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Resumen

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

en hemoproteinas

Las hemoproteinas se encuentran en todos los organismos vivos y tienen una gran variedad
de funciones, desde el transporte de ligandos hasta fendmenos bioquimicos redox. Las funciones
de las hemoproteinas estan tipicamente asociadas a la interaccion con pequefios ligandos, como
0., NO, HNO, H.S, Oy, 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 metdlico del hemo. Estos
procesos pueden limitar la velocidad del proceso global, con su consecuente impacto biolégico

sobre el organismo en que se encuentra la hemoproteina.

La complejidad de las hemoproteinas en funcidn 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 simulacién computacional como experimentales, el proceso de migracion y unién

de ligandos a hemoproteinas

En primer lugar, se abordd un estudio tedrico sobre los estimadores de energia libre
derivados de la ecuacidn 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 estudid mediante diversas técnicas de simulacion computacional
clasica y multi-escala cuantico-clasica (QM/MM) la especiacion de especies de sulfuro (H.S) en

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

Finalmente, se estudié mediante técnicas experimentales de laser flash fotdlisis el efecto
de la temperatura en la migracién y unién de ligandos diatémicos en hemoglobinas truncadas
pertenecientes a bacterias que habitan en condiciones diferentes de temperatura: P. Haloplanktis,

B. Subtilis, y T. Fusca, que son consideradas psicrdfilas, meséfilas, y termdfilas, respectivamente.

Palabras clave: hemoproteinas, pequefios ligandos, migracién, dindamica 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 (H,S) 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 psicréfiles, 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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I. INTRODUCCION GENERAL

I.1 Proteinas

Las biomoléculas mas importantes dentro de todos los organismos vivos son las
proteinas (del griego mpwrtelog, “proteios”, prominente), llamadas asi por su caracter
sobresaliente en la biologia de cualquier organismo vivo. Desde su descubrimiento y a partir de
la caracterizacidn de su gran ubicuidad, se las han descripto como maquinas transportadoras,
bio-reactores y sensores, replicadores, como material estructural, reguladores de metabolismo,

y también como priones y componentes fundamentales en virus.!*8!

En términos estructurales, todas las proteinas tienen a sus aminodcidos constitutivos
conformando lo que se conoce como “secuencia” o cadena aminoacidica. El aminodcido, es la
unidad minima en esa cadena y se une al siguiente o posterior aminodcido 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 4tomos 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 combinacidn 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 disposicidn espacial de la cadena aminoacidica se la

suele llamar “plegamiento” de la proteina.

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 relacidon entre estructura y funcion de las
proteinas. Esta relacién, de caracter intimo, es la responsable de la modulaciéon y regulacién, de

los efectos de la proteina en los procesos bioldgicos estudiados.

I.1.1 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 determinacién de la estructura

1



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

funciones encontradas en otras hemoproteinas.[**-4

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 pequeiias (como las hemoglobinas, mioglobinas,
nitroforinas, guanilato ciclasa), catalisis enzimatica (como las peroxidasas, catalasas, dxido
nitrico sintasa, flavohemoglobinas, hemoglobinas truncadas), transferencia de electrones (como
los citrocromos), entre otras!*>2°!. 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 mas habituales son los

denominados a, by c.

En todos ellos, la unidad basica 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.

Figura 1: estructura de la porfirina, los dtomos de hidrégeno y los grupos laterales fueron omitidos para mayor
claridad.

Los tres tipos de hemo mencionados se distinguen entre si por tener distintos grupos
laterales unidos a la porfirina. Por ejemplo, el hemo c presenta uniones covalentes azufre-azufre

con aminoacidos pertenecientes a la proteina.

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

como grupos laterales (ver Figura 2).

La orientacidn espacial de los cuatro dtomos de nitrégeno de los anillos pirrdlicos

determina una cavidad, llamada sitio de coordinacidn, 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 &tomo de hierro (Fe), el cual se
presenta tipicamente en los estados de oxidacidn ferroso (formalmente como Fe(ll)) o férrico
(formalmente como Fe(lll)), aunque se han descripto otros estados de oxidacidn posibles

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

Sitio distal

c. P
/H\C/
H |

—N

Sitio proximal

Figura 2: estructura general del grupo hemo b con el atomo de Fe coordinado por un aminodcido en la cara proximal
(histidina) y un ligando genérico L, en la cara dustal (ademads de los cuatro adtomos de nitrégeno de los anillos
pirrdlicos). Se muestran también los grupos laterales metilénicos, vinilicos y propidnicos unidos a la porfirina.

El atomo de hierro central entonces permite dos posiciones axiales adicionales de
coordinacion de ligandos. Se define entonces un entorno o “sitio” proximal a la zona que
contiene al denominado quinto sitio de coordinacidn y un entorno o “sitio” distal a la zona que

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

En general, en las hemoproteinas el quinto sitio de coordinacién (ubicado en el sitio
proximal) es ocupado por un aminodcido. Por ejemplo en la mioglobina, la leghemoglobinay la
neuroglobina, el aminodacido proximal es una histidina**?%3% (como se muestra en la Figura 2).
En otros casos, como en el citocromo P450 o en la éxido nitrico sintasa es una cisteina®,

mientras que en la catalasa de E. coli se ha encontrado una tirosina en esta posicién.??

El sexto sitio de coordinacién (ubicado en el sitio distal) suele corresponder al sitio
donde pequerios 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
aminodcido (por ejemplo por una histidina en neuroglobina®!). Como se verd en las secciones

posteriores en este capitulo, pueden bloquear 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-0, el enlace es mas fuerte con el hierro en estado ferroso mientras que para Fe-CN"
, Fe-N*, Fe-SH; el enlace es més intenso en el estado férrico. Por otro lado, para los aminoécidos
habituales que ocupan el quinto sitio de coordinacidn, la unién puede tener intensidades muy
variables, pero debido a restricciones geométricas que la proteina imprime sobre el aminoacido,

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

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 “3 sobre 3” (3/3); constituido por 3 hélices a
(llamadas hélices A, B, E) enfrentadas a otras 3 hélices a (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.*%2035!

Figura 3: Plegamiento 3/3 tipico de globinas (hélices A, B, E en azul y F, G, H en rojo) con el grupo hemo (en negro)

La otra familia de hemoproteinas, descubierta mucho mas recientemente®®,
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 plantas®®”). Al plegamiento de este grupo particular

de hemoproteinas se lo llama “2 sobre 2” (2/2, ver Figura 4).




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

electrones, catalisis de reacciones redox, entre otras!3®.

Figura 4: Plegamiento 2/2 tipico de hemoglobinas truncadas (hélices 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, 0 6 P; (o I, 11 6 lll) dependiendo del grupo filogenético

al que pertenece.B%

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 mds 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 mas conservados en las hemoproteinas se les asigna un nombre y una posicion
segln su ubicacion dentro de la estructura proteica, por ejemplo TrpG8, AlaE7, etc. El resto de
los aminodcidos se los suele identificar con un nimero correspondiente a su posicién en la

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

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

proteina frente a ligandos diatdmicos®®*”). 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 aminodcidos 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.

[.2 Unién y disociacion de pequefios ligandos.

Muchos procesos bioldgicos relacionados con las hemoproteinas estan vinculados a su

reactividad frente a pequefios ligandos, como CO, NO, O, H,S, etc.[*>18212538].

La actividad frente a ligandos pequefios estd determinada por varios factores: por un
lado, la migracidon del ligando desde el solvente hasta el sitio activo a través de la matriz proteica
y la posterior unién 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 Ultima instancia volver al solvente.

La relacion entre las velocidades de migracion, union, reactividad y de disociacién de los

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

La migracién dependera de la accesibilidad para llegar al sitio activo a través de la matriz
proteica; la unidn dependera de la accesibilidad por alcanzar el hierro del grupo hemo (muchas
veces bloqueado por moléculas de agua o aminodcidos de la propia proteina); la reactividad
dependerd de diferentes variables tales como las caracteristicas de la interaccién del ligando
con el hemo, las presencia de aguas (o aminodcidos) que participen en el proceso, la presencia
de otras moléculas de ligando, etc; y la disociaciéon dependerd de la estabilizacion del ligando

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

Los procesos de migracion se ven favorecidos por la presencia de los denominados
“canales” de migracion®®*4, definidos como zonas de la proteina de baja densidad electrénica
qgue 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 principales®**2=¢! (Figura 5): un canal
largo (LT) topoldgicamente posicionado entre las hélices B y 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 posicién E7) y el triptéfano (en la posicion G8), respectivamente.

Puerta E7

Figura 5: esquema de los tres canales de migracion (puerta E7, STGS y LT) observado en general en las
hemoglobinas truncadas.

El canal E7 corresponde al camino altamente conservado y ampliamente estudiado en
mioglobina y hemoglobina %4471 Se |o ha descripto como un canal polar debido a la cercania
de los grupos propionatos del hemo y porque estad 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 migracidn de ligandos a través de este canal y del canal LT85

Los procesos de migracidn 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 migracién de los ligandos®*®°l. También, la velocidad de
migracion se vera afectada, si el ligando requiere de un proceso de desolvatacién parcial para el

ingreso al sitio activo, sobre todo para ligandos cargados.




Para el proceso de unidn, 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
formacién o ruptura del enlace Fe-L® puede modular también el proceso de unién y disociacién

de los ligandos.

Finalmente, las interacciones que estabilicen (o desestabilicen) el complejo
hexacoordinado (o pentacoordinado) modularan el proceso de disociacion. Por ejemplo, las mas
habituales son las interacciones de tipo puente de hidrégeno que estabilizan el complejo
hexacoordinado modulando asi la disociacion!*®°¢=8!, por ejemplo, debido a una interaccién
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 aminodacidos cercanos en el sitio distal.[*®>°

Se ha demostrado también que las modificaciones electrénicas 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.®”

En general, es habitual referirse a la “unién” del ligando como al proceso global que
engloba a los procesos de migracion del solvente al sitio activo y a la unién del ligando al grupo
hemo de la hemoproteina. Mientras que la “disociacidn” suele referirse al proceso que engloba
a los procesos de disociacion del ligando del grupo hemo y a la posterior migracién del ligando

del sitio activo al solvente.

[.2.1 Caracterizacion cinética y termodindmica de los
procesos de unioén y disociacion de pequefios

ligandos en hemoproteinas.

Los procesos globales de unidn y disociacién 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 solucidn acuosa. Para la reaccién como estd
escrita k,p,, es la constante cinética (bimolecular) de unién del ligando con la proteinay ks es

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

Segun la reaccion anterior, k,, caracterizard la unién del ligando, incluyendo la etapa
de migracidn del ligando desde el solvente hasta el sitio activo y la etapa de formacidn del enlace
Fe-L. A su vez, k,y caracterizara la disociacion del ligando incluyendo la etapa de ruptura del

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

El modelo de Eyring (ecuacion (l.1)) es un modelo ampliamente utilizado en cinética
quimica y especificamente en reacciones que involucran proteinas en solucién acuosal®*%, Este
modelo establece una relacion matematica entre las constantes cinéticas de velocidad y la
temperatura, a través del cambio de energia libre entre reactivos y el estado de transicidén (AG*)

de la reaccion:

AG*
k = (k”—T).e‘W @D

En donde T es la temperatura absoluta, R la constante universal de los gases, k;, y h son
las constantes de Boltzmann y de Plank, respectivamente. AG¥ es el cambio de energia libre

entre reactivos y el estado de transicion de la reaccion.

Por otro lado, AG* representa una medida del trabajo reversible (o de “costo
energético”) para que los reactivos arriben a la conformacién del estado de transicién. En
términos coloquiales, se le suele denominar “barrera” de energia libre. Las reacciones que

tengan mayores AG¥ 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 reaccién, las
barreras de la etapa de migracién y de unién en k,,, y las barreras de la etapa de disociacién y
migracion en k,¢r. 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 estara determinada por la etapa que presente mayor barrera de energia libre,

es decir, por la etapa mas lenta.

Un estudio reciente realizado por nuestro grupo a través de exhaustivo andlisis
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 valor de k,,, y ademas, los valores de k¢
se ven afectados principalmente por el costo energético de romper el enlace Fe-L.”/%8 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 k,,, es solo el bloqueo de aminodcidos en el canal de migracion[t&1947.65,
en otras es el desplazamiento de moléculas de aguas retenidas en el sito activo®*®”!. En otros

casos, el costo energético de desolvatar el ligando para ingresar al sitio activo puede disminuir

k,n, 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
“afinidad” del ligando por la proteina como el valor numérico de la constante de equilibrio que
segun la ecuacion quimica planteada adquiere la forma K; = [PrL]/{[Pr].[L]}, donde la
notacién entre corchetes implica la concentracion de la especie en el equilibrio. Ademas, en

estas condiciones Kg[M™1] = kopn/ko sy

La definicion de K; permite tener una nocién mas concreta de la “afinidad” del ligando
por la hemoproteina y permite una comparacion mas global entre distintas proteinas y distintos
ligandos. Por ejemplo, la hemoglobina | de Lucina pectinata en estado férrico tiene una valor
de K; ~10° M7 mientras que K; ~10°M™ para T. fusca-TrHbO y B. subtilis-TrHbO ambas en
estado férrico””’. Como puede observarse, la afinidad por H,S 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 unidon de O; a las mismas proteinas en los estados
ferrosos son K; ~ 10°M™ para Lucina pectinata-Hbl , ~10’ M para T. fusca-TrHbO y ~10°M™*
para B. subtilis-TrHbOU®, Estos valores, destacan la elevada afinidad de Lucina pectinata-Hbl por
el ligando H,S. La destacable “avidez” de la hemoglobina | de L. pectinata por H.S motivd el
estudio del proceso de migracién y union de esta especie en dicha proteina, como se verd 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 asociadas a k,,,, para un mismo ligando suelen
ser menores que las barreras asociadas a koff. 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.
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La ecuacidn (1.1) muestra que la temperatura también resulta ser un parametro 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 °C'*®), adn si las proteinas
poseen la adecuada estabilidad para que su plegamiento persista a lo largo todo el rango de

temperatura.

En general, para estudiar cémo se modifican los procesos en funcidn de la temperatura,
se miden las constantes de velocidad asociadas a distintas temperaturas y evalua el modelo de
Eyring observando la relacion entre k y T. Este tipo de analisis resulta muy atil para evaluar el
rango de temperatura para el cuales la relacién esperada cambia significativamente
(evidenciada como cambios abruptos en el grafico de k vs To In(k) vs 1/T) y por lo tanto para

las cuales el mecanismo asociado al proceso de estudio sufre una modificacién sustancial.[®*=%%

[.2.2 Mediciones experimentales de las constantes de

asociacion (k,,) y disociacion (ko)

Para medir experimentalmente las constantes cinéticas k,, y k,rs resulta necesario
establecer un parametro 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 rdpida) de los reactivos y permiten la observacién de los cambios de absorbancia de
la solucién durante el proceso de interés. En este caso, la medicién de k,,, se realiza a partir de
la mezcla rapida entre soluciones de ligando y de la proteina”7”), observando la evolucién

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

De manera analoga, para la medicion de k¢ se suele usar experimentos denominados
de “desplazamiento”; en los cuales un segundo ligando desplaza al ligando de interés del
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
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de reactivos. La desventaja principal resulta en el tiempo de mezclado (llamado “tiempo
muerto”), que es el tiempo minimo para que se mezclen totalmente los reactivos y pueda
medirse correctamente la absorbancia.l’®! Por lo tanto durante el tiempo muerto (cuyo rango

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

Otra técnica experimental que suele utilizarse es la llamada laser flash fotdlisis (LFP).[”-
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 fotdlisis del

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

Finalmente, a lo largo del tiempo el ligando se re-unird hasta restablecer la
concentracién 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 solucién. 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 medicidn.

Finalmente, es importante mencionar, que ambas técnicas permiten la medicién de k,,
y ko5 a diferentes 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 unidn y la disociacién del complejo para la medicién conjunta de
kon ¥ koff, sin embargo bajo determinadas condiciones se pueden medir independientemente

cada una de las constantes.

Por ejemplo, para la medicién de k,, supongamos que se mezcla una solucién de
concentracidn inicial conocida de proteina (Pry) con una solucién de concentracién inicial
conocida de ligando (L), y que ademas es mucho mayor que la de la proteina. La temperatura

durante toda la reaccién se considera constante.

La evolucién temporal de la concentraciéon de complejo (Pr-L(t)) y de proteina (Pr(t))

estara dada entonces por las siguientes relaciones:
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Pry. kyp. Ly. (1 — e-t-(koff+kon-Lr)) (1.2)
Kon- L7 + Kof

Pr-L(t) =

Pry. (kogs — kop. Ly. et KorstkonLr)y (L3)

Pr(t) = Kom- L7 + kory

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

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

Ahora bien, como se menciond en la seccién anterior los valores de k,, suelen mucho
mads grandes que los valores de k,sr. Por ejemplo, los valores de k,, 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

valores de k, ¢ ¢ 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

presidn, en un rango de temperatura entre los 10 y 50 °C, rondan valores cercanos a 103 M.

Bajo este analisis cualitativo entonces, el valor de k. L+ es mucho mds grande que el

valor de k¢ ¢, por lo tanto las expresiones anteriores adquieren la siguiente forma:
Pr-L(t) = Pry. (1 — e~t(Kon'lr)) (1.4)

Pr(t) = Pr,. (i — e~ tkonL1)) 3
Kq

Lo anterior muestra que la evolucién temporal de las especies intervinientes (Pr-L(t) y
Pr(t) o equivalentemente, complejo hexacoordinado y pentacoordinado, respectivamente)
estaran determinadas por el valor de k,,. Lt exclusivamente. Este valor se llama constante
“aparente” de la reaccién. Por lo tanto, a partir de la medicidn de la evolucién temporal de la
absorbancia (aparicion de complejo hexacoordinado, desaparicion del complejo
pentacoordinado, o la diferencia entre ellos) y el valor de L, es posible entonces obtener el

valor de k.

.3 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
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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 esta 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 éptima. Estos dos factores se ven modulados
por variaciones en la temperatura.®> %% Por ejemplo, para las proteinas cuya actividad requiere
de la unién 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
mds rdpidamente, ademdas 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 conformacidn con la geometria tridimensional
necesaria y, en ultima instancia, la estructura se despliega perdiendo la actividad®”, en un
proceso que se llama “desnaturalizacién” de la proteina. En relacién a esto ultimo, 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 éptimo 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 mdviles. 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.®8!

Desde un punto de vista evolutivo, se cree que la seleccidon natural actia en mantener
este balance.®>®” Se observa que las mutaciones de aminoécidos operan en funcién de una
situacién 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°0 |
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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 funcién proteica

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

Sin embargo, se han encontrado enzimas homdlogas de organismos que 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 adaptacidn 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
concentracién de ligandos, fuerza iénica del medio, capacidad de agregacidon y difusion proteica,
entre otros) también afectados por la temperatura que deben tenerse en cuenta, sobre todo
para una correcta interpretacién de la relacién entre la adaptacién de un organismo y sus

proteinas.

Lo mencionado anteriormente, demuestra que la discusidon acerca de la relacidn 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 estdn 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 utilizacién

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 razén, en esta tesis hemos seleccionado tres hemoglobinas truncadas de la
misma familia pertenecientes a una bacteria psicrofila (TrHbO de P. haloplanktis), una mesofila
(TrHbO de B. subtilis), y una terméfila (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.
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[.4 Un nuevo gasotransmisor: acido sulfhidrico

(H2S).

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

descubrimiento de su produccién endégena en mamiferos®*=% y plantas.®*-102

Ademds, se le atribuyeron diversas funciones bioldgicas relacionadas con una
reactividad asociada a compuestos enddgenos de tipo tioles de bajo peso molecular!?%3104 3
grupos tioles proteicos'®%71 a3 metaloproteinas!’®® y en particular a hemoproteinas*®-11,
cuya interaccidon ha demostrado que impacta directamente en la sintesis de ATP y en la funcidn
de canales de potasio, con sus consecuentes efectos sobre el tono muscular y la actividad

neuronal en mamiferos!*127115],

En esta tesis hemos seleccionado el estudio del comportamiento de hemoproteinas
frente al ligando sulfuro de hidrégeno (H.S). Esto esta motivado, ademas 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 formacidn de un complejo férrico
hexacoordinado estable de bajo spin y las constantes de afinidad para los complejos tipo Fe(lll)-
(sulfuro)B872119 descriptas hasta la actualidad van desde 10° M (hemoglobina | de L. pectinata,
Hbl)8 a 10* M (microperoxidadsa 11, un undecapéptido derivado de la hidrdlisis 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 estabilizacién distal del ligando sulfuro coordinado al
hemo. Mientras que por otro lado, el modelo de hemo microperoxidasa, que no permite una
estabilizacidn por interaccién con aminodcidos distales, pone también en relevancia el rol de la
histidina proximal para la estabilizacion del complejo, tanto en soluciéon acuosa como en

solventes orgdnicos de menor polaridad!*2+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!’%7%109116-
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1201 En general, los resultados experimentales muestran que en ambas condiciones, a tiempos
de reaccidn largos (del orden de horas) se observa la formacion del estado ferroso de la proteina

y la presencia de azufre coloidal suspendido en la solucidn.!7%7%10%

Por un lado, la unidn 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 migracidon y unién en hemoproteinas, resulta
necesario tener en cuenta una caracteristica adicional del H,S que lo distingue del resto de los

ligandos pequefios de relevancia fisioldgica: su comportamiento comportamiento acido-base.

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

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

>
>

pKa=7 pKa~12 pH
Figura 6: diagrama de especiacion del HS en solucion 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 solucién acuosa una fraccion
aproximada de H,S y HS de 0.5. Con lo cual, si se estudia la interaccidn 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 concentracion apreciable de ambas especies.

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

distales, moléculas de agua, etc.

