos estados excitados.

En esta forma, el método variacional lineal permite, mediante la diagona-
lizacién de la matriz H, obtener N soluciones para la ecuacién de Schrodin-
ger independiente del tiempo. La funcién de onda del estado fundamental
electrénico, I\ilo), es, pues, la autofuncién correspondiente al autovalor mds

bajo.

2.2 La aproximacion de Hartree-Fock

Poco después de la aparicion de la teoria cuantica comenzaron a desarrollarse
aproximaciones que pretendian resolver la ecuacién de Schrodinger para un
sistema de electrones y nicleos. A pesar de que el método de Hartree-Fock se
remonta a este periodo temprano de la quimica cuantica, su importancia ha
trascendido hasta hoy. Pues ademas de prevalecer entre las técnicas de estruc-
tura electrénica de uso frecuente, constituye el punto de partida para diversos

procedimientos mds exactos y sofisticados. En esencia, se trata de aplicar
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el principio variacional a un sistema descrito por un Hamiltoniano como el
que se propone en (2.4), utilizando la aproximacién de Born-Oppenheimer,
y postulando la funcién de onda electrénica en términos de un determinante
de Slater.

En primer lugar se define el operador H,, el Hamiltoniano electrénico

compuesto por el primero, el tercero y el cuarto término de la expresién
(2.4).

N 1 N N 1
ez=—Z§V2 Z — +ZZT— (2.24)
i=1 i=1 A=1 "4 i=1j>i " U

Si la funcién de onda ¥ se representa mediante un determinante de Slater
compuesto por los orbitales x; como en (2.6), entonces la energia electrénica

resulta
N

N N
E = (U|Hg|¥) =S HE + =3 5" (Ji; — Kij) (2.25)

i=1 i=1j=1

N | =

donde hemos introducido las integrales de Coulomb, J;;, y de intercambio,
K;;, dependientes de las coordenadas de dos electrones, y el término H{™,
proveniente de la integracion sobre las coordenadas de un electréon. Conside-

rando orbitales reales,

Jii = (G(1)x3 ()i (1) x:(2)) (2.26)
Ki; = Oa(D)x () I (1)x(2)) (2:27)
HEe = 3 0aIVI) - I D 2ha(1)  (228)

Mientras que H{""® representa la energia cinética del electrén i y su interac-
cién con los nicleos, la integral de Coulomb se identifica con la repulsién
entre electrones. La integral de intercambio, por su parte, es consecuencia
de la antisimetrizacién de la funcién de onda y no encuentra analogia en el
marco de la mecdanica clasica. Sin embargo por lo general su contribucién a

la energia electrénica total estd lejos de ser despreciable.

De acuerdo al teorema variacional, la funcién de onda del sistema sera
la que provenga de los espin-orbitales x; que lleven al minimo el valor de

la energia. Si se minimiza la expresién (2.25) conservando la condicién de
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ortonormalidad de los x;, es posible derivar una serie de relaciones integro-
diferenciales para los espin-orbitales éptimos. Estas relaciones se conocen

como las ecuaciones de Hartree-Fock [19], cuya forma abreviada es

1)[xi(1) ZE,.IXJ (2.29)

donde los ¢j; son los multiplicadores indeterminados de Lagrange asociados
a los N espin-orbitales x;, denominados también orbitales moleculares de
Hartree-Fock, y Fesel operador de Fock, que puede escribirse a su vez como

la combinacién de tres operadores distintos,

-

N
F(1) = H*m(1) + E[J}-(I) - K;(1)] (2.30)

estando cada uno de los tres definido segin su accién sobre el orbital x;:

A1) = —3Vh() - ¥ 22x(1) (2.31)
Jx() = | [ dxa x;@ridx@|x) (232

Ks(Wx(1) = | [ da x;@riba(@)|x) (2:33)

El primero, f{”"’, opera sobre las coordenadas de un electrén. En cambio,
j,- vy K ;» designados respectivamente como los operadores de Coulomb y de
intercambio, involucran integraciones sobre las coordenadas de dos electro-
nes. En particular, el operador de intercambio se diferencia del de Coulomb
porque aquel depende del valor de x; en todo el espacio; se trata de un ope-
rador no local, es decir, no puede representarse en forma de un potencial
univocamente definido en cada punto del espacio, lo cual si es posible para
jj, que es de hecho un operador local. El operador de Coulomb evalia la
repulsién entre pares asumiendo que sobre cada electron ¢ obra un potencial

efectivo —o promediado— debido al electrén j.

Mediante una transformacién unitaria de los x; en X} es posible diagonali-
zar la matriz de los multiplicadores de Lagrange en (2.29) sin alterar el valor
absoluto del determinante de Slater. F es asimismo invariante a tal trans-

formacién, con lo cual las ecuaciones de Hartree-Fock se reducen a su forma
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canoénica:
F(1)]x}(1)) = llxi(1)) i=1,2,.,N (2.34)

Las autofunciones x; son los espin-orbitales candnicos, cuyas energias estan
dadas por los autovalores €;. En lo sucesivo se denotard x; a los orbitales

canonicos y €; a los componentes de la matriz diagonal.

En este punto, disponemos de las ecuaciones que deben satisfacer los espin-
orbitales que determinaran la funcién de onda. No obstante, consisten en una
serie de ecuaciones de valores propios en las que el operador F depende de
sus mismas autofunciones, de las que por otra parte no se conoce siquiera
su forma funcional. La resolucién analitica de este sistema es en principio
inabordable sin recurrir a alguna clase de aproximacién. Asi, para hallar
los orbitales a partir de las ecuaciones de Hartree-Fock resulta conveniente

expandir los x; en una base finita, tal que

M
Ixi) = Z Cm’l¢p) (2.35)

u=1
con lo cual el problema se reduce a encontrar el valor de los coeficientes Cl;.
Un nimero M suficientemente grande de funciones de base ¢, permitira una
representacion satisfactoria de los orbitales moleculares. La substitucion de

la expansion (2.35) en las ecuaciones de Hartree-Fock conlleva a la igualdad

M M

CuiF|¢p> =¢&; Cui|¢u) (2-36)
1 1

p= u=

Aplicando (¢, | sobre ambos miembros, se obtiene un sistema de M ecuaciones

lineales homogéneas
M -~
> Cu((BlFldu) —eildld)) =0 u=12,...M (2.37)
u=1

que reciben el nombre de ecuaciones de Roothaan y constituyen la puerta de
acceso a los coeficientes orbitales. Si se definen los elementos de matriz de F,
F,, = (¢,|F|¢,), y de S, S, = (#,|4,.), las ecuaciones de Roothaan pueden
formularse

FC = SCe (2.38)
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siendo C la matriz formada por los coeficientes Cy;, y € la matriz diagonal
que contiene los M autovalores ¢;, los cuales pueden hallarse a través de la
ecuacion secular

det(F—eS) =0 (2.39)

La diagonalizacién de (2.38) proporciona los coeficientes necesarios para
construir los orbitales moleculares y calcular la energia. Empero, la ma-
triz de Fock depende de tales coeficientes, como puede verse al escribir

explicitamente sus elementos

Fuu = (8/D59H8,(0) = E0u(D]:=18,(1)

N M M
+ 33 CouCoa[(6(1)bu(1)Ir 5 |60 (2)62(2))
A o

—(.()BA(D)Ir7 15(2)84(2)] (2.40)

y por ello el sistema ha de resolverse de manera iterativa. En la practica,
para llevar a cabo un calculo de Hartree-Fock, se propone inicialmente una
matriz C tentativa a partir de la cual se evalia F. Diagonalizando (2.38) se
recupera un nuevo conjunto de Cy;, que se utiliza para volver a computar F.
Sélo es preciso recalcular el iltimo término de la derecha en (2.40), puesto
que la parte restante de F,,, al igual que los elementos de S, dependen
unicamente de las funciones de base y no se modifican en cada iteraciéon. El
procedimiento se repite hasta que la matriz C no difiera significativamente de
la obtenida en el paso precedente, es decir, hasta alcanzar autoconsistencia.
Las integrales de dos electrones que aparecen en (2.40) representan la parte
mds demandante del cdlculo Hartree-Fock, no ya por la dificultad que ofrece
su resolucién —si se usan funciones de base Gaussianas la integracion es de

hecho analitica—, sino por el enorme nimero que comportan.

La calidad de la energia y de la funcién de onda obtenidas por el método de
Hartree-Fock estardn en consonancia con el tamano y con la capacidad de la
base para representar adecuadamente los estados electrénicos. Cuanto mas
completo es el conjunto {|¢;)}, tanto mayor es la flexibilidad para expandir
los orbitales moleculares y menor el valor de (¥|H|¥). Sin embargo, al

evaluar la repulsién entre los electrones a partir de un potencial de campo
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medio, la aproximacién de Hartree-Fock ignora la correlaciéon procedente de
sus posiciones instantdneas. En efecto, puede pensarse en una regién de
exclusion alrededor de cada electrén, la cual es omitida en la aproximacién
de campo medio que por eso sobrestima la energia total. Por tal motivo,
aun en el hipotético caso en que se usara una base completa, la energia de
Hartrec Fock siempre resultaria superior a la exacta en una cantidad que se

denomina precisamente energia de correlacién.
Ecorr = EO - EHF (241)

Ey representa la energia no relativista correspondiente al Hamiltoniano exac-
to dentro de la aproximacién de Born-Oppenheimer, en tanto Eyr indica el
limite de Hartree-Fock. Existen diversos caminos para introducir la corre-
lacién en la funcién de onda. Uno de ellos consiste en expresar esta como
combinacién de multiples determinantes de Slater provenientes de varias con-
figuraciones electrénicas asociadas a estados excitados, en lugar de un iinico
determinante formado por los espin-orbitales del estado fundamental. Tal es
la base del método de interaccién de configuraciones (CI), cuyo costo com-
putacional es naturalmente muy superior al de Hartree-Fock. Entre las otras
alternativas posibles para incorporar la energia de correlacién, se cuentan la
teoria de perturbaciones de Mgller Plesset y el método de los funcionales de
la densidad. Sobre ambos nos extenderemos en mayor o menor medida a lo

largo de las secciones siguientes.

2.3 Los tratamientos semiempiricos

El nimero minimo de funciones de base involucrado en la representaciéon de
la funcién de onda mediante un cédlculo de estructura electrénica esta en re-
lacién con la cantidad de dtomos que componen el sistema. Tipicamente,
una molécula con una decena de dtomos requiere cuanto menos unas cien
funciones de base, lo cual supone la diagonalizacién de una matriz de Fock
de 100x100, mientras que el nimero de integrales de dos electrones asciende
al orden de 107. Estas consideraciones ponen en evidencia la magnitud del

esfuerzo de cémputo asociado a todo tratamiento ab initio. A fin de reducir

30



esta dificultad, a partir de los afios 30 fueron propuestas una serie de aproxi-
maciones que apuntaban a simplificar el Hamiltoniano o la forma de evaluar
los términos de la matriz de Fock. Ciertos elementos de matriz fueron defini-
dos de manera de ajustar valores experimentales, y por esa razén recibieron

el nombre de modelos semiempiricos.

La etapa mas intensiva de un cédlculo autoconsistente esta determinada por
las integrales de dos electrones, y por eso constituyen el blanco principal de
los métodos semiempiricos. Un modo de disminuir su niimero es considerar
explicitamente tan sdlo las integrales relacionadas con los electrones de va-
lencia, responsables de los enlaces y del comportamiento quimico, y asumir
que la configuracién de los electrones internos se conserva inalterada en los
distintos entornos del dtomo. Otra caracteristica comin a los tratamientos
semiempiricos consiste en despreciar el solapamiento diferencial entre fun-
ciones de base distintas o bien correspondientes a diferentes dtomos, tal que
¢,¢udr = 0. Esta suposicion vuelve nulas todas las integrales de tres y cua-
tro centros, simplificando considerablemente las ecuaciones de Roothaan, y
propicia la distincién entre tres tipos de elementos de matriz F,,: los dia-
gonales, los correspondientes a funciones de base ¢, y ¢, centradas sobre el
mismo atomo, y finalmente los asociados a funciones de base pertenecientes a
atomos diferentes [20]. Tal clasificacién es un primer paso hacia la aproxima-
cién —o la supresién— racional de los elementos de F. Un recurso adicional
es la utilizacién de funciones de base ortonormales, condicién que se impone
incluso entre ¢, localizadas en distintos 4tomos, de modo de reducir S a la

matriz identidad, con lo que las ecuaciones de Roothaan adquieren la forma
FC =¢C (2.42)

Los modelos AM1 y PM3 se encuentran posiblemente entre las técnicas se-
miempiricas de aplicacién general més utilizadas en la actualidad. Ambas
son derivaciones del modelo mas antiguo MNDO (Modified Neglect of Diato-
mic Overlap), que emplea el solapamiento diferencial nulo entre funciones de
base centradas sobre adtomos distintos. Los dos métodos revisten en esencia
las mismas aproximaciones: la diferencia entre ellos concierne la parametri-

zacion.
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Las siglas SAM1 (Semi Ab initio Model 1) [21] designan un desarrollo mas
reciente basado en el modelo AM1, que se distingue de este y del método PM3
por la evaluacién explicita de las integrales de dos electrones, las cuales son
aproximadas en aquellos por expansiones multipolares parametrizadas. Esta
modificacién facilita en SAMI la incorporacién de elementos pesados con
electrones d, en contraste con la dificultad que representa su parametrizacion
en los métodos mds primitivos. En efecto, la disponibilidad de desarrollos
semiempiricos preparados para el tratamiento de sistemas con metales de
transicion es acotada. Las innovaciones introducidas en el modelo SAM1
incrementan los costos computacionales respecto a su predecesor, pero por
otra parte se ven justificadas en el avance a nivel de hardware que se ha

verificado desde la formulacién del método AMI1.

2.4 El método de perturbaciones de Mgller
Plesset

La teoria perturbativa proporciona una forma de hallar la energia y la fun-
cién de onda asociada a cierto Hamiltoniano H, conociendo la solucién de la
ecuacién de Schrodinger para un Hamiltoniano similar H°. La idea subya-
cente presume que si H difiere sélo ligeramente de H°, cabe esperar que E y
V¥ no se aparten sensiblemente de E° y ¥°, al punto que aquellas puedan re-
presentarse mediante una expansién de Taylor en funcién de estas [14]). Mas
especificamente, si definimos la perturbacién H=H-H °, e introducimos

el factor A=1, entonces podemos escribir
H=H +\H' (2.43)

HY, = (H°+ AH")¥, = E, ¥, (2.44)
donde n refiere el nivel. En este contexto, es posible considerar a ¥, y a E,
como funciones de A, tal que ¥, |x=0 = ¥3 , ¥y Enlr=0 = E,,. Luego, es licito
expandirlas en series de Taylor:

oV,
=0 A

/\2
/\=0a

o0y,

o + 57 (2.43)

v, = \Iln|
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/\2

dE, x4+ d’E, A*
A=0 2!

+
A=0  d) |a=0 d\?
El problema se resume a encontrar los coeficientes de la expansién. Si la

En=En

(2.46)

perturbacién es pequeiia, entonces bastard tomar los primeros términos de la

serie para conseguir una aproximacién razonable. Definiendo la condicién de

normalizacién intermedia (U3 |¥,) = 1, es posible derivar las expresiones de

los coeficientes que aparecen en la serie de Taylor. Para el caso de la energia,

la expansion a segundo orden resulta

[RALAA
E2 - E2,

E. =~ Ey + (Vo |H'T) + Y

m#En

(2.47)

El segundo y el tercer término de la derecha corresponden a las correcciones a
orden uno y a orden dos respectivamente. Correcciones a érdenes superiores

conducen a expresiones de complejidad cada vez mayor.

Moller y Plesset propusieron la aplicacién de la teoria perturbativa a los
sistemas atémicos y moleculares, empleando para ello las soluciones pro-
venientes del calculo Hartree-Fock. El método denominado MP2, uno de
los mas utilizados en quimica cudntica a la hora de incluir la correlacién
electronica, consiste precisamente en obtener las correcciones a segundo or-
den de la funcién de onda y la energia de Hartree-Fock. En el marco del
tratamiento MP2, H° es la suma de los operadores de Fock, y la perturba-

cidn se convierte en la diferencia entre el Hamiltoniano electréonico verdadero
y H°.

N N

H=h-F=y% ‘,1; -3 j;l[j,.(m) _ &;(m)] (2.48)
La insercién de H' en la ecuacién (2.47) proporciona la expresién de la energia
de Hartree-Fock corregida a segundo orden. La sumatoria en (2.47), sin em-
bargo, abarca todas las soluciones posibles asociadas a H°, que en este caso
consisten en los diferentes determinantes de Slater construidos a partir de
los N espin-orbitales x;. Los x; son autofunciones de F' con autovalores ¢; ,
mientras que los determinantes V2, son autofunciones de H° cuyos autovalo-
res son la sumatoria de los ¢; correspondientes a los espin orbitales de los que
tales determinantes estdn compuestos. Si consideramos el nivel fundamen-

tal, U2 es Ug, el determinante de Slater integrado por los N espin-orbitales
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ocupados. El resto de los U7, estd formado por las posibles combinaciones
que incluyan uno o mas espin-orbitales desocupados (o virtuales). Puede
demostrarse {19] que todos los elementos de matriz (U2 |H'|¥3) son iguales
a cero, salvo aquellos en los que ¥; y ¥g difieran exactamente en dos de
los x; . Dicho de otro modo, sélo serdan distintos de cero aquellos elementos
en los que el determinante U7, contenga dos orbitales virtuales. Tales W7,
se conocen como determinantes doblemente excitados, y son autofunciones
de H° con autovalores E,. que difieren de Fj a causa de los ¢; asociados a
los x; virtuales. Mas claramente, si ¥; se construye sustituyendo en ¥g los
espin orbitales x; ¥ X; por X. ¥ X» (donde ¢ y j denotan orbitales ocupados,
y a 'y b orbitales desocupados), entonces Ey — E,, = €; +¢€; — €, — €5 . Estas
propiedades permiten reescribir (2.47) para obtener la correccién a orden dos

(E$?) en funcién de los espin-orbitales.

(2) Z Z Z zl(ablrlzllw) (‘117|Tl_21|ji>|2 (2.49)

=a+1 a=N+1 i=j+1 j=1 6‘1""6.1' — & — &

donde
(bl i) = [ [ xaxe@rix(Dx(@) dadxe (2.50)
Puede mostrarse ficilmente que la suma de los dos primeros términos del

desarrollo de Taylor, Ej y Eél), es igual a la energia de Hartree Fock:
Eg +Eg = (U5 H°1¥5) + (Y5 A'|¥g)
= (GIA° + A1) = (V5| H|¥S) = Enr (2.51)
y por consiguiente la energia MP2 resulta
Emp2 = Enp + E (2.52)

En el tratamiento perturbativo, pues, al igual que en el método CI, se realiza
una suma sobre diferentes estados asociados a determinantes excitados. Esto
es consecuencia de que las expansiones requieran un conjunto completo de
funciones, que se consigue combinando las soluciones linealmente indepen-
dientes de la ecuacién de Schrodinger. Pero la inclusién de estados excitados
es causa de que el costo computacional exceda sensiblemente al correspon-
diente a Hartree-Fock. Aun asi, los cdlculos MP2 son notablemente mas

veloces que los CI.
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Existen implementaciones que incorporan correcciones a ordenes mas cleva-
dos, lo cual extrema desmesuradamente los requerimientos de calculo. MP4,
el método perturbativo més usual después de MP2, involucra sumatorias

sobre determinantes simple, doble, triple, y cuddruplemente excitados.

2.5 Teoria de los funcionales de la densidad:
p versus ¥

Una aproximacién mecanocuéntica sustentada en la densidad electrénica re-
sulta acaso mas atrayente que la formulacién basada en la funcién de onda,
porque comporta una concepcién mas fisica del problema. Los precedentes
en tal sentido son contempordneos al método de Hartree-Fock: el modelo de
Thomas-Fermi [22] data de finales de los treinta, aunque por sus inexacti-
tudes en el cdlculo de 4tomos y moléculas nunca alcanzé la repercusidon que
obtuvo aquel. Asi la idea original de Thomas y Fermi permanecié subyacen-
te a lo largo de décadas, sin recibir aportes relevantes. Salvo quiza por el
desarrollo de Slater conocido como el método X, que encontré aplicacion
en el area de la fisica del estado sélido. Pero la contribucién verdaderamente
significativa no se materializé hasta los anos 60, cuando Hohenberg y Kohn
propusieron dos teoremas que hicieron posible reformular de un modo rigu-
roso el problema electronico en funcién de la densidad de carga, adjudicando
a esta variable el protagonismo que antes recaia en la funcién de onda. La
sustitucién de la variable ¥, dependiente de las coordenadas de N electro-
nes, por la densidad, funcién exclusiva de la posicidn, propicia una forma
particular de abordar el célculo de 4tomos y moléculas. El formalismo que
surge alrededor de esta nueva perspectiva es la teoria de los funcionales de
la densidad, designada comunmente con las siglas DFT (Density Functional
Theory).

El primero de los teoremas de Hohenberg y Kohn [22] establece que la
funcién de onda —y por lo tanto la energia y cualquiera de las propiedades
clectrénicas— se halla univocamente determinada por la densidad p(z,y, z).

Antes de ir mas adelante, conviene notar que es el Hamiltoniano del sistema,
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0 mas precisamente, el potencial externo v(r), quien prescribe junto con el
nimero de electrones, a través de la ecuacién de Schrodinger, la funcién de
onda y los niveles de energia accesibles. Hohenberg y Kohn probaron que
v(r) queda a su vez definido al especificar la densidad electrénica, de donde
se sigue que existe una relaciéi’¥nivoca entre po ¥y ¥, y consiguientemente

la energia puede considerarse un funcional de la densidad, Ey = Ej{po).

La reciprocidad entre v(r) y po puede demostrarse por el absurdo [22].
Para ello baste suponer que dos potenciales distintos v(r) y v'(r) producen
la misma densidad en el estado fundamental, py. En ese caso existirian dos
Hamiltonianos H y H', provenientes de v(r) y v'(r) y asociados a sendas
soluciones ¥ y ¥’ a las cuales corresponderia idéntica densidad. Es de-
cir, [+ [|¥|%dry---dry = [+ [|¥'|%dry - - drny = po(r). Ahora bien, de

acuerdo al principio variacional,
Eo < (V'|H|¥'Y = (V'|H'|¥") + (V'|H — H'|Y') (2.53)

Puesto que H y H' sélo difieren debido a v(r) y v'(r), entonces:

N

R . N
(V1A = BW) = (] Y o) = L v (e)I)

N
= [ Ll — v'(e)] 19 = [ N[o(r) - /@) |¥r
=1
= [Io(x) - v'@)] polr) dr (2.54)

Sustituyendo este resultado en (2.53),
Ey < Ej + /[v(r) —v'(r)] po(r) dr (2.55)

Si en (2.53) se emplea ¥ en lugar de ¥’ como funcién de prueba para el

Hamiltoniano H’, se obtiene anilogamente
Ey < Ey + /[v'(r) — v(r)] po(r) dr (2.56)
Combinando (2.55) y (2.56) surge la desigualdad

Ey+ Ey < Ey+ E (2.57)
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de lo cual se desprende que la hipétesis de dos potenciales distintos vinculados

a la misma densidad electrénica en el estado fundamental es incorrecta.

