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Resumen

Estudio tedrico-experimental de la migracion y union de ligandos pequefios

en hemoproteinas

Las hemoproteinas se encuentran en todos los organismos vivos y tienen una gran variedad
de funciones, desde el transporte de ligandos hasta fenédmenos bioquimicos redox. Las funciones
de las hemoproteinas estan tipicamente asociadas a la interaccién con pequefios ligandos, como
02, NO, HNO, HS, O, etc. Una de las etapas fundamentales de esta interaccion son la migracion
del ligando a través de la matriz proteica y su posterior unién al centro metalico del hemo. Estos
procesos pueden limitar la velocidad del proceso global, con su consecuente impacto bioldgico

sobre el organismo en que se encuentra la hemoproteina.

La complejidad de las hemoproteinas en funcion de su estructura, o condiciones del medio
(temperatura, presion, etc) requieren de la utilizacion de diversos enfoques para abordar un

estudio de los procesos mencionados.

El presente trabajo de tesis tuvo como objetivo estudiar, a partir de estudios tedricos, y
métodos tanto de simulacion computacional como experimentales, el proceso de migraciony unién

de ligandos a hemoproteinas

En primer lugar, se abordé un estudio teodrico sobre los estimadores de energia libre
derivados de la ecuacion de Jarzynski, para distribuciones de trabajo generalmente obtenidas en
simulaciones de dindmica molecular guiada, tomando como caso paradigmatico la migracién de

ligandos en metaloproteinas.

En segundo lugar, se estudi6 mediante diversas técnicas de simulacion computacional
clasica y multi-escala cuantico-clasica (QM/MM) la especiacion de especies de sulfuro (HzS) en

hemoproteinas, utilizando ademas las metodologias desarrolladas en el primer capitulo.

Finalmente, se estudié mediante técnicas experimentales de laser flash fotolisis el efecto
de la temperatura en la migracion y union de ligandos diatdmicos en hemoglobinas truncadas
pertenecientes a bacterias que habitan en condiciones diferentes de temperatura: P. Haloplanktis,

B. Subtilis, y T. Fusca, que son consideradas psicréfilas, mesofilas, y termdfilas, respectivamente.

Palabras clave: hemoproteinas, pequefios ligandos, migracion, dinamica molecular guiada, ecuacion

de Jarzynski, dindmica molecular, QM/MM, cinética de Laser Flash Fotdlisis, constantes de asociacién kon






Abstract

Theoretical-experimental study of the migration and binding of small

ligands to heme proteins

Heme proteins are found in all living organisms and have a gamut of functions, from the
transport of ligands to redox chemistry. The functions of heme proteins are typically associated
with their interactions with small ligands like O, NO, HNO, H.S and O.". The fundamental stages
of this interaction are the migration of the ligand through the protein matrix and its subsequent
binding to the heme metal center. In many cases, these processes may limit the rate of the global
association process, with a consequent biological impact on the organism to which the heme

protein belongs.

The complexity of heme proteins as a function of their structures, or the conditions of
the medium (temperature, pressure, etc.) require the use of diverse perspectives to encompass

the study of the mentioned processes.

The main goal of the present dissertation is to study from theoretical studies,
computational simulations and experimental methods, the process of migration and binding of

small ligands to heme proteins.

First, a theoretical/mathematical study was carried out on the use of different
estimators of the free energy derived from the Jarzynski equality for underlying work
distributions obtained using steered molecular dynamics simulations, using the migration of

small ligands in metalloproteins as a paradigmatic case.

Second, a combination of several classical and multi-scale quantum-classical (QM/MM)
simulation techniques were used to study the speciation of hydrogen sulfide (H2S) in heme

proteins, employing besides the tools developed in the first chapter.

Finally, using experimental techniques, namely laser flash photolysis, the effect of
temperature was studied on the migration and binding of diatomic ligands in truncated
hemoglobins belonging to bacteria adapted to extreme temperatures, namely P. Haloplanktis,
B. Subtilis, and T. Fusca, which are considered psicrofiles, mesophiles, and thermophiles,

respectively.

Key words: heme proteins, small ligands, migration, steered molecular dynamics, Jarzynski

equality, molecular dynamics, QM/MM, laser flash photolysis, association rate constant Kon.
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B Proteinas

Las biomoléculas mas importantes dentro de todos los organismos vivos son las
LN20SIy1-4 ORSE IMSF2 ~ .5 71 ANNGSI2E8T LNRY hySyESit Y IRIE 1 L2l &z OHMOIS
sobresaliente en la biologia de cualquier organismo vivo. Desde su descubrimiento y a partir de
la caracterizacion de su gran ubicuidad, se las han descripto como méaquinas transportadoras,
bio-reactores y sensores, replicadores, como material estructural, reguladores de metabolismo,

y también como priones y componentes fundamentales en virus. <l

En términos estructurales, todas las proteinas tienen a sus aminoacidos constitutivos
O2yr20Y 1yR2 £2 1jizS 45 02y208 02Y 2 4aS0uSy0il€ 2 OIRSYI- 'Y y2I-0IRION of 1Y ly240IR21 S fI-
unidad minima en esa cadena y se une al siguiente o posterior aminoacido mediante un enlace
de tipo amida (enlace peptidico). En algunas proteinas, ademas de aminoacidos, también se
encuentran otras especies quimicas (azucares, lipidos, etc. unidas covalentemente o no, a la

cadena) o incluso &tomos o metalicos (como cobre, manganeso, hierro, zinc, etc).[

Cada proteina estara entonces constituida por una secuencia de un largo y un orden
determinados a partir de una combinacion de veinte aminoacidos. A nivel espacial, estas
caracteristicas determinaran la estructura tridimensional que adopta cada proteina, es decir, la
forma en que esta plegada la proteina. A la disposicién espacial de la cadena aminoacidica se la
adzSES 1Y 140 aLIEST1-Y1Syizé RS fI- Li2lS)y1

En conclusion, la relevancia extrema que las proteinas adquieren en diversos procesos
bioldgicos, su generalidad estructural, asi como también su especificidad funcional, motiva a la
comunidad cientifica al estudio profundo de la relacion entre estructura y funcién de las
proteinas. Esta relacion, de caracter intimo, es la responsable de la modulacién y regulacion, de

los efectos de la proteina en los procesos biolédgicos estudiados.

Bl Hemoproteinas

Un grupo especial de proteinas, las llamadas hemoproteinas, estan presentes en todos

los seres vivos y han adquirido una gran importancia a partir de la determinacion de la estructura




de tridimensional de la hemoglobina y mioglobina®?, y debido a la enorme diversidad de

funciones encontradas en otras hemoproteinas. 1<

Este conjunto de proteinas se caracteriza por poseer todas una molécula adicional a la
cadena aminoacidica llamada grupo hemo, cual estd unido (covalentemente o no) a algunos

aminodcidos de la proteina.

Para las hemoproteinas se han descripto funciones muy variadas como transporte,
almacenamiento y sensado de moléculas pequefias (como las hemoglobinas, mioglobinas,
nitroforinas, guanilato ciclasa), catalisis enzimatica (como las peroxidasas, catalasas, 0xido
nitrico sintasa, flavohemoglobinas, hemoglobinas truncadas), transferencia de electrones (como
los citrocromos), entre otrast*>?l, En casi todos los casos, el grupo hemo es el actor principal

que caracteriza funcionalmente a la hemoproteina.

Existen en la naturaleza varios tipos de grupo hemo, los méas habituales son los

denominados a, by c.

En todos ellos, la unidad bésica es el anillo porfirinico o porfirina (ver Figura 1). Esta
estructura, es un anillo heterociclico de 5 miembros (4 atomos de carbono y 1 de nitrégeno)

llamados pirroles, unidos entre si por medio de puentes carbonados.

CIdzI- mY SadNg006z01- RS £1- LI2UFy1- t28 Hi2'Y 24 RS KIRIs3ISy? & 28 FdzLi2a f-0S01-6Sa FazSi2y 2 Y 1iR22a LIHI- Y 1-22
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Los tres tipos de hemo mencionados se distinguen entre si por tener distintos grupos
laterales unidos a la porfirina. Por ejemplo, el hemo ¢ presenta uniones covalentes azufre-azufre

con aminoacidos pertenecientes a la proteina.

El més habitual en la naturaleza es el grupo hemo b, que no esté unido covalentemente
a la proteina y tiene grupos laterales denominados como metilénicos, vinilicos y propionicos

como grupos laterales (ver Figura 2).

La orientacion espacial de los cuatro atomos de nitrégeno de los anillos pirrolicos

determina una cavidad, llamada sitio de coordinacion, cuya arreglo espacial se denomina plano




cuadrado (ligandos ecuatoriales), en donde puede alojarse un metal (hierro, manganeso, zinc,
etc). Para el caso de las hemoproteinas, este centro suele ser un atomo de hierro (Fe), el cual se
presenta tipicamente en los estados de oxidacion ferroso (formalmente como Fe(Il)) o férrico
(formalmente como Fe(lll)), aunque se han descripto otros estados de oxidacién posibles

(observados durante poco tiempo), como por ejemplo Fe(lV).[26:28]

Sitio distal

c. P
/H\C/
H |

—N

Sitio proximal
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El &tomo de hierro central entonces permite dos posiciones axiales adicionales de
coordinacion de ligandos. Se deflyS Syli2y054 dry” Sylizly2 2 aaliizé LNRENY I |- fI- T2y1- 1jizS
contiene al denominado quinto sitio de coordinacion & dzy Syti2lly? 2 asitioé Riil I- fI- T2y1- 1jaS

contiene al denominado sexto sitio de coordinacion (ver Figura 2).

En general, en las hemoproteinas el quinto sitio de coordinacion (ubicado en el sitio
proximal) es ocupado por un aminoéacido. Por ejemplo en la mioglobina, la leghemoglobinay la
neuroglobina, el aminoacido proximal es una histidinal*®2°3% (como se muestra en la Figura 2).
En otros casos, como en el citocromo P450 o en la 6xido nitrico sintasa es una cisteinal®y,

mientras que en la catalasa de E. coli se ha encontrado una tirosina en esta posicion.*

El sexto sitio de coordinacion (ubicado en el sitio distal) suele corresponder al sitio
donde pequefios ligandos (como CO, NO, O, etc) pueden coordinarse (cara distal en Figura 2).
En algunos casos esta posicion puede estar ocupada por moléculas de agua o por otro
aminoécido (por ejemplo por una histidina en neuroglobina®¥). Como se vera en las secciones

posteriores en este capitulo, pueden bloguear el acceso al hierro de los pequefios ligandos.




Dependiendo de la naturaleza de los ligandos y el estado de oxidacion del hierro, la
intensidad del enlace entre el hierro y el ligando (Fe-L) sera diferente. Por ejemplo, para Fe-CO,
Fe-NO y Fe-O; el enlace es mas fuerte con el hierro en estado ferroso mientras que para Fe-CN-
, Fe-N*, Fe-SH; el enlace es mas intenso en el estado férrico. Por otro lado, para los aminoécidos
habituales que ocupan el quinto sitio de coordinacion, la unién puede tener intensidades muy
variables, pero debido a restricciones geomeétricas que la proteina imprime sobre el aminoacido,

este se mantiene unido al hierro (salvo casos excepcionales como en guanilato ciclasa).l*

Desde el punto de vista estructural, las hemoproteinas pueden dividirse en dos grandes
grupos distinguidos por su plegamiento caracteristico. Existe una familia denominada globinas,
que presentan un plegamiento particular llamado Go &20liS o€ 63/3); constituido por 3 hélices h
(llamadas hélices A, B, E) enfrentadas a otras 3 hélices h (F, G, H), con el grupo hemo en el centro
(ver Figura 3). Este grupo de hemoproteinas, se encuentran presentes en bacterias, arqueas y
en organismos eucariéticos. Algunos de los miembros mas representativos de esta familia son

la mioglobina, la neuroglobina, y la leghemoglobina.920.3

CA3dll- of tS3I-YISy2 oko jLII02 RS At20hy1-4 6KSHOSE 11 .19 Sy I-Tizt & & DI 1 Sy lie20 02y St izl KSY'2 0Sy yS3li20
La otra familia de hemoproteinas, descubierta mucho mas recientementel®®,
corresponde a las llamadas hemoglobinas truncadas (trHb)®”, ya que comparten un
plegamiento muy similar a las globinas, pero poseen entre 20 y 40 aminoacidos menos en su
secuencia y carecen de dos de sus hélices. Estas proteinas se encuentran presentes en general,
en eubacterias, cianobacterias, protozoos y plantast®l. Al plegamiento de este grupo particular
RS KSY 2Li2iS)y1-3 &S 2 f1-Y'I- aH 32060S Hé oHkHI ASN CIAdNI- nod




Se les han asignado funciones que van desde sensores de O, y NO, transferencia de

electrones, catalisis de reacciones redox, entre otrasf®.

Figura 4: Plegamiento 2/2 t?pico de hemoglobinas truncadas (h®lices B, E en azul y G, H en rojo) con su grupo hemo
(en negro)

Para diferenciar las distintas hemoglobinas truncadas que posee un mismo organismo
se las identifica con una letra accesoria: N, O 6 P; (o I, Il 6 11l) dependiendo del grupo filogenético

al que pertenece.*!

Una caracteristica fundamental que presentan las hemoglobinas truncadas, es la alta
identidad de secuencia intra-grupal (por ejemplo para M. tuberculosis O y M. avium O la
identidad es del 84%) y la baja identidad inter-grupal, (la identidad entre M. tuberculosis
Ny la M. tuberculosis O es de 18%).

En las proteinas la estructura se encuentra evolutivamente mas conservada que la
secuencia, es decir que proteinas con secuencias muy diferentes pueden tener la misma
estructura tridimensional e inclusive cumplir las mismas funciones. Por esta razén, a los
aminodacidos méas conservados en las hemoproteinas se les asigna un nombre y una posicion
segun su ubicacién dentro de la estructura proteica, por ejemplo TrpG8, AlaE7, etc. El resto de
los aminoécidos se los suele identificar con un nimero correspondiente a su posicion en la

secuencia de la proteina, por ejemplo Met92, Tyr36, etc.

Aunque estructuralmente las hemoglobinas son muy similares entre si, se ha observado
gue cambios puntuales en aminoéacidos del sitio activo modulan el comportamiento de la

proteina frente a ligandos diatomicos®*7, Por ejemplo, cambios puntuales en posiciones




especificas (como por ejemplo en B10, CD1, E7, etc) pueden afectar tanto la estabilizacion de
ligandos coordinados al hierro, asi como también su capacidad para acceder al sitio activo (por
ejemplo afectando los canales de migracién de las proteinas). De esta forma, las mutaciones

puntuales de aminoécidos pueden ser determinantes en la actividad de la proteina.

Por todo lo anterior, las globinas y las hemoglobinas truncadas resultan ser un excelente
sistema de estudio para comprender los factores fisicoquimicos que modulan la actividad de las
hemoproteinas. Las conclusiones obtenidas mediante el estudio de casos claves podran ser muy

valiosas para poder extrapolar al resto de los miembros de la familia.

Bl Union y disociacion de pequeiios ligandos.

Muchos procesos biolégicos relacionados con las hemoproteinas estan vinculados a su

reactividad frente a pequefios ligandos, como CO, NO, O, HS, etc.[151821.2538].

La actividad frente a ligandos pequefios esta determinada por varios factores: por un
lado, la migracion del ligando desde el solvente hasta el sitio activo a través de la matriz proteica
y la posterior union del ligando al grupo hemo. Luego, y dependiendo del ligando, de la proteina
y del ambiente en que se encuentre (presencia de otros ligandos) el ligando podra reaccionar o

simplemente disociarse del grupo hemo y en Gltima instancia volver al solvente.

La relacion entre las velocidades de migracién, union, reactividad y de disociacion de los

ligandos determinara la actividad global de la hemoproteina frente a estos ligandos.

La migracion dependera de la accesibilidad para llegar al sitio activo a través de la matriz
proteica; la union dependeré de la accesibilidad por alcanzar el hierro del grupo hemo (muchas
veces blogueado por moléculas de agua o aminoéacidos de la propia proteina); la reactividad
dependeréa de diferentes variables tales como las caracteristicas de la interaccion del ligando
con el hemo, las presencia de aguas (0 aminoacidos) que participen en el proceso, la presencia
de otras moléculas de ligando, etc; y la disociacion dependerd de la estabilizacion del ligando

unido al grupo hemo e interacciones con aminoacidos cercanos del sitio distal.

Los procesos de migracion se ven favorecidos por la presencia de los denominados
G01-y14S4€ RS Y13NI-0isyt9<41, definidos como zonas de la proteina de baja densidad electrénica
que conectan el sitio activo con el solvente (ver Figura 5), que favorecen el ingreso de los

ligandos hasta el sitio activo donde se encuentra el grupo hemo.