Mads aun, la especie coordinada podria ser diferente de la especie que migra desde el
solvente hasta el sitio activo, ya que la migracidn y la unién del ligando son eventos que pueden

ser considerados de manera independiente.

17



Algunos autores afirman que es H»S la forma unida a la porfirina ferrosa/férrica de un
modelo de citocromo C oxidasa®?®, 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. fusca!*?*. 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 (H.S, HS o S*) 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.

1.5 Simulaciones computacionales para la obtencion

de informacién quimica.

Estudios en conjunto de métodos experimentales y tedricos, se abordan dia a dia para
comprender la intima relacion entre estructura y funciéon 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 Ultima instancia,

fendmenos asociados en sus sistemas in-vivo correspondientes.

Por otro lado, una completa dilucidacién y comprensién de la relacion estructura-
funcién, requieren del uso complementario técnicas de simulacidn computacional que ayuden
a interpretar, en un nivel mas detallado, los fendmenos 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 simulacidn computacional, la rama de la quimica
computacional se encarga de estudiar cualquier proceso quimico sobre sistemas relevantes
mimetizando condiciones experimentales habituales (como presidn, 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
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con la que sucede dicho proceso (la cinética del sistema). Ambos aspectos son cruciales desde
el punto de vista bioldgico: la correcta afinacidon 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 transformacion asociada),
permite definir un perfil de energia libre (ver Figura 7). Esta medida provee la informacion
necesaria sobre la factibilidad (cambio de energia libre negativo o positivo) y la velocidad
(andlisis de AG*) 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

P

Coordenada de transformacion

Figura 7: diagrama general de un perfil de energia libre para el pasaje de reactivos (R) a productos (P), a través de
un estado de transicion (TS)

Dentro de la quimica computacional, existen distintos niveles de calculo que permiten
una mejor descripcidn 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
simulacidn clasica (por ejemplo dindmica molecular) para estudiar procesos en donde no haya
formacién o ruptura de enlaces covalentes. En caso contrario, se han desarrollado en los Ultimos
afios métodos de tipo multi-escala, por ejemplo QM/MM en el cual se selecciona una “porcidn
reactiva” del sistema (regién en donde se forman y se rompen enlaces) que se describe con un
nivel de calculo mecano-cuantico, 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
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convencional para tiempos de cdmputo accesibles. Esto obliga a desarrollar técnicas que

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

Lo anterior es la idea principal de los métodos de simulaciéon denominados “sesgados”,
que son la base fundamental de los métodos de estimacién de energia libre dentro de la

simulacién 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 Integracién Termodinamica!*?®,, Umbrella Sampling[*?®, entre otros. Para estos
casos, la energia libre de cada etapa simulada se evalua a través del factor de Boltzmann

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

Los segundos evaluan el trabajo (W;) requerido por el sistema para recorrer la
coordenada de transformacién mediante la aplicacién 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*?”! (ecuacién (1.6)).

el=BAG] — i (el-BWily (1.6)

N—-oo

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

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

Para el caso de los procesos de unidn y disociacion de ligandos pequeios en
hemoproteinas, se puede hacer uso de la técnica de muestreo de ligando implicito (ILS)!®%*2%130],
en donde se considera al sistema en equilibrio y se describe a los ligandos como una pequeiia
perturbacidén 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
matemadtica que describe las interacciones del sistema, de modo que utiliza una simulacién de

dindmica 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 ultimo caso, el uso de técnicas como de dindmica
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molecular guiada (sMD) suelen dar resultados mas esclarecedores. Sin embargo, la técnica de

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

[.6 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 union 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 simulacién computacional, obliga al continuo desarrollo de nuevos modelos o
puntos de vista que mejoran el uso de esas técnicas. En el capitulo Ill 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 dindmica 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 cdlculo del perfil de energia libre asociado a la migracién de O, (anién superdéxido)
en manganeso superoxido dismutasa (MnSOD), la enzima mas importante en la detoxificacion
de este anién. Para este sistema los resultados de simulacidn reportados mostraban un perfil de

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

Por otro lado, dada la importancia biolégica creciente que adquiere el H,S como
gasotransmisor y su interaccién muchas veces intimamente ligada a hemoproteinas, en el
capitulo Il se estudiard, utilizando técnicas de simulacién computacional, la reactividad de
especies de sulfuro de hidrégeno (H,S y sus andlogos 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 migracidn 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 migracién y unién 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
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subtilis (Bs-trHbO) y una trHb perteneciente a un organismo psicréfilo, Pseudoalteromonas

haloplanktis (Ph-trHbO).
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[. METODOLOGIA GENERAL

II.1 Porqué usar simulacién computacional en
quimica

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 quimica, el drea mds importante de simulacién computacional se basa
en predecir el comportamiento termodindmico y cinético a partir de las interacciones
interatdmicas. Ademas del poder predictivo, la simulacidn 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
simulacidn computacional: en primer lugar, en las formas mas habituales para describir las
interacciones entre los atomos presentes en los sistemas quimicos (Seccidn A). En segundo
lugar, el otro componente son las diversas estrategias que se utilizan para obtener informacion

relevante. (Seccion B)

I1.2 Métodos de simulacién computacional

Actualmente el modelo que ha resultado mas exitoso en predecir las interacciones
guimicas es la Mecdnica Cudntica. Los llamados “métodos cuanticos”, se utilizan 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 aplicacidon de estos métodos se limitaba al estudio de las
propiedades de atomos aislados o moléculas pequefias, debido al alto costo computacional que
representaba. Posteriormente, el desarrollo de la tecnologia informatica permitié a los calculos
de mecdnica cuantica la resolucién de una gran diversidad de problemas quimicos en sistemas

mas complejos.
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Sin embargo, aln 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 cdmputos para obtener informacion detallada electrénica de las

regiones no involucradas directamente en fenémenos reactivos.

Debido a lo anterior, en paralelo a los métodos cuanticos, se han desarrollado
metodologias basadas en la mecanica cladsica (métodos cldsicos), y métodos multi-escala

cuantico-clasicos (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 descripcidn 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, migracidn de ligandos, etc.

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

cuanticos puros permiten.

SECCION A
DESCRIPCION DE LAS INTERACCIONES
INTERATOMICAS

I1.2.1 Métodos de estructura electronica

I1.2.1.1 Breve resena historica
La aurora del siglo XX alumbré una era, sin precedentes, de trastrocamientos vy
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 proclamé, ante el auditorio de la Sociedad Fisica de
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Alemania, que era posible eliminar las paradojas que infestaban la teoria clasica de la emision y
de la absorcién de luz por la materia, con solo asumir que esa energia radiante podia ser
absorbida o emitida solo en forma de “paquetes” discretos. Plank bautizé a esos “paquetes” con

el nombre de cuantos de luz.

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

como en la experimental.

En 1913, uninvestigador danés, Niels Bohr, extendio estas ideas para describir la energia
mecdnica de los electrones dentro de los atomos. Introdujo las “reglas de cuantizacion”
especificas para sistemas atdmicos y consiguid solucionar de manera coherente y logica algunas
incongruencias que el modelo atdmico planetario de Ernest Rutherford tenia. Ademas, sus ideas
permitieron, la interpretacién de las lineas espectrales del &tomo de hidrégeno y algunos mas

pesados.

El primer trabajo de Bohr, acerca de la teoria cudntica, desencadend todo un cataclismo
cientifico. Muchisimas propiedades dpticas, 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 emision atdomicos.

En 1925 un fisico francés, Louis de Broglie, planted una interpretacién totalmente
inesperada: la naturaleza ondulatoria de las orbitas cuantificadas de Bohr (las llamé “ondas
piloto”), cuya velocidad de propagacion y longitud de onda dependian de la velocidad de
traslacion del electron respectivo. De esta manera, pudo demostrar que las varias orbitas
cuanticas permitidas por el modelo de Bohr eran aquellas en las cuales podia “acomodarse” un
numero entero de ondas piloto. De esta manera, el modelo atémico adquirid una visién parecida
a un instrumento musical, en donde su tono basico era la drbita inferior (la de menor energia),

y los varios armadnicos eran las érbitas 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.
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Esta teoria fue la que dio razén a todos los fendmenos que fueron explicados por Bohr
y ademas resolvié lo que no se habia podido resolver. Ademas, su formulacién, incluia

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

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

la teoria necesaria para la descripcion de particulas de dimensiones atémicas.

I1.2.1.2 Principios basicos
Uno de los postulados de la mecdnica cuantica establece la existencia de una funcion
|W¥), llamada funcién de onda, que describe el estado de un sistema mecano-cuantico y contiene

toda la informacién 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 (t), adquiriendo la forma matematica mas habitual
de W(r,t). 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 funcion W(r,t) se obtiene de la resolucion de la ecuaciéon fundamental de la

Mecanica Cuantica, la ecuacién de Schrédinger dependiente del tiempo:

how(r,t)  h?
i ot 2m (L1)
i ot S VPO + V@, 0P (1)

donde m es la masa de la particula, y V(r,t) es la funcidon de energia potencial del

sistema.

Ahora bien, suponiendo que el potencial V(r,t) = V(r), es decir, para sistemas bajo
fuerzas externas constantes en el tiempo, y que la funcién de onda W(r, t) se puede desacoplar
en dos funciones, una que solo involucre coordenadas espaciales y otra que involucre

coordenadas temporales (es decir ¥(r, t) = Y(r). f(t)), la ecuacion (11.1) se transforma en:

hZ
o V2%(r) + V(r)y(r) = E.y(r) (11.2)
Se define entonces el operador Hamiltoniano H del sistema como:

. h? 11.3
H=——V?+V({) ar3)
2m

el primer término en H es el operador energia cinética y el segundo es la funcidn

potencial, resultando entonces en
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ARY() = Ep(r)) (IL4)
Donde E es la energia del sistema.

Resolver las ecuacidénes (11.3) y (I11.4) implica la resolucion de un problema de
autovalores y autofunciones asociados al operador H. La resolucién dard entonces una

autofuncion ¥ (r) con autovalor asociado E.

La mecdnica cudntica para sistemas moleculares, debe entonces resolver esta ecuacién
para un sistema de nucleos y electrones, para de esta manera conocer la funcién de onda ()

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 nucleos y N electrones resulta, en

unidades atémicas:
N
. 1272 1 1 Z
Co24t 24im, -

donde i,j denotan electrones, A y B denotan ndlcleos, los valores de Z, y my

SETR GRS Zg  (IL5)
2" 2

> Y

Mo, N
Dt )
L i=1

A=1

N

corresponden a los numeros atémicos y a las masas de los nucleos, respectivamente; 134 , 775 Y

Ryp representan las distancias electrén-nucleo, electrén-electrén y nucleo-nucleo.

En unidades atdmicas, la unidad de masa es la masa del electrén, m,, la unidad de carga
es la carga del protén, e’, y la unidad del momento angular es # , simplificindose la expresién
. . . . , 2
del Hamiltoniano. Se definen las unidades de energia, hartree: lhartree=E, = e’/ ay =

e2/4meya, y de longitud, Bohr: 1bohr= #2/m,e’?

Observando la ecuacién (11.5) puede verse que el primer y segundo término
corresponden a los operadores energia cinética de los electrones y los nucleos, mientras que los
tres Ultimos constituyen el operador energia potencial. El mismo es la suma de la interaccién
Couldmbica atractiva entre los nucleos y los electrones (tercer término), la interaccién repulsiva
entre los electrones (cuarto término) y la repulsion entre las cargas de los nucleos (quinto

término).

Para los sistemas de interés quimico, resulta de gran utilidad la aproximacién de Born-
Oppenheimer.'?3 La misma supone que los nutcleos son mucho mas pesados que los electrones,

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

En términos matematicos, desacoplar los movimientos de nucleos y electrones, permite
escribir la funcién de onda del sistema como producto de funciones de onda, una asociada a los
electrones (y,;) 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 ecuacidn (11.5) desaparece el término energia cinética de los

nucleos, y el término de repulsién nucleo-nucleo es una constante.

Puede establecerse entonces un nuevo Hamiltoniano, lamado Hamiltoniano electrénico

(H,;) asociado a la funcién de onda electrénica:

HolYer) = Eerler) (11.6)

R 1 N , N M ZA N N (11.7)
MM
2 T; Ti;
i=1 imia=1 4 =Y

Por cada una de las posiciones de los nicleos podemos resolver la ecuacion (11.6), por
lo tanto la funcién de onda electrénica y la energia dependerdan 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 introduccion

de esta tesis).

Finalmente, luego de resolver una ecuacidn equivalente para los nucleos, la energia total

resultara la suma de la contribucién 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 H,, como suma de Hamiltonianos
monoelectrénicos &; sin términos que “cruzan” las cordenadas de un electrén i con los de un

electron j.
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N
—~ ~ 11.8
He = § h; a9
i=1

En estos casos, h; tendra su propio conjunto de autovalores €; y autovectores y; ,
llamados spin-orbitales, siendo la funcién de onda total el producto de las funciones de onda

monoelectrdnicas, a este producto se lo denominé producto de Hartree:

YHP (x1, x5, oo. . X)) = )(i(x1))(j(x2) ------ Xie(en) (I1L.9)
Donde (Xxq,X3, .- ... ,Xy) representan las coordenadas espaciales y de spin de los
electrones (1,2, ... ... ,N)

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

al intercambio de coordenadas de dos particulas cualesquiera. Es decir, debe cumplir que
1/)(x1,x2, ey Xiy wes X, ...,xN) = —w(xl,xl, ey Xjy wes X, ...,xN)
donde x; ; representa las coordenadas de cada electrdn, incluyendo las coordenadas de
spin

El producto de Hartree no satisface la condicion de antisimetria de la funcién de onda
electrénica, y ademas hace a los electrones distinguibles entre ellos, ya que identifica cada
electréon con un spin-orbital determinado. En 1929, Slater demostré que esta condicién puede

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

1[)&(361) xj(x) e )(k(xl)] (11.10)
P (1, Xy oo ,xN)=(l)2 xiba) x0) e

LG 1Gw) - Gl

Este determinante contiene N electrones ocupando N spin-orbitales y; , constituyendo
una funcidn 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 electrénica de manera promedio,
como se menciond no cumple con la condicidn de considerar a los electrones como fermiones
indistinguibles. El determinante de Slater, si bien sigue utilizando las funciones
monoelectrdénicas, incorpora los llamados efectos (o correlacidn) de intercambio, es decir, la
correlacién 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 funcién de onda se anula (ya que el
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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.

I1.2.1.3 El 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 monoelectrénicas).

En este contexto, gran cantidad de métodos que resuelven la ecuacion de Schrodinger

se apoyan en el Teorema Variacional.

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

autovectores/autovalores de la forma:

H|®) = E|D) (LID)

donde H, el operador Hamiltoniano.

Otro postulado de la mecénica cudntica establece que para cualquier sistema fisico, H
es un operador hermitico, por lo tanto posee un conjunto completo de funciones de base {|®,)}
(ortonormales), que lo diagonalizan y ademas sus autovalores asociados E, son nimeros reales.

Es decir:
H|®) = Eo|Py)
a=0,1,... yE, ER (1L.12)
(Po|Pg) = Sup

Por lo tanto, como {|®,)} es un conjunto de funciones de base del espacio de soluciones
de las ecuaciénes (11.12), cualquier funcién |EI3) normalizada, que llamaremos funcion de

prueba, podra escribirse como combinacion lineal del conjunto de funciones {|®,)}, es decir

|®) = Z Ca|P) (IL13)

o

El teorema variacional establece que dada una funcién de prueba normalizada |<T>), 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, E,) de H en la base {|®,)} . Esto es:

(®|H|P) = Eq (11.14)
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En términos practicos, el teorema variacional nos permite saber que la energia obtenida
para cualquier funcién de prueba, sera siempre mayor o igual a la energia real del estado
fundamental E,. En otras palabras, cuanto menor sea la energia asociada a una funcién de
prueba usada, mejor serd esa funcién como aproximacion de la solucién real para el estado
fundamental. Por lo tanto, la resolucion del problema consiste en hallar una funcién de prueba

|<I>> gue minimice la energia del sistema.

Tomemos entonces una funcién de prueba expresada como una expansion lineal (con
coeficientes reales) de N funciones conocidas |i;) (lamadas habitualmente como “funciones de
base”).

|P) = Z cili) (I1.15)

4

Es importante destacar que las funciones [1;) no son necesariamente el conjunto de

autofunciones de H (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 H se obtiene

que
(®|H|®) = z cic; (Wi|H ;) (11.16)
Lj
La representacion del operador Hamiltoniano en la base {|i;)} corresponde a una

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

Hy; = (i|H|y;) (IL17)
(®|H|®) = ZC"CJ' (Wi|H|p;) = ZCiCjHij (IL.18)
i ]

Dado que la funcién de prueba |CT>) esta normalizada y las funciones de base {|y;)} son

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

(@13) = ) v = ) et =1 (IL19)

i,j i
Entonces el problema consiste en encontrar un conjunto de parametros {c;} que

minimicen la expresién (11.14), sujetos a la restriccion (11.20).
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Este problema puede resolverse utilizando el método de los multiplicadores de

Lagrange, planteando el siguiente Lagrangiano.

A(cy, €y oo e Oy, E) = (B|H|P) — E. ((B|®) — 1) (11.20)

y segun las ecuaciones (11.18), (11.19) y (11.20) el Lagrangiano a minimizar es

Alcy, €z, ven e ,en, E) = Z ciciHij — E (Z c? — 1> (1.21)

i,j i
Derivando la expresién anterior respecto de cada uno de los coeficientes c; e igualando
a cero para buscar el minimo, se obtiene el siguiente conjunto de ecuaciones

Gy
o 0= Z cjHyj + Z ciHy, —2Ec,  k=1,....,N (11.22)
i

J

Dado que la matriz H es simétrica, es decir H;; = Hj;, resulta:
ZHU_ECi =0 l:1, ...... ,N (II,23)
i

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

¢ de elementos ¢; , resultando:
H.c=E.c (11.24)

Resolviendo la ecuacion (11.24), se obtienen entonces N vectores ortonormales ¢® y sus
correspondientes autovalores E,. Una vez encontrados los coeficientes c* podemos escribir las
autofunciones |®,) como:

1) = Z ci' [i) a=0,1,..,N-1 (11.25)

4

Puede verse finalmente que los valores de E, corresponden a los valores medios de

Hamiltoniano para cada una de las funciones |513a>:
(@lH[Ba) = ) el ef (Bl B) = ) clHyef = () e qar.26
Lj ij

= Ea(cﬁ)Tc“ = Eq0qp

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

espacio de funciones generado por el conjunto {|y;)}.
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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 ecuacién de Schrédinger representando al operador H en

una base finita conocida {|y;)} y diagonalizando la matriz resultante H .

11.2.1.4 El método de Hartree-Fock (HF)

El método HF fue uno de los primeros métodos de célculo de estructura electrdnica. 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 utilizacion 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 y; monoelectrénicas, que llamaremos spin-

orbitales.

Aplicando el teorema variacional, la funcidn de onda del sistema se hallara encontrando

al conjunto de spin-orbitales y; que minimicen la energia.
Retornando a la expresion del Hamiltoniano electrénico:
N N

1 M 7 N N 3
netgw-pSu s an
2 141 ~ L7

i=1 i=1 A=1 i=1j>i Y

N

y definiendo a los operadores de Coulomb (f), de Intercambio (K), y el operador h segun:

Jota®) = f a6, 25 2 (D (D) (11.28)
RotaD) = f dxo 15 @i Ha (D] 15 (1) (11.29)
1, O Za
=gu- D (11.30)

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

spin del electrén 2.
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La expresion (11.29), surge debido a la antisimetrizacién de la funcién de onda, no

pudiéndose asociarle un significado fisico simple.

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

energia cinética e interaccién con los nucleos.

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

ZUU - Kij) a3l

j=1

N
E = (lA[p) = > hi+

N
=1 =1

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

Hartree-Fock:

fla) = Z gilx; (D) (I1.32)

J

y los valores de ¢;; corresponden a los multiplicadores de Lagrange asociados a los N

spin-orbitales x;(1) yf, es el operador de Fock, definido como:
f=h+ ) 0p—Ry) (11.33)
b

Haciendo un cambio de base de {|x,)} a {|x4)} puede diagonalizarse la matriz de

multiplicadores de Lagrange, resultando:
flxi(D) = &lxi (1) (11.34)

donde los {|x; (1))} corresponden al conjunto de orbitales moleculares canénicos y los
{&;} a sus energias asociadas. De aqui en adelante, notaremos y; a los orbitales candnicosy ¢; a

sus energias orbitales asociadas.

La resolucién de estas ecuaciones, es decir la obtencidon del conjunto de orbitales
candnicos y sus correspondientes autovalores, tiene como problema adicional que el operador

fdepende 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, {|Cbu)} en la que cada orbital tendrd un conjunto de coeficientes {Cui}'

Resulta entonces que:
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(11.35)

i Cuf19,) Z wf19,)
pu=1

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

Aplicando (®,| a ambos lados de la ecuacién anterior, se obtiene un sistema de

ecuaciones homogéneas:

. 11.36
Cut{ Dy |f|Py) — €(Py|Py) = 0 u=1,.....M (I1.36)

=

Esta ecuacién puede escribirse de forma matricial, definiendo f,,, = (®y|f|®,,) como

los elementos de matrizFy S, = (¢v|¢u> como los elementos de matriz de S:

FC=SCe (I1.37)

siendo C la matriz de coeficientes Cy;; y € la matriz diagonal de los coeficientes ;.