Resulta claro, pues, que p determina la funcién de onda y todas las propie-
dades asociadas a esta, por ejemplo las diferentes contribuciones a la energia
total.

Elp] = T[p] + Veelp] + Vaelp] (2.58)

T denota la energia cinética y V.. la energia potencial procedente de la repul-
sion interelectrénica. El término V. representa la interacciéon entre nicleos

y electrones, cuya forma funcional respecto a la densidad es:
Zo 9
Vae = (U1 22 [9) = [ S u(ri) |97 dr:
= /N o(r) |[¥|? dr = /v(r) p(r) dr (2.59)

El segundo aporte fundamental a la teoria de los funcionales de la densidad
se conoce como el teorema variacional de Hohenberg y Kohn. En él se postula
que para cualquier p' tal que [ p'(r)dr = N y p'(r) > 0 en todo el espacio,
entonces E[p'| > Ey. La igualdad se verifica si p' es la densidad del estado
fundamental, lo que equivale a decir que py minimiza el funcional de la energia
E[p] de forma semejante a como ¥, vuelve minima la integral (¥|H|¥). Si se
considera la conexién univoca entre p y ¥, entonces el teorema de Hohenberg
y Kohn se concluye directamente del principio variacional. Supéngase cierta

p' asociada al operador Hamiltoniano H' = T' + V. + V..
(U'|H|W'Y = (W'|T + Vee + Vie| ')
= T(p) + Veelo') + [ 0(x) #(x) dr = Elp) 2 Bo (2.60)
Al sustituir ¥’ por ¥ se comprueba que la igualdad ocurre si p' = po.

La teoria examinada hasta aqui vincula la energia y la densidad electronica,
sin embargo no prevé la manera de calcular una u otra. En el ano 1965 Walter
Kohn y Lu Sham introdujeron una aproximacién para la forma funcional de
la energia cinética T'[p], a través de la cual es posible evaluar la densidad y

obtener la energia total [16]. Este procedimiento, referido como el método

37



Kohn-Sham, transmuté la teoria de los funcionales de la densidad en una

herramienta de cdlculo de estructura electrénica.

La aproximacién de Kohn y Sham considera un sistema de referencia ficti-
cio compuesto por electrones que no interactian entre si (indicado mediante
el subindice s), y cuya densidad p; es igual a la del sistema real, py. De esta
forma, el potencial externo vs(r) debe ser tal que produzca en el sistema de
electrones independientes una densidad igual a la que corresponde a los IV
electrones interactuantes sometidos al potencial v(r). El Hamiltoniano H,

vinculado a este sistema de referencia es
N
H, = Z[-——V2 + vy(r;)] = z (2.61)

donde hemos definido AXS = —1V? + v(r;), el operador unielectrénico de
Kohn-Sham. Pues bien, la funcién de onda ¥, de un sistema de electrones
independientes puede calcularse como el determinante de Slater de las au-
tofunciones de 2XS. En otras palabras, si x5 son los espin-orbitales del

sistema de referencia tal que

RESYKS = eix S (2.62)
luego
x,-’l:(m) ng(xl) xi‘s(xl)
U, (x1, Xz, o xn) = (N)~3 | (xa) S,(x’) B .( 2) (2.63)
XS(xn) XES(xn) - xS (xn)

y la densidad electrénica se evalia segin

N
= 3 S (2.64)
i=1

La razén que alenté a Kohn y Sham a emplear un modelo de electrones
no interactuantes se relaciona con que la energia cinética de este sistema se

calcula directamente mediante la expresion

1
T = -3 (Ll Vi) = 5061 Vi) (2.65)
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Si se denota AT a la diferencia entre la energia cinética verdadera y la del
sistema de referencia, AV, a la parte no cldsica de la interaccién entre elec-

trones, y se reinen después ambas contribuciones en un nuevo funcional

Ezc[p], tal que
AT{p] = T(p] - Ts[p] (2.66)
Avee[p] = Vee - %// Mdrld]h (267)
12
Ezclp] = AT(p] + AVee[p] (2.68)

luego la forma funcional en (2.58) puede reescribirse:
1 ry)p(r
Bl = Tl + Vo + 3 [ [ 22 dege Bl 269

donde T; y V;. estdn dados en (2.65) y (2.59). De esta manera, Ey podria eva-
luarse a partir de pg, a no ser por la contribucién —relativamente pequena—
de E,. , término conocido como la energia de intercambio y correlacién. El
método Kohn-Sham plantea asi un funcional que es por definiciéon exacto,
adscribiendo a E,. los efectos de intercambio y correlacién relacionados con
la naturaleza cuantica de los electrones. Pero la dependencia de E;. con la
densidad no se conoce, de modo que en la practica la exactitud del calculo
DFT estd supeditada a la de la aproximacién que se utilice para describir-
lo. El funcional F;. exacto puede idealmente descomponerse en una serie de
aportes energéticos que son (a) la correlacién cinética, definida en (2.66); (b)
la correlaciéon Coulémbica, asociada a la repulsién electrénica; (c) el inter-
cambio, proveniente del principio de antisimetria para fermiones; (d) la co-
rreccién a la autointeraccién: puesto que la integral [ [ p(r;)p(r2)rp dridry
incluye la interaccién del electrén con su propia densidad de carga, es pre-
ciso introducir una correccién a fin de recuperar la interacciéon Coulémbica

exacta.

Originariamente Hohenberg y Kohn sugirieron adoptar la expresion

E:lp] = / p(r)ezc(p)dr (2.70)

con gz.(p) la energia de intercambio ¢, mas la de correlacién e, correspon-

dientes a un electréon inmerso en un gas homogéneo y neutro de electrones
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con densidad p.

/
o) = ~3(2) " o) 7 (2.71)

La correlacién e.(p) puede describirse por medio de una funcién obtenida
por Vosko, Wilk y Nusair en los afios ochenta a partir del ajuste de valores
procedentes de simulaciones Monte Carlo [23]. El funcional que se constru-
ve para E;. mediante este procedimiento se denomina LDA (Local Density
Approximation), y LSDA (Local Spin Density Approximation) en el caso de
la implementacidén para sistemas de capa abierta. Puesto que estd modelado
a partir del gas uniforme de electrones, resulta en especial adecuado cuando
la densidad varia sélo suavemente con la posicién. Esto no se cumple en
general para los sistemas reales, a pesar de lo cual la aproximacién LDA per-
mite obtener propiedades moleculares —geometrias, frecuencias de vibracién
o momentos dipolares— con bastante acierto, si se compara con el método
de Hartree-Fock o incluso con otras técnicas que incorporan efectos de co-
rrelacién. Presenta sin embargo alguna tendencia a sobrestimar energias de
enlace. Al LDA sucedieron otros tantos funcionales de mayor sofisticacién,
capaces de proporcionar resultados mas exactos; acerca de ellos nos extende-

remos hacia el término de esta seccidn.

La relacién (2.69) puede llevarse a la forma mds explicita

1 N
E[P] =~ ZZa/p(:)drl - 5;(X:(S|ZV?|X1KS)

T

+%‘/‘/p(r1r)—::(r2)dr1dr2+Ezc[p] (2'72)

Mediante esta expresidn, y en tanto se conozcan los orbitales de Kohn y
Sham, es en principio posible obtener la energia como funcién de la densi-
dad. Por otra parte, la densidad puede a su vez calcularse de los x5 segin
(2.64), con lo cual el problema recae en la manera de hallar dichos orbitales.
Recurriendo al teorema variacional de Hohenberg y Kohn, e imponiendo la
condicién de ortonormalidad entre xf5, se hallan las ecuaciones que deben

satisfacer los orbitales que minimizan la expresién (2.72), tal que se cumpla

OE[p(r)] _
() 0 (2.73)
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El procedimiento es andlogo al que se utiliza para obtener las ecuaciones
de Fock, de donde luego se calculan los orbitales moleculares. En el caso

presente el sistema de autovalores resultante se conoce como las ecuaciones
de Kohn-Sham.
1

Z,
Lot 2oy Ay, s = o) 24
a la 12

Puede verse que esta es la igualdad de (2.62), donde se ha hecho explicita
la forma de A¥S. La funcién v,. , denominada potencial de intercambio y
correlacién, no es otra cosa que la derivada funcional de E,. . En general
puede evaluarse a partir de la férmula del funcional E..[p]; para el caso de
la aproximacién LDA [14], por ejemplo, resulta

JELDA O0€zc 3 3 _
ohP = S = e (o) + (1) 3pr’=—[;p<r)] +olPA (2.75)

1

La clave para evaluar los orbitales de Kohn-Sham reside en expresarlos como
combinacién lineal de funciones de base ¢, , tal como se muestra en (2.35)
para los orbitales de Hartree-Fock. Este recurso permite formular el problema

cn ecuaciones semejantes a las de Roothaan.

M -~
> Cui((8lh%5|gu) —eluld)) =0 p=1,2,.,M  (2.76)

p=1

En forma matricial el sistema se escribe
h¥SC = SCe (2.77)
donde h¥S es la matriz compuesta por los elementos b’
hi’ = (8lhF516,)

= —% /¢u(r1)vf¢u(l‘1)dr1 - ;Za/——(pu(rlr)i"(rl)dn

+// P(r2)¢u£l‘1)¢u(r1)drldr2 +/'U:c(p(rl))¢u(r1)¢#(rl)dr1 (2.78)

12
y C la matriz que contiene los coeficientes de la expansién. De la ecuacion

secular —andloga a (2.39)— se calcula € y luego se diagonaliza (2.77). Los
elementos de h¥S dependen de la densidad y por lo tanto de C, por lo
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cual la resolucién se realiza iterativamente, al igual que en el método de
Hartree-Fock. Se parte de un conjunto preliminar de coeficientes que se
usa para calcular p a través de (2.64), con la densidad se construye hXS| vy
posteriormente se resuelve (2.77) para hallar un nuevo conjunto de C,,. El

proceso se reitera hasta converger a una matriz C autoconsistente.

La exactitud de los resultados DFT estd condicionada por la descripcién
del intercambio y la correlacién. La principal limitacién de las aproximacio-
nes LDA y LSDA se vincula con el modelo del gas de electrones uniforme,
inadecuado para representar variaciones abruptas en p. Con el objeto de su-
perar esta deficiencia, se procur6 incorporar al funcional alguna informacién
acerca de la variacion de p con la posicion, lo cual puede hacerse por ejemplo
introduciendo una dependencia con el gradiente de la densidad, Vp. Los de
esta clase se denominan funcionales corregidos por gradiente, y se designan
de ordinario usando las siglas GGA (Generalized Gradient Approximation).
Normalmente las contribuciones al intercambio y a la correlacién se modelan
separadamente, tal que E,;. = F; + E,. . Algunos modelos pueden estar ba-
sados en consideraciones exclusivamente tedricas, por ejemplo el intercambio
de Perdew y Wang PW86 [24], o el PBE, funcional de intercambio y correla-
cién propuesto por Perdew, Burke y Ernzerhof [25]. Otros incluyen términos
que pretenden ajustar resultados experimentales, como el de intercambio de

Becke (B88 o B) [26], cuya expresidn es:

ED — pLSDA _ ) P51V p

(2.79)
oirsd 146bVp,|/p¥? sinh=V[|Vp,|/ps]

donde o se refiere al espin, y b es un pardmetro empirico escogido para
reproducir la energia de intercambio de Hartree-Fock de diversos atomos.
Funcionales de correlacién usuales son el de Lee, Yang y Parr (LYP) [27],
el de Perdew P86 [28], o el de Perdew y Wang PW91 [29]. Dado que las
contribuciones de intercambio y de correlacién se construyen en general de

manera independiente, en un calculo DFT es licito utilizar un funcional EZ¢4

en combinacién con cualquier ESCA .

El tratamiento Hartree-Fock involucra el intercambio exacto (expresado en

(2.27)), circunstancia que ha motivado su incorporacién al método DFT para
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originar los llamados funcionales hibridos. En estos se combina el intercam-
bio de Hartree-Fock (EH¥) con el intercambio y la correlacién de diversos
funcionales GGA. Asi, el B3LYP [30], funcional hibrido que ha recibido gran

aceptacion, esta definido de acuerdo a:
EB3LYP [(1 —ag — a;) EESPA 4+ o EFF 4+ aIEfss]

+(1-a;) EYWYN + q ELYP (2.80)

c

donde EYWH se refiere al funcional de correlacién de Vosko, Wilk y Nu-
sair. Los pardmetros ag ,a; y a. (0.20, 0.72 y 0.81 respectivamente) fueron
ajustados para optimizar valores de energias de atomizacidn, potenciales de

ionizacién y afinidades proténicas de una serie de 4tomos y moléculas.

Los funcionales GGA supusieron un notable avance respecto al LDA vy al
LSDA, mejorando geometrias y demas propiedades del sistema, en particu-
lar las energias de enlace. No obstante, su exactitud es ain insuficiente para
proporcionar respuestas definitivas a problemas quimicos sutiles, y en la ac-
tualidad es considerable el esfuerzo dedicado a obtener aproximaciones mas
realistas. Dentro de la nueva generacién de funcionales cabe mencionar a
los llamados meta-GGA [31], que introducen el Laplaciano de la densidad
V2p, y los denominados funcionales de intercambio exacto, disenados para
eliminar el error debido a la autointeraccién [32]. La superioridad de estas
nuevas aproximaciones sobre las ya tradicionales GGA, sin embargo, no ha

sido hasta el momento corroborada positivamente.

2.6 Esquemas de cidlculo DFT

En este apartado se describen brevemente los rudimentos técnicos de las
dos clases de implementaciones de DFT correspondientes a las simulaciones
presentadas en esta tesis. La primera es la formulacién de DFT en bases
Gaussianas, acaso la més utilizada en cdlculos moleculares e incorporada en
diverso software de quimica cudntica, en particular en el cédigo desarrollado
en nuestro laboratorio (Molecole) [33] y en el programa Gaussian98 [34].
La segunda constituye el método SIESTA (Spanish Initiative for Electronic
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Simulations with Thousands of Atoms), un esquema de calculo que emplea
funciones de base numéricas y pseudotenciales para representar el niicleo y los
electrones internos (el core), caracteristicas que reducen considerablemente el

costo computacional y permiten el tratamiento de moléculas de gran tamano.

DFT con bases Gaussianas

La adopcién de funciones de base Gaussianas para expandir los orbitales
moleculares segin (2.35) se remonta a los afios cincuenta. Su conveniencia
estd ligada a que la integral [ [ ¢, (r1)¢,(r1)712 da(r2)ds(r2)dridra, con ¢;(r)
una Gaussiana centrada en un punto cualquiera del espacio, tiene solucién
analitica, lo cual simplifica sustancialmente el cdlculo de los elementos de
matriz. Las funciones utilizadas para representar los orbitales de Koh-Sham
tienen la forma

gu = N ziy) 2 e™" (2.81)

donde N es un factor de normalizacion, 7,7, y k son potencias enteras mayores
o iguales a cero, y T4 , Y4 , ¥ 24 son las coordenadas espaciales con el origen
en el nicleo A. El parametro « es el exponente orbital; se elige de modo de
optimizar la forma de la funcién, por ejemplo ajustando orbitales atémicos de
tipo Slater, o tal que minimice la energia de un célculo DFT. Sii+j+k =01la
funcién es una Gaussiana tipo s, si la suma es igual a 1 entonces la Gaussiana
es tipo p, y si es igual a 2 entonces es tipo d. Existen pues seis proyecciones de
Gaussianas d, correspondientes a los factores z2, 32, 22, y, zz, yz, que pueden
a su vez combinarse linealmente para dar origen a funciones con el mismo
comportamiento angular que los cinco orbitales atémicos 3d. La practica
usual consiste en utilizar funciones de base ¢; formadas por combinaciones
de g, localizadas sobre el mismo d4tomo y con los mismos ¢, j y k, pero con

distintos exponentes orbitales,
®i =D Vui Gu (2.82)
u

Las funciones expresadas en esta forma, denominadas contracciones, permi-
ten reducir el nimero de coeficientes variacionales necesarios para describir
satisfactoriamente la densidad, siempre que los <,; se seleccionen con el cri-

terio adecuado.
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Reescribiendo (2.64) en términos de las funciones de base la densidad de
un sistema de capa cerrada resulta

N/2
p(r) =23 ) CinCixgi(r)e;(r) = Y Pidi(r)e;(r) (2.83)
A=1 7 i
donde hemos introducido P;j, los elementos de la matriz densidad P,
N/2
P;=2) CiuCi (2.84)
A=1

En ciertas implementaciones de DFT, por ejemplo en el cédigo Molecole, se
emplea un conjunto de funciones de base adicional {gx} para expandir la
densidad de carga. Para este fin resulta conveniente utilizar una base sin

contraer como la que se muestra en (2.81), y asi
p(r) = p(r) = Y arge(r) (2.85)
k

Mediante esta aproximacion el costo para computar el término de Coulomb
I [ &u(r1)du(r1)ris du(r2)d,(r2)dridrs que escala con M*, pasa a depender
de M?B para ffﬁ(rg)rl'zlda.,(rl)qb,,(rl)drldrg, donde M y B denotan respec-
tivamente las dimensiones de las bases en las que se expanden los orbitales
y la densidad. En el programa Gaussian98, en cambio, no se introduce una
base auxiliar para la representacion de p, por lo tanto el algoritmo escala con

el nimero de 4tomos a la cuarta, como ocurre en un calculo Hartree-Fock.

Tanto en el cédigo Molecole como en el de Gaussian98 el potencial y la
energia de intercambio y correlacién, €. y vz, se evalian en una grilla tri-
dimensional, y la integral V;3° = [ v.c(p(r))#:(r)¢;(r)dr, presente en los ele-
mentos de la matriz de Kohn-Sham, es obtenida de forma numérica, de la
misma manera que el término [ p(r)e..(p)dr, implicado en el célculo de la
energia total. En este esquema las ecuaciones de Kohn-Sham se escriben
S (T + Vi3 + Vi + VE)Cin = €2 3 SiCia (2.86)

j

J

donde T;;, V3¢ y V;° representan respectivamente los elementos de matriz de

la energia cinética, de la atraccién nuclear y de la repulsién electronica.
T, = [ 6:x) V6, (x)dr (2.87)
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Vi=Y 2 [ Mdr (2.88)
a la
Ve = Zk:ak// ¢i(r1)¢J:;1)gk(r2)dr1dr2 (2.89)

En esta 1dltima ecuacién se hace uso de la expansién (2.85). Por su parte, si
la densidad electrénica se representa mediante la base auxiliar, la energia se

expresa como

E =3 Py(Ty + Vi) + Ya TP, [ [ 20000 4y g
i k ij

12

_% Zaiaj// gi(r;r)g;(r—ﬂdrldrz + /p(rl)EIC(p(rl))drl (2.90)
7] 1

El primero de los términos que aparecen a la derecha en (2.90) se relaciona
con la energia cinética y la atraccién nicleo electrén. El segundo representa la
repulsién interelectrénica, mientras que el siguiente se introduce para corregir
cl error causado en el término de Coulomb al reemplazar p por p. Finalmente,
el ultimo es la energia de intercambio y correlacién, que se obtiene integrando
numéricamente sobre la grilla. En la implementacién Molecole se recurre a
una grilla adaptable centrada en los nicleos disefiada por Becke [35]. A los
efectos de la integracién numérica, p se evaliia en cada elemento de volumen
a través de la ecuacién (2.64). Con el valor de la densidad electrénica, €, se

computa en cada punto de la grilla.

El método SIESTA
La caracteristica mas notable que presenta esta técnica de calculo DFT es
posiblemente la utilizacién de funciones de base numeéricas definidas en una
grilla tridimensional. Esta particularidad permite en principio emplear cual-
quier tipo de funcién en la descripcién de los orbitales de Kohn-Sham, lo
que suponc una notable ventaja en lo que respecta a la flexibilizacién de la
base [36]. Por otra parte, al estar tales funciones acotadas en una grilla, los
orbitales —y por lo tanto la distribucién de carga, p(r)— permanecen confi-
nados dentro de cierta regién, mas alla de la cual su valor serd exactamente
cero. Esta propiedad conduce a la anulacién de los elementos de matriz no

diagonales asociados a niicleos suficientemente lejanos, y por consiguiente la
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cantidad de integrales en la matriz de Kohn-Sham pasa a depender apro-
ximadamente del nimero de dtomos N (o del de funciones de base, que es
proporcional a este), en lugar de estar sujeto a N* o N3, cual ocurre en las
implementaciones convencionales. Si la resolucién de las ecuaciones de au-
tovalores se realiza mediante el procedimiento adecuado, entonces el costo
del célculo total escala linealmente con el nimero de 4tomos. De esta ma-
nera el SIESTA puede ser utilizado como método de orden N, a través de
la minimizacion de un funcional dependiente de los elementos de matriz que
constituye una via alternativa para resolver el problema de autovalores [36].
El uso de este funcional de orden N para sustituir la diagonalizacién directa,
no obstante, supone un costo adicional que sélo se justifica si el nimero de
atomos excede el centenar. De todas maneras, aun operando bajo el algo-
ritmo de diagonalizacién estandar, el esquema numeérico de SIESTA resulta
extremadamente eficiente y la ganancia en términos de rapidez respecto a
los métodos con bases Gaussianas es notoria para sistemas que superan los

quince o veinte atomos.

El uso de pseudopotenciales alivia por una parte el nimero de calculos
en cuanto omite los electrones internos, y por otra evita cambios bruscos
del potencial en el entorno de los nicleos, suavizando la densidad de carga
en la grilla y minimizando los errores de la integracién numérica. Si bien
el cédigo admite en principio funciones de base de cualquier indole, resulta
conveniente la adopcién de los llamados orbitales pseudoatémicos (PAOs),
consistentes en las soluciones de los dtomos con los correspondientes pseu-
dopotenciales. Los PAOs de rango finito adaptados al método SIESTA se
obtienen confinando las autofunciones del pseudopotencial al interior de una
esfera en cuyas paredes el potencial es infinito, lo que determina que mas alld
del radio de confinamiento el orbital decaiga a cero. Un recurso para esta-
blecer el radio de los distintos orbitales de la base de manera equilibrada es
a través de la seleccién del pardametro AEp40 (pseudoatomic orbital energy
shift), que especifica el incremento en la energia del orbital asociado al con-
finamiento. Cuanto mds pequefio sea este parametro, tanto mas extendidas
seran las funciones de base y mayor la calidad del cdlculo. Dependiendo del

sistema, valores de AFEp 40 situados entre 100 y 200 meV revisten una preci-
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sién acorde a la exactitud provista por los funcionales GGA de uso corriente
(37]. En el programa SIESTA est4 disponible el funcional PBE [25], ademés
del LDA y del LSDA.