Para el caso de las hemoglobinas truncadas por ejemplo, tanto desde un punto de vista
experimental como tedrico, se han descripto tres canales principalest®42<#¢l (Figura 5): un canal
largo (LT) topoldgicamente posicionado entre las hélices By E, y dos canales cortos, conocidos
como la puerta E7 (E7 gate) y el canal G8 (STG8), llamados asi por el rol clave que tienen la

histidina (en la posicion E7) y el triptdfano (en la posicion G8), respectivamente.

Figura 5: esquema de los tres canales de migraci-n (puerta E7, STG8 y LT) observado en general en las
hemoglobinas truncadas.

El canal E7 corresponde al camino altamente conservado y ampliamente estudiado en
mioglobina y hemoglobina “°4147], Se |o ha descripto como un canal polar debido a la cercania
de los grupos propionatos del hemo y porque esta ubicado en la cara mas expuesta del sitio
activo al solvente. El canal STG8 sin embargo es hidrofébico y en algunos casos, se ha observado

que el TrpG8 bloquea la migracion de ligandos a través de este canal y del canal LT85

Los procesos de migracion se pueden ver afectados por diversos factores. En primer
lugar, las moléculas de agua pueden jugar un rol fundamental en la velocidad de entrada y de
salida de algunos ligandos. Por ejemplo, se ha mostrado que moléculas de agua internas
(estabilizadas por residuos proteicos) pueden bloquear la accesibilidad al hemo a través de los
canales de migracién, retrasando la migracion de los ligandos®<%l, También, la velocidad de
migracion se vera afectada, si el ligando requiere de un proceso de desolvatacion parcial para el

ingreso al sitio activo, sobre todo para ligandos cargados.




Para el proceso de union, muchas veces el ligando al ingresar al sitio activo requiere de
un desplazamiento de moléculas de agua retenidas en posiciones clave del sitio activo, como

por ejemplo coordinadas al centro metalico.

Por otro lado, por el eventual requerimiento de un cambio en el estado de spin en la
formacion o ruptura del enlace Fe-LB® puede modular también el proceso de unién y disociacion

de los ligandos.

Finalmente, las interacciones que estabilicen (o0 desestabilicen) el complejo
hexacoordinado (o pentacoordinado) modularan el proceso de disociacion. Por ejemplo, las mas
habituales son las interacciones de tipo puente de hidrogeno que estabilizan el complejo
hexacoordinado modulando asi la disociacion8%<€l, por ejemplo, debido a una interaccion
especifica con el hierro (llamada retrodonacion ““), el O, coordinado al grupo hemo en estado
ferroso adquiere una carga parcial negativa permitiéndole interaccionar con grupos cargados

positivamente de aminoécidos cercanos en el sitio distal.[>6:?

Se ha demostrado también que las modificaciones electronicas que podria sufrir el
grupo hemo debido a distorsiones en el anillo porfirinico en algunos casos puede ser un factor

modulador de la afinidad del ligando.

9y 3SySNII Sa KI-ohidzI- NSTSUMNAS I- fI- ddzyisyE RSE £131yR2 Oomo al proceso global que
engloba a los procesos de migracion del solvente al sitio activo y a la unién del ligando al grupo
KSY'2 RS fI- KSY 2Li2iS)y14 alSyill-a 1ji:S fI- aRia2011-0isyE suele referirse al proceso que engloba
a los procesos de disociacion del ligando del grupo hemo y a la posterior migracion del ligando

del sitio activo al solvente.

Bl Caracterizacion cinética y termodinamica de los
procesos de uniéon y disociacion de pequefios

ligandos en hemoproteinas.

Los procesos globales de union y disociacion de un ligando en una proteina en solucion

acuosa a temperatura constante estan gobernados por la siguiente reaccion:

-1 -1
kon(M s )

Pr(aq) + L(aq) FA Pr-L(aq)
kogr(5™1)




Donde Pr(aq), L(aq) y Pr-L(aq) se refieren a la proteina, ligando y el complejo proteina
ligando, respectivamente, considerados todos en solucion acuosa. Para la reaccion como esta
escrita® es la constante cinética (bimolecular) de union del ligando con la proteinayQ  es

la constante cinética (unimolecular) para la disociacion del ligando del complejo Pr-L.

Segun la reaccion anterior, ©  caracterizara la union del ligando, incluyendo la etapa
de migracion del ligando desde el solvente hasta el sitio activo y la etapa de formacidn del enlace
Fe-L. Asuvez,0  caracterizara la disociacion del ligando incluyendo la etapa de ruptura del

enlace Fe-L y la etapa de migracién del ligando hasta el solvente.

El modelo de Eyring (ecuacién (1.1)) es un modelo ampliamente utilizado en cinética
quimicay especificamente en reacciones que involucran proteinas en solucion acuosa®*<4, Este
modelo establece una relacion matemaética entre las constantes cinéticas de velocidad y la
temperatura, a través del cambio de energia libre entre reactivos y el estado de transicién (Y0 )

de la reaccion:

oy Y (1.1)

En donde T es la temperatura absoluta, R la constante universal de los gases, ? y @ son
las constantes de Boltzmann y de Plank, respectivamente. Y0 es el cambio de energia libre

entre reactivos y el estado de transicién de la reaccion.

Por otro lado, Y0 representa una medida del til-o142 NS@SIaIGES 62 RS 4024i2
SySiasiio2éy para que los reactivos arriben a la conformacion del estado de transicion. En
(SIYiy2a G2t21jdil550 45 6 anStS RSY2Y M aolSuE RS SySiFil- oS [I-4 1S10012y84 que

tengan mayores ¥'0  seran entonces los que tengan constantes de velocidades mas bajas.

En términos generales, los valores de las constantes cinéticas, se veran afectados por
cada barrera de energia libre que el sistema debe superar para que suceda la reaccion, las
barreras de la etapa de migracion y de unién en © y las barreras de la etapa de disociacion y
migracion en 0 . Sin embargo, existiran barreras de energia libre de alguna etapa, que
resulten significativamente mayor a las del resto de las etapas del proceso global. Para estos
casos, lavelocidad estaré determinada por la etapa que presente mayor barrera de energia libre,

es decir, por la etapa més lenta.

Un estudio reciente realizado por nuestro grupo a través de exhaustivo analisis
estadistico, ha demostrado que de todos los factores mencionados anteriormente, la migracion

a través de los canales, y el desplazamiento de las moléculas de agua estabilizadas en el sitio




activo, son los principales factores que determinan el valordeQ ,y ademas, los valores de 0

se ven afectados principalmente por el costo energético de romper el enlace Fe-L.[758 E| trabajo
mencionado muestra que en ambos casos los factores mencionados explican alrededor del 80%
de la variabilidad del comportamiento cinético de todas las hemoglobinas truncadas reportadas.
Como casos particulares, también se ha encontrado en algunas hemoproteinas que el factor
principal que modula® es solo el bloqueo de aminoécidos en el canal de migracionti81947.651
en otras es el desplazamiento de moléculas de aguas retenidas en el sito activol®®¢7, En otros
casos, el costo energético de desolvatar el ligando para ingresar al sitio activo puede disminuir

0, especialmente para ligandos cargados.

Por otra parte, cuando la proteina en presencia del ligando estan en equilibrio, la
velocidad de unién y disociacion del ligando son iguales. En estas condiciones, se define la
alyIRI-RE RSt fi3l-ndo por la proteina como el valor numérico de la constante de equilibrio que
segln la ecuacion quimica planteada adquiere la forma O 0i0 j Oi ¢ 0 , donde la
notacién entre corchetes implica la concentracién de la especie en el equilibrio. Ademas, en

estas condiciones O O 0 j0

La definicion de O permite tener una nocién mas concreta de la dafinidadé del ligando
por la hemoproteina y permite una comparacién mas global entre distintas proteinas y distintos
ligandos. Por ejemplo, la hemoglobina | de Lucina pectinata en estado férrico tiene una valor
de® 10°M mientrasque O  10°M* paraT. fusca-TrHbO y B. subtilis-TrHbO ambas en
estado férricol’. Como puede observarse, la afinidad por HzS en Hbl de Lucina pectinata-Hbl es
significativamente mayor que para las otras proteinas, esta caracteristica es general y la

distingue de todas las hemoproteinas reportadas hasta el momento.

Los valores de afinidades para la unién de O, a las mismas proteinas en los estados
ferrososson O 10°M* para Lucina pectinata-Hbl ,x 10 M*para T. fusca-TrHbO y x 10°M*
para B. subtilis-TrHbO! . Estos valores, destacan la elevada afinidad de Lucina pectinata-Hbl por
el ligando H.S. La dSail-01-6tS al-4IRSTE RS fI- KSY23t26ly1- L RS [0 pectinata por HzS motivé el
estudio del proceso de migracién y union de esta especie en dicha proteina, como se vera en el

capitulo IV de la presente tesis.

A titulo comparativo, el orden de los valores tipicos obtenidos para la afinidad en
hemoproteinas, permite concluir que las barreras asociadasa@  para un mismo ligando suelen
ser menores que las barreras asociadasaQ . De hecho, la diferencia radica en el elevado costo
energético que suele requerirse para producir la ruptura del enlace Fe-L, sobre todo para

complejos de tipo férricos.




La ecuacion (1.1) muestra que la temperatura también resulta ser un pardmetro crucial,
como modulador de la velocidad de un proceso quimico. En general, la procesos asociados a una
proteina podrian no responder al modelo de Eyring en todo el amplio rango de temperaturas
encontrado en la bidsfera (desde aproximadamente -20 °C a 113 °Cl%), aln si las proteinas
poseen la adecuada estabilidad para que su plegamiento persista a lo largo todo el rango de

temperatura.

En general, para estudiar como se modifican los procesos en funcion de la temperatura,
se miden las constantes de velocidad asociadas a distintas temperaturas y evalua el modelo de
Eyring observando la relacion entre 0y Y. Este tipo de andlisis resulta muy util para evaluar el
rango de temperatura para el cuales la relacion esperada cambia significativamente
(evidenciada como cambios abruptos en el graficode Qvs To IT 0 vs pjJ'Y) y por lo tanto para

las cuales el mecanismo asociado al proceso de estudio sufre una modificacion sustancial.[6<64

Hll Mediciones experimentales de las constantes de

asociacion (

- Yy disociacion (T .y

Para medir experimentalmente las constantes cinéticas @  y 0 resulta necesario
establecer un pardmetro observable que evidencie cambios en el sistema durante toda el rango

de tiempo durante el cual se forma (y se disocia) el complejo hexacoordinado.

Los experimentos de tipo Stopped-Flow (flujo-detenido, SF), se basan en la mezcla
directa (y rapida) de los reactivos y permiten la observacién de los cambios de absorbancia de
la solucion durante el proceso de interés. En este caso, la medicion de Q  se realiza a partir de
la mezcla rapida entre soluciones de ligando y de la proteinal’<’’l, observando la evolucion

temporal de la absorbancia de la solucion a medida que se forma el complejo hexacoordinado.

De manera analoga, para la medicion deQ  se suele usar experimentos denominados
RS GRSAUEITI-Y1Syi2¢éT Sy t24 OdzSa dry” aS3dryR2 fi31yR2 RSALEITI- 1€ 63lyR2 RS 1yhSusa RSt
complejo hexacoordinado. Se suele partir del complejo hexacoordinado (formado con el ligando
de interés) y se observan los cambios de absorbancia durante la formacién del nuevo complejo
hexacoordinado producto de la reaccién de desplazamiento. Es requerimiento que el segundo

ligando tenga una mayor afinidad por la proteina.

Estas técnicas resultan muy Utiles para caracterizar eventos que suceden a partir de

tiempos mayores a los pocos milisegundos y tienen la ventaja principal de usar poco volumen




RS WSI-0(ig2a0 [1- RSAOSYEIRI- LIyOILIIE NSadztil- Sy St (1SY'L2 RS YSTOfIR2 offl-'YI1R2 aliiSYLi2
YaSui2éir 1jeS Sa St iiSY'L2 Yiyiy'2 LI 1jiS &S Yezclen totalmente los reactivos y pueda
medirse correctamente la absorbancia.[”® Por lo tanto durante el tiempo muerto (cuyo rango

tipico es 1-5 ms) no es posible una deteccion adecuada de la absorbancia.

Otra técnica experimental que suele utilizarse es la llamada laser flash fotélisis (LFP).[7%
8l En esta técnica, se parte de soluciones en donde conteniendo el complejo hexacoordinado
con el ligando de interés y mediante la incidencia de un laser, se produce una fotolisis del

complejo, generando una poblacién de complejo pentacoordinado y ligando no unido la hemo.

Finalmente, a lo largo del tiempo el ligando se re-unira hasta restablecer la
concentracion inicial del complejo hexacoordinado. La cinética de interés se obtiene observando
el tiempo requerido para la re-unién del ligando, midiendo las variaciones de la absorbancia de
la solucion. En general, en estos experimentos suele medirse la diferencia de absorbancias entre

el complejo pentacoordinado y hexacoordinado.

La ventaja principal de utilizar experimentos de LFP consiste fundamentalmente en que
se pueden caracterizar eventos que suceden durante tiempos menores (100ns-0.1s) que las
requeridas en la técnica de SF. Ademas, como se parte del complejo hexacoordinado, se evita la
presencia de tiempos muertos asociados a la mezcla que establecen una cota inferior para el

tiempo de medicion.

Finalmente, es importante mencionar, que ambas técnicas permiten la medicion de 0
y0  adiferentes temperaturas, mediante dispositivos que permiten mantener la temperatura

constante durante todo el experimento.

En ambos tipos de experimentos existen esquemas de medicién que aprovechan el
equilibrio dindmico entre la unién y la disociacion del complejo para la medicién conjunta de
0 y0 ,sinembargo bajo determinadas condiciones se pueden medir independientemente

cada una de las constantes.

Por ejemplo, para la medicion de 0  supongamos que se mezcla una solucion de
concentracion inicial conocida de proteina (01 ) con una solucién de concentracion inicial
conocida de ligando (0 ), y que ademés es mucho mayor que la de la proteina. La temperatura

durante toda la reaccion se considera constante.

La evolucion temporal de la concentracion de complejo (01 0 0 ) y de proteina (01 0 )

estard dada entonces por las siguientes relaciones:




0160 08 p 0 ° | (1.2)

vtuo T 5 0
R ] G 0 $08Q ! t (1.3)
vt o 0 50 0

En donde se supuso que como la concentracién de ligando es mucho mayor que la de la

proteina, esta no cambia con el tiempo (es decir, 0 es constante).

Ahora bien, como se menciond en la seccion anterior los valores de 0  suelen mucho
maés grandes que los valores de 0 . Por ejemplo, los valores de 0  para ligandos y proteinas
mas habitualmente estudiados (como CO/O. y mioglobina/citoglobina/neuroglobinal®,
respectivamente), rondan el rango de 10* ¢ 10’ M s, respectivamente, mientras que los

valoresde E  se encuentran en el rango de 0.001-0.014 s para esos sistemas. [

Por otro lado, los valores de solubilidad de los ligandos en condiciones normales de

presion, en un rango de temperatura entre los 10 y 50 °C, rondan valores cercanos a 10 M.

Bajo este andlisis cualitativo entonces, el valorde @ 80 es mucho mas grande que el

valordeE , por lo tanto las expresiones anteriores adquieren la siguiente forma:
oido Oitp 0 ¢ ¢ (1.4)

(1.5)

Lo anterior muestra que la evolucion temporal de las especies intervinientes (0i 0 6 y
Oi 0 0 equivalentemente, complejo hexacoordinado y pentacoordinado, respectivamente)
estaran determinadas por el valor de 0 §0 exclusivamente. Este valor se llama constante
al-LIHISYGSE RS - ISI-00isys Por lo tanto, a partir de la medicion de la evolucion temporal de la
absorbancia (aparicion de complejo hexacoordinado, desaparicion del complejo
pentacoordinado, o la diferencia entre ellos) y el valor de 0 , es posible entonces obtener el

valor de

Ml Importancia de la temperatura en la actividad de

proteinas.

Otro de los aspectos fundamentales de la fisicoquimica de proteinas que

consideraremos en esta tesis doctoral, es la influencia de la temperatura en las propiedades




dinamicas, estructurales y funcionales de las proteinas, especificamente en las hemoproteinas,

en las que nos hemos concentrado.

En este sentido, la sensibilidad a la temperatura es un factor crucial que determina la
viabilidad de los organismos en todos los habitats y estd determinada por la susceptibilidad de
todos los procesos bioquimicos del organismo frente a cambios de temperatura, incluyendo la

actividad de las proteinas.

En general, las proteinas requieren una cierta flexibilidad de la estructura para llevar a
cabo el proceso que define su actividad de manera 6ptima. Estos dos factores se ven modulados
por variaciones en la temperatura.®! por ejemplo, para las proteinas cuya actividad requiere
de la union de ligandos, un aumento de la temperatura hace que las interacciones que
estabilizan (tanto en la proteina como en el complejo proteina-ligando) se formeny se re-formen
méas rapidamente, ademas permite que los cambios conformacionales necesarios para la
actividad se alcancen mas rapidamente. Estos efectos producen un aumento en la velocidad del

proceso de union.