En este punto, el problema de determinar los orbitales moleculares {i;} y las energias
orbitales €; consiste en resolver la ecuacion matricial (11.37). Sin embargo, puede verse que la
matriz de Fock F depende de los coeficientes, con lo que la solucidon de esta ecuacién debe

realizarse iterativamente.
En un sistema simple de capa cerrada donde cada orbital molecular esta ocupado por
dos electrones, la densidad electrdnica queda determinada por:

N/2

11.38
p) =2 ) (I B

de manera que p(r)dr representa la probabilidad de encontrar un electron dentro de
un radio dr de r. La integral de la densidad electrénica en todo el espacio resulta el nimero total

de electrones.

Insertando en esta ecuacion la expansién de la funcidn de onda en orbitales resulta:

N/2 N/2

P =2 ) Yl Wa() =2 D Cia®i() Y Cua B (1) (11.39)
a a v u
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[ 2 (I1.40)
P =D (2 CuaCia @I 5r)
;w[ a
p(r) = ) B®,(r)dy(r) (11.41)

uv

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

N
2
*
Z ua Cva
a

Para la gran mayoria de las aplicaciones en quimica, resulta de utilidad obtener una

(I1.42)

medida de la carga sobre cada dtomo del sistema. Si bien no existe una uUnica manera de definir
la cantidad de electrones “asociados” a cada atomo, una manera de tener una representacion
de la distribucién de carga sobre el sistema consiste en lo que se denomina andlisis poblacional

de Mulliken.

Considerando la definicion de la matriz de densidad P y de la matriz de solapamiento S,

puede verse que el nimero total de electrones N corresponde a:
N = Z z PoSuw = Z(PS) o = tr(PS) (I1.43)
[T h

Puede interpretarse entonces (PS),, como la cantidad de electrones asociada al orbital
®,,. Silos orbitales utilizados estan centrados en los atomos, la cantidad de electrones asociados
a cada dtomo correspondera a la suma de los electrones asociados a los orbitales de cada dtomo.
La carga neta sobre cada dtomo se calcula a partir de la ecuacién (11.43). Este calculo resta a la
carga nuclear del atomo A, el nimero de electrones asociados (es decir, qq = Z4 —
Yuea(PS) ). Endonde Z, corresponde a la carga nuclear del dtomo Ay el indice indica la suma

sobre todos los orbitales centrados en el atomo A.

Por ultimo, la calidad de los resultados del método HF dependera fuertemente de la
calidad de la base usada para expandir los orbitales. Sin embargo, por mas 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 repulsidn electrén-electrdn, 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 correlacién y se define como

la diferencia entre la energia no relativista exacta, dentro de la aproximacion de Bohr-
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Oppenheimer (E,) y la energia limite de HF, correspondiente a la energia calculada con una base

completa, es decir E o,y = Eg — EXM

Existe una gran cantidad de métodos que permiten obtener resultados que estiman la
energia de correlacidon. 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 préxima seccion, se desarrollardn los principios basicos de DFT, dado que es la

teoria de elecciéon en los cdlculos cudnticos realizados en esta tesis.

I1.2.1.5 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 formulacién en la busqueda de la densidad

electronica.

Esta teoria resulta mds atractiva en este sentido, dado que la funcidn de onda carece de
un significado fisico directo, mientras que la densidad electrdnica si lo tiene, ya que estd
relacionada con la probabilidad de encontrar un electrén. Otra gran ventaja es que la densidad
electrénica depende solamente de las coordenadas espaciales (x, y, z) 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!*®.. Estos trabajos mostraron que en un dtomo, la
energia depende explicitamente de la densidad electrénica. Como estos modelos no mostraron
una mejora significativa respecto a los modelos que se conocian previamente, se los considerd
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 funcidon de onda y todas las demas propiedad
electrdnicas, estan determinadas univocamente por la densidad de probabilidad electrénica del

estado fundamental py (x, v, 2).[®

Puede verse también, que el potencial externo v(1;), es decir el potencial actuante sobre
el electrén i producido por las cargas de los nucleos, quedara también determinado por la

densidad electrénica py.
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Se dice entonces que la energia del estado fundamental E, es un funcional de p, y se

escribe Ey[po]. El funcional energia puede escribirse entonces de la siguiente manera:

Elp] = Tlp] + Vnelpl + Veelp] (I1.44)

donde T[p] representa el funcional de energia cinética de los electrones, Vy,.[p] el
funcional de interaccidn entre los nucleos y los electrones, y V,.[p] el funcional de interaccién

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 funcion densidad de prueba p,,- (1) que

satisface

fppr(r)dr =n pp=20VYr E(pp) = E (11.45)

donde n es el niUmero total de electrones.

Es decir, py 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 Kohny Sham
desarrollaron un método que permite calcular eficientemente la energia del estado

fundamental y la densidad electrénica.”!

El desarrollo de Kohn y Sham se basé en la idea de considerar un sistema ficticio de n
electrones no interactuantes, todos ellos experimentando un potencial externo vs(r;) tal que la
densidad electrénica del sistema no interactuante p,, (1) es igual a la densidad del estado

fundamental del sistema real py ().

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

como:
n
A=) [——vz + o, = Z ks (IL.46)
i=1
donde hXSes 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 de ths es decir los spin-orbitales )(l KS tal que:
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"KS. KS __ KS
hi>xi> = &xi

(11.47)
Kohn y Sham definieron también:
AT[p] = T[p] — Ts[p] (11.48)
1 T T
Veelp] = Veelpl _Eff—p( 13‘)( Z)drldrz (11.49)
12

AT y AV,, corresponden a la diferencia en la energia cinética y en la parte no clasica
(expresada en el segundo término en la expresion de AV, [p]) entre el sistema real y el sistema
no interactuante. La suma de ambos términos define un nuevo funcional, llamado funcional de

intercambio y correlacidn (E,.[p]) es decir:

E.c[p] contiene entonces las siguientes contribuciones: la energia cinética de
correlacion (AT|[p]), la energia de intercambio (asociada al requerimiento de antisimetria), la
energia de correlacién Couldmbica, asociada a las repulsiones interelectrdnicas, y por ultimo
una correccion de autointeraccién (self-interaction correction, SIC). Esta ultima contribucion se
considera en el segundo término de la ecuacién (11.49), la cual permite la interaccién 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 J;; =
K;; con lo cual los términos i= j se anulan en (11.31)), en la formulacién 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 correlacién 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:

1
Elp] = Tslpl + Vaelpl + 5 f j %dqdrz + Exclp] (IL51)

1
Tslpl = 5 (I 2 V2 [6) (IL52)
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Vyelo] = f o()p(r)dr (IL53)

Para encontrar la densidad electrénica que minimiza la energia debe calcularse la

siguiente derivada funcional e igualar a cero:

0E[p(r)] 11,54
900 0 (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):

1 Z p(rs)
—=Vi- E —“+f dry + v, (1
[ 2 i T 1o &) ch()
a

En la expresion (11.56), la expresidn entre corchetes constituye el operador

W =SSy Y

hES y el
término v,.(1) corresponde al potencial de intercambio y correlacién, es decir la derivada

funcional de E,.

Los orbitales de Kohn y Sham se expresan como una combinacion lineal en un conjunto
de funciones de base {|¢”>], lo cual, en forma similar a lo explicado para HF, permite escribir el

problema en forma matricial de la siguiente manera:

KSpr _
hESC=SCe (11.56)

donde hKS

constituye la matriz formada por los elementos de matriz h{fg =
(@, |R%S|®,) vy Ces la matriz de coeficientes de los orbitales de KS en la base elegida. Los
elementos de hX® dependen de la densidad y por lo tanto de C, por lo que la resolucién 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 h¥S y luego se

resuelve la ecuacion 2.1.47 hasta encontrar una matriz € autoconsistente.

11.2.1.5.1 Funcionales de Intercambio y correlacion

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

funcional utilizado para modelar la energia de intercambio y correlacién.

El primer funcional de intercambio y correlacién fue propuesto por Hohenberg y Kohn.®!

El mismo se expresa de la siguiente manera:
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Eeolp] = f p(Mexc(p)dr (IL57)

donde ¢,..(p) corresponde a la energia de intercambio y correlacién por electrén en un
gas homogéneo de electrones con densidad p. La energia de intercambio se calcula en este caso

como:

1
3,3\ /3
w3z e (.58

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

implementacién para sistemas de capa abierta.

Los modelos LDA y LSDA estdn 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 electrénica 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 Vp(r) en la

expresion del funcional de intercambio y correlacion.

Como ejemplo puede mencionarse el funcional de intercambio y correlacidn 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)*¥, que contiene
pardmetros empiricos. Como ejemplos de funcionales de correlacién pueden mencionarse el

funcional de Lee-Yang-Parr (LYP)*?, y el de Perdew y Wang (PW91).13]

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 correlacion de GGA. Como ejemplo podemos mencionar el

funcional B3LYP y el funcional B3PW91.1:4

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 vibracidn, etc.
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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 correlacién 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 eleccién del funcional elegido. Sin embargo, un aumento en el tamafio
de las funciones de base daran valores menores de energia calculada, para cdlculos 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-correlacién (ademas de funciones de base) y célculos ab-initio para

compararlos entre si.

Sin embargo, DFT (y otros métodos ab-initio de mas alto nivel) sigue siendo actualmente
la teoria de eleccion por los quimicos computacionales cuando se desean realizar cdlculos de
estructura electrdnica, dado que es la teoria que ofrece la mejor relacion entre la calidad de sus
resultados y el costo computacional requerido, especialmente en sistemas conteniendo metales

de transicion.

En la préxima seccidn se describird la implementacion de DFT denominada SIESTA,

utilizada en algunos cdlculos en la presente tesis.

I1.2.2 El método SIESTA

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

Simulations of Thousands of Atoms).™"!

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

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

A diferencia de la mayoria de los esquemas de cdlculo 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.[*6-8!

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

significativamente los calculos.

Si bien en este contexto podria utilizarse cualquier tipo de funciones de base, se observd
que resulta conveniente la utilizacidon 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 AEp o (pseudoatomic orbital energy shift) modificando asi
la calidad de los resultados obtenidos. Tipicamente, valores de AEp,o 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 20 y 30 meV.

Por otra parte, el usuario puede determinar la precision del cdlculo 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 correlacién, en el programa se encuentran

implementados LDA, LSDA y PBE (GGA).

Para el tratamiento de los nucleos y los electrones internos se utilizan
pseudopontenciales. La utilizacion de los mismos permite por un lado, eliminar el costo
computacional asociado al cdlculo 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 &tomos pesados.

En este contexto, el Hamiltoniano electrénico resulta:

H=T+ Z[Valocal(r) + VMM +VE@) + V*(r) (11.59)

donde a corresponde a los nucleos. La suma en la ecuaciéon (11.59) corresponde al

pseudopotencial, el cual posee una contribucion local y otra no local.

Con el objeto de evitar el cdmputo del término V[°¢%(r), que resulta de dificil
convergencia en un arreglo infinito de cargas (debido a la naturaleza periddica del calculo), se
define V2™ (), el cual se suma al V}°¢?(r), de manera de generar un potencial de atomo
neutro (NA). El potencial agregado V,3°™(r) corresponde al potencial creado por la densidad

electrénica de cada 4tomo aislado p&t°™. Podemos definir entonces:
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VaNA — Valocal + Vaatom

(I1.60)
pUOm(r) = ) patom(r) (IL61)
8p(r) = p(r) — patom(r) 1162

En la ecuacidn (11.62), 5p(r) corresponde a la diferencia entre la densidad electrdnica
autoconsistente y la de los atomos aislados, la cual es mucho mas pequefia que p(r). Siendo
SVH(r) el potencial creado por §p(r), podemos rescribir el Hamiltoniano electrénico total

comao:
H=T+ Z V() + z VNA(r) + 6VH(r) + V*¢(r) (I11.63)
a a

De esta manera, el V°°%(r) se reemplaza por una suma de potenciales de atomo
neutro, mds una pequefia correccién, que se agrega para corregir el efecto del agregado de

Vaatom (T) .

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

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

La densidad electrdnica se calcula de la siguiente manera: En primer lugar, supongamos
que {|;(r))} son la parte espacial de los spin-orbitales, las cuales pueden describirse como

combinacion lineal de las funciones de base:
Yi(r) = Z du()Cy (11.64)
u

Entonces, la densidad electrdnica resulta:

p() = D B = > s (I Bu(r) (IL.69)

i uv

donde n; corresponde al nimero de ocupacion de ¥; y p,, a los elementos de matriz

de la matriz densidad, dados por:

Puv = z Cui n;Cy, (11.66)
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autoconsistentes correspondientes a los términos Ty V.

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

p(r) = pM4(r)
Obtencion de la densidad electronica p(r) = X PP (M@ () vy de
Sp(r) = p(r) — pN4(r)

Calculo de 8V (r) a través de la ecuacién de Poisson (V2V = _p/go).

3. Célculo de V*¢ en la grilla.
4. Evaluacién de las integrales asociadas a SV (r), VN4 y V*¢,

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

densidad.

6. Construccién 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. Calculo de la energia.
8. Calculo de las fuerzas sobre los atomos.

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, calculos de estructura electrénica en forma
altamente eficiente para sistemas de mediana cantidad de dtomos, basados en la teoria del

funcional de la densidad.

I1.2.3 Métodos basados en la Mecéanica 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 mecdnica cudntica. Es por esto que en
gran cantidad de problemas en los que no se requiere un detalle de la distribucidn electrénica,

se utilizan métodos basados en la mecanica cldsica, lo que se denomina mecdnica 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 mecdnica cuantica

52



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

conocidos.

I1.2.3.1 Campos de fuerza clasicos — Simulaciones
atomisticas

En los métodos de mecdnica molecular atomistica, la energia potencial viene dada por
una funcién que se denomina “campo de fuerza”, que no es mas que una expresion matematica
para la energia potencial dependiente de las coordenadas de los nucleos y de una serie de

parametros.*!

Existen también campos de fuerza asociados a descripciones de tipo “grano grueso”, en
donde la expresion matematica involucra una energia potencial dependiente de coordenadas

de grupos de dtomos (como una entidad).

La expresion del campo de fuerza atomistico de AMBER?%— e| 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 unidén.

Por un lado, las de unién, se computan para dtomos 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 dngulos diedros. Mientras que las dos primeras se representan a través de un potencial
armonico centrado en la distancia de equilibrio, los angulos diedros o torsiones estan descriptos

con una funcion periddica (ver primeros tres términos en la ecuacion (11.67)).

Por otro lado, las contribuciones de no unién, se computan entre dtomos que estan en
diferentes moléculas o a mds 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 repulsidon originada por el principio de

exclusion de Pauli a distancias muy cortas. La expresién de la energia potencial resulta: 2%
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ko ke :
E@Y) = Z %(Ti —T0) + Z %(Gi — 6io) (11.67)
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El primer término refiere a la contribucién de estiramiento de los enlaces, el cual se
describe a través de un potencial armdnico. En ésta expresion, kj, ; corresponde a la constante

de fuerza asociada a la unién i y r;y a su distancia de equilibrio.

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

cercana al minimo de cualquier funcién potencial.

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

las constantes ky, ;.

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

encontrados entre 02 y 3602, y por ultimo y, que corresponde a la fase de la funcidn sinusoidal.

El dltimo término de la ecuacion (11.67) contiene las contribuciones de no unién, y
depende de la distancia entre pares de atomos, 7;;. La primera parte, corresponde al potencial
de Lennard-Jonesy contiene los parametros ¢;; , asociado a la profundidad del pozo de energia,
y g;j, correspondiente a la distancia entre los dtomos correspondiente al minimo de energia. La
segunda parte, la parte electrostatica, contiene como parametros las cargas sobre los atomos.
En el campo de fuerzas de AMBER, la distribucidn de cargas es representada a través de cargas

puntuales g; ubicadas en las coordenadas de cada atomo. Estas cargas se obtienen partir de
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ajustar las mismas para que reproduzcan el potencial electrostatico obtenido con un método

cuantico (ajuste RESP, Restrained Electrostatic Potential)

Para disminuir el costo computacional asociado a los términos de no unién, se utiliza un
radio de corte, de manera tal de no computar las interacciones con atomos 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 simulacidn, 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 &tomos presentes en una celda unidad, de forma muy eficiente. La energia electrostatica se
calcula en dos partes: una primera parte, en la cual a las interacciones electrostdticas asociadas
a las cargas puntuales se les agrega una distribucidon 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
correcciones necesarias debido a la incorporaciéon de las densidades “neutralizantes”, se

calculan en el espacio reciproco.

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

eficiente.l*”

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 simulacién de proteinas, el campo de
fuerza de AMBER contiene un conjunto de pardmetros por default asociados a aminodcidos,
algunos iones, ADN y ARN, lipidos, etc., incluso para distintos estados de oxidacién o

protonacion.

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

similares. Por ejemplo, los pardmetros para un residuo de arginina seran los mismos en todas
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las proteinas estudiadas, y no serd necesaria su parametrizacidon 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 &tomos dentro de cada residuo reciben un nombre
de atomo y se le asigna un “tipo” de dtomo. Los tipos de dtomo permiten que no sea necesario
incluir parametros para cada dtomo incluido en cada uno de los aminoacidos. Distintas especies
pueden poseer el mismo tipo de dtomo, en estos casos los pardmetros asociados a las uniones,

los angulos y los diedros serdan los mismos.

Si bien en el campo de fuerza se incluyen pardmetros para todos los aminodacidos
naturales y otras moléculas comunmente encontradas en los sistemas proteicos, para incluir
grupos prostéticos como el grupo hemo en diferentes estados de oxidacidn y coordinacién, por

ejemplo, sera necesario obtener los pardmetros necesarios para realizar la simulacidn.

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 como una “jalea electrostdtica” caracterizada por una constante dieléctrica. Estos
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 interaccién 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 distribucién de cargas (todos los modelos localizan la carga positiva sobre
los 4tomos de hidrégeno pero difieren en la localizacidn 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).!?3!

Entre los mas 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 1983 y en el cual la carga negativa esta localizada sobre el
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atomo de oxigeno y las cargas positivas sobre los &tomos de hidrogeno. Ademas, 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: pardmetros relevantes (cargas, distancia, y dngulo) del modelo de agua TIP3P

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

con campos de fuerzas parametrizados para biomoléculas.?*!

Si bien existen numerosos 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 combinacidn con distintas tipos de modelos
de aguas, llega a la conclusién de que la eleccion del modelo de aguas tiene un efecto
despreciable en comparacién 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!?®!
o su actualizacion SPC/E®?”), y el modelo TIP4P??*, que utiliza cuatro puntos en vez de tres para
describir la distribucion de cargas. Los valores de los parametros asociados a los modelos de
agua simples se desarrollan de forma de reproducir las propiedades del agua medidas
experimentalmente como la densidad, la funcidn de distribucién radial, y otras propiedades
fisicoquimicas. Como se trata de modelos sencillos, existen gran cantidad de propiedades que

no pueden ser descriptas.

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

experimente un efecto de polarizacidn significativo por parte del resto del sistema.
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I1.2.4 Métodos multi-escala cuantico-clasicos

(QM/MM)

En las secciones anteriores se han presentado los aspectos basicos de los métodos
basados en la mecdnica cuantica y en la mecanica cldsica. Los métodos basados en la mecanica
cuantica presentan informacidn de la distribucidon electrdnica 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 mecanica molecular presentan un costo
computacional extremadamente menor, y permiten estudiar fendmenos estructurales

asociados a moléculas de gran cantidad de dtomos.

Resulta entonces natural pensar que pueden combinarse ambas metodologias para el
estudio de un sistema en el que interese una descripcién de la densidad electrdnica 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 adjudicacién
del premio Nobel de Quimica en 2013 a Arieh Warshel, Michael Levitt y Martin Karplus por sus

contribuciones.

Figura 2: en un cdlculo QM / MM de una reaccién enzimdtica, 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 aplicacién de este tipo de metodologias es el estudio de reacciones
enzimaticas.?®3% En ellas, el sitio activo donde ocurre la reaccion debe tratarse necesariamente

con mecdnica cudntica, pero el resto de la enzima puede tratarse clasicamente. Esto constituye

un avance significativo respecto de la utilizacidon de sistemas modelo para tratar este tipo de
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problematicas, en los que solo se incluia el sitio activo y algunos grupos pequefios 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 fendmeno reactivo.

Para aplicar una metodologia QM/MM, en primer lugar es necesario definir la regién del
sistema que se tratara con mecanica cudntica, 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 tendra el calculo, pero también su costo se incrementarad 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 reaccién enzimatica, la eleccién es mas compleja.
Resulta imprescindible incluir en el subsistema QM todos los dtomos que incluyan enlaces que
puedan romperse o formarse durante el proceso de interés. Sin embargo, para obtener una
buena representacién del problema de estudio, normalmente se requiere incluir una mayor

cantidad de dtomos que simplemente los involucrados en la reaccidn propiamente dicha.

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

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

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

del subsistema QM (Hgy), el subsistema MM (H)y) y un término de acoplamiento QM/MM

(HQM/MM)i

H = Hoy + Hyym + Homymm (11.68)

Para el calculo de la energia Eg (asociada al Hpy), debe seleccionarse un nivel de
calculo cudntico. Los calculos presentados en esta tesis estan realizados a nivel de la teoria del
funcional de la densidad (DFT). En el Hamiltoniano cuantico no solo se tienen en cuenta las
cargas de los nucleos cudnticos, 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 Eyy 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.
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El término clave en el cdlculo QM/MM es el término de interaccion o coupling: Hop /-

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

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

atomos MM y B atomos QM:

A B
p(r ) qiZ; (11.69)
EQM/MM ql | R—
= =1| j 7]
+zz% <—” ) -(2%)
— Ry |7: — Ry

i=1j=1

donde, t; corresponde a las posiciones de los nucleos MM, Rja las coordenadas de los

nucleos QM.