La descripcién de los nicleos y los electrones internos se realiza mediante
los pseudopotenciales propuestos por N. Troullier y J. L. Martins [38]. En el
contexto de la aproximacion del pseudopotencial no local implementado en
SIESTA el Hamiltoniano de Kohn-Sham adopta la forma

H =T+ [V + VI + V() + V*(r) (2.91)

siendo « el indice que denota los niicleos, y V¥ el potencial Hartree (vin-
culado a la repulsién electrénica). El pseudopotencial estd dividido en dos
contribuciones: un componente local, V!°¢ independiente del momento an-
gular Im de los electrones presentes en el core, y que determina la interaccion
a largo alcance; y un componente no local, V™, que opera selectivamente so-

bre los distintos electrones de valencia.

Vol = 3" [6amdeai” (am (2.92)
im
con
aim(T) = [Vau(r) = V2 (r)] Paim(r) (2.93)
62,13 = (d’alleal - V;ocaqwalm)_l (294)
donde ¥um son los pseudo-orbitales atémicos, por ejemplo las autofunciones

KB

i S€ conocen como los proyectores de.

del potencial V,(r). Las funciones ¢
Kleinman-Bylander [39]. Su utilizacién en V* permite discriminar el efec-
to del core sobre los electrones de distinto momento angular: el potencial
no local experimentado por los electrones de valencia provendrd esencial-
mente de los electrones internos con igual componente angular. Asimismo,
los electrones con Im distinto al de los electrones del core sélo estardn ex-
puestos al potencial local. Por otra parte, puesto que si 7 > r$¢ entonces
Vai(r) = Viocal(r) = 0, tenemos que V™ también se anulard més alla de dicho

radio, lo que muestra que es un potencial de corto alcance.

Llamando p2°™ a la distribucién de carga de los 4tomos aislados, es posible
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definir las variable p™*(r) y dp(r) tal que
pe(r) = 3 pa™(Ir — ral) (2.95)

ép(r) = p(r) — p**(r) (2.96)
La magnitud dp es la diferencia entre la densidad autoconsistente y la co-
rrespondiente a los dtomos sin perturbar, y representa un valor muy pequeno
frente a p. La sustitucién de p por §p incrementa la precisién de las integrales

numeéricas, y permite reformular el Hamiltoniano del siguiente modo {36]:
H=T+Y VM +3 vr(r)+VH(r) + V*=(r) (2.97)

con
Vae(r) = Vieerl(r) + [ pro(ra) 7t dry (2.98)

y §VH el potencial asociado a dp. Los elementos de matriz correspondientes
a los dos primeros términos a la derecha en (2.97) involucran integrales de
dos centros que se evaltian por unica vez al comienzo del calculo en el espacio
reciproco. Los términos restantes se obtienen integrando numéricamente las
funciones de base en el espacio real. En los incisos siguientes se expone

esquematicamente la estructura autoconsistente del programa:

1. Eleccién de la base, {¢; - - - @}, y cdlculo de los elementos de matriz no

autoconsistentes, Ty Vioca!,

2. Estimacion inicial de los coeficientes orbitales Cj; (por ejemplo asu-

miendo p = p"?).

3. Obtencién de la distribucién de carga a partir de la matriz densidad,
p= Zpu Puu¢u¢m y de dp=p-—p".

4. Obtencién de 8V el potencial Hartree generado por §p, mediante
la inversién de la ecuacién de Poisson (V2V = —p/e) en el espacio

reciproco.
5. Célculo de V*¢ en la grilla tridimensional.

6. Evaluacién de las integrales asociadas a los elementos de matriz de

vre(r), VH(r), y V*(r), por integracién numérica en el espacio real.
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7. Diagonalizacién del problema de autovalores para recuperar un nuevo
conjunto de Cj;.

8. Construccién de la matriz densidad P™*! correspondiente a los Cj;
actuales, comparacién con P™ y determinacién de autoconsistencia.

En el caso que esta no se verifique, se retorna al paso 3.

9. Célculo de la energia y demds propiedades electrénicas.

Bajo este esquema, la energia total que incluye la repulsién entre nicleos

puede escribirse

1
E= ZPMUH;W - §/Vﬂ(r) p(r) dr
iy

+ /(erc(r) — V(1)) p(r) dr + lz ZoZs

22 s (2.99)
donde Z, representa la carga del core y ¢*¢(r)p(r) es la densidad de energia
de intercambio y correlacién [36]. El cdlculo de V¥ en el paso 4 se realiza a
partir de p(r), resolviendo la ecuacién de Poisson por una transformada de
Fourier. Dicho procedimiento posibilita expresar el potencial autoconsistente
como una funcién en el espacio real, lo cual evita el costo de evaluar las
integrales de dos electrones y cuatro centros que se hallan habitualmente

asociadas al término de Coulomb.

El potencial se evalia en el espacio reciproco, por lo cual presenta, igual que
la densidad, propiedades periédicas de contorno. Esta cualidad predispone
al método SIESTA para el calculo de sélidos y fases extendidas. Puesto que
V(r) y p(r) son funciones periddicas, en las aplicaciones a sistemas finitos
debe prevenirse que la molécula interaccione con sus réplicas. Tal exigencia
se verifica naturalmente en lo concerniente a p(r), ya que la distribucion
de carga decae a cero en un rango finito. Sin embargo, eso no es vdlido
para V(r); luego, en los cdlculos de sistemas moleculares es necesario definir
una grilla suficientemente grande de modo que en los bordes la magnitud
del potencial no sea significativa. Respecto a la precisiéon de la grilla, se
define a través de la energia de la onda plana de frecuencia mds alta que es

posible representar en ella [40]. Este valor se denota E,, (energy cutt-off) v
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habitualmente se expresa en Rydbergs. Su valor elevado asegura una grilla

de mayor exactitud.

2.7 Técnicas hibridas QM-MM

Estas metodologias combinan el calculo de estructura electrénica con la
mecanica molecular a través de la utilizacién de un Hamiltoniano mixto
Hgm—mm que acopla dos subsistemas, de los cuales uno recibe un tratamiento
cuéntico y el otro cldsico (véanse por ejemplo las referencias [6, 7, 8, 9]). La
técnica QM-MM resulta particularmente provechosa para la simulacién de
los efectos de un entorno —modelado mediante la mecdnica molecular y fre-
cuentemente identificado como el solvente— sobre la estructura electrénica
del sistema principal, el soluto. Si el nimero de 4tomos que componen el en-
torno es importante, este procedimiento disminuye drasticamente el esfuerzo
de cémputo, en comparacion con el que insume tratar al sistema por medios
mecanocuanticos en su totalidad. El término de acoplamiento contiene las
interacciones entre la region cuantica y la cldsica. Normalmente estas in-
teracciones pueden modelarse dentro de dos categorias: electrostaticas y de

Lennard-Jones.

En general se designa el Hamiltoniano total H,, que opera sobre ¥, la

funcién de onda del sistema.
Hiot ¥(r, R, 7) = Eg(R, 7)¥(r, R, 7) (2.100)

donde 7 representa las coordenadas de los atomos clasicos, R las de los
nucleos cudnticos, y r las de los electrones. Este Hamiltoniano contiene
el aporte de tres términos: un Hamiltoniano cudntico, por ejemplo como los
definidos en (2.24) o en (2.61), un Hamiltoniano que describe las interacciones

en la region clasica, y un término mixto.

Hiot = Hym + Houm + Homemm (2.101)
Lo mismo es valido para la energia total,

Eiot = Egm + Eqm + Eqgmemm (2.102)
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La contribucién puramente cldsica, E,,, proviene de un campo de fuerzas
adecuado a la descripcién del comportamiento del entorno. Ejemplos de tales
potenciales cldsicos son las parametrizaciones AMBER [41] y CHARM [42],
usadas en proteinas, o los modelos TIP4P y SPC para representar moléculas
de agua [43]. En el caso de los métodos hibridos adaptados a un esquema
DFT, cual los empleados en esta tesis, el término E,,, estd dado por (2.69),

mientras que el acoplamiento puede desarrollarse segin

Eymmm = / T +ZZ TR = * B (2103)

=1 a=l1

siendo A el nimero de d4tomos en la regién clasica, representados mediante
una distribucién de cargas parciales g; (determinadas por el campo de fuerzas
elegido para modelar el solvente), y a un indice que recorre los B niicleos
del sistema cudantico con carga Z,. El primer término del miembro derecho
en (2.103) proporciona la interaccién electrostdtica entre los electrones y las
cargas puntuales, y es justamente el que introduce de modo autoconsistente
el efecto del entorno sobre la densidad. En un esquema de Gaussianas puede
calcularse de forma analitica, por ejemplo expandiendo p(r) como se muestra

n (2.85). El término siguiente proviene de la interaccién entre los nicleos
de la regién cuéntica y las cargas puntuales. Finalmente, EL;_ deriva del
potencial de Lennard-Jones que obra entre los niicleos de ambos subsistemas,
de manera de simular efectos repulsivos y de Van der Waals ausentes en la
descripcién clasica. Este ultimo término puede ser vital para la relajacién de
geometrias o para calculos de dindmica molecular, pues su componente re-
pulsivo impide que los 4tomos cudnticos colapsen sobre las cargas puntuales.
Una reseiia que cubre el desarrollo y las aplicaciones de estas metodologias
puede hallarse en la referencia [6)].

Implementaciéon en el método SIESTA
La implementacién computacional del formalismo QM-MM en el método
SIESTA, llevada a cabo dentro del marco de esta tesis, no puede efectuar-
se por procedimientos analiticos como en los esquemas basados en funciones
Gaussianas. Por esa razén la inclusién del potencial electrostatico del solven-
te puede suponer un costo no despreciable dentro del calculo autoconsistente

cuando el sistema clasico consta de un nimero elevado de 4tomos. Sin em-
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bargo, aun considerando este costo adicional, que depende sensiblemente del
tamarno del soluto cudntico, la implementacién hibrida del método SIESTA
continda resultando mucho mas eficiente para la simulacién de sistemas ex-

tensos que los algoritmos con bases Gaussianas.

En el esquema numérico del SIESTA el potencial estd definido para las L
subdivisiones de la grilla, que se identifican en adelante con el subindice n.
Previamente a la obtencién de los elementos de matriz en cada iteracién, se

anade al potencial Hartree la contribuciéon del solvente

V"+ZIT - n=12..,L (2.104)

Consistentemente, la interaccién entre los electrones y las cargas parciales —
el primer término de la derecha en (2.103)— se computa como una integral
sobre la grilla. Si v, simboliza el volumen de cada uno de los elementos de

esta, dicha integral se obtiene mediante la siguiente suma:

® +6pn .
Egm—mm =- Zl Z [ I il Un (2.105)

_rnl

La scgunda contribucién a Egy_mm se calcula igual que en la ecuacién

(2.103), pero reemplazando Z, por la carga del core.

El término E.._,  se encuentra dado por:

12 Cia 6
Egnmm = 2;46,0 [<| ,—R¢,|> - (W) ] (2.106)

donde €;, y 0:iq son parametros del campo de fuerzas que modulan la inte-
racciéon entre los dtomos. El primero estd relacionado con la distancia de

equilibrio y el segundo con la energia potencial.

En cuanto al término E,,,, puede construirse usando cualquiera de los
potenciales cldsicos de interaccién de pares. Por lo general suele contener

tres contribuciones,

Epm = ES< + ELl + Efie (2.107)
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Las dos primeras representan la interaccion electrostatica y de Lennard-Jones
en el solvente. Ee"’c tiene la forma 3., qiq;7 ,Jl, mientras que la expresion
para ELJ es andloga a la de ELJ_  dada en (2.106). Con frecuencia en
ambos términos las interacciones sélo se computan entre 4&tomos pertenecien-
tes a distintas moléculas —como es el caso en esta implementaciéon—, o al
menos entre pares no enlazados. Por el contrario, E"r® modela las uniones
dentro de la molécula, y suele contener potenciales de interaccién entre pares
de atomos separados por uno, dos, y hasta tres enlaces. Normalmente con-
sisten en potenciales arménicos determinados por constantes de fuerza que
controlan distancias de unién, angulos y torsiones. En particular, dentro del
presente esquema hibrido se incluyé un potencial intramolecular para H,O

que responde a la ecuacién
Eintre = ky [(di — do)? + (dz — do)?] + ko(6 — 60)° (2.108)

Esta expresién proporciona la energia por molécula: d, y d, corresponden
a las distancias O-H, y 0 al angulo H-O-H; dy y 6, son los pardmetros de

equilibrio, gobernado por las constantes de fuerza kq y ko.

Los calculos de optimizacién estructural o de dindmica molecular requieren

la obtencién de las fuerzas que actian sobre los 4&tomos en cada subsistema:

0Em[R] OFEim-mm[R, 7]

F, = - 3R, - ’R. (2.109)
_ 3Emm [T] aE'qm—mm [R, T]
Fi= 520 — o (2.110)

El primer sumando en (2.109) supone la derivacién de (2.99), incorporada en
la estructura original del SIESTA para evaluar las fuerzas sobre los dtomos
cuanticos. La férmula en el caso hibrido es la misma, con la salvedad que
V# incluye la contribucién del solvente. El segundo término en F, puede
obtenerse derivando (2.103). Si £ denota una coordenada genérica (z, y, o
z), la expresion analitica es

OB gmmnlR7] _ & Zag |
T T LR, nple

4€;40%
|Ra - Tll“ |Rq — Til8

(6o — &) (2.111)
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Esta relaciéon provee la fuerza electrostdtica inducida en el core por las cargas

puntuales, mas la de Lennard-Jones.

En lo que respecta a las fuerzas sobre el solvente,

OBnmlr) _ 0BStlr]  0BLL[r)  0Eelr
ar, ~  On oT; or;i

Las contribuciones electrostdticas y de Lennard-Jones son semejantes a las

(2.112)

expresadas en (2.111). En el caso del H,0, las fuerzas intramoleculares se
hallan derivando (2.108) en funcién de las coordenadas del d&tomo de oxigeno

y de los de hidrégeno.

El gradiente de la energia de acoplamiento, OE m-mm(R, 7]/0T;, rige las
fuerzas que ejerce el subsistema cudntico sobre el cldsico. Los dtomos del
solvente se ven afectados por el soluto a través de los parametros de Lennard-
Jones, y debido a las interacciones electrostaticas con el core y con los electro-
nes. Las fuerzas procedentes del potencial de Lennard-Jones y de la interac-
cién con el core se obtienen de la ecuacién (2.111) trocando alternativamente
los subindices « e i. Por su parte, el efecto de la distribucion electréonica sobre
las cargas puntuales surge de derivar el término Ef,_n en funcién de las

coordenadas del solvente. En base a estas consideraciones puede escribirse

3 gm-mm[R, T] z [05° + 6pa)
In—raP

0&; T — rn|3 ~ &)

Un (& — &n) +Z|R

46,00‘ 4e,~aa?a
+Z 12IR g _6|Ra"7'i|8 (& — &a) (2.113)

Mediante el célculo de las fuerzas que obran sobre cada dtomo es posible
hallar la geometria que minimiza la energia del sistema, usando por ejemplo
el método de los gradientes conjugados (CG) [20]. También puede efectuarse
la dindmica de los nicleos (cudnticos y cldsicos al unisono) integrando las

ecuaciones de movimiento

2
F, = maaa—tfz{ (2.114)
2

para lo cual el programa SIESTA dispone de varios algoritmos que permiten

realizar simulaciones a energia [44] o a temperatura [45] constante.
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Capitulo 3

Estructura electronica de
hemoporfirinas a través de un
sistema modelo: confrontacion
de aproximaciones
mecanocuanticas

3.1 Caracteristicas del hemo e implicancias
para la simulacién computacional

La presencia de las hemoporfirinas en un conjunto prominente de moléculas
bioldgicas y su participacién en infinidad de procesos bioquimicos ha descnca-
denado, paralelamente a la investigacién experimental, una notable cantidad
de estudios tedricos. Pueden hallarse a lo largo de los veinticinco ultimos anos
multitud de ejemplos en el drea de la quimica cudntica en los que se utilizan
procedimientos semiempiricos [46, 47, 48] y DFT [49, 50, 51, 52, 53] procu-
rando dar respuesta a cuestiones estructurales, electronicas, espectroscoépicas,
y energéticas del sistema hierro-porfirina. Dentro de las técnicas mecano-
cuanticas disponibles, DFT ha sido la mas frecuentada en los estudios re-
cientes. Se trata de una metodologia que introduce los efectos de correlacion
electrénica a cambio de un esfuerzo computacional semejante al que reviste

un calculo Hartree-Fock. Esta caracteristica le convierte en la opcion mas

57



PROTEINA

Figura 3.1: Grupo hemo coordinado axialmente a un anillo imidazdlico, co-
mo en el sitio activo de la hemoglobina. En el esquema se suprimen los
sustituyentes laterales de la protoporfirina para mayor claridad.

usual para tratar sistemas de tamano intermedio donde la correlacién desem-
pena un papel importante, como ocurre en los compuestos organometdlicos

de transicién, y en el complejo de hierro-porfirina en particular [4].

Este sistema constituye el sitio activo de las hemoproteinas, de las que
la mioglobina y la hemoglobina son ejemplos caracteristicos. En ambas
moléculas el metal se halla pentacoordinado y en el estado de oxidacién
Fe(II). Ademas de la unién a los nitrégenos del hemo, el hierro se encuentra
enlazado axialmente a un quinto dtomo de nitrégeno perteneciente al imida-
zol de una histidina proximal (ver figura 3.1). Por medio de esta unién el
grupo hemo se conecta al polipéptido. En el estado basal la otra posicion
axial se halla libre; a través de ella la hemoglobina y la mioglobina pueden
coordinarse al oxigeno molecular, al monéxido de carbono, o a otros ligandos.
En la oxihemoglobina el metal se encuentra hexacoordinado y en un estado
de bajo espin, mientras que en la hemoglobina libre se presenta pentacoor-
dinado y con alto espin [54, 55]. Este estado paramagnético también ha
sido observado en porfirinas sintéticas conteniendo Fe(II) pentacoordinado
(56, 57, 58]. Atendiendo a tal comportamiento, es esencial que los métodos
de quimica cudntica elegidos para tratar este problema sean capaces de pro-
veer una correcta descripcién de las configuraciones electrénicas asociadas al

hierro, ya sea aislado o en sus diferentes entornos. Se trata de un requisito de-
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cisivo, especialmente cuando se pretenden estudiar interacciones con ligandos
que inducen transiciones de espin, como la unién al Oy o a otras moléculas
diatémicas. Con el objeto de evaluar la aptitud de los tratamientos de estruc-
tura electrénica en ese sentido, en lo que sigue se examina el comportamiento
de la aproximacion de Hartree-Fock y de diversas formulaciones de la teoria
de los funcionales de la densidad frente a varios sistemas, comenzando por
el hierro atémico y sus especies idnicas en el vacio, y prosiguiendo luego con
estructuras modelo para la desoxi y la oxihemoglobina. Parejamente a este
andlisis sistematico, se investigan propiedades estructurales y energéticas del

complejo.

3.2 Sistema modelo

Para la realizacion de este estudio se empleé un compuesto modelo adoptado
previamente en otros experimentos de simulacién {59, 60], y que se exhibe
en la figura 3.2. En él se substituye el anillo tetrapirrélico por dos ligandos
amidinato, lo que conserva al mismo tiempo el esquema de coordinacién del
hierro y la deslocalizacién electrénica m en el macrociclo. Esta simplificacién
preserva el entorno quimico del centro metélico reduciendo significativamente
el costo computacional. Puesto que uno de nuestros intereses primarios es
hallar un método apropiado para describir el sitio activo en la hemoglobina
y la mioglobina, los calculos se efectuaron sobre el complejo de Fe(II), el
estado de oxidacién formal que presenta el metal en estas proteinas. En tal
estado de oxidacién el sistema no tiene carga neta y sus electrones suman
un numero par, por lo cual los valores que puede adquirir la multiplicidad
de espin son S = 0,1, 2, etc. Los parametros geométricos del anillo fueron
asignados de acuerdo a distancias y dngulos medios correspondientes a di-
versas porfirinas y compilados por Marques et al. [61]. A fin de reproducir
las condiciones en la hemoglobina, el 4&tomo de Fe se une a un ligando imi-
dazol. Evidencia teédrica y experimental [51, 61] muestra que, dada la rigidez
del anillo, las coordenadas internas de la porfirina no se ven apreciablemen-
te afectadas por la naturaleza del ligando o por el estado de espin. Frente

a esta consideracién, los parametros geométricos relativos a los dtomos del
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Figura 3.2: Estructura modelo de la hemoporfirina pentacoordinada.

ciclo se mantuvieron invariantes, en tanto la posicién del hierro, junto con
las distancias y angulos entre el hemo y los ligandos, fueron optimizados sin
restricciones de simetria. Dicho procedimiento pretende introducir en el re-
lajamiento del sistema modelo los mismos grados de libertad que presenta el

grupo hemo en la estructura terciaria de la proteina.

3.3 Detalles metodolégicos

Las simulaciones presentadas en esta parte del trabajo se llevaron a cabo
utilizando el programa Gaussian98 [34]. Los calculos se efectuaron dentro
de la aproximacién no restringida (UHF), verificando la estabilidad de la
funcién de onda obtenida en cada caso. En la descripcién del hierro se usé
un conjunto de funciones Gaussianas triple zeta (TZV) propuesto por Schéfer,
Huber y Ahlrichs [62], con un patrén de contraccién (842111/631/411). Para
el resto de los elementos fue empleado un conjunto de base doble zeta con
polarizacién (DZVP) adaptado para DFT por Godbout y colaboradores [63],
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cuyos patrones de contraccién son (621/41/1) para el carbono, el nitrégeno

y el oxigeno, y (41) para el hidrégeno.

A fin de establecer la influencia de efectos relativistas en la estructura
electrénica del hierro, fueron calculadas las especies Fe, Fet, Fe?*, y Fe3* por
medio del potencial efectivo Stuttgart/Dresden [64]. Este pseudopotencial
modela un core con la estructura del Ne (Fe!®*), y estd construido dentro
del formalismo de Dirac-Fock, que contempla el comportamiento cudntico

relativista inherente a los electrones internos.

Varias metodologias fueron probadas y comparadas: Hartree-Fock (HF),
el método perturbativo de Mgller Plesset truncado a orden dos (MP2) [65],
DFT, y esquemas hibridos que conjugan HF con la teoria de los funcionales de
la densidad. Los calculos DFT se realizaron en el marco de la aproximacién
de los gradientes generalizados (GGA), usando el funcional de intercambio
de Becke B88 [26] complementado con el funcional de correlacién de Perdew
(28] o el de Lee-Yang-Parr [27], combinaciones denotadas convencionalmente
BP86 y BLYP.