Sin embargo, si la temperatura continla aumentando, las interacciones se van
rompiendo y la proteina no puede mantener una conformacion con la geometria tridimensional
necesaria y, en Ultima instancia, la estructura se despliega perdiendo la actividad®, en un
20882 1j6:S &S Yl arSayl-idll-iiTI-Olsyg RS fl- LN2iS)Y1. En relacion a esto dltimo, la
temperatura para la cual se desnaturaliza el 50% de la proteina se la llama Tm, y los valores de

Tm que presentan las proteinas caracterizan su termoestabilidad.

Para el caso contrario, si la temperatura disminuye del rango 6ptimo de actividad, las
interacciones tiendan a fortalecerse con respecto a la energia cinética disponible, incluso las que
inicialmente eran débiles. Se llega entonces a un estado sobre-estabilizado, incluso en las
regiones que inicialmente eran moviles. La proteina en estos casos, suele mantener una
estructura que le permita la unidon de los ligandos pero como los grandes cambios

conformacionales estan limitados, la podria bajar.”]

Se postula entonces, que la temperatura juega un rol crucial como modulador del

balance entre termoestabilidad y flexibilidad de las proteinas.©

Desde un punto de vista evolutivo, se cree que la seleccién natural actla en mantener
este balance.[®5®] Se observa que las mutaciones de aminoacidos operan en funcién de una
situacion de compromiso entre termoestabilidad y flexibilidad, de manera tal de mejorar al

maximo la actividad de las proteinas en el entorno particular que el organismo habita®8%%1




sin una disminucién considerable en la termoestabilidad) en el' Como consecuencia, no siempre
es esperable que una proteina presente una alta termoestabilidad y tenga una funcion proteica

Optima, en funcion de las caracteristicas de su secuencia aminoacidica y estructura.

Sin embargo, se han encontrado enzimas homoélogas de organismos gue viven en
distintas condiciones de temperatura, que comparten los mismos mecanismos cataliticos, una
alta identidad de secuencia y tienen un alto parecido estructural. Estas similitudes permiten
pensar en que la adaptacion diferencial a la temperatura no siempre es predecible a priori desde
un punto de vista netamente estructural. En algunos casos, pueden existir otros factores (como
concentracion de ligandos, fuerza ionica del medio, capacidad de agregacion y difusion proteica,
entre otros) también afectados por la temperatura que deben tenerse en cuenta, sobre todo
para una correcta interpretacion de la relacién entre la adaptacion de un organismo y sus

proteinas.

Lo mencionado anteriormente, demuestra que la discusion acerca de la relacion entre

la flexibilidad, estabilidad y funcién proteica sigue abierta.

De hecho, los principales factores fisicoquimicos que modulan la actividad de las
proteinas, todavia son cuestiones claves que no estan resueltas en el estado del arte de la
fisicoquimica de proteinas. En los ultimos tiempos, todas estas cuestiones resultaron tener
interés creciente para el disefio racional de proteinas/enzimas modificadas, para la utilizacion

en procesos biotecnolégicos, mejorando por ejemplo la termoestabilidad.

El estudio de estos procesos en hemoproteinas pertenecientes a organismos adaptados
a diferentes condiciones térmicas, podra revelar comportamientos diferenciales frente a

cambios de temperatura.

Por esta razdn, en esta tesis hemos seleccionado tres hemoglobinas truncadas de la
misma familia pertenecientes a una bacteria psicréfila (TrHbO de P. haloplanktis), una mesofila
(TrHbO de B. subtilis), y una termdfila (TrHbO de T. fusca), las que hemos caracterizado desde
un punto de vista experimental para tratar de comprender las bases moleculares de la

adaptacion a condiciones extremas.




Bl Un nuevo gasotransmisor: acido sulfhidrico

(H-S).

Dentro de los ligandos de relevancia fisioldgica (como Oz, NO, HNO y CO) las especies de
sulfuro han adquirido una importancia creciente en relacién a las hemoproteinas, debido al

descubrimiento de su produccion endégena en mamiferost®<® y plantas.©9102

Ademas, se le atribuyeron diversas funciones bioldgicas relacionadas con una
reactividad asociada a compuestos enddgenos de tipo tioles de bajo peso molecularft?31%4 3
grupos tioles proteicosi®<1%7 a metaloproteinas’® y en particular a hemoproteinasfto°ti,
cuya interaccién ha demostrado que impacta directamente en la sintesis de ATP y en la funcion
de canales de potasio, con sus consecuentes efectos sobre el tono muscular y la actividad

neuronal en mamiferost12:115],

En esta tesis hemos seleccionado el estudio del comportamiento de hemoproteinas
frente al ligando sulfuro de hidrégeno (H.S). Esto estd motivado, ademaés de sus implicancias
bioldgicas, por el interés en comprender desde una perspectiva fisicoquimica, las bases
moleculares de la enorme diferencia de reactividad frente a esta especie en diferentes

hemoproteinas.

Varios estudios experimentales muestran que al mezclar soluciones reguladas con
concentraciones equivalentes de H.S y proteina se evidencia la formacion de un complejo férrico
hexacoordinado estable de bajo spin y las constantes de afinidad para los complejos tipo Fe(lll)-
(sulfuro)®721191 descriptas hasta la actualidad van desde 10° M-* (hemoglobina | de L. pectinata,
HbI)Ee a 10* M (microperoxidadsa 11, un undecapéptido derivado de la hidrolisis parcial del
citocromo ¢ y ampliamente empleado como sistema modelo, por carecer de interacciones

distales)™ a pH fisioldgico.

En particular, la afinidad por las especies de sulfuro, ha sido descripta extensamente por
un lado, en términos de mecanismos de estabilizacion distal del ligando sulfuro coordinado al
hemo. Mientras que por otro lado, el modelo de hemo microperoxidasa, que no permite una
estabilizacion por interaccion con aminodcidos distales, pone también en relevancia el rol de la
histidina proximal para la estabilizacion del complejo, tanto en solucién acuosa como en

solventes organicos de menor polaridad*?*122,

Por otro lado, se ha estudiado también la reactividad ante excesos de sulfuro en

soluciones que contienen hemoproteinas en condiciones oxidativas y no oxidativas(’%72109.116c




1201 En general, los resultados experimentales muestran que en ambas condiciones, a tiempos
de reaccion largos (del orden de horas) se observa la formacion del estado ferroso de la proteina

y la presencia de azufre coloidal suspendido en la solucién. 7072109

Por un lado, la union preferida por las especies de sulfuro a hemos férricos constituye
una caracteristica relevante que lo distingue de CO y NO (ambos poseen una unién favorecida a
hemos de tipo ferrosos). Por otro lado, es indispensable destacar que ademas de los factores
ya mencionados para la modulacién de la migracion y uniéon en hemoproteinas, resulta
necesario tener en cuenta una caracteristica adicional del H,S que lo distingue del resto de los

ligandos pequerios de relevancia fisioldgica: su comportamiento comportamiento &cido-base.

El diagrama de especiacion de la Figura 6, muestra que HS presenta dos pKa (7 y 12,

para la cupla H,S/HS  y HS/S? respectivamente).

al HS HS

>
>

pKa=7 pka~12  pH
Figura 6: diagrama de especiaci-n del H2S en soluci-n acuosa

El primer pKa se encuentra dentro del rango de pH que se considera biolégicamente

relevante (pH sanguineo 7,35-7,45). En este rango de pH existird en solucion acuosa una fraccion

aproximada de H,S y HS  de 0.5. Con lo cual, si se estudia la interaccion de las especies de sulfuro

con hemoproteinas a en condiciones de pH en el rango de 6-8 unidades se debera tener en

cuenta en las interpretaciones la concentracién apreciable de ambas especies.

Por otro lado, el pKa de la especie coordinada podria diferir de la forma libre debido a
la interaccion con el &tomo de hierro del grupo hemo, y debido a la interaccion con aminoacidos

distales, moléculas de agua, etc.

Mas aln, la especie coordinada podria ser diferente de la especie que migra desde el
solvente hasta el sitio activo, ya que la migracion y la union del ligando son eventos que pueden

ser considerados de manera independiente.




Algunos autores afirman que es HS la forma unida a la porfirina ferrosa/férrica de un
modelo de citocromo C oxidasal*?®l, asi como también a la Hbl de L. Pectinatal’. Otros autores
postulan que es HS la especie principal que se une a la hemoglobina de T. fuscal*?4. En todos los
casos las evidencias experimentales que permiten identificar la especie coordinada resultan

insuficientes.

El escenario entonces resulta intrigante, la correcta identificacion de la especie de
sulfuro (HzS, HS 0 $?) que migra y permanece coordinada al Fe(lll) deberia estar bajo continuo
escrutinio ya que resulta fundamental para comprender la afinidad y la subsecuente reactividad

de estas especies en hemoproteinas.

m Simulaciones computacionales para la obtencion

de informacién quimica.

Estudios en conjunto de métodos experimentales y teoricos, se abordan dia a dia para
comprender la intima relacion entre estructura y funcién de las proteinas. Los aportes
experimentales abordados en sistemas in-vitro, dan luz sobre aspectos estructurales y
funcionales que resultan clave como punto de partida para interpretar, en Gltima instancia,

fendmenos asociados en sus sistemas in-vivo correspondientes.

Por otro lado, una completa dilucidacién y comprension de la relacion estructura-
funcion, requieren del uso complementario técnicas de simulacion computacional que ayuden
a interpretar, en un nivel mas detallado, los fendbmenos observados experimentalmente. Este
enfoque también requiere, ademas del conocimiento técnico, un conocimiento adicional (de
alcances y limitaciones) acerca de las herramientas fisico-quimicas que se disponen
actualmente, asi como también del desarrollo de nuevos modelos o interpretaciones derivados

de ellas.

Dentro del conjunto de técnicas de simulacion computacional, la rama de la quimica
computacional se encarga de estudiar cualquier proceso quimico sobre sistemas relevantes
mimetizando condiciones experimentales habituales (como presion, temperatura, etc)
asumiendo un dado modelo matematico para describir las interacciones presentes en el

sistema.

En cualquier proceso quimico de interés, resulta absolutamente relevante tanto

estudiar su factibilidad (la termodinamica asociada al sistema) asi como también la velocidad




con la que sucede dicho proceso (la cinética del sistema). Ambos aspectos son cruciales desde
el punto de vista bioldgico: la correcta afinacion entre ellos determinan la viabilidad de los

organismos.

Por otro lado, el conocimiento sobre el cambio de energia libre mientras asociado al
proceso (en general, descripto en funcién de alguna coordenada de transformacién asociada),
permite definir un perfil de energia libre (ver Figura 7). Esta medida provee la informacién
necesaria sobre la factibilidad (cambio de energia libre negativo o positivo) y la velocidad
(anélisis de Y'0 ) de manera conjunta como muestra la Figura 7. Por lo tanto, el calculo del perfil

de energia libre es uno de los objetivos fundamentales de la quimica computacional.

A

Energia Libre

. NS .
P
>
Coordenada de transformacion
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Dentro de la quimica computacional, existen distintos niveles de célculo que permiten
una mejor descripcion y generalidad, dependiendo del tipo de proceso quimico que se desea
simular. Para biomoléculas, como las proteinas por ejemplo, se pueden utilizar los métodos de
simulacion clésica (por ejemplo dindmica molecular) para estudiar procesos en donde no haya
formacion o ruptura de enlaces covalentes. En caso contrario, se han desarrollado en los Gltimos
afios métodos de tipo multi-escala, por ejemplo QM/MM en el cual se selecciona una aLI20isy
USI-0iA@1-¢ RSt &1IS Y I- 0iSTisy Sy R2YRS &S T20Y 1Y@ 4S 2 Y LISy Sytl-0S40 que se describe con un
nivel de célculo mecano-cuéntico, mientras que el resto del sistema se describe con un nivel

clasico.

Por otro lado, en ambos conjuntos de métodos, la gran cantidad de grados de libertad
que tiene el sistema de interés (por ejemplo un sistema tipico que incluye proteina, ligandos y

moléculas de solvente circundante) resultaria imposible obtener resultados con una simulacion




convencional para tiempos de computo accesibles. Esto obliga a desarrollar técnicas que

restrinjan el calculo de energia libre a un sub-espacio del espacio configuracional del sistema.

[2 1yaSu20 Sa fI- 1RSI- LiyOILII RS 24 Y'Si2R24 RS a1Y dzfl-Otsy RSy2 Y ly1-R24 4aSa3I-R24€]
gue son la base fundamental de los métodos de estimacién de energia libre dentro de la

simulacion computacional de biomoléculas.

Los métodos sesgados se dividen fundamentalmente en dos grandes grupos: 1)

Métodos de equilibrio, 2) Métodos de no-equilibrio.

Los primeros evallan la energia libre suponiendo que el proceso global simulado
(separado y analizado en sucesivos pasos intermedios del proceso global) se encuentra
termalizado y equilibrado en el ensamble termodindmico deseado. Ejemplos de este tipo son
los llamados de Integracion Termodinamical*®!, Umbrella Sampling!*?, entre otros. Para estos
casos, la energia libre de cada etapa simulada se evalla a través del factor de Boltzmann

asociado a cada método, teniendo en consideracion el sesgo impuesto.

Los segundos evallGan el trabajo (w) requerido por el sistema para recorrer la
coordenada de transformacién mediante la aplicacion de una fuerza externa. A partir de N
medidas de trabajo (partiendo de distintas condiciones iniciales) es posible obtener el cambio
de energia libre asociado a la transformacién, empleando por ejemplo, la igualdad de

Jarzynskil*?”) (ecuacion (1.6)).
0 Y 00¢x 60 0 (1.6)
o

Ejemplos de este conjunto de métodos son Perturbaciones de Energia Libre (FEP),

Dinamica Molecular Guiada (sMD), entre otros!*?®l,

Para el caso de los procesos de union y disociacion de ligandos pequefios en
hemoproteinas, se puede hacer uso de la técnica de muestreo de ligando implicito (ILS)[©%129.130],
en donde se considera al sistema en equilibrio y se describe a los ligandos como una pequefia
perturbacion del sistema. Este método calcula la energia libre en distintas posiciones del ligando
en el sistema, considerando la presencia del ligando de manera implicita en el modelo
matematica que describe las interacciones del sistema, de modo que utiliza una simulacion de

dinamica molecular del sistema en ausencia de ligando.

La técnica de ILS permite definir de manera cualitativa canales de migracion, como las
zonas de baja energia libre, aunque tienen la desventaja que no permiten diferenciar

cuantitativamente entre ligandos. En este Gltimo caso, el uso de técnicas como de dinamica




molecular guiada (sMD) suelen dar resultados mas esclarecedores. Sin embargo, la técnica de

ILS es muy utilizada como método cualitativo para la identificacion de canales de migracion.

Bl Objetivos y lineamientos de la presente tesis

En la presente tesis, se abordaran tres diferentes tipos de enfoque para el estudio de la
migracion y unién de ligandos en hemoproteinas, combinando una variedad de estrategias

tedricas, de simulacién computacional, y experimentales.

En primer lugar, la importancia que tienen los modelos matematicos subyacentes a las
técnicas de simulacion computacional, obliga al continuo desarrollo de nuevos modelos o
puntos de vista que mejoran el uso de esas técnicas. En el capitulo Il se abordara un estudio
tedrico sobre una herramienta extensamente utilizada para el calculo de perfiles de energia libre
a partir de medidas de trabajo irreversible, la técnica de dinAmica molecular guiada acoplada a
laigualdad de Jarzynski. En particular, se estudiara las formas en que los perfiles de energia libre
en este contexto son estimados. Se mostrara el impacto que tienen los resultados obtenidos
aplicados al célculo del perfil de energia libre asociado a la migracién de O  (anién superéxido)
en manganeso superoxido dismutasa (MnSOD), la enzima mas importante en la detoxificacién
de este anién. Para este sistema los resultados de simulacidn reportados mostraban un perfil de

energia libre de migracion del ligando inconsistente con resultados experimentales conocidos.

Por otro lado, dada la importancia biol6gica creciente que adquiere el H,S como
gasotransmisor y su interaccion muchas veces intimamente ligada a hemoproteinas, en el
capitulo Il se estudiara, utilizando técnicas de simulacién computacional, la reactividad de
especies de sulfuro de hidrégeno (HzS y sus analogos deprotonados) en hemoproteinas. En
particular, se estudiara la proteina Hbl de L. pectinata, una proteina que presenta una elevada
afinidad por las especies de sulfuro. Por otro lado, se utilizaran también los resultados obtenidos
en el capitulo IV para el estudio de los perfiles de migracion de las especies de sulfuro en esta

proteina.