El primer sumando da cuenta de la interaccién electrostatica entre la densidad
electrdnica del subsistema cudntico y las cargas sobre los 4&tomos MM (g;). El segundo término
describe la interaccion electrostatica entre los nucleos QM, de carga Zj, y los dtomos 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 seccidon 11.2.3. Este ultimo
término implica que sea requerido obtener los parametros asociados al potencial de Lennard-
Jones (g;; y 0y;) para los 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 estdn unidos covalentemente se encuentran
localizados uno en el subsistema QM (A4y) y otro en el MM (A, ). Para el tratamiento de este
problema en los calculos QM/MM realizados en esta tesis se utilizé el método SPLAM (Scaled

Position Link Atom Method. !

En este método, un dtomo llamado atomo Link, usualmente un dtomo de Hidrégeno
(Hjink), se ubica en el enlace por el que atraviesa la frontera. De esta manera, el H,;,; completa
la valencia del atomo cuantico ubicado en la frontera. La posicidon del Hj;,, estd forzada a

mantenerse en el enlace Ayy-Ayy. Para ello, la fuerza sobre el Hy;, se descompone en una
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componente perpendicular y otra paralela al enlace Agpy-Apy- La componente perpendicular
se redistribuye entre los atomos Ay y Ayum- Por otra parte, para mantener el enlace Agy-Apum,
los términos de unién, angulos y diedros involucrados en el enlace son contabilizados a través

del campo de fuerza clasico.

Las interacciones de Lennard-Jones que involucran a los atomos Agy, Hiink, Aymson

anuladas para pares de atomos separados por menos de tres enlaces.

Por ultimo, para evitar una sobrepolarizacion de la union Agy-H;iny debido a la corta
distancia entre el Hjy,,y el atomo Ay, se anula la carga sobre el atomo Ayyy,. Esta metodologia

fue aplicada en diversos trabajos anteriores que incluyen sistemas bioldgicos.3%33:36:37]

SECCION B
METODOS DE EXPLORACION DE LA SEP

[1.2.5 Métodos 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 funcidn 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 dtomos 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 informacion cinética y termodinamica 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 simulacidn computacional para explorarla. En esta seccion
nos centraremos en distintos métodos desarrollados para explorar la SEP de forma eficiente,
que permiten concentrar la atencion 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.
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I1.2.5.1 Optimizaciones de geometria — 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 serd una regién relevante para el sistema de estudio. Para

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

El problema de la minimizacidon puede verse formalmente de la siguiente manera: se
tiene una funcién F (x4, x5, ... ... ,X3n) 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

(%1, %2, e e , X3y ) valen cero, y todas las derivadas segundas son positivas:
oF 0%F
—=0 >0 viefl.... 3N (11.70)
axi Y axiz L { }

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 inclusién de la derivada primera en la determinacidon del minimo de energia resulta
de mucha utilidad, dado que el gradiente de la SEP, indica la direccién 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 direccidn 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.
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El método Conjugate Grandients, por su parte, se diferencia del método de Steepest
Descents, en que la direccidn 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 mddulo 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 reduccidn 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 seccién, no se podrdn 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 utilizacidon de otras metodologias que permitan un muestreo

mas amplio de la SEP.

I1.2.5.2 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 activacidon 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

pardmetros geométricos del sistema.

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

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

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

reaccién adecuada.

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

variacion de la energia potencial en funcién de la coordenada de transformacion, es decir de
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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 transformacidon, ese camino
correspondera al camino de minima energia que separa dos minimos (por ejemplo reactivos y
productos de una reaccidn quimica, cambios conformacionales de la estructura de la proteina,
etc) y el punto maximo de esta curva corresponderad al estado de transicion, correspondiente a
un punto de ensilladura en la SEP (maximo en la direccidn 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:
VR =k (5 - 50)2 (II. 71)

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

simulacién, y ¢ corresponde al valor de la coordenada de transformacion.

En la practica, 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 optimizacion de
todo el sistema sujeto a la restriccién dada por (I11.71), 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 utiles para la busqueda de
caminos de transformacidn y pueden proveer informacidn cualitativa de los procesos que tienen

lugar.

I1.2.5.3 Simulaciones de Dinamica Molecular
En esta tesis se realizardn 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 estaran presentes en mayor o

menor proporcion segun sus energias relativas.
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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 hipdtesis ergddica, que supone que
através de unareconstruccién de la evolucién 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 dinamica de un sistema, a través de la resolucion de las ecuaciones de
movimiento de Newton, es decir, la trayectoria se obtiene a través de la resolucidn de las

ecuaciones diferenciales asociadas a:

2,
0% _Ey (I1.72)

ot? m;
donde se describe el movimiento de una particula de masa m; en la coordenada x;, con

Fy, la fuerza en la direccion x;.

La fuerza sobre cada una de las particulas cambia cuando la particula modifica su
posicidn, y es funcién 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 integracion se parte en pequeiios pasos, separados por un
intervalo de tiempo fijo 6t. 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 aceleracién, y con

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

Durante el 6t, la fuerza es considerada constante. En el algoritmo de Verlet, se utilizan
las posiciones y aceleraciones al tiempo t (r(t)) y las posiciones al tiempo t — dt, (r(t — 6t)),

para determinar las nuevas posiciones a t + §t, segun:

r(t + 6t) = r(t) + 6t.v(t) + %&Za(t) + oo (11.73)

r(t —6t) = r(t) — 6t.v(t) — %&za(t) + - (I1.74)
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Sumando las expresiones (I11.73) y (11.74), despreciando los términos de orden superior,

se obtiene:

r(t + 6t) = 2r(t) — r(t — 6t) + 6t2a(t) (IL.75)

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

manera:

_r(t+6t) —r(t—6t)

11.76,
28t (arL76

v(t)

Debe tenerse especial cuidado en la eleccién del intervalo de tiempo &t, denominado
time step. Cuanto menor sea el time step, mayor sera la cantidad de pasos de simulacion 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 dard origen a inestabilidades en el algoritmo de integracién.

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 4&tomos 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 dtomos
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 mas rapidas estan asociadas a los enlaces en los que uno
de los atomos involucrados en la unidn es un dtomo de hidrégeno. Una estrategia para
aumentar el time step y asi acelerar los calculos consiste en utilizar el algoritmo SHAKE®®, 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 (K), estan relacionadas de la siguiente manera:

N
- Zmivf _ 3k,,TN (I1.77)
: 2 2

i=1

donde v; y m; corresponden a la velocidad y la masa de la particula i y N el nimero de

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

consiste en escalar las velocidades.
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Uno de los métodos mas utilizados para regular la temperatura en una simulacién de
dindmica molecular es el algoritmo de Berendsen!*®. El mismo consiste en acoplar el sistema a
un bafio externo cuya temperatura se fija en la temperatura deseada, que remueve o entrega
calor segln sea necesario. Supongamos que a un tiempo dado t el sistema posee una
temperatura T(t). Puede verse de la ecuacién (11.77), que si las velocidades se escalan por un

factor A, el cambio asociado en la temperatura resulta:

AT = (A% — DT(t) (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 bafio:

aT(t) 1
ot 1 [Thaso — T ()] (11.79)
donde T es un pardmetro de acoplamiento que determina cuan fuertemente el bafio
estd acoplado al sistema. El cambio de temperatura entre dos pasos sucesivos separados por un

time step 6t, corresponde a:
ot
AT == [Tyazo — T()] (11.80)
T
Con esta expresion, el factor de escalamiento de las velocidades A resulta:

=1+

ot [Tbaﬁo _ 1] (IL81)

TLT(t)

Cuanto mas grande sea este parametro, mas débil serd el acoplamiento, por lo que la
fluctuacién en la temperatura serd mayor. Normalmente, la utilizacion de un factor de
acoplamiento entre 100 y 1000 veces mas 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 presién constante. Para mantener la presidn constante, el sistema debe variar el

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

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

volumen de la celda se escala entonces en un factor 4, lo que equivale a escalar las coordenadas

L 1
atémicasen 4 /3. Resulta entonces:
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st
A= 1=k—(P = Ppano) (I1.82)
14

1(3v . C
donde k = —;(5) es la compresibilidad isotérmica, y 7, corresponde al factor de
T

acoplamiento del bafio al sistema.

I1.2.6 Analisis avanzados de las simulaciones

I1.2.6.1 RMSD

Luego de realizada una simulacion de dindmica molecular, el resultado principal que se
obtiene es la trayectoria de cada uno de los atomos que conforman el sistema a lo largo del

tiempo simulado.

La visualizacién de la trayectoria a través de alguin programa de visualizacion molecular
aporta gran cantidad de informacidn sobre el sistema. Con ella se pueden analizar la evolucidn
de pardmetros 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, aunque los movimientos globales asociados a ella muchas veces requieren

un largo tiempo de simulacidn para ser observados.

El programa de visualizacion 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 simulacién de dindmica molecular.

Un pardmetro que permite estudiar la estabilidad de la estructura a lo largo de la
simulacidn es la raiz cuadrada de desviacién 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)
RMSD =

Donde N corresponde al nimero de dtomos 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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Realizando este calculo para cada una de las “fotos” de la simulacidn, se obtiene el valor
RMSD en funcidn del tiempo. La estructura de referencia puede ser la estructura cristalografica,
por ejemplo, o la estructura promedio, lo que otorga una nocion de la magnitud de las

fluctuaciones del sistema a lo largo de la dindmica.

11.2.6.2 Identificacién de los Sitios de hidratacién (WS)

La interaccion de una proteina con las moléculas de agua se puede estudiar a partir de
la formacién de los denominados sitios de hidratacidon (o WS por sus siglas en inglés “Water
Sites”) que se definen como aquellas regiones del espacio con la capacidad de alojar moléculas

de agua con mayor probabilidad que el seno del solvente.

Con el objetivo de identificar la presencia de los WS en alguna region espacial de la
proteina, se utilizd la siguiente estrategia de clustering adaptada de trabajos anteriores de
nuestro grupo“**? e implementada en el médulo WATCLUST™*! en el programa VMD. El calculo
necesita una trayectoria (conjunto de “fotos”) derivada de una dindmica molecular con

moléculas de agua explicitas.

Posteriormente, se realiza un alineamiento de la regién de interés (en donde se desean

identificar los WS) para eliminar grados de libertad innecesarios para el calculo.

Solo se consideraran las moléculas de agua interactuando en la regién de interés a lo
largo de la simulacion y solo se consideraran las posiciones de los dtomos de oxigeno de esas

moléculas de agua interactuantes.

El algoritmo comienza tomando como centro una molécula de agua de la primera foto

y realiza los siguientes pasos:

a) Encuentratodas las moléculas de agua que estan cerca de ella (a menos de un valor
de corte ajustable, llamado “dist”), en todas las fotos subsiguientes.

b) Toma luego como centro cada una de las moléculas de agua encontradas en a) (sin
tener en cuenta la primera molécula de agua tomada como centro) y encuentra
nuevas moléculas de agua.

c) Sidentro del umbral para estas nuevas moléculas de agua encuentra otras nuevas
moléculas de agua, realizara el mismo procedimiento sobre cada una de esas
moléculas de agua recién encontradas, no considerando las moléculas de agua
tomadas como centro anteriormente.

d) Finalmente, el proceso de busqueda concluird cuando no se encuentren mas

moléculas de agua dentro del umbral de "dist" en ninguna foto.
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Posteriormente, las aguas encontradas son consideradas como formando un cluster. Si
el nimero de aguas pertenecientes al cluster es igual o mds grande que el valor del parametro

“watnumbermim”, el cluster definird un WS.
Cada foto puede contribuir entonces con no mas de una molecula de agua al cluster.

Obsérvese que el parametro "dist" debe ser lo suficientemente pequefio para evitar un
WS excesivamente disperso, pero lo suficientemente grande como para evitar el hallazgo de
muchos WS que estdn demasiado cerca entre si. Los valores recomendados estan en el rango

de 0.17-0.20 A.

Por otra parte, el parametro "watnumbermin", es decir, el nUmero minimo de moléculas
de agua que un grupo debe albergar para ser considerado un sitio de agua, representa
indirectamente un umbral de tiempo: debe haber moléculas de agua durante un cierto tiempo
en la regidon donde el grupo se encuentra con el fin de establecer un sitio real de agua. Este
pardmetro suele establecerse de tal manera que hay una molécula de agua encontrada dentro
del sitio en al menos 5-15% de las fotos totales (o tiempo de simulacidn), aunque esta decision
no altera el algoritmo de busqueda en si (s6lo determina qué clusteres son efectivamente

considerado como WS).

Se pueden caracterizar a los WS, con un parametro llamado (WFP, Water finding
probability): probabilidad de encontrar una molécula de agua en la region definida por el WS
(utilizando un valor de volumen arbitrario de 1 A3, es decir, un radio de aproximadamente 0,6A)
normalizado con respecto al del agua a bulk. El radio, y por lo tanto el volumen utilizado para

calcular el WFP, puede ser modificado por el usuario a través del pardametro "WFRr".

[1.2.7 Célculos de Energia Libre

En la presente tesis se desarrollara en el capitulo Il los detalles tedricos y técnicos acerca
de un método de cdlculo de energia libre, basado en la realizacidon de simulaciones de dindmica
molecular guiada. Es por eso que a modo de resumen se explicaran los aspectos mas relevantes

del calculo de energia libre en simulacién computacional.

Como ya se ha mencionado en la introduccidn de esta tesis, la informacién que provee
la energia libre y su variacion asociada a un proceso, resulta esencial en un sistema quimico para

conocer la factibilidad y la velocidad de que ocurra el mismo. En particular, si la evolucién del
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proceso puede estar descripto por un conjunto de coordenadas del sistema, entonces lo que se

busca obtener es el perfil de energia libre (o PMF) asociado.

Dependiendo de las caracteristicas del sistema de estudio sera conveniente la utilizacion

de métodos denominados “sesgados” o “no sesgados”.

Los métodos “sesgados”, son técnicas que restringen el sistema a recorrer la
coordenada de transformacidn que describe al proceso de interés. Existen numerosos métodos
sesgados®®, uno de ellos es el método de Dindmica Molecular Guiada (Steered Molecular
Dynamics, sMD) el cual se basa en la realizacidon de un trabajo sobre el sistema para recorrer la
coordenada de transformacion. Este método fue el mas utilizado y estudiado en la presente tesis

para obtener perfiles de energia libre.

Los métodos “no sesgados”, evallan la probabilidad de obtener cada valor de la
coordenada de transformacién a lo largo de una simulacion. La energia libre suele obtenerse a

través de la siguiente expresion:

—BG($) = In[P($)] (11.84)

Con B = (k,T)™%, donde k, corresponde a la constante de Boltzman y T a la
temperatura absoluta, G es la energia libre de Gibbs, y & es una coordenada de transformacion
asociada a la energia libre que se desea calcular. Un ejemplo de este tipo de métodos es el de

Muestreo de Ligando Implicito, descripto en capitulos posteriores.

11.2.7.1 Dinamica Molecular Guiada (sMD)

El método de Dindmica Molecular Dirigida (sMD, por sus siglas en inglés), se basa en el

agregado de un término armodnico a la energia potencial del sistema.

Tipicamente, este potencial es de forma cuadratica, con un centro de la cuadratica que

se mueve a lo largo de la simulacion, segun:

V(r) =

Tl o+ v (1L85)

Donde ¢ es la coordenada de transformacién (asociada al perfil que desea calcularse),
&, es el valor inicial de la coordenada y v corresponde a la velocidad con la que se mueve la

coordenada.

De esta manera, el sistema es “obligado” a recorrer la coordenada de transformacion.

Por lo tanto se realiza un trabajo externo, W sobre el sistema. Partiendo entonces de distintas
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condiciones inicales (de posiciones y velocidades) con &, fijo, se pueden obtener un conjunto de

valores de trabajo acumulado W; a lo largo de la coordenada de transformacion.

Finalmente, a partir del conjunto de trabajos y mediante la relacién demostrada por

[44]

Jarzynski*! (ecuacion (11.86)) se puede obtener el perfil de energia libre asociado a la

coordenada de transformacion:

[-BAG] — ;i [-pwW;]
e = Lim (ePT )y (I1.86)

donde W;, es el i-ésimo trabajo para llevar al sistema a lo largo de todo el proceso.

En la practica, deben realizarse en primer lugar simulaciones de dindmica molecular del
estado inicial. Luego de asegurarse que se ha realizado una exploracién eficiente del estado

inicial, se obtienen a partir de las trayectorias las estructuras iniciales para el cadlculo sMD.

Se realizan entonces un numero de simulaciones partiendo del estado inicial hacia el
estado final. Debe seleccionarse con cuidado la velocidad v, dado que la trayectoria debe
realizarse en forma suave, pero una velocidad extremadamente lenta incrementa

significativamente el costo computacional del célculo.

Se registra en cada una de ellas el trabajo en funcién de la coordenada, y al finalizar la
forma mas habitual de proceder es la de realizar el promedio exponencial (asociado a la ecuacion

(11.87) considerando el promedio discreto) para obtener el perfil de energia libre.

Dado que la ecuacidn de Jarzynski es vdlida solamente si se realiza un ndmero infinito
de simulaciones y que esto es impracticable, debe realizarse una cantidad suficiente de
simulaciones en las que pueda considerarse que se ha logrado la convergencia del célculo, es
decir, que la realizacion de nuevas simulaciones no modifica significativamente el resultado del
perfil final. El método sMD se encuentra implementado en el programa AMBER*), utilizado para
realizar los calculos de dindmica molecular clasica y perfiles de energia libre presentados en esta
tesis. Los aspectos tedricos de la teoria subyacente a esta metodologia se describiran con mas

detalle en el capitulo Ill.

I1.2.7.2 Muestro de Ligando Implicito (ILS)

El enfoque de la técnica de muestreo de ligando implicito (ILS)“***”) esta basada en el

calculo del PMF de colocar un ligando en diferentes puntos de la matriz de una proteina.

La técnica de ILS resulta muy util para la determinaciéon de canales de migracion, que se
entienden como zonas o canales de baja energia libre (o alta probabilidad) para la ubicacion de

ligandos, que conectan el sitio activo con el solvente.
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La metodologia se basa en la suposicidon de que ligandos pequefios sin carga o dipolo
importante interactian débilmente con la proteina y practicamente no modifican la dindmica
de esta. Basado en esta hipotesis, utiliza una MD realizada en ausencia del ligando y luego calcula
el PMF considerando de manera implicita al ligando, es decir, como una pequeia perturbacién

en el sistema.
El valor del PMF se define de la siguiente manera
G(r) = —B_lln[p(r)] (11.87)

Donde G(r) es el PMF asociado a ubicar un ligando en la posicién r, el cual tendrd una

probabilidad de p(7) y un factor de normalizacién p,. 71 = kgT.

En el ensamble NPT, p(r) vale

B de f d3Np f d3Ng f d3p’ f d3r' e—ﬁ[H(p'q'p”r’)+PV]53(rl —7) (11.88)
- [dV [d3Np [d3Nq [d3p' [d3r eBlH@ap r')+PV]

p(r)

Donde la suma se realiza en todo el volumen y todas las coordenadas (posiciones y
momentos) del sistema (p, q refiere a coordenadas de la proteina y solvente, y p’ y q’ refiere a

coordenadas del ligando). H es el Hamiltoniano de todo el sistema.

Separando los grados de libertad del ligando se obtiene que

_Jav[d*Np[d3Nq[dp' [da[dir e FlHPar'TQ)+PVIs3 (0 — 1) (11.89)
p(r) = [dv [d3Np [d3Nq [dp' [dQ [ d3r e—BlH®.q.p" 1" ,Q)+PV]

Donde r’ corresponde a la posicidn del centro de masa del ligando, p’ es el momento del

centro de masa y omegon son corresponden a los grados de libertad restantes del ligando.

Ahora bien, frente a la presencia del ligando, el Hamiltoniano del sistema se vera
modificado una cantidad igual a la energia de interaccidn proteina ligando AE (q, 7, Q0), la energia

cinética K(p") y la energia potencial del ligando U(Q).

Para el caso en particular de la presente tesis, en donde no se utilizaron ligandos

cargados el término de interaccion que se considerd fue de tipo Lennard-Jones.
A partir de lo anterior, se obtiene la siguiente expresién

[dv [d3Np [d3Nq [dQ e FlH®D+PV] o=BIAEQ@rQ)+U@] [ gy e—BK®")

p(r)=f — __ S ______ (1190
ded pfd3qud_Qfd3r e—BlHo(p,@)+PV] o—BIAE(q,T,Q)+U( )]fdp e—BK(")
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Por otro lado, en el ensamble NPT el valor medio de un observable A puede calcularse a

partir de

[dV [d3Np [d3Ng e FH@D+PY] o(p g 1) (IL.91)
(A(M)npr = [av [d3Np [d3Ng e~ BlH(D.q)+PV]

Por lo tanto, combinando las ecuaciones (11.90) y (11.91) para la probabilidad se obtiene

(f dQ e—ﬂ[AE(r,Q)+U(Q)]>NPT

p) = s -
(f d3r fdQ e—B[AE(r,Q)+U(Q)])NPT
finalmente el PMF es
—B[AE(r,0)+U(Q)]
G(r) = —B_lln[<f da e >NPT] (1.93)

(fdQ e=BU@)ypr

En donde se considero que el PMF vale cero cuando el ligando es ubicado en cualquier

posicion en le vacio (es decir, AE(q,7,Q) = 0)

Para el caso de ligandos pequenos, como los usados en la presente tesis, los enlaces de
unién se mantienen fijos, por lo que los Unicos grados de libertad () que restan, corresponderan

solo a rotaciones del ligando.

En este caso U(Q) sera constante, por lo que a partir de la ecuacion (11.93), el PMF toma

la siguiente forma.

(fda e_B[AE(r'Q)]>NPT] (I1.94)

Gy =~ (J dDnpr

Para el cadlculo se utiliza la siguiente expresidon que es una versidn discretizada de la

ecuacion (11.94).