El método hibrido introduce el intercambio de Hartree-Fock en el inter-
cambio y la correlacién de DFT, de manera que el término de la energia

correspondiente adquiere la siguiente forma general:
Exc(hibrido) = ¢ Ex (HF) + ¢, Ex(LSDA) + c3AEx (no — local)

+c4Ec(LSDA) + ¢s AEc(no — local) (3.1)

donde Ex y E¢ reficren la energia de correlacién y de intercambio respectiva-
mente, y LSDA a la aproximacién de Vosko, Wilk y Nusair [23]. La cantidad
AFE(no — local), igual a E(GGA) — E(LSDA), incorpora correciones por gra-
diente. En este estudio hacemos uso de dos implementaciones diferentes de
la metodologia hibrida, ambas propuestas por Becke: los funcionales mixtos
B3LYP [30] y hal f —and—hal f [66]. El primero tiene un origen semiempirico,
en tanto los coeficientes ¢; de la ecuacién (3.1) fueron ajustados en base a
datos termoquimicos. El segundo ha sido derivado como extrapolacién lineal
de la férmula de conexi6n adiabatica (67]. Este proceder conlleva a la mezcla

por partes iguales del intercambio de Hartree-Fock con el intercambio y la
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correlaciéon de la teoria de los funcionales de la densidad. Recurriendo al
funcional LSDA para la contribucién asociada a DFT, se obtiene la siguiente

expresion:

Exc(half — and — half) = %EX(HF) + %EX(LSDA) + %EC(LSDA) (3.2)

3.4 Estados de espin del atomo de hierro y
de sus especies i0nicas

Cualquier técnica que pretenda ser aplicada exitosamente a sistemas con me-
tales de transicion, y en particular al estudio de procesos que pueden involu-
crar cambios de espin, debe cuanto menos predecir acertadamente el orden
relativo de energias asociado a los diferentes estados electrénicos del atomo
neutro y de los iones. EIl hierro es un elemento de transiciéon de numero
atomico 26, y de acuerdo a la informacién espectroscépica presenta en fase
gaseosa la configuracién 4s23d° asociada al término 5D. Si bien este elemen-
to ha sido investigado por medios mecanocuanticos en fases extendidas o en
nanoagregados, el nimero de estudios dedicados a la determinacién de las
propiedades electrénicas de las especies aisladas es limitado. Harris, Loew
y Komornicki reportan que los resultados de calculos DFT-GGA irrestrictos
(UHF) para las transiciones de espin en el ion férrico coinciden satisfacto-
riamente con valores espectroscépicos (68]. No obstante, parece probable
que el acuerdo provenga de que tales cdlculos se obtuvieron bajo el esquema
restringido para capa abierta (ROHF), que proporciona resultados significa-
tivamente distintos a los UHF. Las energias de excitacién correspondientes
a Fe y Fe* fueron asimismo estimadas con el funcional B3LYP por el grupo
de Holthausen [69].

Las simulaciones correspondientes a esta seccion pretenden delinear un
escenario coherente sobre el cual juzgar el comportamiento de ciertos trata-
mientos ab initio y DFT en el caso del hierro. En la tabla 3.1 se presentan
las diferencias energéticas experimentales [70] entre los estados de espin de
menor energia del hierro atémico e i6nico, junto con valores obtenidos me-

diante varios métodos de estructura electrénica. En los casos del Fe y del ion
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Tabla 3.1 Separaciones energéticas (kcal/mol) calculadas y experimentales
[70] entre los dos estados de espin de menor energia de las especies Fe?,
Fet, Fe?* y Fe** en fase gaseosa.

HF MP2 BLYP BP8 B3LYP h. h. Exp.

Fe S=1 59.7 21.3 214 235 26.5 404 34.2
S=2 00 0.0 0.0 0.0 0.0 00 0.0
Fe* S=; 41.1 15 0.0 0.0 0.3 185 54
S=§ 0.0 0.0 4.8 3.3 0.0 0.0 0.0
Fe* S=1 59.0 548 348 36.1 38.5 51.1 55.5
S=2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Fe’* S=: 936 874 56.8 576 62.7 80.8 92.2
S=§ 00 0.0 0.0 0.0 0.0 00 0.0

Fe?*, los dos estados accesibles a menor energia corresponden al quintuplete
y al triplete. Para Fet y Fe?*, estos son cuatriplete y sextuplete. Inspec-
cionando la informacidn en la tabla 3.1, puede verse que la técnica DFT al
nivel GGA subestima sistemdaticamente los gaps energéticos, favoreciendo la
estabilizacién de los estados de menor multiplicidad. En cuanto al método de
Hartree-Fock, proporciona una buena estimacién de la transicién en el Fe?*,
e igualmente para el Fe?*. No obstante, no muestra un acuerdo aceptable
con el experimento para el Fe* y el Fe. Aparentemente descuidar los efectos
de la correlacién electrénica es crucial en los tltimos dos casos. De hecho, la
inclusién de la correlacién dindmica por medio de MP2 conduce a un decre-
cimiento de los gaps, que corrige parcialmente la inexactitud en las especies

neutra y de carga uno.

Consideremos seguidamente los funcionales mixtos DFT-HF. Se ha senala-
do que estas metodologias fueron aplicadas con éxito a una variedad de pro-
blemas bioquimicos que involucran elementos de transicién [4]. En este caso,
los resultados conseguidos con B3LYP aportan mejoras de orden menor, en
comparacién con los correpondientes calculos GGA. Un acuerdo mas satisfac-
torio con los experimentos se logra mediante la implementacién half-and-half.
De todas maneras, estd claro que ninguno de estos tratamientos consigue la
erradicacién de los errores, y evidentemente el problema excede la exacti-
tud de cualquiera de ellos. La utilizacién de esquemas mas sofisticados tales

como calculos CI multi-referentes, posiblemente reduzca de modo significa-
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Tabla 3.2 Separaciones energéticas (kcal/mol) entre los dos estados de
espin accesibles a menor energia para las diferentes especies del hierro,
calculadas con el pseudopotencial relativista de Stuttgart/Dresden.

HF MP2 BLYP BP86 B3LYP h. h. Exp.

Fe® S=1 59.1 324 191 20.6 23.0 39.2 34.2
S=2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00 0.0
Fet S=3 437 95 0 1.5 2.4 224 5.4
S=§ 0.0 0.0 2.2 0.0 0.0 00 0.0
Fe* S=1 545 562 342 350 379 529 555
S=2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Feo* S=: 884 886 560 56.2 61.7 837 922
S=§ 00 0.0 0.0 0.0 0.0 00 0.0

tivo estas inexactitudes. Empero, tales tratamientos se hallan hoy dia fuera
de consideracion, siquiera para los modelos mas simples de porfirinas con

relevancia bioldgica.

Puesto que los efectos electrdnicos relativistas pueden en ocasiones desem-
penar un papel significativo en los &tomos de los metales de transicion, hemos
explorado el uso de potenciales de core efectivos (ECP) que implicitamente
incorporan tales efectos. Los resultados exhibidos en la tabla 3.2 no difie-
ren sustancialmente de los correspondientes a los calculos que incluyen la
totalidad de los electrones dentro de la aproximacion no relativista. Al con-
trario, estos valores indican, en acuerdo con otras investigaciones que aplican
el método DFT al Fe y al Fet [71], y al complejo Fe(II)-porfirina {72], que
la consideracién de factores relativistas mediante el uso de ECPs no altera
apreciablemente las energias relativas de los estados de espin de las especies

y los compuestos del hierro.

3.5 Sistema pentacoordinado

En la tabla 3.3 son presentadas las separaciones energéticas entre los tres
estados de espin de menor energia para el modelo pentacoordinado de la fi-
gura 3.2, calculadas mediante Hartree-Fock, DFT (BLYP), y los dos métodos

hibridos. En la tabla también se muestran dos parametros estructurales re-
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levantes. Uno corresponde a la distancia desde el metal al plano definido por
los atomos de nitrégeno de la porfirina modelo, que se designa habitualmente
como el desplazamiento fuera del plano (dpe-p). El otro es la longitud del
enlace entre el hierro y el nitrégeno del imidazol (dpe-n;,,). Ambos se hallan
estrechamente relacionados con la funcién del grupo hemo y con sus estados
de espin, como se vera mas adelante, en este y en los siguientes capitulos. En
particular, fueron optimizadas las coordenadas del Fe y la posicién relativa
del imidazol respecto a la porfirina, con la excepcién del grado de libertad
asociado a la torsion N-Fe-N;,,-C. Tal restriccién fue adoptada en virtud del
impedimento estérico existente en la situacidn fisioldgica, el cual, segin se

cree, previene la rotacién del grupo hemo en torno al eje Fe-N;,, [57).

Un examen preliminar de la tabla 3.3 revela que sélo el método de Hartree-
Fock y la implementacion half-and-half predicen correctamente una configu-
racién de alto espin (quintuplete) para el estado fundamental del modelo
pentacoordinado. Contradictoriamente, los calculos BLYP y B3LYP indican
un estado fundamental triplete. Obsérvese que tales resultados son consis-
tentes con el error que estos dos métodos cometen al subestimar las encrgias
de transicién en el Fe y en sus especies idnicas, tendencia discutida hace
un momento. Los valores DFT-GGA son asimismo comparables con aque-
llos que reportan Rovira y sus colaboradores para un modelo completo de
porfirina [51]. Por medio de un esquema DFT adaptado al algoritmo de Car-
Parrinello, usando una base de ondas planas y el funcional BP86, en este
trabajo se obtiene un estado fundamental triplete para el sistema pentacoor-
dinado. Es posible encontrar una interpretacién simple de estos resultados
en el contexto de la teoria del campo ligando. Esta procura explicar la es-
tructura electrénica de los complejos de los metales de transicién en términos
de la distorsién que provocan los ligandos sobre los orbitales d del metal ais-
lado. Ahora bien, si el gap entre el estado de espin alto y el intermedio es
demasiado pequefio en las especies aisladas del hierro, la perturbacién in-
ducida por el campo del ligando puede ser suficiente para estabilizar en la
metaloporfirina la configuracién triplete por debajo del quintuplete, invir-
tiendo el orden observado en ausencia del campo. Del mismo modo, si este

gap es sobrestimado, como ocurre para las simulaciones HF, la separacion
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Tabla 3.3 Separaciones energéticas y pardmetros geométricos seleccionados
para los diferentes estados de espin del sistema pentacoordinado.?

E?-el ;‘e—p Fe-Nim

singulete  52.6 0.20 2.45

HF triplete  37.9 0.17 2.55
quintuplete 0.0 0.52 2.30

singulete 11.4 0.17 1.95

BLYP triplete 0.0 0.12 2.34
quintuplete 15.7 0.26 2.25

singulete  15.1 0.17 1.98

B3LYP triplete 0.0 0.12 2.37
quintuplete 8.2 0.44 2.21

singulete  36.3 0.16 2.00
h. and h. triplete 15.6 0.12 2.33
quintuplete 0.0 0.25 2.25
quintuplete 00 03-0.6 2.1-22

®Energias en kcal/mol y distancias en A. YEnergia relativa referida al
estado fundamental. °Distancia del 4tomo de Fe al plano de la porfirina.
9Datos de las referencias [13] y [77], correspondientes a valores medidos en
hemos pentacoordinados de origen sintético y natural.

Exp.¢

energética entre el quintuplete y el triplete resultard seguramente excesiva
también en el compuesto modelo. Los valores de la tabla 3.3 ponen pues
en evidencia la importancia de un tratamiento exacto a nivel de las especies
atomicas aisladas para conseguir buenos resultados en la molécula. Desa-
fortunadamente, no nos es posible establecer la calidad de las energias de
transicion obtenidas mediante los distintos métodos, en tanto no existen me-
didas experimentales contra las cuales compararlas. Como sea, estamos en
posicién de anticipar que la tendencia registrada en las especies aisladas se

trasladard al comportamiento manifestado en el complejo metalico.

Investigaciones tedricas basadas en un modelo estadistico cudntico sencillo
[73] han sugerido la existencia de un equilibrio térmico entre dos estados de
espin diferentes en el complejo pentacoordinado. Fendmenos de esta indole
han sido efectivamente observados en algunos derivados porfirinicos [74] u
otros complejos del hierro {75, 76). Este argumento justificaria los resultados
B3LYP y BLYP a 0 K, que pronostican un estado triplete para el hemo pen-
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tacoordinado, cuando los experimentos —correspondientes a temperaturas
distintas al cero absoluto— muestran que el estado fundamental de la deso-
xihemoglobina y de los sistemas modelo es de alto espin. De acuerdo a la
hipétesis de la interconversién térmica, a medida que la temperatura ascien-
de el estado de alto espin se observa como consecuencia de las fluctuaciones
del dtomo de hierro alrededor de su posicién de equilibrio. La transicién se
produce si la distorsién geométrica es tal que estabiliza preferentemente al
quintuplete, el cual pasaria a ser el estado fundamental. A fin de aportar
nuevos indicios para esclarecer esta conjetura, se llevaron a cabo una serie
de calculos usando los funcionales B3LYP y half-and-half, en los que se opti-
mizé la geometria de los estados de espin involucrados, para algunos valores
predeterminados de dp._p. La figura 3.3 muestra las energias de los minimos
correspondientes a cada valor del desplazamiento fuera del plano. Se obser-
va que de acuerdo al funcional half-and-half el quintuplete resulta el estado
fundamental en todo el rango de dpe—p. Por otra parte, los valores obtenidos
con B3LYP son consistentes con la hipétesis de la interconversion: la energia
potencial del triplete crece rapidamente, y a desplazamientos poco mayores
al de equilibrio se desestabiliza ante el quintuplete. Estos cadlculos B3LYP
muestran acuerdo con los obtenidos por el grupo de Rovira en el sistema

hierro-porfirina usando el funcional BP86 (51).

Cada uno de estos dos métodos plantea otro escenario posible: los dos, sin
embargo, son consecuentes con los resultados experimentales, que reportan
una configuracién quintuplete a temperatura ambiente. De todas maneras,
en vista de que ambas implementaciones hibridas adolecen de serias inexac-
titudes en la estimacion de los gaps de las especies atémicas, no es posible

en este punto establecer cual de ellas es la mas acertada.

Regresando a la tabla 3.3, es posible comprobar que el desplazamiento
fuera del plano del hierro en el estado quintuplete exhibe una fuerte de-
pendencia del nivel de teoria, cubriendo un rango que va de 0.25 a 0.52 A.
Esto es una consecuencia natural de la escasa curvatura de la superficie de
energia potencial, que se ve en la figura 3.3, y resulta a la vez consistente

con que el movimiento del Fe sobre el eje Fe-N;,, es asignado usualmente a
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Figura 3.3: Energia del modelo pentacoordinado como funcién del desplaza-
miento del Fe fuera del plano, calculada con los funcionales half-and-half (a)
y B3LYP (b) en los estados triplete (circulos) y quintuplete (cuadrados).
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Figura 3.4: Correlacién entre la longitud del enlace Fe-N;,, y el desplaza-
miento del Fe fuera del plano.

un modo normal de baja frecuencia. La amplitud en el rango es también
coincidente con los datos recogidos en estructuras hierro-porfirinicas coordi-
nadas al grupo imidazol (sea en hemoproteinas o en sistemas modelo), en las
cuales los valores medidos para el desplazamiento del hierro fuera de plano
varfa en el intervalo 0.3-0.6 A {13, 77). Cabe destacar que en lo concerniente
a los parametros estructurales, todos los tratamientos examinados proveen

resultados cercanos a los experimentales.

Desviemos por un momento la atencién hacia la distancia Fe-N;,,. Si gra-
ficamos este pardmetro en funcién del desplazamiento fuera del plano del
hierro, podemos obtener ciertas conclusiones de interés. La figura 3.4 ilustra
la correlacion entre ambos parametros geométricos tal cual surge de las opti-
mizaciones half-and-half en el quintuplete (los cdlculos B3LYP proporcionan
resultados similares). Es posible notar que la longitud del enlace Fe-N;,,
decrece sensiblemente en la medida que el Fe se aleja del plano. Semejante
tendencia respalda la idea que propone como causa principal del desplaza-
miento fuera del plano del metal a la interaccién desfavorable entre el ligando
axial y los orbitales de los nitrégenos pertenecientes a la porfirina, en con-
traste con la hipdtesis corriente, que atribuye la distorsién a una marcada
expansién de la esfera de coordinacién en tanto aumenta la multiplicidad

del hierro. En efecto, calculos DFT en la porfirina aislada (tetracoordinada)
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Figura 3.5: Estructura modelo de la hemoporfirina hexacoordinada.

reportan para el estado de alto espin un desplazamiento de 0.08 A, mientras
que ante la presencia de un ligando imidazol esta distorsion se torna cuatro
veces superior [51]. Asi, la magnitud de dpe_, parece ser con mayor proba-
bilidad el resultado de un balance entre la atraccién Fe-N;,, y la repulsién
entre orbitales no ligantes, antes que una consecuencia del radio atémico del
hierro.

3.6 Sistema hexacoordinado

La interaccién entre las hemoproteinas y el O, entrafa un interés de primer
orden, al extremo de constituir el objeto central en una fraccién significa-
tiva de los estudios dedicados a la investigacién en hemoporfirinas. A fin
de examinar la aplicabilidad de los métodos hibridos al tratamiento dc este
problema, hemos acudido a los funcionales half-and-half y B3LYP para op-
timizar una estructura modelo del oxihemo a diferentes multiplicidades de
espin. En este sistema, mostrado en la figura 3.5, el hierro se encuentra he-
xacoordinado, y de acuerdo a la informacién experimental, la molécula de O,
se une axialmente en una configuracién angular, formando un complejo de
bajo espin. Las optimizaciones parciales llevadas a cabo sobre este modeclo

comprendieron los mismos grados de libertad estructurales minimizados en
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Tabla 3.4 Separaciones energéticas y pardmetros geométricos relevantes
para los diferentes estados de espin del sistema hexacoordinado.®
E’,, Fe-N;, Fe-O O-O Fe-O-O
singulete 0.0  2.31 213 126 119.7
B3LYP singulete 19.7 215 1.77 128 1235
triplete 30 218 192 130 1189
quintuplete 10.8  2.40 2.08 127 126.1
singulete  53.8  2.10 1.82 125 124.2
half and half  triplete 23.7 2.09 1.88 1.28 117.3
quintuplete 0.0 2.35 1.90 1.29 125.2
Exp.? singulete 0.0 212 195 125 117.5

“Energias en kcal/mol y distancias en A. *Energia relativa referida al
estado fundamental. “Estado de capa abierta. 9Datos cristalograficos [78].

el sistema pentacoordinado, mas las coordenadas de la molécula de oxigeno.
La tabla 3.4 expone alguno de los parametros geométricos, junto con las

diferencias energéticas entre estados de espin.

El método B3LYP establece que el estado fundamental correspondiente
a este sistema es un singulete de capa abierta. Los estados singulete de
capa cerrada, triplete, y quintuplete, se situan 19.7, 3.0, y 10.8 kcal/mol
por encima del estado de minima energia, respectivamente. El andlisis de la

densidad de espin, calculada como
PP A) =3 (P2, — PP S, (3.3)
U

con P,, y S, los elementos de la matriz densidad y del solapamiento, res-
pectivamente, y p refiriendo las funciones de base centradas en el dtomo A,
revela que en el singulete de capa abierta los electrones desapareados se con-
centran claramente en los dtomos de oxigeno y sobre el hierro. En efecto,
la densidad de espin resulta muy cercana a cero en todos los atomos, con
excepcion del Fe, donde vale aproximadamente -1, y de los oxigenos, que en
conjunto suman 1, compensando la densidad negativa en el metal. Esta ima-
gen se aproxima al modelo propuesto por Goddard para describir la unién
Fe-O, (79, 80], consistente en un estado diamagnético con dos orbitales semi-
ocupados, uno de ellos con caricter d y el otro o,. Rovira y Parrinello (81},

por otra parte, obtienen consistentemente un singulete de capa abierta para
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el estado fundamental del complejo hexacoordinado, con una distribucién de
espin de +0.88/-0.88 localizada en los orbitales d del hierro y 7* del O,.

Opuestamente a estos resultados, el funcional half-and-half predice un esta-
do fundamental quintuplete, seguido por un singulete de capa abierta, un tri-
plete, y un singulete de capa cerrada, distantes en 20.7, 23.7, y 53.8 kcal/mol,
respectivamente. Tal ordenamiento estd en contradiccién con la evidencia
experimental que indica que la estructura electrénica del oxihemo y de los
sistemas modelo hexacoordinados corresponden a una configuracién singulete
(13, 54, 55]. Los resultados provistos por el método half-and-half parecen ser
consistentes con la tendencia que ha demostrado al favorecer las configura-
ciones de alto espin, que se manifiesta especialmente en las especies Fe y Fe*.
Teniendo esto presente, es esperable que DFT al nivel GGA proporcione un
estado fundamental singulete. De hecho, en los estudios citados de Rovira
(51, 81], se informa la obtencién mediante el funcional BP86 de un singulete
de capa cerrada muy préximo al singulete de capa abierta, ambos mucho més

estables que los estados de multiplicidad alta.

3.7 Algunas consideraciones generales

Hemos visto que las distintas aproximaciones mecanocuanticas ofrecen dife-
rencias significativas en la determinacién del orden de los estados de espin
de los modelos penta y hexa coordinados. Tales discrepancias pueden ads-
cribirse a los correspondientes errores en la descripcién del metal aislado.
La omision de los efectos de correlacion electrénica conduce a serias inexac-
titudes en las energias de transicién, como puede apreciarse revisando los
resultados de los calculos Hartree-Fock. El esquema DFT que corresponde
al funcional half-and-half proporciona estimaciones consistentes con la infor-
macién experimental para las especies atomicas del hierro y para el sistema
pentacoordinado, pero falla al ser aplicado al caso hexacoordinado. Por su
parte, el funcional B3LYP brinda una descripciéon plausible del complejo
hexacoordinado, pero para que los cdlculos en el sistema pentacoordinado

resulten compatibles con los experimentos, debe asumirse la existencia de un
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equilibrio térmico que provoca la interconversién de espin. Sumariando esta
situacién, podemos afirmar que aquellos métodos con propensién a favorecer
los estados de alta multiplicidad en el hierro atémico e iénico responderan
correctamente —en un sentido cualitativo— en el sistema pentacoordinado
pero ofreceran una descripcién deficiente de la porfirina hexacoordinada. Lo
opuesto sera cierto para aquellos tratamientos con tendencia a estabilizar las
configuraciones de bajo espin. El problema recuerda al de una manta exce-
sivamente corta, tal que cuando se tira de ella para cubrir el cuello, se dejan

a la intemperie los pies.