Finalmente en el capitulo V se estudiard a través de mediciones de laser flash fotdlisis,
el efecto de la temperatura en la migracion y union de ligandos en hemoproteinas que
pertenecen a organismos adaptados y no adaptados a la temperatura. Se tomaran como casos
de estudio tres hemoglobinas truncadas (trHb): la trHb perteneciente al microorganismo

termofilo Thermobifida fusca (Tf-trHbO), una trHb perteneciente al organismo mesofilo Bacilus




subtilis (Bs-trHbO) y una trHb perteneciente a un organismo psicrofilo, Pseudoalteromonas

haloplanktis (Ph-trHbO).
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Bl Porqué usar simulacion computacional en
guimica

La simulacién computacional es una herramienta que ha aparecido y se ha desarrollado
con el advenimiento de las computadoras, y que permite, mediante modelos matematicos
plasmados en programas, realizar predicciones e interpretaciones acerca de las propiedades o

el comportamiento de los sistemas.

En el caso de la gquimica, el &rea méas importante de simulacion computacional se basa
en predecir el comportamiento termodindmico y cinético a partir de las interacciones
interatébmicas. Ademas del poder predictivo, la simulacion computacional en quimica permite
estudiar el comportamiento de los sistemas a un nivel atomistico, aportando informacion

relevante que no siempre puede ser abordada desde un punto de vista experimental.

Para tal fin, se puede considerar que son dos los componentes cruciales de una
simulacion computacional: en primer lugar, en las formas mas habituales para describir las
interacciones entre los atomos presentes en los sistemas quimicos (Seccion A). En segundo
lugar, el otro componente son las diversas estrategias que se utilizan para obtener informacion

relevante. (Seccion B)

Hl Métodos de simulacion computacional

Actualmente el modelo que ha resultado més exitoso en predecir las interacciones
quimicas es la Mecanica Cuanticad [24 ffl-Y 1-R24 dY Sii2R2a Oibyii023¢! &S dlifiTl-y para el estudio
propiedades de los sistemas que se obtienen a partir de conocimiento del detalle de la

estructura electrénica (por ejemplo, para el estudio reacciones quimicas).

Hasta mediados del siglo XX, la aplicacion de estos métodos se limitaba al estudio de las
propiedades de &tomos aislados 0 moléculas pequefias, debido al alto costo computacional que
representaba. Posteriormente, el desarrollo de la tecnologia informéatica permitié a los célculos
de mecénica cuéntica la resolucion de una gran diversidad de problemas quimicos en sistemas

méas complejos.




Sin embargo, aun en la actualidad, resulta inviable este tipo de calculos en sistemas de
miles de atomos (como por ejemplo una proteina), no solo por el tiempo de computo, sino
también debido a que muchos resultados que se obtienen presentan errores asociados que
dependen fuertemente con el tamafio del sistema. Por otro lado, tampoco tendria sentido
invertir costosos tiempos de computos para obtener informacion detallada electrénica de las

regiones no involucradas directamente en fendmenos reactivos.

Debido a lo anterior, en paralelo a los métodos cuénticos, se han desarrollado
metodologias basadas en la mecénica clasica (métodos clasicos), y métodos multi-escala
OdzAryi02106431024 (métodos hibridos).

Los métodos clasicos son tipicamente usados en macromoléculas, por ejemplo
proteinas. Estos métodos utilizan una descripcion de la energia basada en modelos enmarcados

en la fisica clasica.

Estos métodos que no permiten la descripcion de procesos en los que haya formacién o
ruptura de enlaces quimicos, ya que no describen explicitamente a los electrones del sistema.
Tiene la ventaja de que los tiempos de computo asociados permiten la observacion de eventos
temporales del orden de los nano-microsegundos, por lo cual se pueden estudiar cambios

conformacionales, migracion de ligandos, etc.

Los métodos de multi-escala aprovechan las ventajas de uno y otro método, es decir
permiten laformacion y ruptura de enlaces quimicos en la porcién reactiva del sistemay ademas
aprovechan la posibilidad de observar eventos temporales mayores a los que los métodos

cuénticos puros permiten.

SECCION A
DESCRIPCION DE LAS INTERACCIONES
INTERATOMICAS

B \Vétodos de estructura electronica

11.2.1.1 Breve resefia histoérica
La aurora del siglo XX alumbrd una era, sin precedentes, de trastrocamientos y
revaluaciones de las teorias clasicas que habian guiado a la fisica desde tiempos pre-
newtonianos. El 14 de diciembre del afio 1900 (curiosamente, el mismo dia en que esta

introduccion fue terminada), Max Planck proclamd, ante el auditorio de la Sociedad Fisica de




Alemania, que era posible eliminar las paradojas que infestaban la teoria clésica de la emision y
de la absorcion de luz por la materia, con solo asumir que esa energia radiante podia ser
I-03206IR1- 2 SYHiIRI- 322 Sy T20Y |- RS aLI-jd:S(Sa¢ RIa0IS{2a0 til-yq ol-dziiTs I S&2a dLIHjdzSiSag 02y
el nombre de cuantos de luz.

Cinco afios mas tarde, Albert Einstein logro aplicar, con gran éxito, esta idea a las leyes
empiricas del efecto fotoeléctrico. Varios afios después, Arthur Compton efectud su hoy clésica
experiencia mostrando que la dispersion de rayos-X por electrones libres obedece la misma ley
que la colisién entre dos esferas elasticas. De este modo, en unos pocos afios, esa idea novedosa
de la cuantificacion de la energia radiante, se establecié con firmeza tanto en la fisica teorica

como en la experimental.

En 1913, uninvestigador danés, Niels Bohr, extendi¢ estas ideas para describir la energia
Y S04yI0I- RS t2a StS0ili2ySa RSyili2 RS f2a izY2a Lylli2Riz2 fl-a aiS3tl-a RS Odzl-yiil-Olsy?
especificas para sistemas atomicos y consiguio solucionar de manera coherente y légica algunas
incongruencias que el modelo atémico planetario de Ernest Rutherford tenia. Ademas, sus ideas
permitieron, la interpretacion de las lineas espectrales del &tomo de hidrégeno y algunos mas

pesados.

El primer trabajo de Bohr, acerca de la teoria cuéntica, desencaden6 todo un cataclismo
cientifico. Muchisimas propiedades 6pticas, magnéticas y quimicas de muchos elementos
fueron interpretadas, pero a pesar del gran avance, no podia resolver algunas cuestiones

atémicas bien conocidas, tales como la intensidad de los espectros de emisién atdmicos.

En 1925 un fisico francés, Louis de Broglie, planted una interpretacion totalmente
IySALISHIRIY fI- y1-id20I-STI- 2yRazt1-i2000- RS -4 206Ki1-a Odzl-yGFOIRIE RS . 2KN 6f1-4 l-Y's a2yRI4
Lit2d2¢00 O0dz8l- @SE20IRIR RS Lli2pagacion y longitud de onda dependian de la velocidad de
traslacion del electron respectivo. De esta manera, pudo demostrar que las varias Orbitas
Odz4yBI01-3 LISHYIdARI-a LN SE Y 2RSE2 RS - 2KN SHly HjazSttl-a Sytl-a Odzl-Sa LI2R)I- 41-02'Y 2RIHIESE dzy”
numero entero de ondas piloto. De esta manera, el modelo atémico adquirié una visién parecida
a un instrumento musical, en donde su tono bésico era la orbita inferior (la de menor energia),

y los varios armonicos eran las 0rbitas mas y mas exteriores (las de mayor energia).

Un afio después, las ideas de Broglie hallaron en el fisico austriaco Erwin Schrédinger
mayor extension y formalidad matematica, el nombre que recibieron estos desarrollos fue de

mecanica cuantica ondulatoria.




Esta teoria fue la que dio razén a todos los fendmenos que fueron explicados por Bohr
y ademaés resolvid lo que no se habia podido resolver. Ademads, su formulacion, incluia

fenémenos nuevos (como difraccion de un haz de electrones, etc)!

A partir de todos estos desarrollos, la teoria de la mecéanica cuantica se posicioné como

la teoria necesaria para la descripcién de particulas de dimensiones atomicas.

11.2.1.2 Principios basicos
Uno de los postulados de la mecénica cuéntica establece la existencia de una funcion
swd, llamada funcion de onda, que describe el estado de un sistema mecano-cuantico y contiene

toda la informacion fisica que puede conocerse del sistema.

En particular, esta funcion se puede proyectar en el espacio de coordenadas de todas
las particulas intervinientes 1 y el tiempo 0 , adquiriendo la forma matematica mas habitual
de w 100 . Esta dependencia espacio-temporal permite obtener numerosas propiedades
espaciales y temporales del sistema (como densidad de carga, momentos dipolar y magnético,

probabilidades espaciales de encontrar alguna particula, etc)

La funcién w 110 se obtiene de la resolucion de la ecuacién fundamental de la

Mecanica Cuantica, la ecuacion de Schrodinger dependiente del tiempo:

0 iho 2 . . )
T 0 oo iho (1.1)

-
=

1 To A

donde & es la masa de la particula, y & 110 es la funcion de energia potencial del

sistema.

Ahora bien, suponiendo que el potencial ® 10 & 1, es decir, para sistemas bajo
fuerzas externas constantes en el tiempo, y que la funcién de onda uj 110 se puede desacoplar
en dos funciones, una que solo involucre coordenadas espaciales y otra que involucre

coordenadas temporales (es decirw 10 [ 1 80 0 ), laecuacion (11.1) se transforma en:

o}
3 YR ' 3 (11.2)
& [ 1 wir 1 off 1

Se define entonces el operador Hamiltoniano 'O del sistema como:

(11.3)

el primer término en O es el operador energia cinética y el segundo es la funcién

potencial, resultando entonces en




0y 10 0Oy 14 (11.4)
Donde E es la energia del sistema.

Resolver las ecuaciones (11.3) y (I1.4) implica la resolucion de un problema de
autovalores y autofunciones asociados al operador 0. La resolucion dard entonces una

autofuncion] 1 con autovalor asociado E.

La mecanica cuantica para sistemas moleculares, debe entonces resolver esta ecuacion
para un sistema de nucleos y electrones, para de esta manera conocer la funcion de ondal i

y por lo tanto todas las propiedades espaciales del sistema.

Suponiendo que los nucleos y los electrones son masas puntuales, y despreciando
efectos relativistas, el Hamiltoniano para una molécula de M ntcleos y N electrones resulta, en

unidades atémicas:

o
—‘| (o

P Wo (115
i

Q-

” -

donde 1,0 denotan electrones, A y B denotan nicleos, los valores de ¢ y &
corresponden a los nimeros atémicos y a las masas de los nlcleos, respectivamente; 1,1 Yy

'Y representan las distancias electronindcleo, electrénnelectrén y ndcleormnucleo.

En unidades atémicas, la unidad de masa es la masa del electrén, & |, la unidad de carga

es la carga del proton, Q , y la unidad del momento angular es 2, simplificAndose la expresion
del Hamiltoniano. Se definen las unidades de energia, hartree: lhartree 0 k Q T@®

Q Tt*- 0 ydelongitud, Bohr: 1bohrk o0 7& Q )

Observando la ecuacion (11.5) puede verse que el primer y segundo término
corresponden a los operadores energia cinética de los electronesy los ndcleos, mientras que los
tres Ultimos constituyen el operador energia potencial. El mismo es la suma de la interaccion
Couldémbica atractiva entre los nucleos y los electrones (tercer término), la interaccion repulsiva
entre los electrones (cuarto término) y la repulsién entre las cargas de los nacleos (quinto

término).

Para los sistemas de interés quimico, resulta de gran utilidad la aproximacion de Bornn
Oppenheimer.2% La misma supone que los nlcleos son mucho més pesados que los electrones,

por lo tanto, éstos ultimos se moveran mucho mas rdpidamente que los primeros. Esto permite




desacoplar el movimiento de nucleos y electrones, de manera tal de resolver una ecuacion de

Schrodinger para los electrones del sistema considerando fijas las posiciones de los nlcleos.

En términos matematicos, desacoplar los movimientos de ndcleos y electrones, permite
escribir la funcion de onda del sistema como producto de funciones de onda, una asociada a los
electrones () que dependa solo de coordenadas asociadas a los electrones (y spin), y otra

funcién asociada a los nucleos (), que dependa solo de coordenadas asociadas a los nucleos.

Bajo esta suposicion, en la ecuacién (11.5) desaparece el término energia cinética de los

nucleos, y el término de repulsion nucleonnicleo es una constante.

Puede establecerse entonces un nuevo Hamiltoniano, llamado Hamiltoniano electrénico

(0 ) asociado a la funcion de onda electrénica:

0§ & 09 4 (11.6)

(11.7)
0 p
C

—‘| S
—‘l_o

Por cada una de las posiciones de los nucleos podemos resolver la ecuacion (11.6), por
lo tanto la funcién de onda electrénica y la energia dependeran paramétricamente de las

posiciones de los nucleos.

Lo anterior constituye posiblemente una de las ideas mas poderosas de la fisicoquimica
y de la simulacién computacional, dado que permite definir lo que conocemos como superficie
o hipersuperficie de energia potencial (SEP). Esta hipersuperficie de energia potencial contiene
en principio, toda la informacién quimica relevante (como se ha presentado en la introducciéon

de esta tesis).

Finalmente, luego de resolver una ecuacion equivalente para los ndcleos, la energia total

resultara la suma de la contribucion electrénica y la nuclear.

La primera aproximacion realizada para resolver un sistema de N electrones (descripto
por las ecuaciones (11.6) y (11.7)), consistié en despreciar la interaccion electrénica (término
dependiente de 1 ), esto permite considerar a 'O como suma de Hamiltonianos
monoelectrénicos 0 &ly iSIY ly24 1jizS a0lizTI-yE -4 02URSy1-RI- RS dzy” StS0illisy | 02y t24 RS dry”

electrén j.




0 0 (1.8)

En estos casos, ? tendrad su propio conjunto de autovalores | y autovectores .. |,
llamados spinnorbitales, siendo la funcion de onda total el producto de las funciones de onda

monoelectrdnicas, a este producto se lo denomind producto de Hartree:
I W ho 18 8ha w0 .0 88. (11.9)
Donde & o (8 8hd representan las coordenadas espaciales y de spin de los
electrones pici8 8H0 .

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que los electrones son fermiones, es decir
particulas con spin semientero, y por lo tanto la funcion de onda debe ser antisimétrica respecto

al intercambio de coordenadas de dos particulas cualesquiera. Es decir, debe cumplir que
[ ohoi8ioi8ioi8ha [oohoi8hai8hai8hae
donde o representa las coordenadas de cada electrén, incluyendo las coordenadas de
spin

El producto de Hartree no satisface la condicion de antisimetria de la funcién de onda
electronica, y ademas hace a los electrones distinguibles entre ellos, ya que identifica cada
electrén con un spinnorbital determinado. En 1929, Slater demostré que esta condicion puede

cumplirse utilizando como funcion de onda un determinante, construido de la siguiente forma:

I (11.10)

[ oo 188ihe

‘mas

R
P O
' g
R

[Th-rm> [Th [Th
e

0]

Este determinante contiene N electrones ocupando N spinnorbitales ... , constituyendo
una funcién de onda antisimétrica ante cualquier intercambio de pares de coordenadas y hace

indistinguibles a los electrones.

Si bien el producto de Hartree considera la interaccion electronica de manera promedio,
como se menciond no cumple con la condicion de considerar a los electrones como fermiones
indistinguibles. El determinante de Slater, si bien sigue utilizando las funciones
monoelectrdnicas, incorpora los llamados efectos (o correlacién) de intercambio, es decir, la
correlacion entre el movimiento de dos electrones con el mismo estado de spin, de manera que

si dos electrones se encuentran en el mismo orbital, la funcion de onda se anula (ya que el




determinante de Slater se anula), por lo que tal evento tiene probabilidad nula de ocurrir. Sin

embargo, la correlacién entre electrones de spin opuesto permanece sin considerarse.

11.2.1.3 EI Teorema Variacional y el método variacional
lineal

En este punto resulta necesario encontrar un método que permita hallar la funcién de

onda (o las funciones de onda monoelectrdnicas).

En este contexto, gran cantidad de métodos que resuelven la ecuacién de Schrédinger

se apoyan en el Teorema Variacional.

Como se menciond, la ecuacion que se desea resolver es una ecuacion de

autovectores/autovalores de la forma:
Oslzt Oslsl (11.12)
donde 0, el operador Hamiltoniano.

Otro postulado de la mecanica cuéntica establece que para cualquier sistema fisico, ‘0
es un operador hermitico, por lo tanto posee un conjunto completo de funciones de base sk3 @

(ortonormales), que lo diagonalizan y ademas sus autovalores asociados 0 son nimeros reales.

Es decir:
033 @ 0 B3 @
4 mpi8t U0 N s (11.12)
B B 1

Por lo tanto, como sk3 & es un conjunto de funciones de base del espacio de soluciones
de las ecuaciénes (11.12), cualquier funcién sk normalizada, que llamaremos funcion de

prueba, podra escribirse como combinacién lineal del conjunto de funciones si3 @ , es decir

B A BB (11.13)

El teorema variacional establece que dada una funcién de prueba normalizada st3 , el
valor medio del Hamiltoniano para esa funcion debe ser mayor o igual que el autovalor mas bajo

(es decir la energia del estado fundamental del sitema, O ) de'O enlabase st3 @ .Esto es:

OB 0 (11.14)




En términos practicos, el teorema variacional nos permite saber que la energia obtenida
para cualquier funcion de prueba, serd siempre mayor o igual a la energia real del estado
fundamental O . En otras palabras, cuanto menor sea la energia asociada a una funcion de
prueba usada, mejor serd esa funcion como aproximacion de la solucién real para el estado
fundamental. Por lo tanto, la resolucién del problema consiste en hallar una funcién de prueba

sk que minimice la energia del sistema.