M € —BIAE(rmQ)]
G(r) = —(8~Din [z z eM—C] (I1.95)
m=1k=1

Donde la suma esta realizada sobre hasta una cantidad total de M fotos de la dinamica

y C distintas orientaciones del ligando.

En conclusién, a partir de la ecuacién (11.95) se puede calcular el PMF considerando

distintas posiciones y orientaciones al ligando.

El resultado final de este calculo serd una grilla tridimensional de puntos, cada punto

tendrd asociado un valor de energia libre. La manera tipica de representacion es en
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isosuperficies de valor de energia libre constante. Variando el valor de corte en esta

representacién se podran visualizar los canales de migracidn presentes en la proteina.

En la practica el sistema se divide en celdas que forman una red tridimensional cuya
resolucidn se debe escoger segun la precisidn que se requiera. Normalmente la resolucién estd
en celdas entre 0.5 y 1 A. Cuanto mas fina sea la grilla, méas suaves serdn las isosuperficies de

energia libre que permiten obtener sitios de unién y canales a lo largo de la matriz proteica.

Otro parametro que debe escogerse es el nimero de estructuras que se utilizaran para
obtener la energia libre en cada punto. Para obtener resultados razonables se utilizan entre 1000
y 10000. Segun el ligando para el cual se quiera obtener la energia libre, se deben especificar los
pardmetros € y o asociados al mismo. La distancia entre los atomos que lo forman, los valores
para épsilon sigma del potencial de L-J. En la presente tesis los calculos por ILS se realizaron con

el programa VMD¥ 8!

1.3 Métodos experimentales

[1.3.1 Técnica de laser flash fotolisis (LFP)

Las hemoproteinas han sido las proteinas mas estudiadas en biofisica, y se han
convertido en paradigmas para la caracterizacion de procesos biomoleculares fundamentales

como la unidn de ligandos, actividad enzimatica y transiciones conformacionales.

La presencia del grupo hemo prostético a la matriz proteica da a las hemoproteinas un
espectro de absorbancia caracteristico, el cual es ligando sensible en una region
convenientemente ubicada en el rango UV-visible. Esta caracteristica ha ofrecido una poderosa
y sensible herramienta para la investigacién de funciones moleculares asociadas a estas

proteinas.

El enlace Fe-Ligando es en mayor o menor medida fotoldbil. En particular, los estados
ferrosos hexacoordinado (con ligandos como O,, NO, CO, etc) son muy fotolabiles y el estado
pentacoordinado reactivo puede ser generado de manera transiente por incidencia con un laser

pulsado.

Posteriormente, los ligandos fotodisociados rapidamente se re-unirdn al grupo hemo y

el proceso puede ser monitoreado con métodos de absorbancia transiente.
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La re-unién de ligandos a hemoproteinas en solucion mediante la técnica de laser flash
fotolisis ha sido extensamente usada a lo largo de los afios para entender los mecanismos

moleculares subyacentes a la interaccidn proteina ligando.

En particular, en la presente tesis se ha utilizado como ligando “sonda” al CO. Una
propiedad muy util del complejo ferroso hemo-CO es que es facilmente fotodisociable por luz
visible, la cual cliva el enlace Fe-Ligando sin reacciones secundarias. La diferencia entre la
absorbancia del complejo carboxy y deoxy puede ser explotada para monitorear la evolucion

temporal de la reaccién de re-union.

Como el ligando rapidamente se re-une al hemo, la fotdlisis puede ser ciclada y un
promedio sobre la senal puede ser realizado. Después de la disociacién del hierro del hemo, los
ligandos o bien se reunen desde las cavidades internas de la matriz proteica en un proceso que

se denomina recombinacion geminal, o escapan hacia el solvente a través de canales de salida.

Las cinéticas de re-unién de ligandos reflejaran entonces poblaciones en donde el
ligando se re-unié desde el sitio activo, cavidades internas de la proteina o incluso desde el seno

de la solucion (fuera de la matriz proteica)

Un nimero muy grande de estudios experimentales han caracterizado las cinéticas de
re-union bajo una variedad de condiciones experimentales para mioglobina,!**>%
hemoglobina®®*>% y mas recientemente, a otras hemoproteinas como por ejemplo

neuroglobina.®57]

En particular, en la presente tesis se estudiaron las constantes de asociacién bimolecular
(kon) del ligando CO en tres proteinas diferentes pertenecientes a organismos adaptados

diferencialmente a condiciones de temperatura.

A continuacidn se describiran los principios basicos de la técnica

I1.3.1.1 Principios basicos de los experimentos de LFP
Las técnicas de absorcién de nanosegundos resueltas en el tiempo se basan en el uso de
un haz de luz sonda que interroga la muestra antes y después de la excitacién con un laser de

nanosegundo (Laser Flash Fotolisis).>8¢7)

Como haz de luz sonda suele generalmente usarse una fuente luminosa de alta
frecuencia (de onda continua, CW) un con un gran ancho de banda, dentro del rango espectral

UV-vis-NIR, donde las transiciones electrénicas transientes son sondeadas.
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El espectro UV-violeta cercano es de especial interés, corresponde a la zona de
absorcién del hemo llamada banda de Soret. Esta zona del espectro presenta una elevada
sensibilidad al estado de coordinaciéon del hierro del hemo, asi como también a los cambios

estructurales que lo circundan.

El parametro experimental es el cambio en la absorbancia (AA), que estda relacionada
con los cambios en la luz transmitida del haz de luz sonda antes I(t < ty) y después I(t) de la

excitacion del laser, de acuerdo con las siguientes igualdades:

1(t)
I 10) @) (11.96)
Ty T T <y BT - A
1(0)

Donde T(t < ty) y T(t) corresponden a la transmitancia antes y depues de la excitacion

del laser, respectivamente. I(0) corresponde a la intensidad de luz en ausencia de muestra.

Por otro lado, en general para el caso de hemoproteinas se parte de una muestra con el
complejo hexacoordinado formado entre la proteinay el ligando, y mediante el destello del Iaser
se produce la fotélisis del complejo, liberando el complejo del sitio de coordinacién, por lo tanto
la diferencia de absorbancia puede asociarse a la diferencia entre las absorbancias del complejo

pentacoordinado y la del hexacoordinado (ecuacién (11.97))

AA(t) = A(5¢) — A(6¢) (11.97)

11.3.1.1.1 Esquema experimental del equipo de Laser Flash
Fotdlisis
El esquema experimental tipico se presenta en la Figura 3A, este tipo de esquema

permite una deteccidn versatil y sensible de trazas de absorbancias transientes a una longitud

de onda o espectros resueltos en el tiempo con resolucién temporal limitada por el laser.
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Figura 3: (A) foto del equipo de LFP utilizado. (B) esquema del equipo utilizado.

Una fuente conveniente para la fotolisis de los complejos hemo-CO es la del segundo
armonico (532nm) de un laser Nd:YAG. Para los experimentos realizados en esta tesis, se utilizd

un laser Surelite 11-10 (Continuum).

La polarizacidn lineal del |aser es convertida a circular mediante un polarizador de cuarto
de onda para minimizar los efectos de fotoseleccién (en donde las moléculas excitadas y los
fotoproductos primarios se forman preferentemente en orientaciones para las cuales el

momento de transicion del material de partida es paralelo a la polarizacion del laser)

En general, se obtiene una fotdlisis completa con los esquemas descriptos mas abajo y
utilizando pulsos de laser entre 20-40 mJ, dependiendo de la muestra. La necesidad de obtener
condiciones de fotdlisis completa es simplemente debido al requerimiento de trabajar con

concentraciones conocidas de reactivos (deoxy hemo y CO) para el andlisis cuantitativo.
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En el esquema mostrado en la Figura 3B los cambios de absorbancia son monitoreados
usando un haz de luz sonda de salida continua (CW) monocromatica de 75 W de lampara arco

de Xe.

El haz es enfocado hacia el holder de la muestra, luego colimada y finalmente se la hace

ingresar en las rendijas de entrada de un monocromador/espectrégrafo MS257 (LOT-Oriel).

En uno de los dos puertos del MS257 es usado para monitorear la cinética a una longitud
de onda simple. La luz monocromatica es colectada desde la rendija de salida mediante dptica
dedicada después de haber sido pasada por un filtro dicroico (Omega optical) y enfocado en un

PMT de 5 etapas (Applied Phtotophysics).

También en este esquema se encuentra posicionado un shutter rdpido (Vincent

Associates, Uniblitz VS35) entre la salida de la lampara de Xe y el holder de la muestra.

Usualmente las mediciones consisten en monitorear la diferencia de absorbancia entre
el fotoproducto menos el complejo carboxy a varios tiempos de retraso posteriores a la
fotodisociacion. Dependiendo del espaciado de tiempo, 100 a 120 medidas espaciadas
logaritmicamente en el tiempo son registrados para cubrir el curso temporal completo de la

cinética de re-union de CO, desde 10 ns después del destello del laser hasta 0.1 s.

Los valores de absorbancia son obtenidos promediando 100-200 disparos simples en
cada delay. La sincronizacidon del experimento en conjunto (disparo del laser, y apertura del

shutter) es logrado mediante hardware dedicado.®"

También para este esquema, la sefal del voltaje es digitalizada por un osciloscopio

digital (LeCroy LT374, 500MHZ, 4 GSs-1; LeCroy 9370, 1 Ghz, 1GS s-1)

La velocidad de repeticion es un parametro relevante ya que se desea que la muestra se
recupere completamente entre los sucesivos destellos del Idser. Por lo tanto, dependiendo de
la muestra, suelen ser necesarias velocidades de repeticidon del orden de 0.1 HZ. Ademas el
shutter también ayuda a evitar que la muestra se dafie si es irradiada continuamente por luz

blanca.

La cubeta es de 0.2 cm de paso dptico, y se utiliza un elemento peltier (FLASH 100,

Quantum Northwest, Inc.) para termostatizar la muestra (con una precision de 0.1°C).

Los dispositivos de deteccidon son los que condicionan la resolucion del experimento.

Muchos detectores se encuentran disponibles hoy en dia que permiten alcanzar la resolucién
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en el nanosegundo. Los PMTs (tubos fotomultiplicadores) de 5 etapas son los tradicionalmente

usados en LFP.

Cuando estos detectores son expuestos a monitorear una luz intensa durante unos
pocos cientos de ms, estos detectores pueden resistir a corrientes de 2-4 mA sin presentar
fatiga®?. Estas corrientes resultan en sefiales de 100-200 mV cuando son alimentados dentro de
50 ohm de carga de un osciloscopio digital, sin la necesidad de una amplificacién, y por lo tanto

preservando un ancho de banda de sefial maxima.

Ademas, los modernos osciloscopios tienen muy baja capacitancia (tipicamente < 20 pF),
los cuales resultan en valores RC que permiten la resolucién temporal en el nanosegundo. Las
longitudes de tiempo mas largas que unos pocos cientos de ms pueden ser accedidas limitando
la corriente PMT (por ejemplo usando intensidad de luz baja) y usando mayores resistencias de

cargas.l®

El acceso a una resolucidon temporal en escalas de tiempo pequefias también estara
limitada por la intensidad de luz dispersada por el |aser. Esta dispersion puede ser disminuida
con una cuidadosa ubicacion de los dispositivos dpticos, y la insercidn de uno o mas dispositivos

gue disminuyan las reflexiones de las dpticas incluyendo paredes en la cubeta.

Por otro lado, el uso de un monocromador mas un espejo dicroico antes del detector

también reduce la luz dispersada a niveles razonables.

Disminuida la dispersion del laser como se menciond anteriormente, el limite de

resolucidon temporal quedara determinado por los sistemas de deteccion.

Las sefiales que son tipicamente de interés estan en general extendidas en un rango de
tiempo de varios 6rdenes de magnitud. Por lo tanto, el voltaje tiene que ser muestreado a una
alta velocidad para los primeros pocos microsegundos después de la excitacion del laser para
reconstruir la cinética rapida con la resolucidon apropiada. Para monitorear en un disparo las
partes rapidas y lentas de la cinética, es necesario muestrear la sefal a una alta velocidad por
un largo tiempo, alcanzando la escala de tiempo de 0.1 segundos. Esto requerira el uso de
equipos digitales caros con gran capacidad de memoria de almacenamiento. Actualmente los

osciloscopios tienen gran capacidad de memoria de almacenamiento.

La Figura 4 muestra el voltaje de salida del PMT usando un osciloscopio digital y con el

dispositivo experimental descripto utilizado en esta tesis.
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Figura 4: Intensidad de luz transmitida a 436 nm monitoreada por un PMT de 5 etapas.

Notar el signo negativo del voltaje medido, la sefial (traza roja en una escala x3) es
adquirida en la regién plana empezando 100 ms después de la apertura del shutter. La traza roja

representara entonces la traza cinética de interés.

I1.3.1.2 Determinaciéon de parametros termodinamicos
de activaciéon a partir de medidas cinéticas: modelos de
Arrhenius y Eyring

El incremento de la temperatura conduce al incremento de la velocidad de una reaccion
quimica, y por ende, de la constante de velocidad de la misma. Svante August Arrhenius fue el
primero en sefialar empiricamente que la variacion de la constante de velocidad con la
temperatura se puede representar por una ecuacion analoga a la usada para las constantes de

equilibrio quimico postulada anteriormente por Van’t Hoff,!® es decir:

al_nk = Ea (11.98)
0T  RT?
0 en su versioén integrada:
_Eq
k = Ae RT (11.99)

donde k representa la constante de velocidad de la reaccidn, E, la energia de activacion
de la misma, A es el factor pre-exponencial de Arrhenius, T la temperatura absoluta y R la

constante de los gases.

De acuerdo con esta teoria, la cinética de las reacciones no depende de la energia de los

reactivos, sino de la energia que los reactivos deben alcanzar para transformarse a productos
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(Eg). Es decir, en el camino de minima energia que conecta los reactivos con productos
(coordenada de transformacion), existe un maximo llamado “estado de transicion” o “complejo
activado”, que posee la minima energia que deben adquirir las moléculas para pasar de reactivos

a productos.

A partir de la ecuacién (11.99), al grafico de logaritmo natural de la constante de

velocidad en funcién de la inversa de la temperatura, se lo conoce como grafico de Arrhenius.

Posteriormente, Henry Eyring desarrolld otra aproximacién a este fenédmeno basado en
la mecéanica estadistica, conocida como la teoria del estado de transicion.[® Esta postula que las
moléculas para reaccionar deben formar un complejo activado en equilibrio con los reactivos, y

este complejo luego se descompone para dar los productos.

Asi, una reaccién hipotética entre las especies A y B podria esquematizarse como:

K' k'
A + B<——> [A:B]*—> Productos

! f

k

El complejo activado se supone que posee ciertas caracteristicas de una molécula ordinaria, y
cierta estabilidad temporal. Con estas ideas basicas se demuestra que la constante de velocidad

k de cualquier reaccion, esta dada por:

k= ald Kt (11.100)
" Nh '

donde N es el nimero de Avogadro y h la constante de Planck. Teniendo en cuenta la
relacidn termodinamica entre la constante de equilibrio y la energia libre de la reaccidn, se llega

a la siguiente expresidn
k=—e RT (11.101)

y considerando la relacién entre AGT, ASTy AHT en condiciones de NPT se llega a la siguiente

relaciéon

Ast  aAnt
k= ]}f]—fleTe_ﬁ (11.102)

siendo AGt, AHT, AST 1a energia libre de Gibbs, la entalpia y la entropia de activacion,

respectivamente. En esta ecuacidn se supuso ademas que AHTy AST son independientes de T.
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La relacion (11.102) es la ecuacién fundamental de esta teoria, permitiendo dar

interpretaciones de indole termodindmica a procesos de activacion.

En definitiva, las Ultimas dos ecuaciones, permiten el estudio del comportamiento de las

constantes cinéticas asociadas a un proceso en funcién de la temperatura.

Realizando medidas de las constantes de velocidad en funcién de la temperatura, puede
verificarse entonces si el modelo de Eyring se cumple, realizando un grafico de k vs T y
verificando la ecuacion (11.101). Si el modelo de Eyring explica el comportamiento entonces se
pueden obtener la entropia y entalpia de activacion mediante un ajuste de los datos

(observando la ecuacion (11.102).

Como célculo control, también se suele estudiar la dependencia de AG' (calculado a
partir de la ecuacién (11.101)) en funcidn de la temperatura, si la relacion es lineal (es decir

cumple que AGT= AHT-T.AST) se puede asumir que AHTy AStno dependen de la temperatura.
pleq p q y p p
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[II. ESTUDIO TEORICO DE
ESTIMADORES DE ENERGIA LIBRE
ASOCIADOS A LA IGUALDAD DE
JARZYNSKI

III.1 Energia libre: motivaciones

Como ya se ha mencionado en la introduccién, la energia libre es considerada la cantidad
mds importante en las teorias termodinamicas aplicadas a cualquier proceso fisico o quimico.
Su valor determina la espontaneidad de dicho proceso bajo condiciones de temperatura, presién
(e igual a la presion 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 simulacidon 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 menciond en la introduccidn 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) permitira aportar informacién 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).

87



En el presente capitulo se abordara un estudio tedrico acerca de varios estimadores de
energia libre que se derivan de la ecuaciéon de Jarzynski. Finalmente, se mostrard el impacto que
puede tener la eleccidon del estimador, tomando como caso paradigmatico la determinacién del
perfil de energia libre asociada a la migracién del anién superdxido en la Manganeso superdxido
dismutasa (MnSOD) humana. Este trabajo fue realizado en colaboracién con la Dra. Mariela
Sued, la Dra Daniela Rodriguez y la Dra Maria Eugenia Zretter Noste, del Instituto de Cdlculo

(UBA-CONICET) de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires

I11.2 El “problema del muestreo” para el calculo de

energia libre

Las moléculas o proteinas en solucién acuosa presentan, durante su dindmica, muchos
grados de libertad (muchas combinaciones de velocidades y posiciones (p, 1) accesibles de
todos los 4tomos constituyentes del sistema), que dan como resultado diferentes minimos
locales de energia (regiones de valores de (p, 1) que evaluados en el Hamiltoniano, dan como

resultados minimos o “pozos” de energia), separados entre si por barreras de energia.

Los sistemas entonces se moverdn mas probablemente recorriendo configuraciones
cercanas a estos minimos de energia, y las distintas barreras de energia que separan estas
regiones, determinardn la tasa temporal para las cuales el sistema va visitando esas

configuraciones.

Por otro lado, la termodindmica estadistica muestra que, para un sistema dindmico en
equilibrio en condiciones de NVT, la relacidn entre el valor medio de la energia libre de
Helmholtz y los grados de libertad, a través de la funcién de particidn es la siguiente:

1 1
(F) = 1 (g | o e07) .y

Donde H(p, ) es el hamiltoniano del sistema en funcion de los momentos y posiciones
de las particulas, y determina el valor de la energia total del sitema para cada configuracion
(p, 7). B = (k,T)™L, k;, es la constante de Boltzmann, h es la constante de Planck, N es el

numero de particulas.

El valor medio de F quedara entonces determinado por la expresidon que se encuentra
entre paréntesis en la ecuacion (111.1), llamada funcién de particién, y adquiere esa forma

funcional para el ensamble NVT.
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En particular, el valor de (F) quedara determinado por el valor de la integral sobre todos
los grados de liberdad de todas las particulas intervinientes del sistema a través del integrando
ePH®T) Este integrando tendra diferente peso segun el valor de H(p,r): los valores que
tendran un mayor peso en la integral seran entonces los correspondientes valores mas altos del

integrando, es decir a valores grandes de H(p, ).

Lo anterior demuestra de manera cualitativa, que la energia libre resulta ser un valor
dificil de determinar a partir de una simulacién “estandar” de dinamica molecular, ya que la
simulacion deberia muestrear adecuadamente regiones del espacio de (p, 1) que tienen valores
altos de H(p, 1), y estos valores son los menos probables de conseguir durante la simulacién,

debido a que representan configuraciones de alta energia.

Lo anterior constituye lo que se suele denominar en la quimica computacional como “el
problema del muestreo” y obliga a realizar simulaciones mucho mas extendidas temporalmente
para lograr muestrear varias veces configuraciones de alta energia para poder converger el
calculo de energia libre. En general para los sistemas biofisicos relevantes como proteinas o

moléculas en solucidn acuosa, este proceder resulta impracticable.

Una forma de mejorar el “problema del muestreo” es recurrir a técnicas denominadas
de muestreo “sesgado”, en donde uno “obliga” al sistema a evolucionar sobre una coordenada
de transformacion elegida. En este tipo de esquemas, aun restringiendo el espacio de (p, 1) el

problema del muestreo persiste pero en menor medida.

En algunas técnicas, como la de Muestreo sesgado (Umbrella Sampling) o Integracion
Termodinamica, si bien restringen el espacio de (p,r) muestreado sobre una coordenada de
transformacion seleccionada, no realizan un trabajo externo sobre el sistema. Son técnicas de
sistemas en equilibrio que redefinen el Hamiltoniano original, agregando un término de

restriccion del espacio de configuraciones.

En otras técnicas, como la de Perturbacidn de Energia Libre o la de Dindmica Molecular
Guiada (sMD), el sistema es “forzado” a recorrer la coordenada de transformacion realizando
sobre el sistema un trabajo externo que lleva al sistema fuera del equilibrio. En lo que sigue del

capitulo se explicardn los fundamentos teédricos de la técnica de sMD.
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III.3 Obtencion de energia libre a partir de medidas

de trabajo.