Es esperable que resultados mds cercanos a los experimentales puedan con-
seguirse con el uso de DFT, a través del perfeccionamiento del funcional de
intercambio y correlacién. En tal sentido, la exploraciéon de los funcionales
de intercambio exacto [32] podria devenir en una herramienta sumamente
valiosa para el tratamiento de sistemas con metales de transicién como el
presente, donde el estado de espin parece ser resultado de efectos sutiles a
nivel electrénico y geométrico. Por lo pronto, cinéndonos a lo visto en este
capitulo, los esquemas hibridos no son suficientes para suprimir las inexacti-
tudes asociadas a los métodos de los que provienen, esto es, Hartree-Fock v
DFT. Aun asi, el esquema B3LYP y las aproximaciones GGA se muestran
adecuadas en cuanto a la descripcion de geometrias, y pueden resultar efi-
cientes en investigaciones estructurales o para el estudio de interacciones que
no involucren cambios en el espin. Por el contrario, la aplicacién de estos
métodos a la obtencién de energias de unién, por ejemplo, al O,, proceso
que supone una transicién de quintuplete a singulete, derivara en resultados

poco fiables y de escaso valor cuantitativo.
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Capitulo 4

Inhibicion del citocromo P450
por el 6xido nitrico

4.1 Acerca del citocromo P450

Bajo la denominacién citocromo P450! se engloba a un conjunto de hemoen-
zimas que intervienen en la oxidacién de diferentes compuestos de gran di-
versidad cstructural. Estas enzimas se conocen como monoxigenasas, por
catalizar la incorporacién de un 4tomo de O, a un substrato, en tanto el otro
atomo es reducido a H,O. Son responsables de transformaciones fisiolégicas
esenciales y estan a la vez involucradas en la detoxificacién de sustancias
potencialmente peligrosas (82, 83, 84, 85]. Entre sus funciones, por cier-
to, se encuentra la catdlisis de las reacciones de hidroxilacion vinculadas a
la sintesis de todas las hormonas esteroides. El 6xido nitrico (NO) es una
molécula gaseosa y reactiva que toma parte en la regulacion de un amplio
numero de funciones bioldgicas. Varias lineas de evidencia indican que el NO
podria afectar la esteroideogénesis, y se ha sugerido que el citocromo P450

constituye el blanco de accién de esta pequefia molécula [86, 87).

A pesar de que el ciclo catalitico de la enzima s¢ conoce en detalle, el
mecanismo por el cual el 6xido nitrico modula la actividad del P450 no ha sido

establecido de un modo inequivoco. Esta familia de citocromos se caracteriza

'En lo sucesivo adoptaremos la designacién usual P450 para referirnos a este citocromo.
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Tabla 4.1 Pardmetros cristalogréficos de hierro porfirinas con un ligando
cisteina, correspondientes a diferentes hemoenzimas (distancias en .21,
angulos en grados).

Estructuras de rayos X
P450 Bm3¢ P450 Bm3¢ P450 Cam® CPO/

nro de coord.® 6 6 5 )
Fe-N?® 1.99 1.99 2.02 2.04
Fe-S 2.04 2.11 2.34 2.35
Fe-O 1.95 1.89 - -
Fe-S-C 111.7 107.6 108.8 107.5
S-Fe-O 177.3 176.3 - -

¢El centro metdlico es penta o hexa coordinado, dependiendo de las condicio-
nes experimentales. °Distancia promedio de los cuatro enlaces. ‘Referencia
[93]. “Referencia [96]. ®Referencia [97). /Referencia [98].

por contener una cisteina en el sitio proximal, de manera que la unién entre
el grupo hemo y la proteina se verifica a través de un puente tiolato entre el
hierro y el dtomo de azufre de este aminoacido (ver figura 4.1). En la primera
etapa del ciclo, el citocromo libre de substrato retiene una molécula de agua
axialmente coordinada al Fe. Tras unirse al substrato, la molécula de H,O
es liberada y el centro metdlico es reducido de Fe(III), el estado de oxidacién
basal, a Fe(II) 82, 83, 84, 85]. Un aumento de la multiplicidad acompaiia esta
transformacion, en acuerdo con la correlacidon entre nimero de coordinacién
v estado de espin observada en hierro-porfirinas. En efecto, se conoce que la
mayor parte de las hierro-porfirinas pentacoordinadas presentan un estado
de alto espin [61]. El siguiente paso en el ciclo enzimadtico involucra la unién
a O, y la subsecuente restitucién a la configuracion de bajo espin. De
acuerdo a las hipétesis corrientes, este paso es sucedido por la formacidn de
una especie con caracter de superdxido férrico, que precipita la reduccién
del metal a expensas de la hidroxilacién del substrato, tras lo cual el centro
reactivo retorna al estado férrico hexacoordinado y de baja multiplicidad. En
este capitulo examinamos la interaccién entre el Fe(III)-hemo del citocromo
y el 6xido nitrico, como una via de inactivacién de la proteina. Nuestro
propésito es analizar la factibilidad termodindmica para el desplazamiento

del H,O por NO, proceso que eventualmente bloquearia el sitio activo.
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Si bien existen antecedentes en la investigacién del citocromo P450 por
métodos tedricos, hasta el momento no se reportan estudios especificos so-
bre la interacciéon con NO. Casi una década atrds, Danni Harris y Gilda
Loew intentaron por métodos semiempiricos explicar la correlacién entre el
espectro y los estados de espin del citocromo férrico [88]. Mds recientemen-
te, el grupo de de Groot [89] obtuvo por simulacién ab initio las estructuras
optimizadas de los complejos de alto espin de Fe(II) y Fe(I1I)-porfirinas coor-
dinadas a un ligando SCH3, para modelar el sitio activo pentacoordinado del
P450. Harris, Loew y Waskell [90], recurriendo al método DFT dentro de
la aproximacién de los gradientes generalizados (GGA), calcularon dos in-
termediarios oxidativos del ciclo de mono-oxigenacién del citocromo sobre
la base del mismo sistema modelo. Paralelamente Green, usando asimismo
DFT, realizé un andlisis de la naturaleza de la unién hierro-azufre y el rol
del ligando axial tiolato en relacién al espin del citocromo P450 en estado
basal [91]. A principios del afio 2002 Pudzianowski presenté un articulo que
explora la inhibicién de la enzima a causa de distintos ligandos organicos por
medio de la técnica semiempirica SAM1 [92]. Por los motivos expuestos en
los capitulos previos, la teoria de los funcionales de la densidad ha sido a me-
nudo utilizada y continia siendo la opcién mds frecuente para el calculo de
estos sistemas. En el presente estudio empleamos DFT en combinacién con
el método SAM1 para establecer los estados de espin del acuo-complejo y del
aducto nitrosilado del hemo en el citocromo P450 férrico, e investigar el ba-
lance energético correspondiente al intercambio de ligandos. Asimismo, a fin
de estimar en qué medida la proteina afecta la estructura electrénica del sitio
activo, efectuamos una serie de calculos usando un esquema hibrido cudntico
clasico, que incluye el campo electrostatico asociado a una distribucién de
cargas puntuales representando el resto de la enzima. El subsistema cuantico
seleccionado para modelar el sitio activo consiste en la hierro-porfirina més
el residuo de cisteina, con una geometria derivada de la estructura de rayos
X de un P450 nativo [93]. Hemos incluido el aminoédcido completo en el
subsistema cudntico para retener los efectos de los 4tomos inmediatos sobre
la densidad electrénica del azufre, involucrada directamente en el compor-
tamiento del complejo metélico. Las simulaciones suministran informacion

que concierne a las energias relativas, la densidad de espin, y la distribucién
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de carga en términos de orbitales unielectrénicos. En varios sentidos, estos
resultados contribuyen a la interpretacion y la comprensién de los mecanis-
mos de inhibicién del P450 en particular, y, en un contexto mas amplio, a la

quimica entre el hemo y el 6xido nitrico.

4.2 Modelo computacional

El sitio activo

El sistema empleado para modelar el sitio activo comprende la hierro-porfirina
mas el residuo de cisteina adyacente al metal, incluyendo los enlaces peptidicos
(ver figura 4.1). Con el objeto de describir la enzima libre de substrato, las
simulaciones se efectuaron sobre los complejos de hierro(III). En este estado
de oxidacidn el sistema no tiene carga neta, y el nimero total de electrones
es impar. Consiguientemente, cuando el ligando es H,0O, los tres estados de
espin de menor multiplicidad corresponden al doblete, cuatriplete y sextu-

plete, que devienen en un singulete, un triplete y un quintuplete si el ligando
es NO.

La geometria corresponde a la estructura cristalografica del citocromo P450
monoxigenasa reportada en la referencia [93] y compendiada en la tabla
4.1. Los sustituyentes laterales de la protoporfirina fueron omitidos, y los
hidrégenos se anadieron a la estructura de rayos X usando la interfase Hy-
perChem 5.1 Pro [94]. La estructura cristalina corresponde al citocromo
libre de substrato, en el que una molécula de agua se halla coordinada al
hierro. Teniendo en cuenta el hecho que en la proteina el sitio activo estd
restringido a una geometria que no estaria representada por una relajacién
en el vacio, hemos evitado optimizar el acuo-complejo. Puesto que las in-
teracciones que emergen del empaquetamiento entre las macromoléculas del
cristal son menores e indirectas, mediadas por una o varias capas de solvente,
raramente afectan la estructura global de la proteina, mas alld de algunas
cadenas laterales [2]. Consecuentemente, hemos juzgado que las coordenadas
de rayos X representan mads exactamente la enzima activa que la estructura

optimizada en el vacio. En el caso del aducto nitrosilado, para el cual no se
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Figura 4.1: Modelo del sitio activo del citocromo P450: (a) complejo acuoso;
(b) complejo nitrosilado.

encuentran disponibles estructuras cristalograficas, hemos asumido la misma
geometria del sitio activo, relajando la posicién de la molécula de NO a través
de calculos SAM1 (Semi Ab initio Method, version 1 [21, 95]).

Validacién del método SAM1
La técnica SAMI1 se aplicé bajo el esquema irrestricto (UHF) en todos los
casos. A fin de establecer su exactitud en el cdlculo de los sistemas en cues-
tion, se llevé a cabo un estudio preliminar donde el método semiempirico
fue testeado sobre diferentes compuestos de coordinacién del hierro y sobre
hemoporfirinas unidas a ligandos diatémicos. La tabla 4.2 presenta algunos
de los parametros geométricos obtenidos para los complejos [Fe(CN)g]!~ y
[Fe(CN)sNOJ?-, junto con los resultados de célculos DFT y los correspon-
dientes valores experimentales. Se ha sefialado que, en este tipo de sistemas,
las simulaciones DFT efectuadas usando la aproximacién de la densidad local
(LDA) tienden a subestimar ligeramente las distancias metal-ligando, si bien
el acuerdo con los experimentos es similar al que ofrecen los cdlculos GGA
[103]. La calidad a nivel global de las optimizaciones practicadas con SAM1

en estos compuestos es similar a la obtenida usando DFT-GGA.

El método semiempirico fue ademds probado sobre ferro-porfirinas con li-

gandos diatémicos. La tabla 4.3 exhibe los resultados de las relajaciones
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Tabla 4.2 Pardmetros geométricos relevantes® de los aniones [Fe(CN)g]*~ y
[Fe(CN)sNOJ)?~ (distancias en A, 4ngulos en grados).

Fe(CN)o|"-

SAM1  DFI-GGA® DFI-LDA  Exp°
Fe-C 2.000 1.976 1.886 1.93
C-N 1.172 1.197 1.192 1.17

[Fe(CN)sNOJ?2-

SAMI  DFT-GGA? DFI-LDA  Exp
Fe-Cl, 1.967-1.971 1048-1.960 1.806-1.900 1.928-1.936
Fe-NO 1.592 1.652 1.621 1.652
(C-N)az 1.156 1.180 1.175 1.150
(C-N)eq 1.153 1.181 1.173 1.153
Ce-Fe-Cop 1707 168.8 167.7 169.1

¢Los datos SAM1 y DFT-LDA se obtuvieron en el marco del presente trabajo.
bReferencia [99]. C°Referencia [100). ¢Referencia [101]. ¢Referencia [102].
/ Aparecen dos valores debido a que los cuatro enlaces ecuatoriales Fe-C no
son equivalentes.

estructurales, e incluye los valores provenientes de calculos DFT-GGA, y de
mediciones experimentales en sistemas modelo. Las geometrias optimizadas
con SAM1 resultan comparables o incluso de calidad superior respecto a las
obtenidas por aproximaciones mds exactas, con errores en las distancias y
angulos que no sobrepasan el 4% al contrastar con los experimentos. Una
excepcion es la longitud X-O, sobrestimada sistematicamente por SAMI;
esto también se observa en el caso de DFT, especialmente para el ligando
nitrosilo. A este respecto, se ha sugerido que la distancia N-O se halla sen-
siblemente subestimada en la estructura cristalina [51]. A fin de establecer
la confiabilidad de los calculos sobre los estados de espin de mayor energia,
el complejo Fe(II)-porfirina aislado (tetracoordinado) fue parcialmente opti-
mizado a tres multiplicidades distintas. Para el estado fundamental SAM1
predice un triplete, en coincidencia con lo que se ha establecido experimental-
mente para compuestos relacionados, como la Fe(II)-tetrafenilporfirina {107].
Las energias de excitacién adiabdtica a los estados singulete y quintuplete
resultan 11.9 y 14.6 kcal/mol, respectivamente, mientras que las diferencias
energéticas que surgen de simulaciones DFT [51] son de 12.7 y 14.7 kcal/mol.
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Tabla 4.3 Parametros estructurales para los complejos de
hierro(II)-porfirina con ligandos diatémicos XO (X=C, N, O) optimizados
con SAM1 (distancias en A, dngulos en grados).

FePCO  FePNO FePO,

SAM1 1.72 1.65 1.76
Fe-X DFT 1.69 1.69 1.74
exp 1.77 1.71 1.75
SAM1 1.20 1.18 1.26
X-0 DFT 1.17 1.19 1.28
exp 1.12 1.12 1.15-1.17¢
SAM1 180 153 115
Fe-X-O DFT 180 150 123
exp 179 149 120°
SAM1 2.03 2.00 2.01
Fe-N, DFT 1.99 2.02 2.00
exp 2.02 2.00 1.98
SAM1 esta tesis esta tesis esta tesis
referencias DFT [51] [51] [51]
ex [104] [105] [106]

En el caso de las especies CO y O,, existe un ligando trans imidazol. El
complejo FePNO, en cambio, es pentacoordinado. Fe-N, indica la distancia
media a los nitrégenos del anillo. “La separacién O-O es extremadamente
corta si se la compara con la distancia de 1.21 A en el oxigeno molecular.
La causa podria estar relacionada con cierto error en la resolucién de la
estructura experimental [106]. °El 4ngulo Fe-O-O varia de una estructura
cristalina a otra. Por cierto, la curvatura de la superficie de energia potencial
provista por SAM1 resulta apreciablemente suave entre 110 y 125°. 120° es
el valor medio en oxihemoglobina [77].
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Calculos DFT
Una implementacién Gaussiana de DFT (programa Molecole [33]) fue utiliza-
da para calcular las energias a geometria fija del sitio activo coordinado a H,O
y a NO. En esta el procedimiento autoconsistente de Kohn-Sham se aplica a
la obtencién de la densidad electrénica y la energia a través de la expansién
de un conjunto de orbitales unielectrénicos. Los elementos de matriz del
potencial de intercambio y correlacién son calculados mediante un algoritmo
de integracién numérica [35]. Funciones de base doble zeta con polarizacién
(DZVP) desarrolladas para DFT por el grupo de Godbout {63] fueron em-
pleadas en la representaciéon de los 4tomos de carbono, nitrégeno, oxigeno,
hidrégeno, y azufre. Para el hierro fue escogida la base DZV definida en la
referencia [108]. Los patrones de contraccién corresponden a (4333/431/41)
para el Fe, (6321/521/1) para el S, (41) para el H, y (621/41/1) para el C,
el N, y el O. Para las bases auxiliares usadas en la expansion de la densi-
dad electrénica estos son (1111111/11/11) para el C, el N, y el O (109, 110,
(1111111111111/111/111) para el Fe [108], (111111111/1111/1111) para el
S [63], y (1111) para el H [63]. Los calculos se efectuaron dentro de las
aproximaciones LDA y GGA. Para el primer caso se adopté el funcional de
Vosko-Wilk-Nusair (23]. Para el segundo se utilizé la combinacién de los
funcionales de Becke [26] y Perdew [28] para el intercambio y la correlacién.

El esquema hibrido clasico cudntico
Los efectos del entorno proteico sobre la estructura electrénica del sitio acti-
vo fueron modelados por medio de un esquema mixto de mecanica cuantica
y mecanica molecular (QM-MM) (111]. EIl subsistema QM corresponde al
modelo de sitio activo descrito arriba. Para el subsistema clasico, fueron
considerados 7091 4tomos dentro de un radio de corte (cutoff) de 30 A desde
el centro metdlico. La figura 4.2 muestra la estructura de rayos X del cito-
cromo, realzando los dtomos explicitamente incluidos en la simulacién. La
energia total estd dada por la suma de la energia del subsistema cuantico
E,m v la del acoplamiento Ejm_mm, segin se explica en la seccion 2.7. El
campo electrostatico de la proteina fue representado por un conjunto de car-
gas atémicas puntuales asignadas segiin la parametrizaciéon AMBER [41]. La

contribucién del término puramente cldsico Ep,,, dependiente de las cargas
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Figura 4.2: Estructura cristalina del citocromo P450 Bm3. La enzima posee
dos cadenas, cada una de las cuales contiene un grupo hemo. Los dtomos
excluidos del cédlculo (fuera del radio de corte) se exhiben en un tono mas
claro. La estructura fue extraida de la referencia [93].

parciales y de sus coordenadas, no fue considerada puesto que permanece

constante y su aporte a las diferencias energéticas es nulo.

4.3 El sitio activo en el estado basal

El complejo coordinado a una molécula de HoO es un modelo del P450 en
su estado basal. En la tabla 4.1 pueden hallarse los parametros estructurales
cristalograficos del sistema usado en las simulaciones, junto con los corres-
pondientes valores para otras tres hierro-porfirinas hexa y penta coordinadas
con un ligando cisteina. Es interesante notar cémo el nimero de coordina-
cién determina el desplazamiento del hierro fuera del plano de la porfirina.
La asimetria en la esfera de coordinacién distorsiona la posiciéon del metal,
lo cual se ve reflejado en las distancias Fe-N. No es siempre posible definir de
un modo univoco la distancia fuera del plano, ya que los &tomos de nitrégeno
del anillo no se situan necesariamente sobre un plano. De todas maneras,

independientemente del plano escogido, el desplazamiento observado en este
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Tabla 4.4 Energias relativas para los diferentes estados de espin
(kcal/mol). R-FeP indica la Fe(III)-porfirina mas el residuo de cisteina.

R-FeP-H,0
doblete cuatriplete sextuplete
fase gas, LDA 0 53.9 88.5
fase gas, GGA 0 41.6 -
proteina, GGA 0 35.1 -
fase gas, SAM1 0 12.8 49.1
R-FeP-NO
singulete  triplete  quintuplete
fase gas, LDA 0 18.1 61.0
fase gas, GGA 0 12.6 52.8
proteina, GGA 0 16.0 -
fase gas, SAM1 0 27.0 29.2

caso para el citocromo P450 Bm3 es bastante pequefio (inferior a 0.1 A),
caracteristico de las hierro-porfirinas de bajo espin [61]. Los célculos conva-
lidan esta regla empirica. En la tabla 4.4 se muestran las energias relativas
de los estados de espin mads estables, halladas mediante las distintas metodo-
logias cuanticas: todas coinciden en que el estado fundamental corresponde
a un doblete. Cabe senalar que los valores de la tabla 4.4 no representan
las transiciones adiabdticas, sino las diferencias energéticas verticales, que
resultan de los calculos a geometria fija de la estructura de rayos X, a la que
identificamos con el estado fundamental. Luego, asumimos que la configu-
racién de espin asociada al estado fundamental es la que produce la mayor

estabilizacién en la energia electrénica de la estructura experimental.

Segilin puede apreciarse, los distintos tratamientos concuerdan respecto
al orden relativo de los estados de espin. Aun en el caso de SAM1, que
predice las diferencias energéticas mas pequenias, estas son lo suficientemente
importantes para suponer que el acuo-complejo presentara una configuracion
de bajo espin. En el capitulo precedente se discutieron las falencias del
método DFT para establecer el orden relativo asociado a las energias de los
estados de espin de las Fe-hemoporfirinas. Por lo visto entonces, podemos

decir que la exactitud de las diferencias energéticas exhibidas en la tabla
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Tabla 4.5 Poblaciones de Mulliken de espin desapareado para el estado
fundamental del acuo-complejo, calculadas mediante DFT al nivel GGA.®

Fe S O (H,0) CF

fase gas 0.568 0.437 0.011  0.022
proteina 0.635 0.363 0.017 0.018

®Los 4tomos no exhibidos presentaron valores inferiores a 0.01. *C, alude al
carbono alifatico terciario de la cisteina.

4.4 es altamente cuestionable. No obstante, en lo que concierne al orden
relativo de multiplicidades, se establecié que la teoria de los funcionales de
la densidad brinda una descripcion cualitativamente correcta de las especies
hexacoordinadas, y es de esperar que también este caso la tendencia sea
acertada. Un estudio reciente sobre el ion férrico hexa acuo, [Fe(H,0)¢)**, ha
mostrado que DFT al nivel GGA proporciona valores de energia razonables
para las transiciones verticales entre estados de espin, una propiedad que
resulta sobrestimada por las técnicas convencionales ab initio como Hartree-

Fock o MP2 en el caso del complejo férrico [68).

Las poblaciones de Mulliken de espin desapareado ofrecen informacién muy
interesante concerniente a la reactividad del complejo. La tabla 4.5 retne las
poblaciones sobre el Fe y los dtomos préximos calculada segin la ecuacién
(3.3). Los valores LDA (no incluidos) no difieren significativamente de los
GGA. La densidad de electrén desapareado se distribuye esencialmente en
torno a dos atomos: el hierro y el azufre. El oxigeno adyacente no comparte
apreciablemente esta densidad de espin, aun cuando la distancia Fe-O es
algo menor que el enlace Fe-S. Una localizacién tan pronunciada del electrén
desapareado serd importante en cuanto a la reactividad del sitio activo, en
particular frente a un agente radical como el NO. La tabla 4.5 sugiere que
la afinidad de una especie radical por el dtomo de azufre unido al hierro no
debe ser menospreciada. Mads exactamente, es esperable una competencia
entre el Fe y el S como aceptores de la densidad de espin desapareado del
6xido nitrico. Célculos previos realizados mediante el método mixto B3LYP
[91) para el acuo-complejo de la Fe(III) S-metil porfirina indican que cn el

estado sextuplete una fraccién apreciable de la densidad de espin (mds del

85



10%) se concentra en el 4tomo de azufre. No obstante, esto no se observa en
el estado fundamental doblete, para el cual practicamente toda la densidad
se asienta sobre el hierro. Las discrepancias entre tales resultados y los
nuestros acaso deban su origen a la diferencia entre los sistemas modelo (y
los funcionales). En el trabajo citado la cisteina se sustituye por un grupo
SCHj3; no es impensable que este truncamiento afecte en alguna medida la

distribucién del electrén desapareado en los dtomos inmediatos.