Tomemos entonces una funcion de prueba expresada como una expansion lineal (con
coeficientes reales) de N funciones conocidas g @ (Ilamadas habitualmente como afunciones de

base£
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3 (11.15)

Es importante destacar que las funciones § @ no son necesariamente el conjunto de

autofunciones de 0 (en cuyo caso, la resolucion seria trivial).

Observando la definicion (11.15), el problema se traslada entonces a encontrar los
coeficientes @ que minimizan la energia. Por lo tanto, evaluando el valor medio de "0 se obtiene

que

=~
=~
—

BOR Or (11.16)

La representacion del operador Hamiltoniano en la base § @ corresponde a una

matriz Q: N x N cuyos elementos cumplen las siguientes relaciones

1o
o
=

(11.17)
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B0ORB GO 7 0T (11.18)

Dado que la funcién de prueba sti3 esta normalizada y las funciones de base § @ son

un conjunto ortonormal, los coeficientes estan sujetos a la siguiente relacion:

BB 0o T 0 p (11.19)

Entonces el problema consiste en encontrar un conjunto de pardmetros & que

minimicen la expresion (11.14), sujetos a la restriccion (11.20).




Este problema puede resolverse utilizando el método de los multiplicadores de

Lagrange, planteando el siguiente Lagrangiano.

_0h0i88ibi0 BOB 08 BB p (11.20)
y segun las ecuaciones (11.18), (11.19) y (11.20) el Lagrangiano a minimizar es
_bibi88ho io 06 0 b p (11.21)
h
Derivando la expresién anterior respecto de cada uno de los coeficientes @ e igualando

a cero para buscar el minimo, se obtiene el siguiente conjunto de ecuaciones

TT—&= Y b cob 0 pi88IG (11.22)

Dado que la matriz O es simétrica, es decir @ @ , resulta:

® 00 T I pi88IG (11.23)

La expresion (11.23) puede escribirse también en forma matricial, definiendo un vector

¢ de elementos ¢ , resultando:
aif R (11.24)

Resolviendo la ecuacion (11.24), se obtienen entonces N vectores ortonormales ® y sus

correspondientes autovalores O . Una vez encontrados los coeficientes ® podemos escribir las

autofunciones sl como:

s 0 g d | mpi88IG p (11.25)

Puede verse finalmente que los valores de O corresponden a los valores medios de

Hamiltoniano para cada una de las funciones st3

B 0R Obo B 0K 00 @ O 0 (11.26)

En particular, el menor autovalor, que denominaremos O , corresponde a la mejor
aproximacion al estado fundamental del sistema descripto por el Hamiltoniano 'O dentro del

espacio de funciones generado por el conjunto § @ .




Puede demostrarse también que los siguientes autovalores corresponden a cotas

superiores a las energias de los distintos estados excitados.

En resumen, el método variacional lineal, basado en el teorema variacional, permite
encontrar las mejores soluciones a la ecuacion de Schrédinger representando al operador 0 en

una base finita conocida § @ y diagonalizando la matriz resultante

11.2.1.4 EIl método de Hartree-Fock (HF)

El método HF fue uno de los primeros métodos de célculo de estructura electrénica. Si
bien no ha sido utilizado en la presente tesis, se describird brevemente ya que sobre este

método estan desarrollados una gran cantidad de metodologias desarrolladas posteriormente.

Por otro lado, este método tiene una gran relevancia porque solo en el contexto de HF
cobra sentido la utilizacién de energias orbitales, concepto al cual se recurre cotidianamente en

la quimica.

En HF la funcién de onda se describe como un determinante de Slater (ecuacion (11.10)),
escrito también en términos de las funciones .. monoelectrénicas, que llamaremos spin-

orbitales.

Aplicando el teorema variacional, la funcion de onda del sistema se hallard encontrando

al conjunto de spin-orbitales .. que minimicen la energia.

Retornando a la expresion del Hamiltoniano electrénico:

-‘| S

0 P ) (11.27)
C L

y definiendo a los operadores de Coulomb (0), de Intercambio (U), y el operador Q segln:

0. p QW ."¢i . ¢ . p (11.28)
0. p QW . ¢l . ¢ .. p (11.29)
0 Pn 9 (11.30)

G i

La expresion (11.28) corresponde al término de interaccion Couldmbica entre los
electrones 1y 2, el cual se calcula promediando sobre todas las coordenadas espaciales y de

spin del electrén 2.




La expresion (11.29), surge debido a la antisimetrizacion de la funcion de onda, no

pudiéndose asociarle un significado fisico simple.

Por otra parte, 0 corresponde al operador de un electrén suma de los operadores

energia cinética e interaccion con los nlcleos.

La expresion de la energia que se desea minimizar resulta entonces:

. (11.31)

-
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0O 1 071 Q0

Minimizando esta expresion (derivando respecto a los spin-orbitales) sujeta a la
condicién de ortonormalidad de los spin-orbitales ..., se obtienen las llamadas ecuaciones de

Hartree-Fock:
0s.. p 0 - S. P (11.32)

y los valores de - corresponden a los multiplicadores de Lagrange asociados a los N

spin-orbitales .. p y'Q, es el operador de Fock, definido como:
[N b O (11.33)

Haciendo un cambio de base de s.. @ a s.. 0 puede diagonalizarse la matriz de

multiplicadores de Lagrange, resultando:
%. pl -3 pd (11.34)

donde los 5.. p 0 corresponden al conjunto de orbitales moleculares candnicos y los
- asus energias asociadas. De aqui en adelante, notaremos ... a los orbitales canonicosy - a

sus energias orbitales asociadas.

La resolucion de estas ecuaciones, es decir la obtencién del conjunto de orbitales
canonicos y sus correspondientes autovalores, tiene como problema adicional que el operador
) depende sus propias autofunciones. Por lo tanto debe resolverse el problema de forma

iterativa.

Se realiza en principio la aproximacion de expandir al conjunto de orbitales candnicos
en una base finita, st3 en la que cada orbital tendra un conjunto de coeficientes O

Resulta entonces que:




(11.35)
6w - 6%k

donde M es el nimero de funciones en la base elegida.

Aplicando @3 s a ambos lados de la ecuacion anterior, se obtiene un sistema de

ecuaciones homogéneas:

6§ BUB -BEB T 088iD (11.36)
Esta ecuacion puede escribirse de forma matricial, definiendo Q B 0B como
los elementos de matriz Fy 'Y B B como los elementos de matriz de S:
iF '” FE (11.37)

siendo f la matriz de coeficientes 6 y £ la matriz diagonal de los coeficientes - .

En este punto, el problema de determinar los orbitales moleculares [y las energias
orbitales - consiste en resolver la ecuacién matricial (11.37). Sin embargo, puede verse que la
matriz de Fock 5 depende de los coeficientes, con lo que la solucion de esta ecuacion debe

realizarse iterativamente.

En un sistema simple de capa cerrada donde cada orbital molecular esta ocupado por

dos electrones, la densidad electronica queda determinada por:

(11.38)

de manera que ” 1 Qi representa la probabilidad de encontrar un electrén dentro de
un radio Qt de r. La integral de la densidad electrdnica en todo el espacio resulta el nimero total

de electrones.

Insertando en esta ecuacion la expansion de la funcion de onda en orbitales resulta:

(11.39)




v I (11.40)

i 0 B 1B 1 (11.41)

En la ecuacion (11.40), se introduce la denominada matriz de densidad (O ).

- (11.42)

Para la gran mayoria de las aplicaciones en quimica, resulta de utilidad obtener una
medida de la carga sobre cada atomo del sistema. Si bien no existe una Unica manera de definir
fl- OlyBIRIR RS StS0iN2yS4 a1-42011-R24¢ |- cada &tomo, una manera de tener una representacion
de la distribucién de carga sobre el sistema consiste en lo que se denomina andlisis poblacional

de Milliken.

Considerando la definicion de la matriz de densidad |}y de la matriz de solapamiento {,

puede verse gque el numero total de electrones N corresponde a:
0 0y H ot [H (11.43)

Puede interpretarse entonces |H  como la cantidad de electrones asociada al orbital
I3 . Silos orbitales utilizados estan centrados en los &tomos, la cantidad de electrones asociados
acada atomo correspondera a la suma de los electrones asociados a los orbitales de cada atomo.
La carga neta sobre cada atomo se calcula a partir de la ecuacion (11.43). Este célculo resta a la
carga nuclear del atomo A, el numero de electrones asociados (es decir, i ")
B ||-” ).Endonde @ corresponde a la carga nuclear del &tomo Ay el indice indica la suma

sobre todos los orbitales centrados en el atomo A.

Por altimo, la calidad de los resultados del método HF dependera fuertemente de la
calidad de la base usada para expandir los orbitales. Sin embargo, por més que se expanda
infinitamente la base, en el método de HF hay aparejado un error intrinseco del método. El
mismo se origina en el tratamiento de la repulsion electron-electrén, el cual se realiza en forma
promediada, a partir de un potencial de campo medio, sin tener en cuenta las repulsiones
instantaneas. Este error asociado recibe el nombre de energia de correlacion y se define como

la diferencia entre la energia no relativista exacta, dentro de la aproximacién de Bohr-




Oppenheimer (O )y la energia limite de HF, correspondiente a la energia calculada con una base

completa, es decir O 0 0

Existe una gran cantidad de métodos que permiten obtener resultados que estiman la
energia de correlacion. Entre ellos pueden mencionarse el método de interaccion de
configuraciones, los métodos basados en la teoria de perturbaciones de Moller-Plesset y la

Teoria del funcional de la densidad (DFT).

En la proxima seccién, se desarrollarén los principios basicos de DFT, dado que es la

teoria de eleccion en los calculos cuanticos realizados en esta tesis.

11.2.1.5 Teoria del Funcional de la Densidad (DFT)

La teoria del funcional de la densidad (DFT), en vez de intentar encontrar la funcion de
onda que minimiza la energia del sistema, basa su formulacion en la busqueda de la densidad

electrénica.

Esta teoria resulta més atractiva en este sentido, dado que la funcion de onda carece de
un significado fisico directo, mientras que la densidad electrénica si lo tiene, ya que esta
relacionada con la probabilidad de encontrar un electron. Otra gran ventaja es que la densidad
electrénica depende solamente de las coordenadas espaciales oioid y no de coordenadas de

spin de los electrones.

Las primeras ideas acerca de esta teoria fueron tomadas de los trabajos de Thomas y
Fermi alrededor de 1920, en donde usaban consideraciones estadisticas para aproximar la
distribucién de electrones en un atomo™?l, Estos trabajos mostraron que en un atomo, la
energia depende explicitamente de la densidad electrdnica. Como estos modelos no mostraron
una mejora significativa respecto a los modelos que se conocian previamente, se los consideré
como modelos simplificados de casos especificos ya que estos modelos no eran aplicables a

moléculas

En 1964, Pierre Hohenberg y Walter Kohn tomaron y extendieron estas ideas
primigenias demostrando que para moléculas con un estado fundamental no degenerado, la
energia molecular del estado fundamental, la funcién de onda y todas las demés propiedad
electronicas, estdn determinadas univocamente por la densidad de probabilidad electrénica del

estado fundamental ”  of @h ¢ 4!

Puede verse también, que el potencial externo i , esdecir el potencial actuante sobre
el electron 1 producido por las cargas de los nucleos, quedara también determinado por la

densidad electrénica ™ .




Se dice entonces que la energia del estado fundamental O es un funcional de ”” y se

escribe O . El funcional energia puede escribirse entonces de la siguiente manera:

o ¥ e 7 w” (11.44)

donde 'Y  representa el funcional de energia cinética de los electrones, @ el
funcional de interaccion entre los nicleos y los electrones, y @ * el funcional de interaccion

entre electrones.

Por otro lado, los mismos autores demostraron el teorema que se conoce cOmo
Teorema Variacional de Hohenberg-Kohn. EI mismo es andlogo al Teorema Variacional
mencionado anteriormente, y establece que para toda funcién densidad de prueba” 1 que

satisface

A U O] B SR ndi 0~ 0 (11.45)

donde £ es el niimero total de electrones.

Es decir,” minimiza el funcional de la energia, al igual que la funcién de onda del estado

fundamental minimiza la energia del sistema.

La teoria del funcional de la densidad carecia de utilidad practica hasta que Kohn'y Sham
desarrollaron un método que permite calcular eficientemente la energia del estado

fundamental y la densidad electrénica.l”

El desarrollo de Kohn y Sham se baso en la idea de considerar un sistema ficticio de n
electrones no interactuantes, todos ellos experimentando un potencial externo ¥ i talquela
densidad electronica del sistema no interactuante ” i es igual a la densidad del estado

fundamental del sistemareal ”” 1 .

Entonces, el Hamiltoniano del sistema de electrones no interactuantes puede escribirse

como:

(11.46)

donde 0 es el Hamiltoniano de un electrén de Kohn-Sham. La funcién de onda del

Hamiltoniano de electrones no interactuantes puede calcularse como un determinante de Slater

de las autofunciones deQ , es decir los spin-orbitales ..  tal que:




Q. - (11.47)

Kohn y Sham definieron también:

3“Y 77 Y 73 Y LR (II'48)

o7 w7 ——01 01 (11.49)

N IO

3'Y yaw corresponden a la diferencia en la energia cinética y en la parte no clasica
(expresada en el segundo término en la expresion de 3¢ ™ ) entre el sistema real y el sistema
no interactuante. La suma de ambos términos define un nuevo funcional, llamado funcional de

intercambio y correlacion (O ) es decir:

o 7 et s T (11.50)

0  contiene entonces las siguientes contribuciones: la energia cinética de
correlacion (3Y ), la energia de intercambio (asociada al requerimiento de antisimetria), la
energia de correlacion Coulémbica, asociada a las repulsiones interelectronicas, y por dltimo
una correccion de autointeraccion (self-interaction correction, SIC). Esta Gltima contribucién se
considera en el segundo término de la ecuacion (11.49), la cual permite la interaccion de un

electrén con su propia densidad de carga.

Si bien los términos de autointeraccion se cancelaban en el método de HF, (a partir de
las definiciones de los operadores de Coulomb (11.28) e Intercambio (11.29) se observa que 0
O con lo cual los términos 1= se anulan en (11.31)), en la formulacion original de Khon y Sham
no se considerd explicitamente este efecto, con lo cual es agregado de manera ad-hoc. En
algunos funcionales de intercambio y correlacion el término de SIC también es agregado
explicitamente, mientras que en otros no (cuando el funcional de intercambio alcanza a

minimizar el error debido a la autointeraccion)

Continuando, la ecuacion (11.44) puede reescribirse de la siguiente manera:

0" oo g — 0i0i 0 ” (11.51)
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0 7 il R JNO] | (11.53)
Para encontrar la densidad electrénica que minimiza la energia debe calcularse la
siguiente derivada funcional e igualar a cero:

TO0O” 1

T (11.54)

El procedimiento es analogo al procedimiento para obtener las ecuaciones de HF, en

este caso las ecuaciones resultantes se conocen como las ecuaciones de Kohn'y Sham (KS):

[ (11.55)

En la expresion (11.56), la expresion entre corchetes constituye el operador Q vy el
término ¥ p corresponde al potencial de intercambio y correlacion, es decir la derivada

funcional de O

Los orbitales de Kohn y Sham se expresan como una combinacién lineal en un conjunto
de funciones de base sk3 , lo cual, en forma similar a lo explicado para HF, permite escribir el

problema en forma matricial de la siguiente manera:

IHF ﬂ Ft (11.56)

donde |H| constituye la matriz formada por los elementos de matriz 0
B Q@ BB y feslamatriz de coeficientes de los orbitales de KS en la base elegida. Los
elementos de |'H| dependen de la densidad y por lo tanto de F, por lo que la resolucion de esta
ecuacion debe realizarse en forma iterativa. Para ello se parte de un conjunto preliminar de
coeficientes que permiten calcular la densidad, con esa densidad se construye |"L4| y luego se

resuelve la ecuacion 2.1.47 hasta encontrar una matriz F autoconsistente.

11.2.1.5.1 Funcionales de Intercambio y correlacion

La calidad de los céalculos de DFT responde como puede esperarse a la calidad del

funcional utilizado para modelar la energia de intercambio y correlacion.

El primer funcional de intercambio y correlacion fue propuesto por Hohenberg y Kohn.[©

El mismo se expresa de la siguiente manera:




0 "i- 70 (11.57)

donde - corresponde a la energia de intercambio y correlacion por electrén en un
gas homogéneo de electrones con densidad . La energia de intercambio se calcula en este caso

como:

(11.58)

g
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y la energia de correlacion puede obtenerse a través de una funcion derivada por Vosko,
Wilk y Nusair.®! Este funcional se denomina aproximacion de densidad local (LDA), o LSDA en la

implementacién para sistemas de capa abierta.