La termodinamica clasica establece una relacién directa entre el trabajo irreversible
realizado sobre el sistema y el cambio en el valor de energia libre asociado (ecuacidn (111.2), con
AF o AG segun el ensamble), entre los estados inicial y final del proceso de interés. Se dice que

el sistema es “llevado” del estado inicial al final mediante la aplicaciéon de un trabajo W:

W > AF (11.2)

Donde la igualdad vale si y solo si la transformacidn se realiza de manera reversible.
En una transformacién reversible se cumple que:

e lLatransformacidn es cuasiestatica: el sistema es llevado del estado inicial al final
a través de una sucesién de estados de equilibrio intermedios, los cuales
pueden ser descriptos cada uno completamente a partir de sus variables
termodinamicas correspondientes (como P, T, etc).

e No hay efectos disipativos: la transformacién desde el estado final hasta el
inicial pasa por los mismos estados intermedios que el proceso inverso y no

presenta pérdida de energia en el ciclo.

En la mayoria de los sistemas la primera condicién se satisfice haciendo evolucionar al
sistema de manera muy lenta. Esta condicion es impracticable desde un punto de vista
computacional, ya que se requeririan tiempos de simulacién infinitos para lograr que en cada

paso intermedio de la transformacién el sistema esté equilibrado.

Por otro lado, no todos los caminos que lleven del estado inicial al final serdn caminos
potencialmente reversibles, por lo tanto surge una nueva complicacién en la eleccién de la

coordenada de transformacidn para el conocimiento del AF.

En conclusion, la obtencidn de AF a partir de medidas de trabajos reversibles en

sistemas biorelevantes resulta humanamente inviable por métodos computacionales.

Durante el siglo XIX se verifico que la ecuacién (111.2) podia ser extendida para el valor

medio del conjunto de trabajos realizados sobre el sistema, es decir:

(W)= AF (I1L.3)
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Y que la igualdad vale para cuando el proceso es llevado a cabo de manera tal que todos
los valores de W son iguales (es decir, sin dispersién para el conjunto de W), Se demostré
también, que la dispersion de los trabajos decrece cuando la transformacién se va realizando
mas lentamente y alcanza el valor cero en el limite reversible (caso para el cual se recupera la

igualdad original, ecuacion (111.2)).1

Por otro lado, el teorema de Fluctuacidon-Disipacion®* establece que para procesos

irreversibles pero cercanos al equilibrio vale que:
_B .
(W) — AF = EO = Wyis (111.4)

Donde o2 es la varianza del conjunto de los trabajos realizados sobre el sistema.

En la ecuacion (111.4) se define el trabajo disipado, Wy;, como una medida de la energia
que se disipa al realizar la transformacidon de manera irreversible. Dicho de otra manera, el
teorema de Fluctuacion-Disipacion muestra que la energia disipada resulta proporcional a las

fluctuaciones del sistema para regimenes cercanos al equilibrio.

Posteriormente, en 1997 Christopher Jarzynski demostré una igualdad muy poderosa
gue relaciona trabajos realizados, ahora de manera arbitrariamente irreversible, con el AG entre

el estado inicial y final.®
La ecuacidn, en su primera definicidn, puede ser escrita como sigue:

[-BAF(®)] — i [-BW;(Ev)]
e = lim(e v (I1L.5)

Donde las barras denotan el promedio sobre el conjunto de N trayectorias de trabajo,
W; (&, v) denota el trabajo de la i-ésima trayectoria del conjunto sobre la coordenada de
transformacién €. v es la velocidad a la cual se produce el cambio sobre la coordenada § del

sistema.

La caracteristica mds importante de esta ecuacién es que (como se verd mas adelante)
vale independientemente del camino que conecta los estados y la velocidad con que se realiza
el cambio. Como corolario, lo anterior implica que no es necesario estar en un régimen cercano

al equilibrio durante el proceso de cambio para obtener el AF.
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III.3.1 ;Qué significa medir un conjunto de trabajos
en un experimento de simulacién de Dindmica

Molecular?

Sea un sistema mecanico clasico atomistico en contacto con un reservorio a
temperatura T. El sistema total estd aislado térmicamente y evoluciona de acuerdo con la

dinamica Hamiltoniana.

Supongamos que existe (no es un requerimiento explicito) un camino y que conecta los
estados A y B (por ejemplo una coordenada de transformacién), y hay un pardmetro A que
parametriza ese camino, es decir en A = A; el sistema se encuentra en el estado Ay 1 = A el
sistema se encuentra en el estado B. A puede ser también una variable termodindmica intensiva

o extensiva.”

El sistema evoluciona en contacto con el reservorio mientras el valor de A cambia de 4;
a Ar sobre un total de tiempo ts. Se asume (sin pérdida de generalidad) que la velocidad de

cambio

v = |Af_/1i|'t5_1 (1116)

es constante.
La evolucién del sistema quedara descripta por una trayectoria determinista
evolucionando bajo H;, mientras A cambia desde su valor inicial al final sobre el tiempo t;.

Ademas, el trabajo aplicado durante un tiempo t, sera:

ts
1117,
W= f it vaH,lgi(t)) (111.7)

0

O equivalentemente integrando en el parametro 4

Af Af
(IIL.8)
W= f da%i@h f FED)A
o Ao

La ecuacioén (I11.8) permite calcular el trabajo hasta cualquier punto A como la integral
acumulada de la fuerza sobre la coordenada de transformacién al cambiar el pardametro A. Esto
permite definir un perfil de trabajo (y en ultima instancia de energia libre) a lo largo de la

coordenada de transformacion.
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Finalmente, de manera andaloga, se puede generar un conjunto de valores de trabajos
W; (con A y v fijos), partiendo de distintas condiciones iniciales correspondientes a micro-
configuraciones obtenidas a partir de algin ensamble termodinamico, fijando el parametro A a
su valor inicial 4;, correspondiente al sistema en el estado de partida.

Sin pérdida de generalidad supongamos que para todo el ensamble el camino t;y v no
cambian entre una medida de W vy la otra. Bajo estas condiciones, la naturaleza determinista
entonces establece que cada una de las trayectorias quedard determinada por su condicién
inicial, es decir que habra entonces exactamente una trayectoria que pasa por el punto

determinado H(p, ).

Para una simulacion de dindmica molecular tipica, esta situacién entonces
correspondera computacionalmente a equilibrar al sistema en el estado inicial (es decir con A =
A;) y a partir de un conjunto de “fotos” (o microconfiguraciones con distintos valores de (p, 1))
decorrelacionadas temporalmente medir los trabajos asociados partiendo de cada condicidn
inicial muestreada, asociado al cambio de la coordenada de transformacién elegida (hasta A =

A¢) , usando la ecuacién (111.7) o (111.8).

[II.4 Demostracion de la igualdad de Jarzynski

Para el conjunto total (sistema mas reservorio) se puede escribir la siguiente relacién

para el Hamiltoniano total
HASB T,e) = Hiq(r) + HB(G)) (111.9)

Donde I'y O corresponden al punto del espacio de fases (posiciones y momentos) de los

grados de libertad del sistema y bafio térmico, respectivamente.

Se asume también, que el reservorio es suficientemente grande, entonces no dependera
de A, (en otras palabras, de lo que le pase al sistema) y ademas, sus grados de libertad estaran

suficientemente desacoplado con los del sistema.

El conjunto total (sistema y reservorio) estd térmicamente aislado (entonces, por el
primer principio de la termodinamica, AE = 0), la distribucién de los estados iniciales puede ser

representada por un ensamble microcandnico (NVE constantes).

Como comentario adicional, se ha demostrado que, en lo que sigue, resulta equivalente

el uso del ensamble candnico o microcandnico.
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Entonces para la funcidn de particién en el ensamble microcandnico se obtiene que:
758 = f drd@el-pH:" )] (I11.10)
Luego, reemplazando la relacién (111.9) se obtiene
Z58 = f drel=BHI (D] f d@el=BHE©O) = 757B (ITL11)

Ademas, la probabilidad de encontrar el estado con energia H,—fiB (I;, Oy) enelensamble

de microconfiguraciones iniciales, se obtiene a partir del factor de Boltzman:

1 1 SB
P(H)fiB([E)'@O)) :ﬁe[ 5H/1L- (I5,00)] (111.12)
Ai
s
con Z3% = j drelPHA)] j doel-BH©@0)] (I11.13)

Donde I, y O, corresponden al punto del espacio de fases (posiciones y momentos), en
el estado inicial, de los grados de libertad del sistema y bafio térmico, respectivamente.
Debido a la conservacién de la energia, y como el sistema total estd aislado, para

cualquier instante t se cumple que:

W= H;qu (I, 0,) — H/i-B (I5, 0) (111.14)

Donde W es el trabajo acumulado para llevar el sistema del estado inicial hasta el estado

correspondiente a tiempo t, correspondiente a un valor de pardmetro de transformacion A.

Por otro lado, el valor medio de cualquier medida inicial X, puede ser expresado como
la integral del producto de la medida a evaluar por el factor de probabilidad en el ensamble

usado, es decir:
(X) = f j2 (Hff (I, 00)) X.dI,d6, (111.15)

Entonces a partir de la ecuacion (111.15) y (111.12), el promedio exponencial de los

trabajos tiene la siguiente forma:
—pw 1 pHE 00 - pw
(e7FPW) = e PR Y0Pl o=BW qride, (111.16)

SB
zZ§

Luego, insertando la ecuacidn (I11.14) se obtiene que
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1 [_puySB _prySB _ 4SB
(e=PW)y = fﬁe[ BH}; (To,00)] ,=BIH;” (It,0¢)= Hy; (F"’@")].dl"od(ao (I1L.17)
Ai

1
_ f Zﬁe[—ﬂHfB(n,@t)]_dan@O
Ai

Las variables de integracion iniciales pueden transformarse a las variables de
transformacién a tiempo t. De acuerdo con el teorema de Liouville, el Jacobiano de esta

transformacidn es unitario, por lo tanto

dlydOy = dI,do, (I1L.18)

La evolucién temporal a través de la ecuacidon de Liouville establece una relacién
importante entre las densidades de espacio de fase a distintos tiempos. En otras palabras, el
espacio de fases final puede ser obtenido a partir del espacio inicial haciendo “avanzar” en la
evolucion temporal del sistema Hamiltoniano. Asimismo, el espacio de fases inicial desde el final

haciendo “retroceder” en la evolucién temporal. El mapeo es uno a uno.

El teorema de Liouville aplicado al sistema establece que la densidad del espacio de fases
se conserva en el tiempo a lo largo de cualquier trayectoria. Insertando la ecuacién (111.18) en

la ecuacién (111.17), se obtiene que

1 SB Z/“fB
(eBWy = f dI,d0, — el-BH®(00) = 21 (I11.19)
ZflsiB ZﬂiB
Finalmente usando la relacion (111.11), y simplificando Z2 se llega a que
78
(e=PWy = ZA = o(-hAF®) (I11.20)
Z3.

En donde en la igualdad de la derecha se utilizd la relacién termodindmica entre la

energia libre de Helmholtz para el sistema F* y la funcién de particién (FS = — (1/8).In(Z%))

La ecuacién (111.20) representa la igualdad de Jarzynski que relaciona el conjunto de

trabajos W vy la diferencia de energia libre de Helmoltz AFS para el sistema.

En conclusion la demostracidn de la igualdad de Jarzynski solo requirio de la

conservacioén de la energia y del teorema de Liouville.
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Jarzynski en su primer trabajo, impone como condicién durante la realizacion de los
trabajos el acoplamiento entre el bafio térmico y el sistema debe ser despreciable, de hecho
propone directamente “apagar” el bafio térmico durante la realizacidn de los trabajos. En
trabajos posteriores, se ha demostrado que la igualdad de Jarzynski sigue valiendo para sistemas
con banos térmicos acoplados al sistema. Lo cual generaliza mucho mas la aplicacién de esta
ecuacién a muchos sistemas biorelevantes, en donde mantener la temperatura constante

resulta crucial.

Jarzynski muestra ademas que a partir de la relacién demostrada (ecuacion (111.20)) se
demuestran dos relaciones bien conocidas de la termodinamica, las pertenecientes al método

de Integracién Termodinamica y Perturbacién de Energia Libre.>*!

Posteriormente, también se demostré que para una transformacidn entre dos estados
de equilibrio de un sistema en contacto con un rerservorio de volumen y calor a temperatura T
y presién P, el trabajo W realizado sobre el sistema durante toda la transformaciéon y la
diferencia de energia libre AG® entre los dos estados de equilibrio satisfacen una relacién

andloga a la mostrada anteriormente

- — S
(e7FW) = e(=hAGT) (I11.21)

Este resultado resulta muy aplicable a los sistemas tipicos de simulacién computacional

donde Ty P suelen ser constantes.

Finalmente, las simulaciones computacionales no pueden incluir bafios térmicos de
tamafio infinito (o mucho mas grandes que el sistema de interés) sin embargo es posible simular
los efectos de los bafios y varios algoritmos fueron desarrollados para esto como se menciond
en la seccién de métodos.?! La forma mas habitual de incorporar los efectos de bafios térmicos
en los métodos de Dinamica Molecular, es incluir términos adicionales (como friccidén o ruido al
azar) en las ecuaciones de movimientos de manera tal que las trayectorias resultantes
muestreen el ensamble estadistico apropiado. Para la mayoria de estos algoritmos la igualdad

de Jarzynski también es operativa.

Como conclusidn final, la igualdad de Jarzynski también permite poder calcular un perfil
de energia libre asociado a la coordenada de transformacién definida. A partir del conjunto de
trabajos acumulados para cada valor de 1y aplicando la ecuacion (111.17) (o (111.21)) se puede

obtener un perfil de energia libre asociado a la coordenada de transformacion elegida.
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III.5 Aproximacion de resorte rigido en las

simulaciones de sMD

Como se menciond en la seccion 111.2 del presente capitulo, una forma de mejorar el
“problema del muestreo” es recurrir a técnicas denominadas de muestreo “sesgado”, en donde
se fuerza al sistema a recorrer regiones determinadas de la coordenada de transformacion
durante la dinamica molecular. Para lograr esto, estas técnicas modifican la descripcion
matemadtica del sistema agregando un potencial en el Hamiltoniano (denominado “sesgo”), que
agrega una penalidad energética para configuraciones en donde el sistema se encuentra lejos
de la coordenada de transformacidn. El objetivo final de estos métodos consiste en obtener
informacidn del sistema sin el sesgo, extrayendo informacion a partir de la dindmica con el

sesgo.

En la presente seccion, se explicard una aproximacién que es muy utilizada en los
calculos de sMD acoplada a la ecuacidn de Jarzynski: la aproximacion de resorte rigido. Esta
aproximacion resulta crucial porque establece la relacién entre el perfil de energia libre alo largo
de la coordenada de transformacién (denominado Potencial de Fuerza Media, PMF) del sistema

sesgado con el PMF del sistema sin el sesgo.

Supongamos un sistema mecanico clasico de N particulas, en contacto con un bafio de
calor a temperatura T. (r,p), son las variables de posicidon y momento de cada particula,

respectivamente. Supongamos que se ha identificado una coordenada de transformacién §(r).

El PMF (Potential of Mean Force, PMF), ®(%), a lo largo de € se define como:
e[~BP(E)] = f drdp. 8(E(r) — €). el-AHEP (I11.22)

Con esta definicion, el PMF es la energia libre de Helmoltz a lo largo de &(r), el gréfico
de energia libre versus la coordenada de tranformacion (1), se lo llama perfil de energia libre

asociado a la coordenada de reaccion &(r)

Para el ensamble NPT se tiene que
el=B2(E) = f dv f dp f dr.5(8(r) — €). e[-AHTPV)=BPV] (111.23)

Para este ensamble entonces, el PMF es la energia libre de Gibbs a lo largo de &(r).
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En lo que sigue, la demostracidn se basara en la ecuacion (111.22), pero para el ensamble

NPT el resultado final es equivalente.

Una simulacién de tipo sMD, como técnica de muestreo sesgado, es una manera
eficiente de explorar el sistema a lo largo de la coordenada de transformacion. En estas técnicas
se agrega un potencial de guia de forma cuadratica (ecuacion (I111.24)) al Hamiltoniano original

H.
k
=5 () = 2)* (111.24)

Donde k es la constante del potencial armodnico utilizado, y A es el pardametro de

acoplamiento entre los dos Hamiltonianos (como se menciond en las secciones anteriores).

Al Hamiltoniano original H(r,p) se agrega el potencial antes descripto de manera de

tener una nueva descripcion para el sistema “modificado” (a partir de H, (7, p))
HA(’": p) = H(r,p) + hy(r) (111.25)

Como se menciond, A es un parametro que tipicamente se cambia a velocidad fijav a lo

largo del tiempo

A(t) = A0) +v.t (111.26)

Para cubrir la region relevante de £(r)

En términos generales, para un instante t, el valor del parametro A(t) estara fijo al valor
establecido por la ecuacién (111.26). Por su parte, la coordenada de reaccién £(r) puede tomar
cualquier valor, aunque el sesgo lo mantenga cerca de A(t). La fuerza con que lo mantiene cerca

estara dada por la constante k.

El objetivo entonces es obtener el PMF, asociado a la coordenada &(r), bajo el
Hamiltioniano original (H) a partir de calcular la energia libre asociada al sistema con el sesgo
ITIA(r, p), usando el trabajo acumulado W. La aproximacién de resorte-rigido mostrara que la
relacidon entre ambos perfiles es directa. La idea general de esta aproximacién, es minimizar la
fluctuacién de la coordenada de transformacién a lo largo de diferentes trayectorias eligiendo

una constante k suficientemente grande para el potencial de guia.

Retomando, a partir de la definicion (111.22), el PMF asociado al sistema modificado

H,(r,p) en funcién del pardmetro A se puede escribir de la siguiente manera:
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k
e[—[)’FA] — f dT‘dpfdf'é‘(E(T‘) _ EI)-e{_ﬁH(r:p)_BT[E(r)_/l]z} (IIL27)

f de. e PO 1)

Donde en la segunda igualdad se obtiene a partir de la definicién del PMF del sistema

sin el sesgo.

Cuando k es grande la mayor contribuciéon a la integral vendra dada por el segundo
término en la suma dentro del integrando exponencial. Para este caso, la funcidn resultante es

una Gaussiana con valores maximos en la region § ~A (ver Figura 1)
Bk x

o
X
Figura 1: forma de la funcion Gaussiana con valor A = 0 (centro de la campana)

Entonces, se puede realizar una serie de Taylor de la funcién e F®® jlrededor de &=

A
o[=BOE)] = H[-BOM)] {1 _ ﬁaq;_;’” &) (I11.28)
92d(A ad()\
_[2_)) aag )_B< afl )> ](E_A)ZJFW}

Y luego reemplazando la ecuacion (I111.28) en la segunda igualdad de la ecuacion
(111.27), distribuyendo los términos dentro de la exponencial e integrando cada termino, se

obtiene finalmente que

2P(D) (aqa(/n)z

oA? oA

ol=BFAl — pl-po] 2T} _ L
Bk|" " 2k

‘o (1 /kz)} (I11.29)

Luego tomando logaritmo (y aproximando ln(a +(1- bx)) =log(a) —bx vy

despreciando los términos que son independientes de A, se obtiene que

_ 1 (D)) 1 920) 1 (I11.30)
Fy = cb(z)—ﬁ( — ) om0 (Vie)

que invertida da lugar a:
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1 0F\* 1 %R (1L.31)
oW = Fi+ 5 (5h) ~zgmar -0 (Vi)

En donde si k es suficientemente grande, a primer orden se obtiene

e = K (I11.32)
O equivalentemente (como é~A, cuando k es suficientemente grande)
@) = Fe (I11.33)

Con lo cual el PMF calculado en el procedimiento de sMD acoplado a la ecuacién de

Jarzynski se aproxima al PMF real del sistema sin el sesgo.

En aplicaciones practicas uno elige la constante k suficientemente grande como para
que la fluctuacién en la energia del potencial guia (ecuacion (111.24)) a lo largo de diferentes

trayectorias sea menor que la energia térmica (kgT).

Bajo esta condicion la coordenada de transformacién sera parecida al centro del

potencial cuadratico, por lo tanto satisfaciendo la condicidn de resorte rigido.

Como se menciond, la forma de proceder implica generar un nimero de trayectorias
sMD partiendo de distintas condiciones iniciales, y el trabajo es calculado como funcién del

tiempo final t (o de A) para cada trayectoria.

Luego F, es calculado a partir de la ecuacién de Jarzynski. Finalmente, el PMF es
obtenido de la Gltima ecuacidn hasta un cierto orden en 1/ k, el siguiente orden puede ser usado
para chequear la validez de la aproximacién de resorte rigido, evaluando el peso de los términos

superiores de potencias de k.

III.6 El problema de la estimacion de la energia libre

a través de la ecuacion de Jarzynski

En este punto, es importante remarcar que en sus primeros trabajos Jarzynski demostré
su igualdad de forma similar a la mostrada en este capitulo, y esta igualdad establece la relacidn
entre la energia libre y el promedio del ensamble de valores de W, sin hacer mencién al
problema matematico/estadistico asociado a la estimacion del valor de energia libre a partir de
un conjunto finito de valores de W. Recién en publicaciones posteriores y a partir del creciente

uso de su ecuacién, empezd a surgir el problema matematico que se desprendia para la
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estimacion del valor de energia librel®%, y especificamente acerca de la dificultad asociada al

uso de un nimero inevitablemente finito de trayectorias empleadas.!®

El resultado general obtenido por Jarzynski (ecuacidn (111.21)) plantea que es posible
obtener el AF entre dos estados de equilibrio, a partir del promedio exponencialmente pesado
del ensamble de trabajos irreversibles (en su forma mas general) para llevar el sistema del
estado inicial al final, partiendo de microconfiguraciones muestreadas a partir del ensamble

completo del estado inicial.

En la practica, lo anterior es computacionalmente inabordable, y en general se parten
de un conjunto finito de microconfiguraciones. El problema ahora resulta de indole mas
estadistica que fisicoquimica, en el cual se busca obtener un valor confiable como estimador del

AG de interés.