Un medio conveniente de evaluar la reactividad del sistema es a través de
la denominada funcién de Fukui, f(r), que constituye por cierto el indice
de reactividad natural en el contexto de la teoria de los funcionales de la
densidad [22]. Esta funcién es la derivada funcional del potencial quimico u
respecto al potencial externo v, equivalente a la derivada de la densidad de

carga respecto al numero de electrones N.

_ | 0w | _ [9n(r)
fir) = [mh - [a—w],, (1)

Consideremos la derivada de la densidad, 0p/0N: en general tendra un limite
por la derecha y otro por la izquierda, denotados respectivamente f¥(r) y
f~(r). El primero se refiere a la variacién en la densidad cuando el nimero
de electrones se incrementa infinitesimalmente de N a N + 4. En ese caso, el
cambio en la densidad se producira en las regiones del espacio mas favorables
a aceptar la carga adicional, es decir, en el primer orbital molecular deso-
cupado (LUMO). Andlogamente, el aumento desde N — § a N afectard en
particular la regién delimitada por el orbital ocupado de mayor energia (HO-
MO). Luego, con tal que la funcién de Fukui esté normalizada, [ f(r)dr =1,

puede escribirse:

7w =|20) ~ oo 42
0= | %3]~ promew (49

Volvamos al significado fisico de f(r). Conceptualmente, se trata de una me-
dida de la sensibilidad de p ante una perturbacién externa. En el marco de

la teoria propuesta por Fukui y sus colaboradores (frontier-electron theory,
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[112]), es el indice espacial de la susceptibilidad quimica: f*(r) mide la reac-
tividad respecto de un agente nucleofilico, f~(r) respecto a uno electrofilico,
y el promedio de ambas, f°(r), caracteriza la reactividad frente a una especie

radicalaria.

1°0) = S [ + )] = 5 [N + pUMOE)] (44)

La figura 4.3(a) reproduce un contorno tridimensional de isodensidad de
fO(r), correspondiente a la distribucién electrénica proveniente del célculo
DFT-GGA en vacio. Puede apreciarse que las contribuciones principales
proceden de los orbitales p y d del azufre y del hierro. Una inspeccién de
los coeficientes orbitales conduce a la misma conclusién, aunque de un modo
menos grafico. Esta evidencia, anadida al andlisis de las poblaciones de
Mulliken de espin desapareado (tabla 4.5), confirma que el ataque del NO
estard en esencia dirigido sobre alguno de estos dos dtomos. De hecho, se
cree que el éxido nitrico es capaz de unirse al dtomo de azufre en el residuo
proximal del P450, y se ha sugerido que esta reacciéon podria asimismo ser
causante de la inhibicién del citocromo. Existe evidencia experimental [87)
que indica que el NO puede interactuar con el P450 de dos maneras: a través
de una unién reversible al hemo, formando complejos nitrosilados del hierro,
o también por intermedio de una nitrosilacién del tiolato proximal, lo que

provocaria una inactivacion irreversible.

4.4 El complejo nitrosilado

Segin se menciona mas arriba, no se encuentran disponibles geometrias ex-
perimentales para el citocromo P450. Por causa de la rigidez del anillo,
las coordenadas internas en las distintas porfirinas no presentan mayores di-
ferencias debidas a los sustituyentes o al esquema de coordinacion, como
se observa al comparar datos experimentales o resultados teéricos. Por tal
razén se asumid la misma estructura para el sistema nitrosilado que para
el acuo-complejo. Una molécula de éxido nitrico se situd en reemplazo del

ligando H,0, y sus coordenadas se optimizaron usando el método SAM1. La
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Figura 4.3: Superficies de isodensidad de Fukui para el acuo-complejo: (a)
en vacio; (b) en la proteina. Los contornos corresponden a f°(r) = 0.075 au.
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Tabla 4.6 Parametros geométricos optimizados con SAM1 para el sitio
activo nitrosilado (distancias en A, dngulos en grados).

singulete triplete quintuplete experimental®

FeN-O 1787 1511 143.3 175.6 (3.0)
Fe-N 1.70 1.80 1.92 1.66 (0.05)
N-O 1.17 1.17 1.18 1.11 (0.08)

®Los valores experimentales son promedios evaluados sobre siete sistemas
modelo [114], con los desvios estandar entre paréntesis.

geometria inicial se establecié a semejanza de la que se observa para el NO
en la nitroso-hemoglobina [78]. En la tabla 4.4 se muestran las energias rela-
tivas asociadas a los estados de espin. Los calculos muestran que también en
este caso el estado fundamental es de baja multiplicidad. La combinacién de
dos especies radicales produce el apareamiento de la densidad de espin, gene-
rando un estado singulete. Estos resultados, asi como los del acuo-complejo,
manifiestan concierto con la tendencia a formar sistemas de bajo espin ob-
servada de ordinario en hierro-porfirinas hexacoordinadas [113]. Tal como

ocurre en el complejo acuoso, los gaps obtenidos mediante LDA son mayores
a los GGA.

La tabla 4.6 agrupa parametros geométricos relevantes optimizados usan-
do el método semiempirico sobre el complejo nitrosilado para los tres estados
de espin considerados. En la misma tabla incluimos valores experimentales
medidos en una serie de derivados hexacoordinados de la nitrosil-hierro(III)-
porfirina. Los pardmetros que se reportan en la tabla son valores medios
procedentes de los compuestos modelo considerados en la referencia [114],
con las correspondientes desviaciones estindar. Los angulos y las longitudes
de enlace muestran una correlacién aceptable con los que provee el cdlculo
semiempirico para el estado fundamental del sitio activo nitrosilado. No dis-
ponemos de estimaciones para las geometrias de los estados de espin de mayor
energia. No obstante, en lo concerniente a tales geometrias, es posible reali-
zar un interesante andlisis dentro del contexto del formalismo de Enemark y
Feltham (electron-counting formalism, [115]). En este formalismo, 1til para
la descripcién de metaloporfirinas nitrosiladas, el grupo MNO (M es el metal)

es tratado como unidad independiente, considerdndosele la entidad respon-
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sable por los modos de coordinacién. En la notacién {MNO}", n indica el
nimero de electrones d del metal més el electrén asociado a los orbitales 7*
del NO. Asi, el estado de oxidacién férrico o hierro(III) estd representado por
el esquema {FeNO}® y el estado ferroso o hierro(II) por {FeNO}”. En los
compuestos {FeNO}° la geometria Fe-N-O es lineal, y cuando la cantidad de
electrones d aumenta, el dngulo tiende a disminuir: en los complejos {FeNO}’
es cercano a 145°, mientras que para los sistemas {MNO}® —como en los ni-
trosilos de Co(II)— se halla préximo a 120° [114]. Este cambio estructural
puede interpretarse en términos de una estabilizacién de los orbitales anti-
ligantes d,2 y d,, derivada de la deformacién angular del grupo M-N-O. En
los complejos {FeNO}® estos orbitales permanecen vacios, pero en los siste-
mas {MNO}” o {MNOJ}?, uno de ellos se ocupa. Una alteracién del angulo
M-N-O y de la distancia M-N posibilita la relajacién de los orbitales antien-
lazantes, a través de la disminucién del solapamiento d,2 — nno y dz: — Tho
[114, 116]. Semejante comportamiento explica la tendencia observada en el
sitio activo nitrosilado (tabla 4.6) para los estados de espin de mayor energia.
Si se examina la estructura orbital en el singulete, se descubre que el HOMO
posee un caracter ligante, lo cual no es cierto para los dos orbitales siguientes
—LUMO y LUMO®!. En el triplete y en el quintuplete, uno o ambos de
estos dos ultimos orbitales estdn poblados, de manera que podemos esperar
una tendencia similar a la que se observa en las especies {MNO}’ y {MNO}5.
En el caso del triplete, cuya estructura electrénica semeja la de los complejos
{MNOY}’, el 4ngulo Fe-N-O es muy cercano al que se mide en nitrosilos de
Fe(II), y la longitud Fe-N se alarga consecuentemente. De hecho, para las
especies de {FeNO}” se informan distancias entre 1.72 y 1.80 4 [114]. La
diferencia entre las configuraciones electrénicas del quintuplete y de los sis-
temas {MNO}® es mayor puesto que, a pesar de presentar igual nimero de
electrones antiligantes, el primero tiene dos orbitales ligantes semi-ocupados.
Como sea, la propensién al estiramiento de la unién Fe-N y a la disminu-
cién del dngulo Fe-N-O ailn se manifiesta, si bien en el quintuplete el efecto
de relajacién geométrica parece ser mas significativo en la distancia que en
el angulo (en la referencia [114] se reportan distancias experimentales M-N
entre 1.83 y 1.86 A).
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Figura 4.4: Superficies de energia potencial para la deformacién angular Fe-
N-O en el sitio activo, correspondientes a los tres estados de espin accesibles
a menor energia.

La variacién de la energia en funcién del dngulo Fe-N-O para cada esta-
do de espin (figura 4.4) proporciona una estimacién de la magnitud de la
estabilizacion asociada a la deformacién. Las curvas expuestas en la figura
4.4 fueron obtenidas por el método SAM1, relajando la torsién N,-Fe-N-O y
la distancia Fe-N para cada angulo (N, simboliza el nitrégeno de la porfiri-
na situado aproximadamente sobre el carbono unido al azufre, formando un
angulo diedro N,-Fe-S-C de 5.6°). De manera similar a lo que se observa en
otras hemoporfirinas coordinadas a ligandos diatémicos, la energia total no
se ve sustancialmente afectada por este dngulo diedro, con lo que la torsién
es practicamente libre. La curvatura de las superficies de energia potencial
correspondientes a los estados de espin excitados es extremadamente suave,
lo que sugiere que la estabilizacidn derivada de la deformacién es pequena
(de acuerdo a los célculos SAM1, no seria mayor a 2 kcal/mol). No obstante,
parece suficiente para causar perturbaciones considerables en las geometrias,
segin se ha visto. Por otra parte, la figura 4.4 muestra que, para el estado
fundamental singulete, donde no hay electrones antienlazantes involucrados,

la flexién del NO implica un costo energético mas alto.
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Tabla 4.7 Energias de reaccién para el intercambio de ligandos (kcal/mol).

fase gas. LDA fase gas. GGA proteina. LDA proteina. GGA
-28.1 -18.0 -24.6 -14.5

4.5 Reacciéon de intercambio de ligandos

Concentrémonos ahora en la reaccién que acontece entre el acuo-complejo v
el NO. Su relevancia reside, como se ha destacado, en el hecho de que podria
tratarse de la etapa clave en la inactivacién del P450. El proceso modelado

es el siguiente:
R-FeP-H,O (§=%) + NO (S=1) = R-FeP-NO (5 =0) + H,0

La notacién R-FeP simboliza a la hemoporfirina mas el residuo de cisteina.
En la tabla 4.7 se exhiben los cambios energéticos DFT calculados como
AFE, = E(H,0) + E(RFeP - NO) — E(NO) — E(RFeP - H,0), donde E
representa la energia total del estado fundamental en cada caso. A fin de
obtener AFE, en el entorno proteico, las energias del H,O y del NO fueron
obtenidas usando el esquema de Onsager con una constante dieléctrica igual
a 78.5, para reproducir las condiciones de la solvatacién acuosa {102, 117].
Los resultados indican que en la fase gaseosa, al igual que en el seno de la
proteina, la reaccién es marcadamente exergénica, por lo que cabe esperar
que la sustitucién de H,O por NO prevalezca incluso a bajas concentraciones
de 6xido nitrico. Puesto que no se dejé relajar la geometria del sitio activo,
AE, correspondera precisamente a la diferencia entre las energias de unién.
Esto significa que, en la hemoporfirina, el enlace Fe-N(NO) es bastante mas
estable que el Fe-O(H,0). En estudios recientes, las constantes de equilibrio
para la unidn reversible del NO a diferentes ferrihemoproteinas fue medida
en solucién acuosa [118]. Los valores obtenidos, correspondientes al ferrici-
tocromo ¢, a la metamioglobina y a la metahemoglobina, estdn situados en
el rango de 10* M~!. Bajo el supuesto que, para esta reacciéon, AG, ~ AFE,,
hallamos que los valores para AE, en solucién son cercanos a las 5 kcal/mol,

una cantidad del orden de la que predicen las simulaciones DFT. Al compa-
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rar estos resultados, debe tenerse presente que la coordinacién del metal en
el P450 es diferente a la de las proteinas investigadas en los experimentos,

en las que el ligando proximal es histidina.

Tanto en vacio como en presencia del campo electrostatico de la proteina,
la aproximacién GGA proporciona valores menos negativos de AFE,. Este
punto se esclarece al recordar que las energias de enlace LDA resultan sis-
tematicamente mayores a las GGA (en ocasiones hasta en un 100% [119])
y que el NO se une mas fuertemente al sitio activo que el H,O. La conjun-
cion de ambas circunstancias explica la tendencia en los valores de AE,, que
difieren en alrededor del 50%.

4.6 Efecto de la proteina

El entorno puede afectar a un sistema molecular de manera sustancial, al
extremo que, en muchas situaciones, el solvente vuelve factible un proceso
que jamas ocurriria en la fase gaseosa. En el caso presente, donde el sitio
activo no se halla expuesto a la solucién, sino emplazado en el interior de
la estructura terciaria del P450, el entorno es esencialmente hidrofébico, y
por lo tanto, ante la ausencia de interacciones especificas, no esperamos que
las propiedades difieran drasticamente de las que se manifiestan en el vacio
[2]. No obstante, en tanto se ignore la magnitud de este campo electrostatico
y cuan grande su influjo podria ser, constituye un interés de primer orden
el establecer hasta qué punto el comportamiento del sitio activo se halla
modulado por la presencia de la proteina. Este andlisis reviste importancia
no sélo en lo concerniente al caso particular del P450, sino también porque
contribuye a determinar la idoneidad de los experimentos sobre sistemas

modelo aislados para describir el sitio activo bajo condiciones fisioldgicas.

Consideremos en primer lugar los estados de espin. La tabla 4.4 indica que
la proteina tiene el efecto de reducir el gap energético entre la configuracién de
multiplicidad baja e intermedia cuando el ligando es H,O, y aumentarlo cuan-

do es NO. En cualquiera de los dos casos, sin embargo, el campo electrostatico
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provoca perturbaciones leves que lejos estan de causar una inversién en el or-
den relativo de los estados de espin. Es interesante notar que la densidad de
espin resulta efectivamente afectada por el potencial electrostatico clasico.
De hecho, la presencia de la proteina induce la transferencia de densidad
de espin desde el atomo de azufre hacia el metal (tabla 4.5). Ante la in-
corporacién del campo, las poblaciones de Mulliken de electrén desapareado
ascienden de 0.568 a 0.635 a.u. en el hierro, al tiempo que en el azufre decaen
desde 0.437 a 0.363 a.u., permaneciendo practicamente constantes en todos
los otros nicleos. Estos resultados sugieren que los datos experimentales pro-
cedentes de porfirinas modelo puede ser de utilidad en la determinacién del
estado de espin del grupo hemo en la enzima, que parece ser una propiedad
controlada por el esquema de coordinacién. Pero esto no necesariamente se
aplica a la prediccién de otros pardmetros: el momento magnético medido en
la hierro-porfirina aislada, por ejemplo, dificilmente coincida con el valor en
la proteina. Por otro lado, esperamos que la localizacién del electrén desapa-
reado sea responsable en gran medida de la interaccién entre el NO y el sitio
activo. Como se ha mencionado mas arriba, la reaccion del 6xido nitrico con
el atomo de azufre de la cisteina proximal podria ser un mecanismo alterna-
tivo para la inactivacién del P450, que involucraria la modificacién del enlace
Fe-S [87]. Los cambios en las poblaciones de espin ante la incorporacién del
potencial electrostatico sugieren que la presencia de la proteina disminuye
la reactividad del azufre. A la misma conclusién se arriba al examinar el
valor promedio de la funcién de Fukui en el vacio y bajo la influencia del
solvente. En la figura 4.3 se aprecia claramente el efecto de la proteina en la
densidad electrénica del HOMO y del LUMO, reflejada en las superficies de
isodensidad de f°(r): parte de la densidad desaparece del azufre y se con-
centra en torno al metal. De esta manera, las tendencias manifestadas en las
poblaciones de espin se corresponden con los cambios observados en fO(r).
A pesar de la controversia vigente acerca de si la inhibicidn del citocromo
P450 procede por la formacion de un aducto de hierro-nitrosilo, o a través de
la nitrosilaciéon del azufre, lo cierto es que ambos mecanismos tienen cierta
probabilidad de ocurrir. En este punto, lo que podemos decir es que, si tal
competencia existiese, la proteina favorecera que la reaccioén transcurra por

el primer camino.
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Finalmente, en lo que respecta al balance termodindmico del intercambio
de ligandos (tabla 4.7), notamos que la proteina reduce en un 12% el valor
de AE, de acuerdo a las estimaciones LDA y en un 20% segin las GGA.
Parece evidente que el potencial electrostatico se opone a la reaccién, pero
no tanto como para impedir que suceda. Este decrecimiento coloca el valor
de AE, mas cerca de los valores que se reportan para otras hemoproteinas
en la referencia [118]. La presencia de la proteina, por supuesto, involucra
otros aspectos a considerar, por ejemplo, la accesibilidad del NO a la cavidad
distal junto al centro activo del citocromo. Esto concierne a la dindmica del

proceso global, mas alla de los alcances de esta investigacidn.

4.7 Sumario

Este estudio ha discurrido acerca de la factibilidad termodindmica del des-
plazamiento de H,O por NO como el primer paso en la inhibicién reversible
del citocromo P450. El examen de la configuracién electrénica de las especies
involucradas establece que el estado fundamental en ambos complejos es de
bajo espin. Las densidades electrénicas asociadas al HOMO y al LUMO del
acuo-complejo fueron a su vez investigadas, exhibiendo una distribucién pre-
ferencial alrededor de los nicleos de hierro y de azufre. Este resultado, junto
con la alta localizacién de las poblaciones de espin, sugiere que el ataque del
6xido nitrico estard dirigido sobre alguno de estos dos sitios. Un mecanismo
alternativo de inhibicién enzimatica iniciado a partir de la interaccién entre
el NO y el azufre de la cisteina probablemente involucre la ruptura del enlace
Fe-S, conduciendo a cambios conformacionales en la proteina. Por tal razén,
la posibilidad de modelar este proceso reviste una complejidad que sobrepasa
el dominio de los métodos de estructura electrénica convencionales. Por otra
parte, se vié que el campo electrostatico de la proteina no afecta el estado
de espin o la viabilidad termodindmica de la reaccién, aunque modifica sig-
nificativamente la magnitud de los cambios energéticos y la localizacion del

electréon desapareado en el estado basal del P450.
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Capitulo 5

Afinidad de la hemoglobina por
el Os: rol de los aminoacidos
distales

5.1 La hemoglobina y el oxigeno

La hemoglobina es una proteina que resulta muy familiar a bidlogos y a
quimicos, en particular por su capacidad para transportar oxigeno y diéxido
de carbono en el sistema vascular de los animales. En la especie humana es un
tetramero formado por dos cadenas « y dos cadenas 3 (figura 5.1), cada una
de las cuales contiene un sitio activo que puede capturar al oxigeno molecular.
Este centro activo, presente también en la molécula de mioglobina, consiste
en un hemo b que se une a la proteina a través de un enlace entre el metal y un
atomo de nitrégeno imidazdlico perteneciente a un aminoacido histidina, tal
como se ilustra en la figura 3.1. La mioglobina, por su parte, esta constituida
por una cadena tdnica, y es capaz de interactuar con el O, de un modo similar,
si bien su funcién cstd emparentada antes con la acumulacién del oxigeno
que con su transporte [1]. La estructura tridimensional del monémero de
mioglobina se aproxima de manera sorprendente a la de las subunidades a y
B —las cuales son semejantes entre si. Curiosamente, sin embargo, las tres
secuencias coinciden en menos del 20% de los aminodcidos. Tal conservacion

de la estructura terciaria por sobre la primaria pone en evidencia el vinculo
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Figura 5.1: Estructura de rayos X de la hemoglobina humana [78]. Cada
monomero se representa en un tono diferente.

entre funcién y conformacién espacial.

La afinidad de la mioglobina por el O, es mayor a la de la hemoglobina,
pero similar a la de las cadenas « o [ aisladas. El tetrdmero se caracteriza
por el denominado comportamiento alostérico, que involucra un mecanismo
cooperativo tal que la oxigenacién de alguna de las subunidades eleva la
afinidad en las demds. El proceso de oxigenacién suele expresarse mediante

la secuencia siguiente:
Ty(desoxihemoglobina) — T3R — Ty Ry — T R3 — R4(oxihemoglobina)

Cada etapa supone la unién de una molécula de O,. T (Tense) y R (Relaxed)
representan los monémeros desoxigenados y oxigenados respectivamente: el
estado T muestra una afinidad mayor que el R. La interpretacién més difundi-
da para esta conducta sostiene que estd desencadenada por la modificacién en
el esquema de coordinacién del hierro asociada a la unién a O, lo cual altera
la ubicacién del Fe respecto al plano del hemo. Este desplazamiento provoca
una tensién sobre el enlace Fe-N;,, que deriva en la interrupcién de ciertas
interacciones electrostaticas entre grupos de carga opuesta —conocidas como

enlaces salinos— sobre la superficie de contacto a8, y aaf3, causando un
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cambio conformacional que en algunos nicleos supone reacomodamientos de
hasta 7 A [1]. El estado R comporta una estructura de menor rigidez y un

sitio activo menos impedido, lo que explicaria el aumento en la afinidad.

Si bien la hemoglobina se caracteriza por el transporte de Oz, mediante el
disefio de la cavidad distal, sin embargo, puede adaptarse a otras funciones
bioldgicas. A través de la sustitucién de unos pocos aminodacidos la afinidad
puede elevarse en varios drdenes de magnitud, y asi la unién reversible al
oxigeno, esencial para el transporte fisiolégico, es reemplazada por activida-
des cataliticas que involucran la metabolizacién del Oy [120]. Un ejemplo de
tan extraordinaria afinidad por el dioxigeno se encuentra en la hemoglobina
del parasito Ascaris lumbricoides. Se trata de un organismo anaerobio capaz
de infectar a humanos, y cuya hemoglobina es un octamero formado por ocho
subunidades idénticas, cada una de las cuales posee dos grupos hemo [121].
Estudios recientes han mostrado que esta hemoglobina es en realidad una
desoxigenasa que consume O, de manera enzimdtica a través de una reac-
cién mediada por 6xido nitrico, conservando asi condiciones de hipoxia en el
fluido perientérico del parasito {122]. Se ha sugerido [121, 123, 124] que la
constante de equilibrio inusualmente alta observada en esta hemoglobina se
debe a la formacion de uniones hidrégeno entre el oxigeno y dos aminodcidos

de la cavidad distal: tirosina B10 y glutamina E7 (figura 5.2a).