Los modelos LDA y LSDA estan basados en un gas uniforme de electrones, por lo que
resulta una buena aproximacion en sistemas donde la densidad electrénica cambia lentamente.

Sin embargo, esto es dificil que ocurra en un sistema quimico real.

Para incorporar las variaciones de la densidad electronica con la posicion, se
desarrollaron los funcionales corregidos por gradiente (denominados por sus siglas en inglés

GGA: Generalizad Gradient Aproximation). En estos funcionales, se incorpora el W 1 en la

expresion del funcional de intercambio y correlacién.

Como ejemplo puede mencionarse el funcional de intercambio y correlacion de Perdew-

Burke-Ernzerhof (PBE)™!

Al igual que en LDA, estos funcionales pueden dividirse generalmente en un término de
intercambio y uno de correlacion. Ejemplos de funcionales de intercambio son el funcional
desarrollado por Perdew y Wang (PW86)* y el funcional de Becke (B)*Y, que contiene
parametros empiricos. Como ejemplos de funcionales de correlacion pueden mencionarse el

funcional de Lee-Yang-Parr (LYP)1*?, y el de Perdew y Wang (PW91).123l

Debido a que el método de HF permite obtener el intercambio exacto, se desarrollaron
funcionales llamados funcionales hibridos, que incluyen una porcién del intercambio de HF con
funcionales de intercambio y correlaciéon de GGA. Como ejemplo podemos mencionar el

funcional B3LYP y el funcional B3PW91.14

La utilizacién de la teoria del funcional de la densidad con funcionales GGA permite
obtener generalmente buenos resultados para geometrias y otras propiedades moleculares,

energias de enlace, frecuencias de vibracion, etc.




Sin embargo, a diferencia de la teoria de HF, DFT presenta una limitacion severay es que
debido a la inclusién de un funcional de intercambio y correlacion aproximado, la teoria deja de
ser variacional (es decir, el valor de energia podria ser menor que el verdadero) y los valores de
energia dependeran de la eleccion del funcional elegido. Sin embargo, un aumento en el tamafio
de las funciones de base daran valores menores de energia calculada, para célculos realizados

con un mismo funcional, lo que permite en ese caso mantener la idea variacional.

Es habitual entonces, validar los resultados del calculo realizado, utilizando distintos
funcionales de intercambio-correlacion (ademaés de funciones de base) y célculos ab-initio para

compararlos entre si.

Sin embargo, DFT (y otros métodos ab-initio de més alto nivel) sigue siendo actualmente
la teoria de eleccién por los quimicos computacionales cuando se desean realizar célculos de
estructura electrénica, dado que es la teoria que ofrece la mejor relacién entre la calidad de sus
resultadosy el costo computacional requerido, especialmente en sistemas conteniendo metales

de transicion.

En la préxima seccion se describira la implementacion de DFT denominada SIESTA,

utilizada en algunos célculos en la presente tesis.

H E| método SIESTA

En esta seccion se presentara el método SIESTA (Spanish Initative for Electronic

Simulations of Thousands of Atoms).[*5]

Este método fue originalmente desarrollado por fisicos de materia condensada, por lo
que esta disefiado para calcular la estructura electrénica de sistemas periodicos. Sin embargo,
si se eligen convenientemente los parametros de la celda, es posible realizar calculos que

corresponden a sistemas no periédicos, que es lo que hemos hecho en este trabajo de tesis.

A diferencia de la mayoria de los esquemas de calculo basados en la teoria del funcional
de la densidad que utilizan funciones de base descriptas en forma analitica, este método utiliza

funciones bases numéricas descriptas en una grilla tridimensional.[6<1]

La utilizacién de las mismas otorga varias ventajas: en primer lugar, permite utilizar
cualquier tipo de funciones de base, a diferencia de los calculos realizados con bases analiticas
que normalmente utilizan funciones Gaussianas para simplificar la realizacion de las integrales

asociadas. En segundo lugar, las funciones de base se encuentran acotadas en la grilla, es decir




que son forzadas a valer cero mas alla de un cierto radio de corte, lo que permite acelerar

significativamente los célculos.

Si bien en este contexto podria utilizarse cualquier tipo de funciones de base, se observé
gue resulta conveniente la utilizacién de funciones de base llamadas orbitales pseudoatémicos
(PAOs) que consisten en las autofunciones de los atomos con los correspondientes
pseudopotenciales. El confinamiento de estas funciones a través del uso de un radio de corte,
provoca un incremento en la energia asociada a estos PAOs. Este incremento puede variarse a
través de la eleccién del parametro YO (pseudoatomic orbital energy shift) modificando asf
la calidad de los resultados obtenidos. Tipicamente, valores de YO  entre 100 y 200 meV,
otorgan resultados adecuados, sin embargo en caso de que el sistema contenga metales de

transicion se recomienda establecer este valor entre 20y 30 meV.

Por otra parte, el usuario puede determinar la precision del célculo indicando la
separacion entre puntos de la grilla, lo que se indica con el parametro Energy Cut Off, y
corresponde a la energia de la onda plana de mayor frecuencia que es posible incluir en la grilla.
En cuanto a los funcionales de intercambio y correlacion, en el programa se encuentran

implementados LDA, LSDA 'y PBE (GGA).

Para el tratamiento de los nlcleos y los electrones internos se utilizan
pseudopontenciales. La utilizacion de los mismos permite por un lado, eliminar el costo
computacional asociado al calculo de los electrones internos, y por otro, permitir obtener una
densidad de carga suave en toda la grilla, permitiendo ademas incluir a muy bajo costo los

efectos relativistas, que suelen ser relevantes en atomos pesados.

En este contexto, el Hamiltoniano electrénico resulta:

-
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(O ® (11.59)

donde | corresponde a los nucleos. La suma en la ecuacion (11.59) corresponde al
pseudopotencial, el cual posee una contribucién local y otra no local.

Con el objeto de evitar el computo del término ® i, que resulta de dificil

convergencia en un arreglo infinito de cargas (debido a la naturaleza periédica del célculo), se

define w i, elcual se suma al ® i, de manera de generar un potencial de atomo
neutro (NA). El potencial agregado @ 1 corresponde al potencial creado por la densidad
electronica de cada &tomo aislado . Podemos definir entonces:




© ® (11.60)
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1 (11.62)
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En la ecuacion (11.62),7 1 corresponde a la diferencia entre la densidad electrénica
autoconsistente y la de los atomos aislados, la cual es mucho mas pequefia que ” 1 . Siendo

1@ 1 el potencial creado por| ” 1 , podemos rescribir el Hamiltoniano electrénico total

como:

0 Y 0 1 O 1 JTo 1 o 1 (11.63)

De esta manera, el © 1 se reemplaza por una suma de potenciales de atomo
neutro, mas una pequefia correccién, que se agrega para corregir el efecto del agregado de

W i.

Los primeros dos términos de la ecuacion (11.63) involucran integrales de dos centros y
se calculan al inicio del célculo, en el espacio reciproco, tabulandose en funcion de la distancia

interatdmica. Los términos restantes son calculados en la grilla tridimensional.

La densidad electronica se calcula de la siguiente manera: En primer lugar, supongamos
que § 10 son la parte espacial de los spin-orbitales, las cuales pueden describirse como

combinacion lineal de las funciones de base:

I i % 1O (11.64)
Entonces, la densidad electrénica resulta:
7”1 €Y 15§ 7% U % 1 (11.65)

donde € corresponde al nimero de ocupacién def y” alos elementos de matriz

de la matriz densidad, dados por:
0 €0 (11.66)

Los pasos autoconsistentes establecidos en el programa SIESTA pueden resumirse en:

1. Definicion de la base % & a utilizar y calculo de los elementos de matriz no




autoconsistentes correspondientes a los términos 'Yy o

2. Estimacion inicial de los coeficientes de la matriz de densidad (por ejemplo asumiendo

1)

i
Obtenciéon de la densidad electrénica ”1 B 7 % 1% 1 y de

NI U U |

Célculode] @ 1 através de la ecuacion de Poisson (N @ _).

3. Célculode ® enlagrilla.

,

4. Evaluacion de las integrales asociadasal @ 110  ©®

5. Resolucion del problema de autovalores para encontrar nuevos coeficientes de la matriz

densidad.

6. Construccion de una nueva matriz densidad con los nuevos coeficientes y comparacion

con la matriz anterior. En caso de no verificarse la autoconsistencia, se vuelve al item 3.
7. Célculo de la energia.
8. Calculo de las fuerzas sobre los &tomos.

En resumen, el método SIESTA permite realizar, a través de la utilizacién de bases
numeéricas, el uso de pseudopotenciales para los electrones internos, y los funcionales de
intercambio y correlacion LDA, LSDA o PBE, célculos de estructura electrénica en forma
altamente eficiente para sistemas de mediana cantidad de 4tomos, basados en la teoria del

funcional de la densidad.

H Nétodos basados en la Mecanica Clasica

Muchos sistemas de interés en quimica y biologia son sistemas moleculares de gran
cantidad de atomos, como por ejemplo las proteinas, membranas, etc. Para este tipo de
sistemas como se menciond, aun con el poder computacional existente hoy en dia, es
practicamente imposible su tratamiento completo con mecéanica cuantica. Es por esto que en
gran cantidad de problemas en los que no se requiere un detalle de la distribucion electronica,

se utilizan métodos basados en la mecanica clasica, lo que se denomina mecanica molecular.

En estos métodos se ignora el movimiento de los electrones, y se calcula la energia

exclusivamente en funcion de las posiciones de los nucleos. Sin embargo, la mecanica cuantica




se utilizaa menudo para el desarrollo de los distintos pardmetros requeridos para el calculo (que
se explicaran en la préxima seccién). También, muchos de estos pardmetros son obtenidos a
partir del ajuste de potenciales clasicos de manera tal de reproducir resultados experimentales

conocidos.

11.2.3.1 Campos de fuerza clasicos d Simulaciones
atomisticas

En los métodos de mecanica molecular atomistica, la energia potencial viene dada por
una funcién que se denomina dcampo de fuerzaé, que no es mas que una expresion matematica
para la energia potencial dependiente de las coordenadas de los ndcleos y de una serie de

parametros.[*9

Existen también campos de fuerza asociados a descripciones de tipo dgrano gruesog, en
donde la expresion matematica involucra una energia potencial dependiente de coordenadas

de grupos de atomos (como una entidad).

La expresion del campo de fuerza atomistico de AMBER®%¢ el cual fue utilizado para los
calculos realizados en esta tesis ¢ contiene dos clases de contribuciones a la energia potencial,

las contribuciones de unién y las de no union.

Por un lado, las de unién, se computan para &tomos que estan formando un enlace
covalente con otro o como maximo a dos atomos de distancia, e incluyen penalidades
energéticas para las desviaciones respecto de su valor de equilibrio de distancias de enlace,
angulos y angulos diedros. Mientras que las dos primeras se representan a través de un potencial
armonico centrado en la distancia de equilibrio, los &ngulos diedros o torsiones estan descriptos

con una funcién periddica (ver primeros tres términos en la ecuacién (11.67)).

Por otro lado, las contribuciones de no unién, se computan entre &tomos que estan en
diferentes moléculas 0 a mas de tres enlaces de distancia, y se dividen en interacciones
electrostaticas basadas en la ley de Coulomb, y potenciales de tipo Lennard-Jones, que describe
en forma aproximada las interacciones dispersivas y la repulsion originada por el principio de

exclusion de Pauli a distancias muy cortas. La expresion de la energia potencial resulta:?!




01 — 1 1 —_— - - (11.67)
q q
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El primer término refiere a la contribucion de estiramiento de los enlaces, el cual se
describe a través de un potencial armonico. En ésta expresion, © ; corresponde a la constante

de fuerza asociada alauniéniy i asu distancia de equilibrio.

Si bien una mejor descripcion de un enlace quimico se obtendria con un potencial como
por ejemplo el sugerido por Morsel??, este contiene un parametro adicional, que agrega un
costo computacional adicional, por lo tanto no se suele utilizar en céalculos MM. Sin embargo, en
algunos casos, suele recurrirse a potenciales de esta caracteristica para modelar la formacién o
ruptura de enlaces, aunque seguira siendo de forma aproximada. Ademas, un potencial
armonico resulta una aproximacién razonable (a segundo orden) al potencial real en la zona

cercana al minimo de cualquier funcion potencial.

El segundo término corresponde a las contribuciones dadas por las flexiones angulares.
Estas también se representan con un potencial armonico de constante Q ; y valor de equilibro
— . Normalmente, la energia requerida para modificar un angulo es menor a la requerida para
variar la distancia entre dos &tomos, por lo que los valores de 0 ; suelen ser menores que los de

las constantes Q .

El tercer término, es el asociado a las torsiones o angulos diedros y presenta tres
parametros: @ corresponde a la barrera energética asociada a la rotacién entre dos minimos
sucesivos, n representa la multiplicidad del potencial, es decir indica el nGmero de minimos

encontrados entre 0°y 360°, y por dltimo[ , que corresponde a la fase de la funcion sinusoidal.

El dltimo término de la ecuacion (11.67) contiene las contribuciones de no union, y
depende de la distancia entre pares de atomos, 1 . La primera parte, corresponde al potencial
de Lennard-Jones y contiene los pardmetros - , asociado a la profundidad del pozo de energia,
Y., ,correspondiente a la distancia entre los atomos correspondiente al minimo de energia. La
segunda parte, la parte electrostatica, contiene como pardmetros las cargas sobre los &tomos.
En el campo de fuerzas de AMBER, la distribucion de cargas es representada a través de cargas

puntuales | ubicadas en las coordenadas de cada atomo. Estas cargas se obtienen partir de




ajustar las mismas para que reproduzcan el potencial electrostatico obtenido con un método

cuéntico (ajuste RESP, Restrained Electrostatic Potential)

Para disminuir el costo computacional asociado a los términos de no union, se utiliza un
radio de corte, de manera tal de no computar las interacciones con &tomos que se encuentran

a una distancia mayor que el radio de corte elegido.

Para las interacciones de Lennard-Jones, al ser interacciones cuya intensidad decae a
distancias cortas, esto no genera un problema siempre que el radio de corte sea lo
suficientemente grande. Sin embargo, para las interacciones Coulémbicas, (que son de mayor
alcance), en los casos en que se utilizan condiciones periddicas en la simulacion, se utiliza una
metodologia denominada sumas de Ewald™, un método originalmente desarrollado para el

estudio de cristales idnicos, en su implementacién denominada Particle Mesh Ewald.

Esta metodologia se utiliza para calcular las interacciones electrostaticas totales entre
los atomos presentes en una celda unidad, de forma muy eficiente. La energia electrostéatica se
calcula en dos partes: una primera parte, en la cual a las interacciones electrostaticas asociadas
a las cargas puntuales se les agrega una distribucion de carga Gaussiana, que neutraliza cada
carga. Esta parte se calcula en el espacio real y a diferencia de la suma directa de las
interacciones electrostaticas, la expresion resultante converge en forma mucho mas rapida. Las
021S00i2ySa yS0Sali- RSoIR2 I fl- ly0R1LR0I-0lsy RS 14 RSy&IRIRSA aySdiil-fiTl-yiSaér &S
calculan en el espacio reciproco.

Las sumas asociadas a los calculos en el espacio reciproco también presentan una rapida
convergencia. De esta manera se logra tener en cuenta las interacciones electrostaticas de largo
alcance mas alla del radio de corte de las interacciones de no union, en forma altamente

eficiente.19

Finalmente, como puede observarse en la ecuacién (11.67), el campo de fuerzas es
constituido ademas por una gran cantidad de parametros asociados a cada uno de los sumandos
en la descripcion de la energia potencial. Para el caso de simulacion de proteinas, el campo de
fuerza de AMBER contiene un conjunto de parametros por default asociados a aminoacidos,
algunos iones, ADN y ARN, lipidos, etc., incluso para distintos estados de oxidacion o

protonacion.

En este contexto, puede hablarse de la transferibilidad del campo de fuerza, entendida
como la posibilidad de la utilizacion de un mismo conjunto de parametros en otros sistemas

similares. Por ejemplo, los pardmetros para un residuo de arginina seran los mismos en todas




las proteinas estudiadas, y no ser& necesaria su parametrizacion en cada proteina que se desee
estudiar. Ese concepto permite utilizar el mismo conjunto de pardmetros por residuo en todas

las proteinas estudiadas, sin pérdida de generalidad.

En el campo de fuerza de AMBER, los atomos dentro de cada residuo reciben un nombre
de &tomo y se le asigna un dtipo¢ de atomo. Los tipos de atomo permiten que no sea necesario
incluir pardmetros para cada atomo incluido en cada uno de los aminodcidos. Distintas especies
pueden poseer el mismo tipo de &tomo, en estos casos los pardmetros asociados a las uniones,

los &ngulos y los diedros seran los mismos.