Una manera muy habitual de estimar el AF, consiste en la forma tradicional de sumary
dividir por la cantidad de datos (ecuacién (111.34)) la forma de esta ecuacidn surge de la propia

ecuacion de Jarzynski.
1 N
i=1

Donde E\F] se llamara de ahora en adelante, el estimador de Jarzynski, para la energia

libre. Una forma equivalente de escribir la ecuacion (111.34) es la siguiente:

N
e =N pw). L35
i=1

Donde e~AW es el promedio exponencial de la variable W. P(W;), es la distribucién de
probabilidad asociada a la variable W y la suma se realiza sobre los N valores W;. Esta forma de

escribir la estimacién, permite explicar con mas claridad el problema de la estimacion.

Supongamos entonces que se realiza un experimento de simulacién sMD en donde se
miden un conjunto de valores de trabajo W;, para un valor dado de coordenada de

transformacion.

A partir de los datos de W; medidos se puede construir un histograma (o curva de
densidad empirica) para obtener P(W;), en este punto y solo como ejemplo ilustrativo,
supongamos que P(WW;) puede aproximarse como una distribucién Normal, por ejemplo la curva

solida azul de la Figura 2.
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Figura 2: Problema del estimador de Jarzynskii. Curva azul, curva de P(W;) para los trabajos medidos. Curva roja
sumando de la ecuacion (I111.35). La zona de los valores mas pesados en la ecuacion (I11.35) caen en las zonas menos
probables de P(W)) (zona sombreada en verde)

Los valores que tendran mas peso en la suma de la ecuacidn (111.35), seran los valores
en la zona cercana al centro de la curva de P(W;). e PWi (linea roja discontinua en la Figura 2).
Esta curva pierde la normalizacion y esta desplazada de la curva P(W;), hacia valores menores
de W. Si P(W;) es una curva Gaussiana con una dispersién o, entonces P(W;).e  #Wi sera otra

curva Gaussiana (pero no normalizada) con el mismo ancho pero con el valor medio corrido a la

izquierda en (B, a2).

En el caso general, para dispersiones razonables en los experimentos tipicos de sMD, los
valores que tienen mas peso en la ecuacién (111.35), “caen” en regiones de baja probabilidad de
P(W;), zona sombreada con verde en la Figura 2. Si el corrimiento es mucho mas grande que el
ancho, entonces habra poco solapamiento entre las curvas, lo que hace que la estimacion del
promedio exponencial sea impracticable. En general, como se vera mas adelante, la estimacion

es practica cuando g no es mucho mas grande que kg.T.

El andlisis anterior, muestra de manera cualitativa el problema principal del estimador
de Jarzynski, ﬂ?]. Esta forma de estimacidn, estara dominada por valores de trabajos que son
poco probables de obtener en la dindmica guiada, usualmente denominadas trayectorias “raras”
[7.101 'Este problema, implica que se deben realizar numerosas trayectorias guiadas para obtener
valores pocos probables para mejorar la convergencia del promedio a través del estimador de
Jarzynski. Se dice entonces que para un muestreo finito de valores de W, E\F] da un valor sesgado

para la estimacion del valor real de AF.

Debido a la dificultad de estimar el promedio exponencial, otro estimador del AF que
suele usarse que se define a partir de la expansidon en cumulants de la ecuacion (111.21). Esta
expansion se obtiene a partir de los desarrollos en serie de Taylor del logaritmo y de la

exponencial, y adquiere la siguiente forma:
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(B! (I11.36)
AF = ;—n!

Ky = (W) Ky = (W?) = (W)? = 0§, k5 = (W?) — (W)* — 30,

Con ky, K5, k3 los primeros tres términos de la suma para AF. 6.2 y (W) son la varianza

y el valor medio del ensamble de W, respectivamente.

De manera andloga a lo planteado para E\FJ, es posible plantear un estimador asociado
a la expansion en cumulants (ecuacion (111.36)) en donde el valor medio y la varianza de W son
expresados en sus formas estimadas asociadas. A partir de la ecuacion (111.36), se obtiene

entonces el siguiente estimador asociado

— i (=) (I11.37)

I€1=VT/,I€2=W2—W2=O"%,,I€3= 3_W3_36-V2V

Como puede observarse ahora la estimacidn a ordenes bajos va a depender de

promedios asociados a potencias de W (W, w2, etc).

La Figura 3 muestra la ventaja de utilizar AAFC para la estimacion de la energia libre

usando los primeros dos cumulants de la expansién.

P(W)

T\A7 )
& 4 VV.)
Q ¢ Vi

Figura 3: Curva azul, curva de P(W;) para los trabajos medidos. Curva verde sumando de la ecuacion (111.35) para
W. Curva verde sumando de la ecuacion (II1.35) para W2, En ambos casos, la zona de valores mas pesados, caen en
las zonas mas probables de P(W;) (zona sombreada en gris)

Aplicando un razonamiento analogo a la estimacién por la ecuacion (111.35) para estimar
el valor medio de W y W2, puede observarse que las zonas que necesitan ser muestreadas (zona

sombreada en gris en la Figura 3), corresponde a la zona cercana al maximo de P(W/;). Evitando

la necesidad de muestrear apreciablemente trayectorias “raras” para los valores de W.
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Esta forma de estimacion tiene ahora dos fuentes de error: un error debido al
truncamiento de la serie asociada a AF, (ecuacién (111.37)) y un error debido al muestreo

insuficiente de datos (especialmente para érdenes superiores).

En el caso extremo, en donde se evalle la serie completa, no existird un error debido al
truncamiento de la serie, sin embargo se recuperard el sesgo asociado al muestreo finito
mediante el estimador de Jarzynski, explicado anteriormente. Por otro lado, como se menciond,

los términos de la expansidn en cumulants (a drdenes bajos) seran mas faciles de estimar.

En secciones siguientes, se mostrard que para algunos casos particulares, la expansion

truncada a segundo orden, es la forma éptima para la estimacion que la expansiéon completa.”!

A partir de la ecuacidn de Jarzynski y suponiendo una distribucién Gaussiana para los
valores de W, surge el tercer estimador considerado para la energia libre, lamado estimador de
Fluctuacion-Disipacion (ecuacion (111.38)) por su relacion con el teorema de Fluctuacion-

Disipacion, explicado en la seccién 111.3:
— — o
AP,y =W — POw (111.38)

Donde W y 62 son el promedio y el desvio estdndar asociada a una muestra finita de

valores de W.

Como puede observarse, la ecuacién (111.38), también coincide con la expansion a
segundo orden de la serie de cumulants (ecuacion (111.37) con n = 2), mostrando que para este
caso en particular todos los cumulants se anulan exceptuando los primeros dos términos y no

hay penalidad por truncar la expansion.

Como se menciond en la seccién IlIl.3, el teorema de Fluctuacién-Disipacidn resulta
valido para procesos cercanos al equilibro, en otras palabras para procesos irreversibles llevados
a cabo de forma lenta. En estos casos la distribucion de trabajos esperada sera Gaussiana como
sugiere la relacidon entre el teorema de Fluctuacién-Disipacion y la expansion en cumulants para
distribucidon de trabajos Gaussianas. Para aplicaciones de sMD en general, la distribucion de
trabajos podria no ser Gaussiana. En estos casos el comportamiento entre AFzp y 51\7] podria ser

muy diferente.
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III.7 Objetivos y lineamientos

Una de las mas notables validaciones de la igualdad de Jarzynski, publicada en 2002 en
Science por el grupo del Prof. Bustamante, ha generado gran interés en la comunidad cientifica,
con mas de 900 citas hasta el dia, y ha sido incorporada como material de ensefianza en muchos
programas educativos alrededor del mundo!™. En ese articulo, los autores validaron la igualdad
de Jarzynski con experimentos muy elegantes de molécula simple, y ademds concluyeron que
577] es mejor estimador que AFxp. Este descubrimiento importante, apoyado también por otros
autores!*?*3] provocé un gran aumento de las aplicaciones de la igualdad de Jarzynski, usando

AL [514-17]
AF,.

En lo que sigue del capitulo, se demostrara que el estimador AFyp es el mas eficiente
de todos los estimadores que pueden proponerse para distribuciones Gaussianas de trabajo, a
través de, como se verd, la demostracidon que este estimador surge del proceso estimacion de
maxima-verosimilitud para distribuciones de trabajo Gaussianas, y como tal, es por

construccién, la estimacion de energia libre mas eficiente para tales distribuciones.

Luego se extendera este analisis a dos distribuciones no Gaussianas relevantes, Gamma
y skew-normal, y finalmente se ilustrara el impacto de la eleccidon del estimador en un
experimento computacional de molécula simple, la migracion de un ligando en una
metaloproteina, especificamente la superdxido dismutasa de Mn humana (MnSOD) cuyo

sustrato es el anidn superdxido.

Como ultima instancia, las siguientes secciones, permiten aclarar que la igualdad de
Jarzynski no necesita estar exclusivamente vinculada al estimador E\F], y que, aunque es el mas
frecuentemente invocado, es quizas uno de los estimadores de la energia libre menos eficiente
que se definen a partir la igualdad. La conclusion final, a la que se llegard, es sobre la ventaja de
aprovechar el estimador de maxima verosimilitud para una distribucidn de trabajo particular, y
por lo tanto que el conocimiento de la distribucidn conduce al uso dptimo de la igualdad de

Jarzynski.
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II1.8 Resultados

[11.8.1 Estimacion de méxima-verosimilitud para

distribuciones Gaussianas

Es importante enfatizar la diferencia entre las los estimadores de Jarzynskiy Fluctuacién-
Disipacion. El estimador de Jarzynski (ecuacion (111.34)) es sélo equivalente a la igualdad de
Jarzynski en el limite de N — oo, este estimador se basa, como se menciond, en aproximar de la

siguiente manera el promedio del ensamble:

N
_ 1 _aw 111.39
(e ﬂW) ~ Nz e BWi (: )

i=1
Ahora bien, si se conoce la familia estadistica a la que pertenece la distribucion
subyacente de los valores de trabajo, o incluso puede ser anticipada, el promedio del ensamble

requerido en la igualdad de Jarzynski puede calcularse usando los estimadores que surgen del

procedimiento de maxima-verosimilitud para la distribucién particular.

El procedimiento de maxima-verosimilitud lo que provee es la forma de calcular

estimadores de cada pardmetro que caracteriza a la distribucidn.

Por ejemplo, para una distribucién de trabajo Gaussiana, el promedio del conjunto
puede expresarse exactamente en funcién de la media poblacional de la distribucidn del trabajo

uy la varianza poblacional 2:

BZO'Z

(e-BWy = CBrTEF) (I11.40)

Luego para este caso, en lugar de calcular directamente el promedio exponencial pesado
de una muestra finita como en el estimador de Jarzynski, el procedimiento de maxima-
verosimilitud establece en este caso que los estimadores de la media (1) y la varianza (o?)
tendran la forma funcional de la media W y la varianza 62 de la muestra. Entonces, a partir de

la ecuacién (111.40) se obtiene que

BZb\_Z

(e~PWy = AW+ (I11.41)

Para el caso general en que los trabajos tengan otras distribuciones, la forma de los

estimadores asociados a cada pardmetro que caracterizan la distribucion sera diferente.
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Al sustituir la ecuacién (111.41) en la igualdad de Jarzynski, se obtiene el estimador de
maxima-verosimilitud de la energia libre para las distribuciones de trabajo Gaussianas, que
coincide con el estimador AFgp, resultante del teorema de no-equilibrio de Fluctuacién-

Disipacion (FD)®! (ecuacién (111.38)).

En el limite de N grande, los dos estimadores convergen con el valor verdadero de AF.
El estimador 517"] es mas robusto, en el sentido de que no requiere conocimiento de la
distribucidn de trabajo subyacente. Sin embargo, si dicha informacion esta disponible, el
estimador de maxima verosimilitud (AFg;, para una distribucién Gaussiana) es por construccion

el estimador estadisticamente mas eficiente posible.

I11.8.2 Simulaciones numéricas de los estimadores de

Jarzynski y de maxima verosimilitud

En muchas aplicaciones de la igualdad de Jarzynski, las distribuciones de trabajo son
reportadas como aproximadamente Gaussianas graficando una curva Gaussiana usando el valor
de la media y del desvié estandar de los datos (como se vera en el capitulo Ill de la presente
tesis). De hecho, en ciertas aplicaciones, como en la técnica sMD, se puede predecir la obtencién
de una distribucién de trabajo Gaussiana si se trabaja en condiciones donde la aproximacién de

resorte rigido (seccidén 111.5) es valida (como se vera en la discusién, seccién 111.9).

En el presente capitulo se consideraran distribuciones de trabajo Gaussianas generadas
numéricamente usando diferentes dispersiones (varianzas) para los datos, asi como también
dos distribuciones de trabajo no-Gaussianas: skew-normal y Gamma (Figura 4), que se han sido

reportados en otros procesos de no equilibriol*&*°,

Se puede realizar un procedimiento analogo a lo mostrado en la seccidn anterior para
distribuciones Gaussianas y utilizando la ecuacién de Jarzynski para las otras distribuciones
consideradas. La resolucidn de esta ecuacidon entonces proveera expresiones exactas de los AF
en términos de los parametros que caracterizan a cada familia de distribuciones. Los parametros
y las expresiones exactas de AF para las familias de distribuciones Gaussianas, skew-normales y

Gamma, se resumen en la Tabla 1.

El procedimiento de maxima-verosimilitud permite estimar cada uno de los parametros
para una muestra finita, que finalmente permite obtener la expresion del estimador de maxima-

verosimilitud para cada familia, usando las expresiones de la segunda columna de la Tabla 1.
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Figura 4: Las funciones de densidad de probabilidad consideradas.(A) Gaussiana (i = 0), (B) skew-normal (L =0y
& =6), y(C) las distribuciones Gamma (A = 1). Los pardmetros que se variaron en cada una de las distribuciones se

indican en leyendas de diagrama.

Tabla 1: resumen de las familias estadisticas y las expresiones para el AF

Distribucion Funcion de densidad de probabilidad AF

2

; 2 1 ()2 /202 Bo
Normal N(u,c?) e (z—p)?/20 -

(z—p)?

- . L2l L o) - _
Skew-Normal SN (u, &, «) e X o F adt | p 5 ;
. A A+
Gamma I'(a, A) ? z e x>0 Y in AtH
['(ev) Ié] A
1§ oo e , LS5 _a
W es la funcion de distribucion acumulada de N(0,1) y & ﬁ

m

Para la evaluacidn de los estimadores, se procedié de la siguiente manera. Dada una

familia de distribuciones, un conjunto de pardmetros que la caracterizan, y un tamano de

muestra N:

1)
2)

expresiones de los estimadores.

distribucion de M valores estimados para cada estimador, a partir de estos

Se generd una muestra de trabajos W1, W5, ...., Wy, de manera aleatoria.

Los pasos 1y 2 se repitieron un total de M=1000 veces, de manera de obtener una

estimadores se construyo la curva estimada para la densidad de cada estimador.

Todas las simulaciones fueron realizadas utilizando el paquete estadistico R[?”

La energia libre es estimada para la muestra de trabajos, de acuerdo con las
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Densidad

20

De cada distribucién se generaron 10000 muestras aleatorias de tamafio creciente N,
que van desde (N = 50 a N = 500000]), que corresponden medidas de valores de trabajo
independientes. De este modo, se generaron las distribuciones de los estimadores y se evalud
el comportamiento de los ﬂ:] y el estimador de maxima-verosimilitud respectivo, con tamafios

de muestra cada vez mayores.

I11.8.3 Distribuciones de trabajo Gaussianas

Para las distribuciones de trabajo Gaussianas mas dispersas (o > 2 kcal/mol), se
observa que fFl (serie roja, Figura 5) no sélo es menos eficiente que AFy, (serie azul, Figura 5),

sino también que esta sesgada respecto al valor esperado de AF (flecha vertical, Figura 5).

-20 -15 -10 -5 -10 -8 -6 4 -2 45 -40 a5 -30 -25 20 -15 -04 -03 -02 -0.1

AF estimado (kcal/mol)

Figura 5: comparacion de LTF] (serie roja) y AFgp (serie azul) para distribuciones Gaussianas con = 0y o =
[5,3,3,0.5] (de izquierda a derecha). Ambos estimadores fueron evaluados con tamarfios de muestra creciente
(N=[50, 100, 500, 1000, 5000, 10000, 500000]). El valor verdadero de AF esta indicado como una flecha vertical en
cada grafico.

Aungue este sesgo disminuye con el aumento del tamafio de la muestra, se observa que
la distribucién de las energias libres obtenidas con E\F] sigue siendo parcial. De hecho, para la
distribuciédn con o =5 kcal/mol, la distribucién del estimador todavia no incluia el valor
verdadero de AF incluso con un tamafio de muestra de N = 500000 (Figura 5, linea roja

discontinua).

Notablemente, la dispersion mas "grande" considerada aqui (o = 5 kcal/mol) es
realmente bastante comun en aplicaciones de la igualdad de Jarzynski, particularmente para

aplicaciones que involucran sistemas biomoleculares con muchos grados de libertad.[?*-%3!

Para las distribuciones Gaussianas con dispersiones decrecientes, se llegd a la conclusion
de que el estimador de Jarzynski finalmente alcanza el valor verdadero de AF, aunque con
menor rapidez, requiriendo de un muestreo mds extenso que AFyp. Es interesante notar que

esto es cierto incluso para el régimen de N pequefio (N = 30), donde vemos que, a pesar de la
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Densidad

distribucion de las energias libres obtenidas con el estimador de méxima verosimilitud AFzp es
amplio, todavia se centra exactamente en el verdadero valor de AF. Sélo para la mds estrecha
distribucién de trabajo Gaussiana considerada aqui (o = 0.5 kcal/mol) se observé un

comportamiento equivalente para ambos estimadores.

[11.8.4 Distribuciones de trabajo no-Gaussianas

Consideramos dos distribuciones de trabajo no Gaussianas que también a menudo se

presentan en aplicaciones de la igualdad de Jarzynski, las distribuciones skew-normal y Gamma.

Las funciones de densidad de probabilidad consideradas aqui se muestran en la Figura
4, paneles B y C. El valor esperado de AF, segun la ecuacién de Jarzynski, para cada tipo de
distribucidn de trabajo se proporciona en la Tabla 1. Los valores de los estimadores de maxima-
verosimilitud para los parametros que caracterizan cada distribucidn (datos no mostrados), son

calculados por subrutinas propias del programa R.

El E\F] y las correspondientes distribuciones de los estimadores de maxima-verosimilitud
para cada una de las distribuciones se muestran en la Figura 6. Como referencia, aqui también
comparamos con los valores obtenidos para la expansidon en cumulants de segundo orden de la

igualdad de Jarzynski, AFyp, para las muestras finitas de estas distribuciones no Gaussianas

(Figura 6, serie verde).

05

o

02

o
——

00 o

AF estimado (kcal/mol)

Figura 6: comparacién de los estimadores AF, | (serie roja) y mdxima-verosimilitud (serie azul) para (A) Distribuciones
skew-normalconpu = 0,& =6,y a = [—3,—1,1, 3] (de izquierda a derecha). (B) Distribuciones Gamma con 1 = 1y
a = [—0.5,1, 3, 6] (de izquierda a derecha). El verdadero valor de AF estd indicado por la flecha vertical en cada

110



grdfico. Para cada caso, los estimadores fueron evaluados unando un numero creciente de tamafio de muestra
(N=[50, 100, 500, 1000, 5000, 10000, 500000])

Para la distribucién skew-normal, no hay forma explicita para la estimacién de maxima
verosimilitud, por lo tanto el parametro a se calcula numéricamente a partir de la muestra,
haciendo la estimacion cuestionable para N pequefio. Sin embargo, incluso para tamanos de
muestra pequefios (N = 30) de las distribuciones skew-normal, la estimacion de maxima
verosimilitud fue mas precisa que E\F] (Figura 6A). Sorprendentemente, dependiendo de los
pardmetros de asimetria especificos, E\F] podria incluso ser menos preciso que su expansién en

cumulants de segundo orden.

Para la distribucion de Gamma (Figura 6B), el estimador de Jarzynski es casi
indistinguible de su estimador de maxima verosimilitud correspondiente, y la expansién en

cumulants a segundo orden, AFgpp, generalmente es impreciso, como se esperaba.

I11.8.5 Caso ejemplar: migracion de superdxido en

MnSOD humana.

Como se mencioné en la introduccién de la presente tesis, una de las muchas
aplicaciones de la igualdad de Jarzynski es el estudio de la migracidn de ligandos pequefios a
proteinas.”2%2224 Para ilustrar el impacto de la eleccidn del estimador, se considerara una de
estas aplicaciones: la migracién de superéxido en la Manganeso Superdxido Dismutasa (MnSOD)

mitocondrial humana.

Esta proteina resulta critica en mantener la concentracion de radicales libre baja en la
célula ya que actua como un eliminador eficaz del anién superdxido (05 ). La alta eficiencia
enzimatica de MnSOD puede explicarse en parte porque la asociacién bimolecular entre
superéxido y MnSOD es muy rdpida. Sin embargo, en un estudio computacional de este proceso
en 2010 realizado por nuestro grupo'?®, mostré que el perfil de energia libre asociado al proceso
de migracidn presentaba una barrera sustancial de aproximadamente 6 kcal/mol al acercarse al

centro de Mn.

En esta parte del presente capitulo, se revisara este perfil de energia libre, repitiendo
los calculos previamente publicados, con simulaciones de dinamica molecular mas extensas,

realizadas con una velocidad mas lenta y un mayor nimero de trayectorias de sMD.
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Para este fin, se utilizd el campo de fuerzas de Amber 99SBildn?®para modelar la
proteina (Protein Data Bank, .PDB entrada 1ABM52). El sistema fue solvatado (caja octaédrica
de moléculas de agua TIP3P) y los pardmetros estructurales y de carga relevantes de los residuos
del sitio activo coordinados a los centros Mn y de la molécula superéxido fueron obtenidos a
partir de calculos PBE/6-31G** (fiteo de la SEP y metodologia RESP, respectivamente) usando
un sistema modelo considerando los aminoacidos que estaban directamente coordinados al

centro metalico.