Basandose en analisis espectroscépicos de rayos X, Shaanan propuso que
un puente de hidrégeno con la histidina E7, conocida como el residuo distal,
estabiliza el O, en el sitio activo en la subunidad a (figura 5.2b), vy que
en cambio no existe tal unién hidrégeno en la cadena § [125, 126]. Estas
conclusiones son asimismo sustentadas por los experimentos de mutagénesis
realizados por Olson y su equipo [127], quienes sustituyeron la histidina E7
por una glicina, suprimiendo de esta manera el imidazol distal y por lo tanto
el posible puente de hidrégeno. Sus investigaciones muestran que en el estado
R la mutacién disminuye la afinidad por el oxigeno en la subunidad a y en
la mioglobina, mientras que no produce cambios importantes en la afinidad
de la cadena . A pesar de esta presunta diferencia estructural la afinidad

por el O, es del mismo orden en ambas subunidades [127, 128], mientras que
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en la hemoglobina de Ascaris es sorprendentemente mds elevada. En lo que
concierne a la hemoglobina humana, la explicacién usual aduce que en la
cadena f3 efectos proximales y una regién distal mds accesible compensan la
ausencia de unién hidrégeno, lo que confluye a la igualacién de las constantes
de equilibrio globales de los dos mondémeros [126, 127]. Juntos, todos estos
resultados vuelven manifiesto que el papel del puente de hidrégeno en la
afinidad es ain uno de los aspectos mds enigmaticos de la quimica de las

hemoproteinas.

5.2 Contexto y método de simulacion

Si bien son numerosos los estudios de simulacién dedicados a la investiga-
cién de hierro-porfirinas y a su interaccién con oxigeno y otros ligandos —
las secciones 3.1 y 4.1 contienen una seleccién de citas representativas—,
la exploraciéon computacional de los efectos distales es un area con escasos
precedentes. Una buena parte de los trabajos que pueden contarse dentro
de esta linea apunta a explicar la discriminacién entre el CO y el O, en el
sitio activo de la mioglobina. El papel que los aminoacidos distales y el res-
to del entorno proteico desempenan en este fenémeno ha sido inspeccionado
mediante varios enfoques, que incluyen andlisis tedricos del potencial elec-
trostatico usando un esquema de Poisson-Boltzman {129, 130], tratamientos
QM-MM donde el polipéptido es representado mediante un campo de fuerzas
[131], o célculos DFT que incorporan explicitamente el residuo distal [132].
Ciertamente, hemos escogido un acercamiento de este dltimo tipo, en este
caso con el objeto de estimar las energias asociadas a la interaccién puente
de hidrdgeno en el sitio activo de diferentes monémeros de la hemoglobina.
Mais especificamente, nos hemos propuesto esclarecer en qué medida esta in-
teraccién afecta la constante de equilibrio, para lo cual se practicé una serie
de simulaciones sobre sistemas modelo de la hemoglobina de Ascaris, y de
las subunidades a y B de la hemoproteina humana en el estado R. Existe
una gran cantidad de estudios experimentales que pretenden determinar la
influencia del residuo distal sobre la afinidad (ver por ejemplo las referencias

[121], [127), [133] o [134]), pero que sin embargo no poseen un correlato a ni-
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vel tedrico. En el trabajo presente hemos utilizado complementariamente los
métodos SAM1 y DFT: el primero se empleé en la optimizacién parcial de las
geometrias, mientras que los valores de las energias y otros datos cuantitati-
vos fueron obtenidos mediante el segundo. Los calculos DFT corresponden
al funcional de intercambio y correlacién BLYP, y se llevaron a cabo por me-
dio del programa Gaussian98 [34], adoptando funciones de base TZV para el
hierro [62] y DZVP para los demas elementos [63]. Este esquema es el mismo
que el descrito en el primer parrafo de la seccién 3.3.

El modelo usado para representar el sitio activo de la proteina de Ascaris,
detallado en la figura 5.2a, es un sistema de 67 atomos que comprende el
grupo hemo mas el residuo proximal (histidina F8) y los aminoacidos dis-
tales (glutamina E7 y tirosina B10), truncados convenientemente a fin de
preservar la funcién quimica. La geometria corresponde a una estructura
cristalografica [124]. Fueron considerados ademds otros dos modelos que
contienen alternativamente sélo uno de los residuos distales, a los efectos de
estudiar sus contribuciones individuales. Por otra parte, con el propédsito de
modelar el sitio activo en las subunidades a y 3, se adoptd la estructura
de 57 atomos exhibida en la figura 5.2b, que incluye la hemoporfirina y los
residuos distal y proximal (histidina E7 e histidina F8 respectivamente). En
este caso la geometria proviene del espectro de rayos X presentado en la re-
ferencia [126]. Los calculos se efectuaron sobre los complejos de hierro(II),
neutros y de bajo espin, segin corresponde al estado fundamental del sitio
activo hexacoordinado de la hemoglobina. En atencién a los vinculos que
limitan el movimiento del hemo y de los residuos circundantes en el seno del
polipéptido, se preservd la geometria del cristal; sélo las coordenadas del O,
y de los atomos de hidrégeno fueron optimizadas con el método SAM1. Las

estructuras resultantes se usaron en los cdlculos DFT a geometria fija.

5.3 Estabilizacion del O, en el sitio activo

La tabla 5.1 contiene las energias de las uniones hidrégeno obtenidas median-

te DFT bajo la aproximacién de los gradientes generalizados (GGA). Esta
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Figura 5.2: Modelo del sitio activo para la hemoglobina de Ascaris (a) y la
hemoglobina humana (b). Las lineas de puntos indican uniones hidrégeno.
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Tabla 5.1 Energias de interaccién (E;,;) y cargas de Mulliken sobre dtomos
relevantes de los sistemas exhibidos en la figura 5.2.
Eint Cargas de Mulliken
(kcal/mol) Fe 0O1* 02
Ascaris (B10+E7) -12.8 1.13 -0.15 -0.22

Ascaris (B10) -7.2 1.1 -0.12 -0.21
Ascaris (E7) -4.3 1.09 -0.11 -0.20
subunidad a -4.1 1.08 -0.10 -0.21
subunidad 3 -6.8 1.10 -0.19 -0.26

¢01 indica el oxigeno enlazado al hierro.

metodologia se ha aplicado satisfactoriamente a la descripcién de puentes
hidrégeno en una variedad de sistemas; algunos ejemplos ilustrativos pue-
den hallarse en las referencias [110] y [135]. Los valores de E;,, representan
exactamente la interaccién del sitio activo oxigenado con los aminoacidos
distales. Para su determinacién, fueron calculadas las energias de los tres
sistemas modelo y luego las de los fragmentos A y B aislados (ver figura 5.3),

también en los tres casos. Seguidamente el valor de E;,, fue evaluado como
Eint = Eror — (Ea + EB) (5.1)

La energia obtenida por este proceder corresponde especificamente a la es-
tabilizacion causada por la interaccién entre el o los residuos distales y el
oxigeno, e incluye los efectos relacionados con la unién Fe-O. En los frag-
mentos A y B se dejaron relajar las coordenadas de la molécula de oxigeno y
de los protones directamente implicados en la interaccién. Encontramos que
la magnitud de la unién hidrégeno es significativa en todos los casos. Este
resultado era en cierto modo previsible, puesto que existe una transferencia
de carga apreciable desde el hierro a la molécula de oxigeno, lo cual se ve
reflejado en la poblaciones electrénicas de Mulliken (tabla 5.1). Esta polari-
zacion del enlace Fe-O puede ser explicada en términos de una considerable

retrodonacién 7* metal-ligando.

En el caso de la molécula de Ascaris, los datos en las tablas 5.1 y 5.2
muestran que el hidrégeno de la tirosina B10 (H B10) forma un puente muy
estable con el segundo oxigeno (O2), mientras que la contribucién del protén

perteneciente a la glutamina (H E7), situado a més de 2.5 A de distancia de
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Figura 5.3: Fragmentos asociados al cilculo de E;y;.

cualquiera de los nicleos de oxigeno, resulta menor. Un aspecto interesante
surge al comparar en la hemoglobina de Ascaris el efecto de los residuos dis-
tales juntos y por separado. Este andlisis evidencia que las contribuciones de
los residuos no son aditivas. Aparentemente, la interaccion entre la glutamina
y la tirosina polariza el grupo hidroxilo de esta tltima, lo que desemboca en
un efecto cooperativo: la presencia conjunta de ambos aminoacidos refuerza
el puente H(B10)-O2.

En relacién a la proteina humana, por otra parte, los resultados de la tabla
5.2 sefialan que para la subunidad « las distancias H(E7)-O son menores que
en la 3, lo cual es consistente con los trabajos experimentales que proponen
la existencia de un puente de hidrégeno en el primer caso y su ausencia en
el scgundo. Lo sorprendente, sin embargo, es que la energia de interaccién
Ein: resulte superior en el sitio distal de la cadena (3, segin puede verse en
la tabla 5.1. Estos resultados, que parecen en principio desconcertantes, se
reconcilian si se presta atencién a la distancia Fe-O. La longitud de este enlace
es sensiblemente mayor en el sitio activo de la subunidad a que en el de la 3,
es decir, la interaccién hierro-oxigeno es mds fuerte en la segunda. De todos
modos, el valor de E;,, no refleja la fuerza de este enlace, sino la estabilizacion

derivada de los aminodcidos distales. ;Cémo se explica esta diferencia en la

104



Tabla 5.2 Distancias seleccionadas (A4) en el sitio activo de las tres
hemoglobinas. Los dtomos pertenecen a los residuos identificados entre

paréntesis.
Ascaris subunidad @ subunidad £
Fe-N(F8) 2.201 1.934 2.065
Fe-O1 1.837 1.857 1.817
H(E7)-01 2.6901 2.073 2.312
H(ET)-02 2.722 1.717 2.831

H(B10)-O1  2.646 - -
H(B10)-02  1.900 - -

energia de estabilizacién y en la distancia Fe-O? Una interpretacién plausible
consiste en suponer una competencia entre la histidina distal y el metal
respecto al O,. De hecho, cabe esperar que la magnitud del enlace Fe-O no
sea muy diferente a la energia de puente de hidrégeno. En el caso de la cadena
@, la histidina distal desestabilizaria parcialmente la unién del O, al hierro, lo
cual explicaria que la interaccion neta sea mayor en la subunidad 3. De todas
maneras, no parece probable que esta supuesta competencia sea el unico
factor que determina la diferencia en las distancias Fe-O. En los fragmentos
B aislados estas distancias son de hecho distintas, lo cual sugiere que los
efectos proximales no estdn exentos de responsabilidad. La discrepancia en
la longitud Fe-O ya se manifiesta sin la infuencia de los residuos distales, si
bien estos acentuian la diferencia. Es decir, afectan mas significativamente
la unién metal-ligando en el monémero a que en el 5. Nétese asi que E;p;
no contiene solamente el aporte del puente de hidrégeno, sino también las

fluctuaciones que este origina en la energia de la union hierro-oxigeno.

Los valores de la tabla 5.1 para la hemoglobina humana son del mismo or-
den que la estabilizacion por puente de hidrégeno propuesta para la mioglo-
bina, estimada en 4 kcal/mol a partir de experimentos de mutagénesis [136].
Nuestros resultados, pues, confirman la existencia de uniones hidrégeno im-
portantes en la hemoglobina de Ascaris y en la cadena a de la hemoglobina
humana, pero revelan ademds la existencia de una interaccién de este tipo

en la subunidad 3, en contradiccién con observaciones previas [126, 127].
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5.4 Dogma y sutilezas sobre la constante de
afinidad

Arribados a este punto, conviene notar que la constante de equilibrio glo-
bal para la unién de un ligando a cierta hemoproteina corresponde a un
fenémeno complejo, el cual, a los fines de esta discusién, y apelando a una
simplificacién extrema, puede ser modelado en tres etapas [137]. La primera
concierne a la particion entre el solvente (la fase acuosa) y la matriz proteica.
La siguiente estd vinculada al transporte del ligando a través de la estruc-
tura polipeptidica, desde la parte exterior hasta el sitio de coordinacién. Y
finalmente el proceso de unién en si, que involucra la reactividad del centro
metdlico y los efectos distales. La afinidad observada puede estimarse co-
mo el producto de las constantes asociadas a estos tres pasos, a los que es
posible tratar a su vez como equilibrios intermedios [137]. Asi, el puente de
hidrégeno es sélo un factor entre las multiples contribuciones que determinan
la constante de equilibrio global. Los efectos proximales ejercen por su parte
cierto control sobre la reactividad respecto al O, a través de la distancia Fe-N
y la orientacién de la histidina F8 [126, 138].

En el caso de la hemoglobina de Ascaris parece probable, como lo sugieren
Peterson y otros [139], que la estructura y el campo electrostatico de la
cavidad distal conformen una jaula efectiva donde el O, permanece atrapado.
A este respecto, existe evidencia de una unién hidrégeno entre el protén
H(E7) y el grupo hidroxilo del residuo de tirosina, el cual aproximaria las
cadenas distales entre si, favoreciendo la probabilidad de reasociacién del

oxigeno al sitio axial.

A proposito del rol del puente de hidrégeno sobre la afinidad, resulta de
mucho interés el trabajo publicado por Miele y sus colaboradores [134], quie-
nes sustituyeron los residuos nativos B10 y E7 de la hemoglobina humana por
tirosina y glutamina respectivamente, con la idea de reproducir el compor-
tamiento observado en la proteina de Ascaris. Opuestamente a lo esperado,
los mutantes exhibieron un decrecimiento en la afinidad por el Oz. En el

mismo contexto es asimismo valiosa la comparacién entre las hemoglobinas
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de las especies Ascaris y Lucina pectinata elaborada en la referencia (139).
Ambas hemoproteinas contienen tirosina y glutamina en las posiciones B10
y E7 de la cavidad distal. Sin embargo, sus constantes de afinidad son des-
concertantemente distintas (la hemoglobina de Lucina presenta una afinidad
comparable a la de la mioglobina). En la referencia citada, se atribuye esta
diferencia a una red de uniones hidrégeno presente en la regién distal de la
hemoglobina de Ascaris que origina una estructura rigida y obstaculiza la ru-
ta de escape de los ligandos. En contraste, una red semejante no se detecta
en el sitio activo de la proteina de Lucina, por lo cual las cadenas laterales

gozan de una flexibilidad que no restringe la disociacién del O,.

Los experimentos de mutagénesis practicados sobre las hemoglobinas de
diversas especies muestran que el aumento en la cinética de disociacién de-
rivado de la supresién de un puente de hidrégeno en la zona distal, esta casi
invariablemente acompanado por un incremento en la constante de velocidad
de asociacién [127]. Esto sugiere que los residuos involucrados en el puente
de hidrégeno representan a la vez, en alguna medida, una barrera cinética,
y asi una unién hidrégeno muy estable no necesariamente supone una cons-
tante de afinidad excepcionalmente elevada. Nuestros resultados sefialan que
las interacciones de puente hidrégeno juegan un papel primario en la avidez
de la hemoglobina por el oxigeno. No obstante, un analisis basado en esta
contribucién unica puede conducir a conclusiones apresuradas. El rol de fac-
tores menos directos que este y que los efectos proximales deben asimismo
ser contemplados a fin de obtener una vision mas acabada de la afinidad de

las hemoproteinas por la molécula de O,.
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Capitulo 6

Modulacién del efecto trans
negativo del 6xido nitrico e
implicancias en la activacién de
la guanilato ciclasa

6.1 ;Por qué la guanilato ciclasa?

Entre las diversas proteinas caracterizadas al dia de hoy, la guanilato ciclasa
soluble se distingue por ser el unico receptor de la molécula de 6xido nitrico
(140, 141]. El NO —un mensajero generado por la NO-sintasa— regula pro-
cesos como la vasodilatacidn, la relajacion muscular en el sistema vascular,
la inhibicidén de la agregacién plaquetaria, o la neurotransmision, a través de
la activacién de la guanilato ciclasa [142]. Con este nombre sc designa a una
familia de enzimas que catalizan la conversién de guanosina trifosfato (GTP)
en guanosina ciclica monofosfato (¢cGMP), un segundo mensajero relaciona-
do con varios mecanismos de transduccién celular, incluyendo las funciones
mencionadas arriba. Existen dos variedades de esta enzima, de las cuales la
isoforma soluble es la uinica proteina conocida que se comporta como receptor
del éxido nitrico. Se trata de un heterodimero a8, que contiene al menos
un grupo hemo b ferroso, pentacoordinado y de alto espin. No se encuentran

disponibles estructuras cristalogréficas de la enzima, aunque experimentos de

109



mutagénesis y espectroscopicos [143] han identificado a la histidina 105 de la
subunidad f3; como el ligando axial. Ademads, se han caracterizado dos sitios
cataliticos localizados en los fragmentos C-terminales de cada mondémero.
Una cualidad particular de esta hemoenzima es su inusual afinidad por los
ligandos diatémicos: para el O, es tan reducida que en solucién saturada
de aire permanece pentacoordinada [144], en contraste con las demds he-
moproteinas, que se unen al oxigeno rapidamente. Por el CO exhibe cierta
afinidad, aunque muy inferior a la observada en otras proteinas ferrosas con
protoporfirina IX pentacoordinada a imidazol, tales como la hemoglobina y
la mioglobina. Lo mismo ocurre para el NO, que suele asociarse a los sistemas
modelo de forma virtualmente irreversible. En el caso de la guanilato ciclasa,
en cambio, se ha medido una cinética de disociacién relativamente alta [145].
Esta selectividad frente a las especies diatomicas, indispensable para el fun-
cionamiento de la enzima, se ha atribuido a las propiedades electrostéticas
de la cavidad distal [146].

La presencia de NO eleva la actividad de la guanilato ciclasa soluble unas
cuatrocientas veces [147]. Los detalles moleculares de la activacién y la de-
sactivacion no se han elucidado completamente, aunque se sabe que estd
mediada por la interaccién entre el hemo y el 6xido nitrico. En efecto, los ex-
perimentos revelan que ante la remocién del grupo prostético el heterodimero
preserva la actividad catalitica basal, pero pierde la capacidad de responder
al NO [148]. Curiosamente, el complejo nitrosilado (activado) no exhibe un
estado de coordinacién seis: los espectros UV [144], EPR [149], y Raman
resonante (150, 151] muestran que el hemo se halla pentacoordinado y en
una configuracién de bajo espin, siendo el NO el unico ligando axial. La
union del 6xido nitrico reviste un efecto trans negativo que debilita el enlace
hierro histidina [152], lo cual conduce a la formacién de un centro metélico
pentacoordinado, si bien se detecta un estado transiente hexacoordinado con
un tiempo de vida media del orden del segundo [140]. Esta ruptura del en-
lace proximal es necesaria para la activacién de la enzima [153]. A pesar
de que el mecanismo no se ha establecido, se supone que la disociacién de
la histidina induce un cambio conformacional que altera la estructura de los

sitios cataliticos, desencadenando el incremento de la actividad {140, 154].
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;Qué particularidad distingue a la guanilato ciclasa de otras hemoproteinas
con histidina proximal, para que su unién al NO provoque la pérdida de la
coordinacion octaédrica, con la subsecuente activacién de la enzima? Se cono-
cen cn realidad algunas otras proteinas en las que el 6xido nitrico induce una
ruptura trans axial, reflejada en una disminucién de la frecuencia vibracio-
nal del enlace Fe-N;,, (vp._n). Esto es observable incluso en la hemoglobina
condicionada al estado T por inositol hexafosfato [155], y en la mioglobina
a pH 4cido o bajo la accién de dodecil sulfato de sodio [156]. Procurando
interpretar tal comportamiento, recientemente Schelvis y sus colaboradores
realizaron un estudio comparativo sobre varias hemoproteinas coordinadas a
histidina que exhiben distintos valores de vp._n [157]. En base a este anilisis,
proponen que la posible ruptura proximal esta controlada por un puente de
hidrégeno al N;s del imidazol axial (figura 6.1). Tal interaccién modula la
densidad de carga sobre el anillo imidazélico. Una unién hidrégeno intensa
proporcionaria al ligando un cardcter negativo suficiente para compensar cl
efecto trans del 6xido nitrico, evitando asi la disociaciéon. Con la intencién
de someter esta hipétesis a un andlisis tedrico, en este capitulo presentamos
un conjunto de simulaciones QM y QM-MM que examinan la relacién en-
tre el puente de hidrégeno a la histidina y el efecto trans negativo del NO
en varias hemoproteinas. En particular, fue calculada la energia del enlace
hierro-imidazol en el complejo nitrosilado, como una medida de la disociacién
causada por el 6xido nitrico. Como podré verse a continuacién, los calculos
corroboran el nexo entre esta variable y la magnitud de la interaccién sobre
el protén del nitrégeno 8. De esta manera, el puente de hidrégeno al imidazol
constituiria un factor determinante en el esquema de coordinacién del metal,

y por lo tanto en el proceso de activacién de la guanilato ciclasa.

6.2 Validacién del tratamiento computacio-
nal

Las optimizaciones parciales sobre las estructuras modelo se efectuaron por
medio del método SIESTA y de la correspondiente implementacién QM-MM

descrita en la seccién 2.7. Puesto que no existen precedentes en la aplicacion
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Tabla 6.1 Distancias (A) y dngulos para el sistema modelo de la figura 3.2,
obtenidos mediante los programas Gaussian98 y SIESTA.

pentacoordinado® hexacoordinado®
Fe-N,-m dpe_pc Fe-N,'m FC-NNO Fe-N-O

sistema G98 2-21 0.44 2.50 1.94 127
neutro SIESTA 2.19 0.21 2.33 1.77 134
sistema G9s8 2.09 0.60 2.10 1.81 140
negativo GIESTA  2.15 0.35 2.16 1.77 135

*Estado quintuplete. *Complejo nitrosilado, estado doblete.
°Desplazamiento del Fe fuera del plano de los nitrégenos.

del programa SIESTA a esta clase de compuestos, se llevé a cabo una serie
de célculos sobre sistemas afines tendiente a establecer la aptitud de la meto-
dologia en la investigacion del presente problema. La tabla 6.1 contiene los
parametros geométricos para la estructura modelo examinada en el capitulo
3 (figura 3.2), incluyendo resultados en el complejo nitrosilado, optimizados
con DFT bajo la aproximacién de los gradientes generalizados. En la tabla
se confrontan los valores obtenidos mediante los programas SIESTA y Gaus-
sian98. Para los cdlculos B3LYP efectuados con Gaussian98 se adoptaron
orbitales de base DZVP [63], excepto para el hierro, descrito por un conjunto
de funciones TZV [62]. Se ha escogido el funcional hibrido B3LYP en virtud
de su buen desempefio en sistemas biolégicos con metales de transicién [4].
Por otra parte, esta y las restantes simulaciones realizadas por el método
SIESTA que reportamos en el capitulo actual, emplearon el funcional PBE
[25] (el inico de clase GGA disponible en el cédigo) y un conjunto de funcio-
nes de base numéricas DZVP. El pseudopotencial incorporado en el metal es
el que se propone en la referencia [158), al que se aplica la correccién no lineal
sobre la carga del core [159]. Se utilizé una grilla con un E,; correspondiente
a 150 Rydbergs, y un valor de AEp40 de 25 meV (ver detalles en la seccién
2.6).