Si bien en el campo de fuerza se incluyen parametros para todos los aminoacidos
naturales y otras moléculas cominmente encontradas en los sistemas proteicos, para incluir
grupos prostéticos como el grupo hemo en diferentes estados de oxidacién y coordinacion, por

ejemplo, sera necesario obtener los parametros necesarios para realizar la simulacion.

11.2.3.1.1 Modelos de agua explicita

Existen numerosos modelos de agua para simular el solvente que rodea a las
biomoléculas. En primer lugar, los modelos de solvente implicito, describen al solvente
circundante 02Y2 dzyl- GeI-SI- SES0R&HHI01-¢ OII-OISINTIRI- Li20 dzy1- 02yadl-yiS RISESONI0N- 9aii2a
modelos tienen la ventaja de tener menor costo computacional, en detrimento del detalle de

eventos relacionados a interacciones especificas con el solvente.

Por otro lado, existen modelos de solvente explicitos, que asignan un campo de fuerzas

similar a los pertenecientes a los aminodcidos, iones, etc.

La mayor parte de los modelos de agua (no polarizable) asumen una carga positiva sobre
los hidrégenos y una carga negativa junto con una interaccion de Lennard-Jones en la posicion

del oxigeno.

En general, se diferencian en la geometria del enlace (distancia HO-H y angulo H-O-H), y
en la magnitud de la distribucion de cargas (todos los modelos localizan la carga positiva sobre
los atomos de hidrdgeno pero difieren en la localizacion de la/s carga/s negativa/s y en las
propiedades fisicoquimicas del agua real que se pretende reproducir y contra las cuales se

ajustan los parametros del modelo).?3l

Entre los més populares se encuentran el modelo TIP3P (por sus siglas en inglés,
transferable three point intermolecular potential), el cual fue utilizado en esta tesis. Este modelo

fue propuesto por Jorgensen et al. en 1983y en el cual la carga negativa esté localizada sobre el




atomo de oxigenoy las cargas positivas sobre los &tomos de hidrégeno. Ademaés, cada molécula
de agua se mantiene en una geometria rigida. Un esquema de este tipo de molécula de agua se

encuentra en la Figura 1

0.9572 A

Figura 1: parametros relevantes (cargas, distancia, y angulo) del modelo de agua TIP3P

Los parametros del modelo (por ejemplo, aquellos correspondientes al potencial de
Lennard-Jones y las cargas sobre cada &tomo) son ajustados de manera tal que reproduzcan el
valor de entalpia de vaporizacion y la densidad del agua liquida en condiciones estandar de
presién y temperatura y por lo general este modelo de aguas es el mas ampliamente utilizado

con campos de fuerzas parametrizados para biomoléculas.?4

Si bien existen humerosos modelos de agua, un trabajo de Cerutti et al., en donde se
compara la capacidad de los campos de fuerza de biomoléculas para reproducir las propiedades
de las estructuras cristalograficas de proteinas en combinacién con distintas tipos de modelos
de aguas, llega a la conclusion de que la eleccion del modelo de aguas tiene un efecto
despreciable en comparacion con la eleccién del tipo de campo de fuerzas utilizado para la
proteina, y ya que estos han sido mayormente parametrizados utilizando un modelo de aguas

de tipo TIP3P, es conveniente utilizar este modelo de aguas.®

Otros modelos de agua simples usualmente utilizados son por ejemplo el modelo SPC?!
0 su actualizacion SPC/E®?" y el modelo TIP4P®4, que utiliza cuatro puntos en vez de tres para
describir la distribucion de cargas. Los valores de los pardmetros asociados a los modelos de
agua simples se desarrollan de forma de reproducir las propiedades del agua medidas
experimentalmente como la densidad, la funcion de distribucion radial, y otras propiedades
fisicoquimicas. Como se trata de modelos sencillos, existen gran cantidad de propiedades que

no pueden ser descriptas.

Existen modelos méas avanzados, como asi también mas costosos, que incluyen efectos
de polarizacién, lo que resulta de importancia en sistemas donde se espera que el solvente

experimente un efecto de polarizacion significativo por parte del resto del sistema.




B Métodos multi-escala cuantico-clasicos

(QM/MM)

En las secciones anteriores se han presentado los aspectos basicos de los métodos
basados en la mecénica cuéntica y en la mecanica clasica. Los métodos basados en la mecénica
cuéntica presentan informacion de la distribucion electrénica del sistema y son imprescindibles
cuando se desea estudiar procesos reactivos, pero traen aparejado un gran costo
computacional. Por otro lado, los métodos llamados de mecéanica molecular presentan un costo
computacional extremadamente menor, y permiten estudiar fendmenos estructurales

asociados a moléculas de gran cantidad de atomos.

Resulta entonces natural pensar que pueden combinarse ambas metodologias para el
estudio de un sistema en el que interese una descripcion de la densidad electronica de una cierta
region del sistema (llamada region QM, que se debe describir a un nivel mecanico cuantico), y
el resto del sistema puede tratarse con mecanica clasica (llamada regién MM), como muestra el
ejemplo de la Figura 2. Esta idea hay tenido un enorme éxito, lo que ha motivado la adjudicacion
del premio Nobel de Quimica en 2013 a Arieh Warshel, Michael Levitt y Martin Karplus por sus

contribuciones.

CI3dz0I- HY en un calculo QM / MM de una reaccion enzimatica, el sistema se divide en dos regiones: la region que se
quiere describir con detalle electrénico (region QM, mostrado aqui en representacion de bolas y palos) y el resto del
sistema (region MM).

Un ejemplo de aplicacion de este tipo de metodologias es el estudio de reacciones
enzimaticas.[8*2 En ellas, el sitio activo donde ocurre la reaccion debe tratarse necesariamente
con mecanica cuantica, pero el resto de la enzima puede tratarse clasicamente. Esto constituye

un avance significativo respecto de la utilizacion de sistemas modelo para tratar este tipo de




problematicas, en los que solo se incluia el sitio activo y algunos grupos pequerfios relevantes.
En las metodologias multi-escala se considera el efecto de toda la proteina, en la mayoria de los

casos crucial en el desarrollo del fenémeno reactivo.

Para aplicar una metodologia QM/MM, en primer lugar es necesario definir la region del
sistema que se tratard con mecéanica cuantica, que llamaremos subsistema QM. El resto del

sistema (subsistema MM) se tratara con mecanica clasica.

En la eleccién debe tenerse en cuenta que cuanto mayor sea el subsistema QM, mayor
calidad tendré el célculo, pero también su costo se incrementard significativamente. En el caso
de que la simulacién a realizar consista en el estudio de una molécula inmersa en un solvente,
resulta natural elegir como subsistema QM a la molécula a estudiar y tratar al solvente como
subsistema MM. En el caso del estudio de una reaccion enzimética, la eleccion es mas compleja.
Resulta imprescindible incluir en el subsistema QM todos los &tomos que incluyan enlaces que
puedan romperse o formarse durante el proceso de interés. Sin embargo, para obtener una
buena representacion del problema de estudio, normalmente se requiere incluir una mayor

cantidad de &tomos que simplemente los involucrados en la reaccion propiamente dicha.

Dentro de los métodos QM/MM, pueden distinguirse dos clases de metodologias: los
esquemas aditivos y los esquemas sustractivos.B334 La metodologia utilizada en esta tesis

corresponde a un esquema aditivo, por lo que se describira este tipo de esquema.

Enlos métodos QM/MM aditivos, el Hamiltoniano consiste en la suma de la contribucion

del subsistema QM (0 ), el subsistema MM (0 ) y un término de acoplamiento QM/MM
(C 7

oo 0 0 (11.68)

Para el célculo de la energia O  (asociada al 'O ), debe seleccionarse un nivel de
calculo cuéntico. Los célculos presentados en esta tesis estan realizados a nivel de la teoria del
funcional de la densidad (DFT). En el Hamiltoniano cuéntico no solo se tienen en cuenta las
cargas de los nucleos cuanticos, sino que se realiza el calculo teniendo en cuenta ademas el
potencial electrostatico generado por las cargas clasicas, este esquema recibe el nombre de

embebimiento electrostatico.

La energia O  se calcula a través del uso de un campo de fuerza. En el caso de la
presente tesis, el campo de fuerza utilizado es el campo de fuerza AMBER?, explicado en la

seccion 11.2.3.




El término clave en el calculo QM/MM es el término de interaccion o coupling: 0

La forma en que se define habitualmente, da cuenta del método QM/MM particular.

En forma general, O 7 incluye las interacciones electrostaticas, de van der Waals
repulsivos de corto alcance y de union de los atomos en la frontera, entre los &tomos QM y los
atomos MM. En el método utilizado en los calculos realizados en esta tesis, el término de
acoplamiento QM/MM consiste en el descripto en la expresion (11.69) para un sistema de A

dtomos MM y B &tomos QM:

i no (11.69)

Ty Y
donde, T corresponde a las posiciones de los ntcleos MM, 'Y a las coordenadas de los

nucleos QM.

El primer sumando da cuenta de la interaccion electrostatica entre la densidad
electronica del subsistema cuéantico y las cargas sobre los atomos MM (1] ). El segundo término
describe la interaccion electrostatica entre los nicleos QM, de carga ® , y los atomos MM. El
tercer término describe las interacciones de van der Waals repulsivos de corto alcance, en la
misma forma que lo realiza en campo de fuerza clasico, descripto en la seccién 11.2.3. Este Gltimo
término implica que sea requerido obtener los pardmetros asociados al potencial de Lennard-
Jones (- y,, ) paralos atomos del subsistema QM, los que normalmente son obtenidos del

campo de fuerza utilizado para representar el subsistema MM.

En la mayoria de los casos en que se desea aplicar una metodologia QM/MM, se
encuentra el problema adicional de que la frontera entre el subsistema QM y el MM involucra
un enlace covalente. Es decir, dos atomos que estan unidos covalentemente se encuentran
localizados uno en el subsistemaQM (0 )yotroenel MM (0 ). Para el tratamiento de este
problema en los calculos QM/MM realizados en esta tesis se utilizd el método SPLAM (Scaled

Position Link Atom Method. !

En este método, un atomo llamado atomo Link, usualmente un &tomo de Hidrégeno
(0 ), se ubicaen el enlace por el que atraviesa la frontera. De estamanera,el 0  completa
la valencia del atomo cuantico ubicado en la frontera. La posicién del 0  esta forzada a

mantenerse en el enlace © -0 . Paraello, lafuerza sobre el'0  se descompone en una




componente perpendicular y otra paralela al enlace 6 -0 . La componente perpendicular
se redistribuye entre los &tomos©® y O . Porotra parte, para mantenerelenlace 6 -0
los términos de union, &ngulos y diedros involucrados en el enlace son contabilizados a través

del campo de fuerza clsico.

Las interacciones de Lennard-Jones que involucran a los &omos© ,0  ,0 son

anuladas para pares de &tomos separados por menos de tres enlaces.

Por Gltimo, para evitar una sobrepolarizacion de launion © -0  debido a la corta
distanciaentreel’'0 yelatomo O ,seanulalacargasobreel 4&tomo 0 . Esta metodologia

fue aplicada en diversos trabajos anteriores que incluyen sistemas bioldgicos. 1:3336.37]

SECCION B
METODOS DE EXPLORACION DE LA SEP

HE Mcétodos de exploracion de la superficie de

energia potencial

Como se ha mencionado anteriormente, la superficie de energia potencial (SEP),
definida en el contexto de la aproximacion de Born-Oppenheimer, es una funcion escalar que
define el valor de la energia potencial del sistema en funcién de las coordenadas de los nucleos,
es decir, en un sistema de N atomos depende de 3N variables, asociadas a las coordenadas
cartesianas de cada uno de los nucleos. El conocimiento de la superficie de energia potencial
permite obtener informacién cinética y termodindmica de un sistema. Exceptuando sistemas
extremadamente simples, la SEP resulta compleja y es imposible conocerla de forma analitica,
por lo que se requiere de métodos de simulacion computacional para explorarla. En esta seccion
nos centraremos en distintos métodos desarrollados para explorar la SEP de forma eficiente,
que permiten concentrar la atencién en el sector de la SEP que se desea explorar para poder
responder al interrogante quimico de interés. Si bien existe una gran cantidad de metodologias
para realizar esta tarea, se desarrollaran solamente las metodologias aplicadas en los calculos

realizados en esta tesis.




11.2.5.1 Optimizaciones de geometria 6 Busqueda del
minimo de energia

En cualquier problema de interés quimico, siempre va a resultar importante encontrar

los puntos minimos de la superficie de energia potencial, SEP.

En las vecindades de los minimos de la SEP se encuentran las configuraciones o
conformaciones estables, por lo tanto sera una region relevante para el sistema de estudio. Para

encontrar los minimos de la SEP, debe aplicarse un algoritmo de minimizacion.

El problema de la minimizacion puede verse formalmente de la siguiente manera: se
tiene una funcion 0 o 1o 18 8hwd  que corresponde a la SEP, en la cual se quiere encontrar
un minimo. En el minimo, las derivadas primeras respecto de cada una de las variables

®ho 8 8he  valen cero, y todas las derivadas segundas son positivas:
10 T 0

— i L)~ p8800 (11.70)
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Debido a la complejidad con la que varia la SEP con las coordenadas cartesianas, se

pueden utilizar diferentes métodos numéricos para obtener los minimos de la funcion.

Dentro de los diferentes métodos, pueden distinguirse los métodos derivativos, y los no
derivativos. Dentro de los derivativos (que utilizan las derivadas de la funcién a minimizar),
existen métodos que utilizan solo la derivada primera, llamados de primer orden, y los que

utilizan ademas las derivadas segundas, llamados de segundo orden.

Los métodos utilizados en esta tesis corresponden a métodos derivativos de primer

orden, en particular los métodos llamados Conjugate Gradients y Steepest Descents.!*°)

La inclusion de la derivada primera en la determinacién del minimo de energia resulta
de mucha utilidad, dado que el gradiente de la SEP, indica la direccion hacia donde se encuentra
el minimo, y su valor absoluto otorga la pendiente en el punto. El gradiente de la SEP
corresponde al opuesto de la fuerza, por lo que siguiendo la direccién de la fuerza sobre cada

atomo puede gradualmente reducirse la energia del sistema.

El método Steepest Descents realiza los movimientos en direccion paralela a la fuerza
neta, realizando pasos de una longitud arbitraria, fijada al inicio del calculo. En caso de que se
realice un paso que produzca una reduccion de la energia, la longitud del paso se incrementa
por un factor. En caso de producirse en contrario un incremento de la energia, se procede a

reducir la longitud del paso.




El método Conjugate Grandients, por su parte, se diferencia del método de Steepest
Descents, en que la direccién en la que se realizan el movimiento, corresponde a la direccion de
la fuerza neta mas la direccion anterior multiplicada por un factor. Este factor se calcula como
el cociente entre el modulo del gradiente del paso actual y el paso anterior. De esta manera, no
se observa el fendmeno oscilatorio que se observa en el método de Steepest Descents en las

zonas donde hay minimos muy angostos.

Por ultimo, debe tenerse en cuenta que estos métodos intentan siempre ir en la
direccién de reduccion de la energia, por lo que el resultado final dependera fuertemente de la
configuracion de partida. En otras palabras, a través simplemente de optimizaciones de
geometria como las descriptas en esta seccion, no se podran atravesar barreras que conecten
distintos minimos, y el minimo que se obtenga sera el mas cercano a la estructura de partida.
Resulta entonces imprescindible la utilizacién de otras metodologias que permitan un muestreo

mas amplio de la SEP.

11.2.5.2 Busqueda del camino de transformacion
Es de interés en quimica conocer los aspectos termodinamicos y cinéticos asociados a
muchos procesos quimicos (por ejemplo, reacciones quimicas, cambios conformacionales en

proteinas, etc).

Para poder calcular las barreras de activacién y moverse por la SEP desde un minimo a
otro, por ejemplo, de reactivos a productos, es necesario desplazarse del minimo. Esto no puede
realizarse con los métodos de minimizacion presentados en la seccién 1.2.5.1, dado que, como

se menciond, no permiten atravesar barreras de activacion.

Para poder lograr el pasaje entre dos estados estables del sistema, como reactivos y
productos, debe definirse lo que se denomina una coordenada de transformacion. La misma
puede consistir en una distancia, un angulo, o puede ser muy compleja e involucrar distintos

parametros geométricos del sistema.

Un esquema alternativo es localizar los estados de transicion, para lo cual existen

algoritmos para tal fin, lo que no requiere de definir a priori una coordenada de transformacion.

Sin embargo, esto es una tarea bastante dificultosa, por lo que en esta tesis se emplea
el esquema alternativo de mapear el camino de transformacion eligiendo una coordenada de

reaccion adecuada.

Una vez elegida la coordenada de transformacion, el objetivo es entonces obtener la

variacion de la energia potencial en funcion de la coordenada de transformacion, es decir de




esta manera se obtiene el valor de la SEP a través de un camino definido por la coordenada de

transformacion.