En los datos de la tabla se manifiesta claramente el efecto trans nega-

tivo del éxido nitrico (véase el sistema neutro). Ambos métodos predicen
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un alargamiento importante en la distancia hierro histidina (0.29 y 0.14 A
segin Gaussian98 y SIESTA, respectivamente). En la misma tabla se exhi-
ben los resultados correspondientes al complejo con carga -1 —sin el protén
del nitrégeno §. Mediante este artefacto extremo pretendemos simular el
caracter de imidazolato que adquiere el ligando proximal a causa de un puen-
te de hidrégeno al Ns. Es interesante comprobar que en este caso la densidad
negativa compensa el efecto trans axial, anulando casi por completo el alar-

gamiento que se observa en el sistema neutro.

En la tabla 6.2 se considera una serie de pardmetros estructurales de la
hemoporfirina penta y hexacoordinada con distintos ligandos, en el estado de
espin fundamental. La tabla compara los valores calculados por el método
SIESTA contra los obtenidos mediante un esquema DFT de ondas planas que
usa el funcional BP86 [51]. Se incluyen también datos experimentales. En
general, vemos que los resultados provistos por el algoritmo SIESTA revisten
una exactitud satisfactoria, aunque a un costo computacional muy inferior al
que insume una técnica de Gaussianas. En particular, la longitud X-O que
reportan los experimentos difiere de la calculada. Se ha observado que los
valores de rayos X pueden ser muy imprecisos respecto a este parametro [106],
y de hecho resulta demasiado pequerio si se lo compara con las distancias en

las moléculas diatémicas aisladas.

6.3 Unioén hidrégeno a la histidina y ruptura
del enlace proximal

Una particularidad que presenta el ligando NO con especial interés en quimica
de coordinacién es el llamado efecto trans negativo. Los experimentos [152,
114] y los célculos computacionales indican que la unién de 6xido nitrico
al hierro en la hemoporfirina debilita el enlace trans axial a la histidina.
A la vez, la distancia Fe-NO es mayor que en ausencia del imidazol trans
(ver valores teéricos y experimentales en la tabla 6.2), lo cual sugiere una
interferencia reciproca entre ambos ligandos. Tal comportamiento no se ha

observado en las otras especies diatémicos. El CO, por ejemplo, exhibe el
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Tabla 6.2 Pardmetros geométricos® del complejo hierro-porfirina (FeP)
coordinado axialmente a imidazol (Im) y a distintos ligandos diatémicos
X0 (X=C, N, 0).

Fe-X X-O Fe-X-O Fe-N;n

SIESTA 1.71 1.18 179

FePCO DFT-BP86® 169 1.17 180
exp°© 1.77 1.12 179 2.10

SIESTA 1.73 1.20 142

FePNO DFT-BP86® 1.69 1.19 150

exp? 1.72 112 149

SIESTA 1.75 1.28 122

FePO, DFT-BP86® 1.74 1.28 123

exp*® 1.75 1.20 131

SIESTA 1.76 1.18 180 2.11
FeP(Im)CO DFT-BP86® 1.72 1.17 180 2.07
exp® .77 112 179 2.10

SIESTA 175 121 139 2.29
FeP(Im)NO DFT-BP86® 1.72 1.20 138 2.22

exp’/ 1.74 1.12 142 2.18

SIESTA 2.21

FeP(Im) DFT-BP86® 2.10
exp? 2.1-2.2

“Distancias en A, angulos en grados. *Referencia [51]. Corresponde a un
sistema modelo con un ligando axial piridina [104]. Referencia [105].
¢Corresponde a un modelo con metil imidazol axial [106]. /Referencia [160).
9Datos de las referencias [13] y [77], correspondientes a valores medidos en
hemos pentacoordinados de origen sintético y natural.
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efecto contrario: cuando se une de forma trans a un imidazol los dos enlaces
axiales resultan estabilizados y la disociacién se reduce respecto al complejo
pentacoordinado.

Ahora bien, el debilitamiento del enlace proximal responsable de la acti-
vacion en el caso de la guanilato ciclasa, se ha observado en mayor o menor
medida en otras hemoproteinas. La frecuencia del estiramiento Fe-N;,,, obte-
nida por espectroscopia Raman resonante es un indice de la ruptura proximal.
Schelvis y otros investigadores [157] han advertido que el cardcter negativo
del imidazol puede contrarrestar el efecto trans del NO, y consecuentemente
han procurado establecer una correlacién entre la frecuencia vibracional y la
fuerza de una unién hidrégeno a la histidina —que modificaria la densidad
electrénica en el anillo imidazdlico— en diversas proteinas cuyas estructuras
cristalinas son conocidas. Con el propédsito de brindar una base cuantitativa
a esta proposicién, hemos seleccionado cuatro ejemplos que cubren un rango
amplio de vp._pn, para los que calculamos la magnitud de la unién hidrégeno
al Ns del imidazol, y la energia del enlace hierro histidina. Las estructuras
escogidas corresponden a las subunidades a y 8 de la hemoglobina humana
en presencia de inositol hexafosfato, a la proteina FixL, y a una peroxidasa
(horseradish peroridase C o HRP), y comprenden un espectro de vg._y que
va de 207 a 244 cm™* (se ha sugerido que el sistema puede considerarse hexa-
coordinado a partir de 210 cm™! [157]). FixL es una proteina de membrana
perteneciente a la bacteria Rhizobium melitoti, que ademas del hemo posee
un dominio quinasa. El O, controla la actividad de la quinasa a través de su
unién al hierro [161]. La enzima HRP cataliza la descomposicién de H,O; en
H,0 y la oxidacién concomitante de una variedad de moléculas aromdticas
[162]. Las estructuras cristalograficas de estas proteinas indican la existencia
de un puente de hidrégeno que involucra el protén N;s de la histidina proxi-
mal (figura 6.1). En la hemoglobina la unién tiene lugar entre el imidazol
y un grupo carbonilo correspondiente a un enlace amidico del polipéptido,
mientras que en la macromolécula de HRP la interaccién se produce con
el carboxilato de un residuo de 4cido aspartico. En el caso de la proteina
FixL, la interaccién ocurre mediante una red de uniones hidrégeno en la que

interviene un residuo de asparagina y una molécula de agua.
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Figura 6.1: Modelo del sitio activo para FixL (a), HRP (b), y hemoglobina
humana (c). Los trazos de puntos indican uniones hidrégeno.
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Las geometrias utilizadas en los cdlculos fueron obtenidas de datos espec-
troscépicos de rayos X. ! Sin embargo, las estructuras disponibles no provie-
nen en todos los casos de la especie con actividad biolégica (pentacoordinada
y ferrosa) y por lo tanto es de esperar que ciertos parametros en la proteina
cristalizada discrepen de los de la proteina activa, en particular la posicién
del Fe y la distancia al imidazol. Una minimizacién total no es adecuada
para modelar el problema, pues en la proteina los movimientos del hemo y
del imidazol estdn restringidos dentro de la estructura terciaria. Un camino
posible para tratar este sistema es asignar la distancia desde el centro de la
porfirina al imidazol segiin la distancia correspondiente optimizada en el sitio
activo aislado (en ausencia del entorno proteico). Luego, con este parametro
fijo, hemos incluido los residuos del entorno y permitido la relajacién del

atomo de Fe, del NO, y del protén é§ que participa de la unién hidrégeno.

Calculos cuédnticos
La tabla 6.3 muestra los resultados de las simulaciones efectuadas sobre las
estructuras de la figura 6.1, en las que todos los dtomos fueron tratados
mecanocuanticamente. Puede apreciarse que las energias del enlace hierro
imidazol estdn en consonancia con las frecuencias vibracionales experimenta-
les. También parece haber una correlacién entre estas y la interaccién sobre el
proton del Ny, si bien hay una inversién entre los valores esperados para FixL
y el monémero a de la hemoglobina. En el caso de la enzima HRP, para el
cual la unidén hidrégeno al N resulta estabilizada por la carga negativa de un
carboxilato, la energia de disociacién Fe-histidina es sensiblemente mas alta
que en los otros ejemplos. Consistentemente, la frecuencia de estiramiento

experimental es notablemente mayor.

Si se comparan las poblaciones de Mulliken en el imidazol contra las corres-
pondientes al sistema aislado (tabla 6.5), se advierte que existe una trans-
ferencia de carga hacia el ligando proximal relacionada con el puente de
hidrégeno. La inyeccién de carga adicional promueve la donacién ¢ hacia
el metal, lo cual deriva en la neutralizacién parcial del efecto trans nega-

tivo. Este reacomodamiento supone una mayor disponibilidad de densidad

Las geometrias cristalogrificas PDB de la hemoglobina, la proteina FixL, y la enzima
HRP, corresponden a las estructuras IHGB, 1DRM, y 1ATJ, respectivamente.
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Tabla 6.3 Resultados QM (SIESTA) correspondientes a la energia de la
unién hidrégeno (AEy_ns en kcal/mol), la energia de disociacién
Fe-imidazol (AEn, en kcal/mol), y las cargas de Mulliken sobre grupos de
atomos, y frecuencia de estiramiento Fe-His (cm™!) para FixL, HRP, y las
subunidades a y § de la hemoglobina humana.

o Hb FixL S Hb HRP
AFy_ns -109 -49 -11.1 -403
JAY . 5.8 69 123 181

Qrm 0.04 0.09 -0.03 -0.02
avo  -0.08 -0.04 -0.08 -0.09
VEe—His 207¢ 210b 220 244¢

“Referencia [155]. *Referencias [161] y [163]. “Referencia [164).

electrénica sobre el Fe que aumenta la retrodonacién m hacia el NO, como lo

reflejan las poblaciones de Mulliken negativas sobre el ligando diatémico.

Calculos hibridos QM-MM
La tabla 6.4 contiene los mismos parametros incluidos en la precedente, pero
en este caso sélo el complejo FeP(Im)NO fue representado mediante una des-
cripcién cudntica, en tanto los dtomos del entorno involucrados en el puente
de hidrégeno y cercanos a la histidina proximal se modelaron a través del
campo de fuerzas AMBER [41], usando el esquema QM-MM del progra-
ma SIESTA. Este enfoque implica una considerable ganancia en términos
de costo computacional. Al mismo tiempo, la posibilidad de contrastar los
resultados contra el esquema puramente cuantico constituye una prueba pre-
liminar previa a la incorporacién del entorno proteico completo. Los valores
de AE},, estin en buen acuerdo con los de la tabla 6.3. La misma obser-
vacion es valida para las energias de las uniones hidrégeno, si bien aqui las
diferencias que surgen son algo mayores. En particular, la inversién que se
observaba entre los comportamientos de la proteina FixL y de la subunidad «
tiende a desaparecer. El método QM-MM reproduce entonces satisfactoria-
mente la modulacién del efecto trans negativo, lo que podemos justificar en
cierta medida si consideramos que la unién hidrégeno consiste esencialmente
en una interaccién electrostatica. No obstante, la inspeccién de la tabla 6.4

permite comprobar que las cargas de Mulliken en el imidazol exhiben la ten-
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Tabla 6.4 Energia de la unién hidrégeno (kcal/mol), energia de disociacién
Fe-imidazol (kcal/mol) y cargas de Mulliken sobre grupos de dtomos,
calculadas mediante la implementaciéon QM-MM del método SIESTA.

a Hb FixL B Hb HRP

AEy_ns -93 -72 -173 -35.7
AEm 6.3 69 123 154
qrm 012 0.13 0.16 0.23
gdno -0.08 -0.06 -0.07 -0.11

dencia opuesta a la que se observa para los calculos QM. A pesar de ello, los
resultados sobre la energia son coincidentes. ;Cémo se explica esto? Median-
te la aproximacion QM-MM no es posible modelar la transferencia de carga
asociada a la unién hidrégeno, que en tal caso queda reducida a un efecto de
polarizaciéon. Cuanto mas fuerte es el puente de hidrégeno, mas se polariza el
imidazol. Este efecto permite la estabilizacion de cierta carga positiva en la
histidina, de manera que finalmente se favorece la redistribucién electrénica
que fortalece la donacién ¢ y por tanto la unién al hierro. De esta manera,
la omisién de la transferencia de carga en el cdlculo mixto cudntico-clasico

no invalida los resultados.

El acuerdo entre los resultados QM y QM-MM propicia la realizacion de
simulaciones hibridas que contemplen la totalidad de la proteina. La tabla 6.5
presenta los valores obtenidos para tres de los cuatro ejemplos examinados,
donde el polipéptido completo es incorporado a la simulacién a través del
campo de fuerzas (en la figura 7.1 se esquematiza el arreglo espacial en el caso
de la proteina FixL). Las energias de disociacién Fe-imidazol no se apartan
significativamente de los valores de la tabla 6.4, salvo quizd para la enzima
HRP. En términos generales, podemos decir que la unién hidrégeno al residuo
proximal prevalece sobre los posibles efectos distales o de largo alcance. En
el caso particular de la enzima HRP, la optimizacién estructural revela la
existencia de una unién hidrégeno entre el NO y un protén de la cavidad
distal, ligado al nitrégeno de un enlace peptidico. La polarizacién inducida
sobre el 6xido nitrico, reflejada en las poblaciones de Mulliken, supone un
aumento en la migracién de densidad electrénica a lo largo del eje Nj,-Fe-

N que explicaria el incremento en AE},. Atdn asi, la modulacién proximal
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Tabla 6.5 Energia de la unién hidrégeno (kcal/mol), energia de disociacién
Fe-imidazol (kcal/mol), y cargas de Mulliken, calculadas en presencia del
entorno proteico completo mediante la implementacién QM-MM del
método SIESTA.

a Hb FixL HRP

AFE;, 3.7 10.7 229
drm 0.09 0.17 0.28

qvo -0.01 -0.09 -0.19

parece ser el factor dominante.

6.4 Comentarios finales

Los resultados de la simulacién computacional respaldan la interpretacién
que atribuye a la unién hidrégeno la atenuacién del efecto trans negativo del
NO. En la tabla 6.6 presentamos datos correspondientes a la hemoporfirina
con imidazol y con un ion imidazolato coordinados en forma trans al NO,
obtenidos mediante cdlculos QM en el vacio, relajando las coordendas del
hierro y de los ligandos axiales. El acuerdo entre los pardmetros geométricos
de la tabla 6.6 con los correspondientes al compuesto modelo de dos amidi-
natos (tabla 6.1) es una evidencia de que la estructura simplificada resulta
apropiada para describir a la hemoporfirina. El complejo ionizado es una re-
presentacion radicalizada de la perturbacion ejercida por la unién hidrégeno
al Ns. La comparacidon de ambos sistemas muestra que el incremento de la
densidad electrénica en el imidazol refuerza considerablemente el enlace con
el hierro, reduciendo al mismo tiempo la distancia Fe-N;,, en detrimento de la
longitud Fe-NO. Esta influencia sobre la unién hierro histidina se manifiesta
en mayor o menor medida en las cuatro estructuras examinadas en las tablas
6.3,64y6.5.

Claramente, pues, la densidad de carga sobre el imidazol controla su diso-
ciacién del metal. En la proteina, la densidad electrénica resulta modulada a
través de la unién hidrégeno al Ns del residuo proximal. Esta interaccion sc

convierte asi en un factor determinante respecto del estado de coordinacion
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Tabla 6.6 Energia de disociacién Fe-N,,,, (kcal/mol), cargas de Mulliken, y
distancias de enlace (A), calculadas para la hemoporfirina nitrosilada
coordinada a imidazol (sistema neutro) e imidazolato (sistema negativo).

sistema neutro sistema negativo

AE 8.3 20.6
rm 0.12 -0.65
ano -0.06 -0.13

Fe-Nim 2.29 2.09

Fe-N(NO) 1.75 1.79

del hierro. En ausencia de puente de hidrégeno la histidina neutra no es ca-
paz de compensar el efecto trans negativo del 6xido nitrico. La connotacién
que estos resultados adquieren en relacién al problema de la guanilato ciclasa
tiene un enorme interés. Si bien no disponemos de la estructura cristalina de
la enzima, se ha obtenido para el estiramiento Fe-histidina una frecuencia de
204 cm™! [150]. Se trata de un valor pequefio en comparacién al de las otras
proteinas consideradas. Cabe conjeturar, entonces, que la ruptura del enlace
proximal responsable de la estimulacion catalitica esta asociada a la inexis-
tencia de una interaccién significativa sobre el proton 4 de la histidina 105.
La disociacién proximal se ha observado también en otras hemoproteinas. Sin
embargo, solo en el caso de la guanilato ciclasa conduce a un cambio confor-
macional que tiene el efecto de multiplicar extraordinariamente la actividad

enzimatica.
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Capitulo 7

Conclusiones y perspectivas

Si se consideran las hemoproteinas a la luz de la evidencia articulada en las
paginas precedentes, no puede menos que reconocerse la singular adaptabili-
dad del grupo hemo. La misma evidencia establece que es el entorno proteico
el responsable de explotar semejante versatilidad, determinando en iltima
instancia la funcionalidad del sitio activo. Desde la oxidacién de un com-
puesto organico al transporte de electrones, las multiples tareas que puede
acometer el hemo aparecen regladas por el polipéptido. Esto pone de relieve
la importancia objetiva de atender a los efectos del entorno al momento de
emprender el estudio del centro metdlico en una hemoproteina. Resulta inne-
gable que la exploracidn de sistemas modelo constituye un atajo sumamente
valioso en esta direccidn, aunque su aporte concierne exclusivamente a las
propiedades generales de las hemoporfirinas. Es cierto que la evolucién de la
quimica bioinorganica ha vuelto posible la sintesis de compuestos que repro-
ducen con bastante aproximacién el entorno estructural inmediato del hemo
en la proteina [77]; sin embargo los efectos del entorno pueden ser sutiles
o manifestarse a través de interacciones indirectas, por lo cual representar
cabalmente la actividad del grupo prostético a partir de un modelo minimo

no es siempre factible.

La relevancia que a nivel fisiolégico supone el estudio de las hemoproteinas
se debe en buena parte a la posibilidad de elucidar los mecanismos de modu-

lacién de la actividad bioldgica. La interpretacion y el esclarecimiento de ta-
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les mecanismos entrafian un enorme valor, cuya trascendencia se materializa
por ejemplo en las posibles aplicaciones terapéuticas. Pero la flexibilidad que
muestra el grupo hemo y su respuesta al entorno lo han convertido ademds
en objeto de interés para otras dreas. Su versatilidad en cuanto centro redox
le predispone para potenciales aplicaciones en electroquimica o en ciencia de
los materiales.

Si convenimos en que el conocimiento de los detalles moleculares resulta
imprescindible para la investigacion del comportamiento enzimatico, enton-
ces debemos admitir que los métodos de quimica cudntica ocupan un lugar
nada despreciable. Son capaces de suministrar informacién que a menudo se
halla fuera del alcance de los procedimientos experimentales, o bien que sélo
podria obtenerse mediante técnicas muy costosas. En principio, permiten
simular casi cualquier experimento imaginable sobre un sistema molecular y
medir todas las variables involucradas. En la préactica, estan sometidos a se-
rias limitaciones asociadas principalmente al tamano del sistema. En el caso
de una proteina se hace necesario recurrir a simplificaciones, por ejemplo las
que proponen los tratamientos hibridos QM-MM. Este enfoque reduce las de-
mandas de hardware, mostrandose valioso en una variedad de aplicaciones.
Al momento, posiblemente es la herramienta de simulacién computacional
mas eficiente para el calculo de estructura electrénica en proteinas, y no seria
sorprendente que en el futuro su uso se generalice a otras macromoléculas o

a sistemas extendidos.

En este trabajo, seglin conviniera al problema particular, se opté por opti-
mizar las coordenadas del sistema o bien por adoptar la estructura de rayos
X. Esta tesitura es 1til para acceder a propiedades de equilibrio. No obstan-
te, comporta una limitacién en tanto ofrece un punto de vista estrictamente
estatico. En la figura 7.1 se esquematiza el polipéptido correspondiente a la
proteina FixL. Se destaca el grupo hemo y algunos dtomos de su entorno.
Posiblemente la figura proporcione de un modo bastante gréfico una idea de
la movilidad que en condiciones fisioldgicas puede llegar a exhibir la estruc-
tura terciaria y en especial las cadenas laterales. Considerar los aspectos

dindmicos de la proteina puede resultar esencial a muchos fines practicos,
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Figura 7.1: Representacion de la proteina FixL.
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por ejemplo para la estimacién de constantes de afinidad o cinéticas, pa-
ra determinar canales y mecanismos de transporte intramolecular, o para
simular explicitamente efectos cooperativos. En la actualidad se llevan a ca-
bo rutinariamente simulaciones de dindmica molecular sobre macromoléculas
mediante la utilizaciéon de métodos clasicos, con las consabidas limitaciones
que presuponen. La dindmica molecular ab initio o DFT sobre proteinas es
por el momento un objetivo demasiado ambicioso, que los métodos de or-
den N y los tratamientos QM-MM pretenden asequir. Pero ain recurriendo
a las aproximaciones hibridas, el tamano del subsistema QM con frecuen-
cia impide realizar una simulacién lo suficientemente prolongada para ser
estadisticamente significativa. Es fundamental disponer de métodos velo-
ces capaces de minimizar el tiempo demandado por cada iteracién. En tal
sentido, la implementacién QM-MM del método SIESTA se halla bien posi-
cionada; su aplicacién a la dinamica de proteinas constituye uno de nuestros

objetivos a mediano plazo.

Resulta dificil especular acerca de la trascendencia que los métodos de
quimica cudntica y fisica molecular llegardn a adquirir dentro de las ciencias
naturales. Por el momento puede anticiparse que su evoluciéon pondra a su
alcance sistemas cada vez mas complejos, situando bajo su 6rbita una parte
importante del universo material. Después de todo, no es impensable que los
progresos metodolégicos apuntalados por el formidable desarrollo tecnolégico
coloquen a la simulacién computacional en una situacién privilegiada, a la
misma altura que los experimentos convencionales, pero con una potenciali-

dad extraordinariamente mayor.
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