Dependiendo de la eleccion de la coordenada de transformacién, ese camino
correspondera al camino de minima energia que separa dos minimos (por ejemplo reactivos y
productos de una reaccion quimica, cambios conformacionales de la estructura de la proteina,
etc) y el punto méximo de esta curva corresponderd al estado de transicion, correspondiente a
un punto de ensilladura en la SEP (méximo en la direccion de la coordenada de transformacion

y minimo en el resto de las coordenadas)

Para realizar este calculo, se suele agregar a la energia potencial un término extra, que

tiene la siguiente forma:

o 0. (11.71)

La expresion (11.71) corresponde a un potencial arménico, de constante 0, en donde ,
corresponde al valor deseado de la coordenada de transformacion en un momento de la

simulacion, y , corresponde al valor de la coordenada de transformacion.

En la préctica, el valor de , se va modificando a lo largo del célculo, lo que provoca que
el valor de , se vaya modificando. En cada movimiento de , , se realiza una optimizacién de
todo el sistema sujeto a la restriccion dada por (11.71), lo que permite obtener el camino de
minima energia. De esta manera se puede obtener el perfil de energia potencial asociado a una

transformacion de interés.

En este punto resulta relevante destacar que este perfil obtenido mediante
minimizaciones, no tiene en cuenta efectos térmicos. Por lo tanto, no provee informacion
termodinamica directamente. Aun asi, estos métodos resultan Gtiles para la bdsqueda de
caminos de transformacién y pueden proveer informacién cualitativa de los procesos que tienen

lugar.

11.2.5.3 Simulaciones de Dinamica Molecular
En esta tesis se realizaran principalmente simulaciones de sistemas proteicos cuya
complejidad de la superficie de energia potencial involucra la existencia de gran cantidad de
minimos locales. Esto implica que no existe un solo minimo representativo del sistema, sino que
existen una serie de minimos (llamadas conformaciones), que estarn presentes en mayor o

menor proporcion segun sus energias relativas.




Cuando se realiza una medida experimental, todas las conformaciones relevantes

estaran representadas en el ensamble de moléculas presente en el sistema.

Para obtener un ensamble se puede hacer uso de la hipotesis ergodica, que supone que
através de unareconstruccion de la evolucion temporal de la dindmica de un sistema, el sistema
puede evolucionar un tiempo suficiente para que haya podido explorar todas las distintas

conformaciones disponibles.

En una simulacion de dinamica molecular, se realiza la reconstruccion de la evolucion
temporal de la dindmica de un sistema, a través de la resolucién de las ecuaciones de
movimiento de Newton, es decir, la trayectoria se obtiene a través de la resolucién de las

ecuaciones diferenciales asociadas a:

S

W
To &

—a

(11.72)

donde se describe el movimiento de una particula de masa & en la coordenada a , con

0 lafuerzaen ladireccion o .

La fuerza sobre cada una de las particulas cambia cuando la particula modifica su
posicion, y es funcion del movimiento de todas las otras particulas. Esto convierte el problema

en no resoluble analiticamente por lo que debe recurrirse a métodos numéricos.

El método implementado en el programa AMBER se denomina Algoritmo de Verlet!®],

basado en el método de las diferencias finitas.

En el Algoritmo de Verlet, la integracién se parte en pequefios pasos, separados por un
intervalo de tiempo fijo 1 0. Se calcula la fuerza en cada particula como la suma de las
interacciones con el resto de las particulas, y de la fuerza puede calcularse la aceleracion, y con

ella la nueva posicién de las particulas en el siguiente paso.

Durante el 1 0, la fuerza es considerada constante. En el algoritmo de Verlet, se utilizan
las posiciones y aceleraciones al tiempo t (i 0 ) y las posiciones al tiempo o 70, (10 70),

para determinar las nuevas posicionesao 1 0, segun:

o,
m

i0 70 10 10870 %oa) = (11.73)

o,
m

i0 70 10 10870 %oa) = (11.74)




Sumando las expresiones (11.73) y (11.74), despreciando los términos de orden superior,

se obtiene:
10 710 cio 10 70 J0mO (11.75)

Las velocidades no aparecen explicitamente, pero pueden obtenerse de la siguiente

manera.

0 . (11.76)

Debe tenerse especial cuidado en la eleccion del intervalo de tiempo 0, denominado
time step. Cuanto menor sea el time step, mayor serd la cantidad de pasos de simulacién que
necesitaremos para realizar una simulacion de una dada cantidad de tiempo, con lo que
incrementaremos el costo computacional. Sin embargo, un intervalo de tiempo demasiado

grande daré origen a inestabilidades en el algoritmo de integracion.

Por otra parte, debe elegirse un time step que sea menor que las escalas de tiempo
asociadas a los movimientos que se desean observar y que permita describir el movimiento de

los atomos en la molécula.

En la practica, se utiliza un intervalo de tiempo que sea aproximadamente un décimo
del movimiento caracteristico mas rapido del sistema. En el caso de un sistema de atomos
simulado clasicamente, los movimientos mas rapidos estan asociados a las vibraciones de los
enlaces, que se encuentran en el orden de los fs. Por lo tanto, un intervalo de tiempo de 0.1-0.2
fs resulta apropiado. Las vibraciones més rapidas estan asociadas a los enlaces en los que uno
de los atomos involucrados en la unién es un atomo de hidrégeno. Una estrategia para
aumentar el time step y asf acelerar los calculos consiste en utilizar el algoritmo SHAKEE, que

permite fijar estas uniones en sus posiciones de equilibrio.

11.2.5.3.1 Simulacion de condiciones experimentales:

temperatura y presion

La temperatura y la energia cinética (0), estan relacionadas de la siguiente manera:

. &’ oy (1.77)

donde * y & corresponden a la velocidad y la masa de la particula 2y O el nimero de

particulas del sistema. Por lo tanto, una manera simple de mantener la temperatura constante

consiste en escalar las velocidades.




Uno de los métodos mas utilizados para regular la temperatura en una simulacion de
dindmica molecular es el algoritmo de Berendsenl*., El mismo consiste en acoplar el sistema a
un bafio externo cuya temperatura se fija en la temperatura deseada, que remueve o0 entrega
calor segun sea necesario. Supongamos que a un tiempo dado t el sistema posee una
temperatura’Y 0 . Puede verse de la ecuacion (11.77), que si las velocidades se escalan por un

factor _, el cambio asociado en la temperatura resulta:
- PO (11.78)

En este método, las velocidades se escalan en cada paso, de manera que el cambio en
la temperatura es proporcional a la diferencia entre la temperatura del sistema y la temperatura

del bafo:

Yog YO (11.79)

donde 1 es un parametro de acoplamiento que determina cuan fuertemente el bafio

esta acoplado al sistema. El cambio de temperatura entre dos pasos sucesivos separados por un
time step 0, corresponde a:

10,

3y T Y d Y O (11.80)

Con esta expresion, el factor de escalamiento de las velocidades _ resulta:

10 4
- P T °

(11.81)

Cuanto mas grande sea este parametro, mas débil sera el acoplamiento, por lo que la
fluctuacion en la temperatura serd mayor. Normalmente, la utilizaciéon de un factor de
acoplamiento entre 100 y 1000 veces méas grande que el time step elegido otorga buenos

resultados para los sistemas estudiados en esta tesis.

Por otra parte, es también deseable realizar simulaciones de dinamica molecular en
condiciones de presion constante. Para mantener la presion constante, el sistema debe variar el

volumen de la celda en la que se realiza la simulacién.

Berendsen propuso entonces un esquema similar al planteado para la regulacion de la
temperatura, por el cual se acopla el sistema a un bafio equilibrado a una cierta presion. El

volumen de la celda se escala entonces en un factor _, lo que equivale a escalar las coordenadas

atbmicasen_ . Resulta entonces:




_ P ||1—°6 0 4 (11.82)

donde Il — — es la compresibilidad isotérmica, y T corresponde al factor de

acoplamiento del bafio al sistema.

B Analisis avanzados de las simulaciones

11.2.6.1 RMSD

Luego de realizada una simulacién de dinamica molecular, el resultado principal que se
obtiene es la trayectoria de cada uno de los &tomos que conforman el sistema a lo largo del

tiempo simulado.

La visualizacion de la trayectoria a través de algin programa de visualizacion molecular
aporta gran cantidad de informacion sobre el sistema. Con ella se pueden analizar la evolucion
de parametros geométricos claves, como distancias, angulos, diedros, etc.; interacciones de

puente hidrégeno e hidrofébicas.

Por otro lado, en el caso de una macromolécula, puede observarse la dinamica de la
estructura terciaria, aungque los movimientos globales asociados a ella muchas veces requieren

un largo tiempo de simulacién para ser observados.

El programa de visualizacién utilizado durante toda la tesis fue el programa Visual
Molecular Dynamics!“® (VMD), el cual presenta una gran cantidad de herramientas muy Utiles

para el analisis de una simulacion de dinamica molecular.

Un parametro que permite estudiar la estabilidad de la estructura a lo largo de la
simulacion es la raiz cuadrada de desviacion cuadratica media (RMSD) de la estructura a lo largo
de la simulacién, respecto a una estructura de referencia, la cual se calcula de la siguiente

manera.

(11.83)

Donde O corresponde al nimero de 4&tomos en el sistema, y] a la distancia entre las
posiciones del &tomo i en dos estructuras distintas, una de ellas la estructura sera la estructura

de referencia.
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Bl Energia libre: motivaciones

Como ya se hamencionado en la introduccion, la energia libre es considerada la cantidad
mas importante en las teorias termodinamicas aplicadas a cualquier proceso fisico o quimico.
Su valor determinala espontaneidad de dicho proceso bajo condiciones de temperatura, presion
(e igual a la presién externa) y nimero de particulas constantes, o bien bajo condiciones de
temperatura, volumen y nimero de particulas constantes (a partir de la energia libre de Gibbs
o energia libre de Helmhotz, respectivamente) y cuando no se realizan trabajos distintos del de

volumen.

Los experimentos de simulacién de sistemas biofisicos son llevados a cabo usualmente
bajo dos condiciones de equilibrio: nimero de particulas, temperatura y volumen constantes
(NVT) o nimero de particulas, temperatura y presion constantes (NPT). Para estas condiciones,
como se menciond la energia libre de Helmholtz (F) y la energia libre de Gibbs (G),
respectivamente en cada condicion, son las funciones de estado, que en Ultima instancia se

desean calcular.

Finalmente, los diversos modelos de la quimica computacional aplicados durante el
estudio del proceso de interés, permitiran interpretar desde un punto de vista quimico/fisico,

los principales factores determinantes de la espontaneidad (o no) del proceso.

Como se menciono en la introduccion de la presente tesis, una correcta evaluacion del
cambio de energia libre del proceso de interés (o su valor a lo largo de un conjunto de
coordenadas que describe el proceso) permitird aportar informacion crucial para determinar,
por un lado, la espontaneidad de dicho proceso (signo del cambio de energia libre), y por el otro,

la velocidad con que dicho proceso sucede (estudio de barreras de activacion).
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B Introduccion

Como se menciond en la introduccion de la presente tesis, se han encontrado especies
de sulfuro de hidrégeno endégenas en mamiferost*<®l y plantas.[®s*?l Ademas, debido a que se
han descripto algunas funciones bioldgicas de estas especies, se ha incluido al H.S dentro de la

familia de gasotrasmisores.

Uno de los targets moleculares del H,S son las hemoproteinas.[3:t52224 por ejemplo, la
reaccion reversible de H.S con la citocromo C oxidasa, disminuye la actividad de la enzima

reducidal*®*"), induciendo un estado de tipo hibernacién en ratones.*819!

Para mioglobina, ademas de la union, se destaca la formacién de los llamados
compuestos de tipo sulfhemos (que se producen debido a la adicién de sulfuro sobre el
macrociclo del hemo). Este proceso ha sido asignado tanto a un proceso nocivo?®l, como a un

proceso de detoxificacion.?!

En hemoglobina se ha reportado que la unién de sulfuro al complejo férrico es el paso

inicial de una ruta oxidativa-catabolica para especies de sulfuro reducido.

La afinidad en hemoproteinas ha sido descripta, en general, en términos de la
estabilizacion del complejo hexacoordinado. Sin embargo, un trabajo realizado en conjunto con
la Dra. Sara Bari utilizando el sistema microperoxidasa-11 (MP11, que no permite mecanismos
de estabilizacion distal, en solucion acuosa pudo demostrar que la histidina proximal estabiliza

el complejo Fe(ll)-(sulfuro)?®, aun siendo el sulfuro un reductor muy fuerte.

Existen dos caracteristicas que distinguen a las especies de sulfuro de otros
gasotransmisores (por ejemplo CO, NO y O). La primera es la union preferida por las especies
de sulfuro a grupos hemo en estado férrico. La segunda es la posibilidad de establecer sus
equilibrios &cido-base en solucion acuosa con las especies anionicas desprotonadas,
hidrosulfuro (HS") y sulfuro (5%).
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Bl Introduccidén

En la naturaleza existen organismos adaptados a diferentes temperaturas. Estos
organismos pdzSRSy a5l Ofl-aiFi01-R2a Sy aLia0NsTit2aé RS ONSONY 1Syi2 sLIitY 2 SyilS Hey Y @ Hyp YI
GiSNY sTit2a€1 02y 1SY LISHIidzil-s RS ONSONY 1Syti2 sLiikY 2 SylilS ooo Y & opo YT GKILISUISIY sTif2aé!
con crecimientos 6ptimos entre 353 K y 383 K, finalmente se encuentran los llamados
GY SasTit2a€l iI-Y 61Sy RSy2 Y ly1-R24 dno-adaptadosé, cuyos crecimientos 6ptimos se encuentran
entre 298 Ky 323 K.

Como se menciond en la introduccién de la presente tesis, la temperatura es un factor
crucial que determina el éxito de todos los organismos. La capacidad de supervivencia estara
determinada por la susceptibilidad de los procesos bioquimicos de los organismos ante cambios
en la temperatura. En particular, un conjunto de procesos que se vera afectado al cambio de

temperatura es la funcion de las proteinas.

Una manera de abordar estudios temperatura dependientes de diversos procesos fisico-
guimicos en proteinas es observando el comportamiento de algin pardmetro medido en funcién
de modelos termodinamicos (como Arrhenius o Eyring, entre otros) en un amplio rango de

temperaturas.[?s%

En el caso particular del modelo de Eyring (o su version linealizada), las desviaciones se
evidencian como disrupciones marcadas en los gréficos de constante de velocidad en funcion de

la temperatura.[05]

En el presente capitulo se estudiar4d como afecta la temperatura a la migracion y
posterior union de CO a hemoproteinas adaptadas y no adaptadas a la temperatura, a través de
mediciones de Flash Fotdlisis usando como ligando CO, que es una sonda ampliamente usada

por sus caracteristicas experimentales.
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Los sistemas biorelevantes, como las hemoproteinas, representan un continuo desafio
en la fisicoguimica actual. La complejidad de estos sistemas y la aplicabilidad de los resultados
obtenidos a partir de estudios realizados sobre ellos, destacan continuamente la importancia

del trabajo interdisciplinar.

Para el caso de las proteinas, el objetivo de comprender de manera global los aspectos
funcionales y estructurales, a menudo requiere del uso conjunto de diferentes tipos de
herramientas como técnicas, metodologias, experimentos y desarrollos tedricos que se

enmarcan en distintas disciplinas.

El continuo aprendizaje de los alcances y las limitaciones de cada tipo de herramientay
la intercomunicacion entre los resultados obtenidos a partir de distintas disciplinas permite un
efecto sinérgico que finalmente acerca a una interpretacion global, paradigmatica y

contextualizada acerca del sistema estudiado.

En este contexto, el presente trabajo de tesis intentd integrar diversas areas: desarrollos
tedricos/matematicos, la utilizacién de métodos computacionales a partir de la quimica tedrica

y la realizacién de experimentos.

En particular, se profundizd en la mejora en la estimacion de perfiles de energia libre
usando la técnica de dindmica molecular guiada; el estudio de la migracién, unién y especiacion
de las especies de sulfuro; y el estudio del efecto de la temperatura en los procesos de migracion
y unién de pequenios ligandos en hemoproteinas. Estos enfoques, desarrollados a lo largo de los
capitulos lll, IVy V, centrados en la migracion y union de pequefios ligandos en hemoproteinas,
resultaron de gran utilidad para la descripcion de las bases moleculares y estructurales de los

procesos quimicos estudiados.

El capitulo lll, presenta un estudio tedrico acerca de distintos estimadores usados en las
simulaciones de dinamica molecular guiada. Se mostré ademas, que la caracterizacion del tipo
de distribucion de trabajos resulta crucial para la determinacion de un perfil de energia libre
preciso. Finalmente, se aplicd este estudio a la migracion y union del anién superdxido en
MnSOD, demostrando que la eleccién del estimador de los perfiles de energia libre calculados
resulta crucial, pudiendo llevar a conclusiones quimicas erroneas y discrepancias con los

experimentos. Ademas, como se mostro en el capitulo IV, para el perfil de migracion de las
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