Después de estas varias etapas de equilibracién, las simulaciones MD de produccion se
llevaron a cabo en el ensamble NPT, para un total de 30 ns. Los pardmetros mas relevantes
fueron un time step de 2 fs, algoritmo SHAKE para restringir los hidrégenos?”, y un valor de
corte 12 A para las interacciones de no-enlace. Las interacciones electrostaticas de largo alcance

se modelaron utilizando PME.

Para la utilizacién de la técnica de sMD se realizaron simulaciones MD de equilibrado y
de produccién del sistema con la molécula de superéxido restringida a 9 A del centro de Mn con

una constante de fuerza de k = 400 kcal/mol.A% de acuerdo con el potencial cuadratico V) =
k
&) - D2

La misma distancia entre el atomo de oxigeno y el centro de Mn que se restringid
durante el equilibrio y la produccién MD se utilizé como coordenada de transformacién para las
simulaciones de sMD, en las que se guié al ligando de 9 a 4 A usando una velocidad v de 0,0025

A/ps.
Se simularon 148 trayectorias sSMD y para su posterior analisis de los estimadores.

En la Figura 7A se muestra el calculo del perfil de energia libre, de acuerdo a ambos
estimadores ﬂ?j y AFzp, resaltando una gran diferencia (aproximadamente 10 kcal/mol) en las
dos estimaciones, particularmente cerca del final de las trayectorias sMD. También se muestra,
en la Figura 7B, un histograma normalizado del trabajo acumulado al final de las trayectorias
sMD que, segun la prueba de Kolmogorov-Smirnov!?®, presenta evidencia de una distribucién

Gaussiana subyacente.
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Figura 7: llustracion de la gran discrepancia entre AF ', y el estimador de mdxima verosimilitud correspondiente,
AFqp. (A) Perfil de energia libre para la migracién de superéxido en MnSOD, estimada usando el LTF'] (rojo) o AFzp
(azul). Las mismas N = 148 trayectorias sMD fueron analizadas para los dos casos. (B) Histograma normalizado del

trabajo acumulado al final de las trayectorias sMD (coordenada de reaccion de 4 A)

Junto a la evidencia de las simulaciones numéricas presentadas en este capitulo, vemos
que esta aplicacion se encuentra en el régimen de o grande para el cual AF; esta sesgada y

sobrestima el AF.

En el caso presentado, la eleccidon del estimador tiene un impacto enorme en la
interpretaciéon quimica del proceso. El resultado obtenido con el estimador de maxima
verosimilitud, EF‘FD, sugiere una migracion muy favorable de 9 a 4 A del centro catalitico,
mientras que el obtenido con E\F] sugiere que es casi igual de probable que se mueva hacia o

alejandose del centro catalitico.

Los resultados experimentales reportados para este sistema, muestran que la union de
superéxido a MnSOD tenia un valor casi difusional de k,,~10° M~1s~1, implicando que el

proceso sucede sin una barrera apreciable para la migracién y union del anién superéxido.

El perfil de energia libre reportado en 2010 por nuestro grupo, era inconsistente con el
resultado experimental, mientras que el tratamiento presentado en el presente capitulo
permitio obtener resultados mas consistentes con los experimentos reportados, mostrando que

la eleccion del estimador es critica para la obtencidn de resultados adecuados.

II1.9 Discusion

Se ha evaluado la igualdad de Jarzynski ampliamente celebrada y discutida, haciendo

especial hincapié en los estimadores necesarios para calcular el promedio que plantea dicha
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ecuacion. El estimador mas convencional, llamado estimador de Jarzynski, es el mas usado
habitualmente y resulta ser el mas robusto estimador ya que no requiere de una caracterizacion
de la distribucion de trabajo subyacente, es decir, de una identificacién de la familia estadistica
a la que pertenece esa distribucidn. Esta robustez sin embargo viene acompafiada con una
disminucién de la eficiencia estadistica. Nosotros encontramos que el valor promedio del
ensamble o el valor esperado, resulta mejor estimado teniendo en cuenta la distribucion
subyacente de los trabajos. Esto impulsa una nueva perspectiva sobre los diferentes estudios de
la igualdad de Jarzynski que, tal vez injustamente, se restringen al uso del estimador

convencional. 7232

El estimador de Jarzynski es notorio por su convergencia problematica,’®33% y se han
propuesto expresiones para estimar su sesgo para ambos contextos Gaussianos y no
Gaussianos,'®*® entre otros enfoques para remediar el sesgo debido a tamafios de muestra
finitos.?”) Algunos autores han utilizado distribuciones de trabajo bidireccionales sumado a
argumentos de maxima-verosimilitud para proponer estimadores 6ptimos,343%-%° pero hasta
nuestro conocimiento este es el primer uso de argumentos de mdaxima verosimilitud para

proponer el estimador dptimo para distribuciones de trabajo unidireccionales.

Las simulaciones numéricas mostraron que para una distribucién de trabajo Gaussiana
con o = 5 kcal/mol, ni siquiera un tamafio de muestra tan grande como N=500.000 fue lo
suficientemente grande como para que el estimador de Jarzynski converja al valor esperado.
Este resultado es critico, ya que cambia nuestra comprensién de cudn grande debe ser una
muestra con el fin de esperar un comportamiento razonablemente asintdtico del estimador. Lo
anterior, es coherente con los resultados publicados recientemente por Jarzynski que muestran
que el necesario N para que ﬂ?] converja aumenta exponencialmente con la varianza de la

distribucion de trabajo.!031

Hemos extendido este analisis a las distribuciones Gamma y skew-normal, también
encontrando que el estimador de la energia libre de mdxima verosimilitud correspondiente es
Optimo para ambas distribuciones. Sin embargo, el estimador Jarzynski convencional es casi

indistinguible del estimador de maxima verosimilitud asociado a la distribuciéon Gamma.

Por otra parte, la distribucidon skew-normal puede ser ain mas problematica que una
distribucidon Gaussiana para la convergencia de E\F], ya que el sesgo depende de la combinacion
de los pardmetros de la distribucién. Sorprendentemente, aunque el estimador de maxima
verosimilitud para la distribucién skew-normal no tiene forma explicita, y sus pardmetros deben

primero ser estimados numéricamente, es alin mas preciso que AF;.
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La falla clave en la eficiencia del estimador de Jarzynski reside en la presencia de valores
de trabajo negativos improbables en la distribucion de trabajo subyacente. Esta es precisamente
la razén por la que 517"] funciona considerablemente bien para las distribuciones de trabajo de
la familia Gamma, en la que los valores de trabajo son estrictamente no-negativos. Hacemos
hincapié en que, incluso en estos casos, el estimador de maxima-verosimilitud, por construccion

es mas eficiente que AF).

En este contexto, volviendo a las primeras validaciones experimentales de la igualdad
de Jarzynski,"*2%3 hay varias interpretaciones posibles de la aparente exactitud del estimador
de Jarzynski. La primera interpretacion es que la dispersion de las distribuciones de trabajo es
suficientemente estrecha de manera que los dos estimadores simplemente convergen entre si
y la diferencia entre los numeros reportados es insignificante. Una segunda interpretacion es
que la distribucién del trabajo puede de hecho no ser Gaussiana, lo que requeriria un analisis
mas profundo de los datos crudos, pero en este caso la expansién en cumulants a segundo orden
AFp podria ser de hecho un estimador inferior, como se observa por ejemplo en la Figura 3B.
En cualquier caso, nuestros resultados confirman que no es posible para E\FJ, ser mas eficiente
gue el estimador de maxima-verosimilitud correspondiente de la distribucion, si de hecho la

familia estadistica de la distribucidén esta correctamente identificada.

De hecho, para el caso especifico de las distribuciones Gaussianas, la expansién de
segundo orden de la igualdad de Jarzynski, deja de ser una aproximacion y es exacta, ya que
todos los términos de orden superior, se espera que sean exactamente cero. Si no se tiene en
cuenta esta propiedad, la relacion entre, E\F] y AFzp (en tanto el segundo coincide con la
expansion de segundo orden del primero), parece dar a luz la nocién de que el truncamiento de
la serie implica cierta pérdida en la precisién'!). Esta nocidn resulta falaz, ya que los términos de
orden superior se esperan que sean exactamente cero, como se menciond. Por lo tanto la
estimacion de los términos superiores s6lo empeora la estimacidn de la energia libre y resulta
en un procedimiento incorrecto en la estimacién. Este problema adn es mas grave, ya que estos
términos son lentos de converger; y ademads, en ultima instancia la estimacion de todos los
términos de orden superior resultarian en el propio estimador de Jarzynski, con su sesgo

inherente.

El caso anterior, resalta la ventaja que adquiere la estimacion (a través de AFgp)
utilizando toda la informacién disponible que le sistema provee. Si la distribucion de trabajos
subyacente se espera ser Gaussiana, entonces es inconveniente la evaluacién de los cumulants

superiores ya que por construccion se espera que sean exactamente cero, tener en cuenta esta
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informacidn en el modelo permite que la evaluacién a segundo orden, AFyp, sea una estimacién

no sesgada.

Dos posibles preocupaciones con respecto al uso del estimador de maxima-verosimilitud
en lugar del estimador de Jarzynski convencional implican (i) la confianza en la designacién de
la familia estadistica de la distribucion del trabajo vy (ii) la confianza en las estimaciones de los
pardmetros necesarios a partir de una muestra finita de valores de trabajo. Con respecto a esta
ultima preocupacién, es fundamental enfatizar que los principios de maxima-verosimilitud
aseguran que los estimadores de energia libre, son estadisticamente mas eficientes que el
estimador de Jarzynski. Esto no requiere necesariamente que la estimacion de la varianza o del

promedio de la muestra esté convergido.

Independientemente de las estimaciones de los parametros en si, la expresion exacta

de AF en funcién de estos estimadores da como resultado el estimador mas eficiente.

|ll

En funcién de lo anterior, encontramos como el “quid” de la cuestién la primera
preocupacién, con respecto a la designacion apropiada de la familia estadistica para la
distribucidn de trabajos subyacentes. Dependiendo de la forma en que se conduzca el proceso
de no equilibrio, la familia estadistica de la distribucidn de trabajo subyacente puede anticiparse
de antemano. Esta anticipacion tedérica, mas que la evidencia directa a partir de la muestra finita
de valores de trabajo (en efecto, pequeiias muestras extraidas de verdaderas distribuciones
Gaussianas pueden fallar erréneamente las pruebas estadisticas de normalidad), garantiza el

uso del estimador de maxima-verosimilitud correspondiente. En ausencia de tal informacion,

uno debe basarse solamente en la evidencia de la propia muestra.

En este sentido, las aplicaciones computacionales de molécula simple pueden ser
potencialmente mas provechosas que sus andlogos experimentos espectroscépicos de fuerza,
ya que la evolucidén de la distribucién del trabajo puede reducirse a la distribucién asociada a
una particula que experimenta un movimiento Browniano bajo un potencial arménico movil,
que se ha demostrado tener una distribucion Gaussiana. Park y Schulten!”! extendieron
rigurosamente este argumento a las trayectorias de sMD, demostrando que con una constante
de fuerza rigida para el potencial y suficientes “relajaciones rapidas del sistema” con respecto a
la coordenada de transformacidon cambiante, se espera también que las distribuciones de
trabajo obtenidas a partir de las trayectorias de sSMD sean Gaussianas. Bajo estas suposiciones,
las ecuaciones de movimiento que gobiernan la coordenada de transformacién quedaran bien

representadas bajo un modelo de movimiento Browniano de una particula.
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La suposicion de resorte rigido explicado en este capitulo, tiene entonces dos ventajas:
en primer lugar, provee una forma de extraer el PMF como funcién de una coordenada de
transformacion (a partir de la energia libre en funcidon de un pardmetro externo A) y en el
presente contexto, garantiza la distribucién Gaussiana de trabajos, mejorando la estimacién de
la energia libre. También es instructivo recordar que la naturaleza Gaussiana se mantiene en el
tiempo; es decir, las condiciones de arrastre resultantes en una distribucién de trabajo
Gaussiana seguiran dando lugar a una distribucién Gaussiana independientemente de cuanto

tiempo arrastre el sistema.?

Todos los resultados presentados, ponen en relieve la ventaja de prever tedricamente
la naturaleza de las distribuciones de trabajo subyacentes asociadas a los experimentos de sMD,

gue dependen del sistema de interés y de la forma en que es llevada a cabo la técnica.
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IV. REACTIVIDAD QUIMICA DE ACIDO
SULFHIDRICO (H.S) EN
HEMOPROTEINAS.

IV.1 Introducciéon

Como se menciond en la introduccidon de la presente tesis, se han encontrado especies
de sulfuro de hidrégeno endégenas en mamiferos*~® y plantas.**? 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.[*3-1>2324 por ejemplo, la
reaccion reversible de H,S con la citocromo C oxidasa, disminuye la actividad de la enzima

reducida®®'”!, induciendo un estado de tipo hibernacién en ratones.*8*%

Para mioglobina, ademds de la unidén, se destaca la formacion de los llamados
compuestos de tipo sulfhemos (que se producen debido a la adicidon de sulfuro sobre el
macrociclo del hemo). Este proceso ha sido asignado tanto a un proceso nocivo?”, 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-catabdlica para especies de sulfuro reducido.??!

La afinidad en hemoproteinas ha sido descripta, en general, en términos de la
estabilizacidon 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(lll)-(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 unién preferida por las especies
de sulfuro a grupos hemo en estado férrico. La segunda es la posibilidad de establecer sus
equilibrios 4cido-base en solucion acuosa con las especies anidnicas desprotonadas,

hidrosulfuro (HS") y sulfuro (S%).
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La unién de sulfuro a hemo proteinas férricas se encuentra actualmente bajo activo
debate desde un punto de vista biolégico y fisico-quimico. La literatura muestra que la especie
qgue forma el complejo hexacoordinado estd en discusién. Por un lado, en la citocromo C
oxidasal”'y en Hbl de L. pectinata?” se postula que es H,S la especie preferida en los complejos
ferrosos/férricos, mientras que en la hemoglobina de T. fusca'?® es HS". En todos los casos las

evidencias experimentales para postular la especie coordinada resultan ser insuficientes.

Finalmente, como se destacd en la introduccidén, el estudio de la unién de pequeiios
ligandos en hemoproteinas puede dividirse en dos etapas (una primer etapa de migracidon y una
segunda etapa de unidn del ligando). Para el caso particular de las especies de sulfuro, debe
considerarse H,S y HS™ por separado, ya que coexisten en proporciones similares en condiciones

biorelevantes.

En conclusidn, para comprender la unién de especies de sulfuro en hemoproteinas se

deben estudiar las dos etapas:

1) Migracidon de la especie a través de la proteina.
1) Formacién del enlace con Fe y posiblemente con aminoacidos distales. Cabe
destacarse que la formacion del complejo hexacoordinado podria modular el pKa de

las especies de sulfuro, alterando las proporciones entre las especies coordinadas.

Para ello se requiere el uso de técnicas computacionales que permiten una visién
atomistica de los procesos quimicos de interés. En este sentido, la quimica computacional en
hemoproteinas ha sido ampliamente usadal?*?’-33, mostrando ser una buena estrategia para
describir detalles moleculares y una poderosa herramienta para la prediccién de eventos

biolégicamente relevantes.

Se decidi6 abordar el estudio de la interaccidn de especies de sulfuro con hemoproteinas
tomando como caso paradigmatico la proteina Hbl de L. pectinata. Esta proteina pertenece a un

molusco que vive en ambientes lodosos ricos en azufre.

Ademas, esta proteina ha sido extensamente estudiada desde un punto de vista
experimental, y ha mostrado una elevada afinidad por las especies de sulfuro!®, como se

menciond en la introduccion de la presente tesis.

Por otro lado, el alto contenido de residuos de fenilalanina en el sitio activo ha suscitado
varias controversias acerca de la especie de sulfuro unida en términos de estabilizacién de la
especie coordinada (se ha postulado que la especie coordinada es H.S, estabilizada por las

fenilalaninas mediante lo que se denominé “caja de Phe”)
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IV.2 Metodologia especifica

IV.2.1 Preparacion de los sistemas y pardmetros para

la simulacion de Dindmica Molecular (MD)

La estructura de la proteina en los estados pentacoordinado (5c), Fe(lll)-SH, y Fe(lll)-SH-
fueron construidos a partir de la estructura de rayos-X correspondiente al PDBid: 1BOB (Hbl de
L. pectinata), para los estados hexacoordinados (6c) se agrego el correspondiente ligando unido

al centro de hierro (H.S y HS').

El estado de protonacién de los amino-acidos se asumid al correspondiente al pH-
fisiolégico (es decir, ASP y GLN cargados negativamente, LYS y ARG cargados positivamente),
todas los residuos de histidinas expuestos a solvente fueron protonados en el &tomo N-§, asi

como también la histidina proximal, la cual esta coordinada al hierro del grupo hemo.

Las aguas cristalograficas fueron borradas manualmente y el sistema fue solvatado
construyendo una caja octaédrica de 10 A. En este procedimiento se ubicaron aproximadamente
6840 moléculas de agua TIP3P dentro de la caja a través del criterio estandar implementado en

el paquete AmberTools.

Los parametros de todos los residuos (excepto los pertenecientes al grupo hemo) fueron

tomados del campo de fuerzas ff99SBB% del paquete AMBERE?,

Para obtener pardmetros para las simulaciones MD del grupo hemo, se utilizé un
sistema modelo para representar el grupo hemo de la proteina. Este modelo consistid de un
anillo imidazélico unido a traves de su N- 6 a una protoporfirina férrica. Finalmente, en la
posicion trans al anillo imidazdlico, una molécula de H,S o HS fue coordinado al hierro (ver

Figura 1).
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Figura 1: modelo QM utilizado para la obtencion de los pardmetros para la dindmica molecular cldsica. La figura
muestra como ejemplo el complejo con H,S como sexto ligando.

Se realizaron optimizaciones QM sobre estas estructuras modelo para los tres complejos
utilizando la teoria de DFT implementada en el programa Gaussian03.5® Los célculos DFT han
sido extensamente aplicados a metaloproteinas en general y en particular a porfirinas de
hierro®-2], Los célculos DFT usados en esta parte de la tesis fueron realizados empleando PBE!**!

como funcional de intercambio y correlacién, y 6-31G** como conjunto de funciones de base.

En cada procedimiento de optimizacién, se realizaron calculos de frecuencia usando la
aproximacién de modos normales para chequear si la estructura optimizada corresponde a un

minimo local en la superficie de energia potencial.

Para estos sistemas en particular, el estado de spin se impuso en funcion de resultados
experimentales conocidos. Es decir, la carga total y el estado de spin de los complejos 5¢, H.S y
HS™ fueron impuestos para obtener complejos de tipo férricos de bajo spin (S=1/2) para los

complejos hexacoordinados y férrico de alto spin (5=5/2) para el complejo 5c.

Los parametros de enlace, dngulo y torsionales que incluian el atomo de Fe y las especies
de sulfuro fueron obtenidos mediante un escaneo de la superficie de energia potencial
alrededor de los minimos asociados a la coordenada interna para la cual se deseaba asignar el
pardmetro. Los perfiles que resultaron de este procedimiento se ajustaron segun la forma
funcional de la energia potencial dada por el campo de fuerzas de AMBER. Se usaron también

los pardmetros obtenidos en nuestro grupo para el resto de los pardametros de la porfirinal®44],

Por otro lado, las cargas parciales atémicas fueron obtenidas utilizando el método de
Potencial Electrostatico Restringido (RESP) sobre las estructuras optimizadas QM, a partir de
célculos de Single Point a nivel PBE/6-31G** y el método CHELPG!**, imponiendo también

simetria para los tipos de dtomo equivalentes.

El procedimiento descripto anteriormente fue validado y ampliamente usado en

muchos estudios de hemoproteinas en nuestro grupo!®8, En particular, los pardmetros
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obtenidos para los complejos con las especies de sulfuro usados en las simulaciones de dindmica
molecular en la presente tesis, mostraron dar resultados consistentes con los experimentos de
Raman Resonante para la interaccién de especies de sulfuro con la hemoglobina truncada de T.
fusca'?®!, las mediciones fueron realizadas en el laboratorio de Giulietta Smulevich de la

Universidad de Napoles.

Todas las simulaciones MD fueron realizadas utilizando condiciones periddicas de
contorno con 9 A de distancia de corte y sumas de Particle Mesh Ewald (PME) para el

tratamiento de las interacciones electrostaticas de largo alcance.

Los enlaces covalentes que involucran atomos de hidrégeno fueron restringidos a su
posicion de equilibrio utilizando el algoritmo de SHAKE, mientras que la temperatura y presion
fueron mantenidas constantes usando el termostato y barostato de Berendsen

respectivamente, como esta implementado en el paquete AMBERE!,

Para las tres estructuras (5c, Fe(lll)-SH,, Fe(lll)-SH") primeramente se realizo el siguiente

protocolo de equilibracidn de los sistemas:

) 2 ns de calentamiento lento de todo el sistema desde 0 hasta 300 K a volumen
constante, aplicando restricciones de tipo armdnicas con 80 kcal/mol.A? de
constante asociada, para todos los Ca

) 2 ns de calentamiento lento de 0 a 300 K de todo el sistema a presidn constante

) Luego de estos dos primeros pasos se realizd una simulacidn sin restriccidn de
300 ns de dindamica molecular a temperatura (300 K) y presién constantes, para

obtener asi un sistema descripto en el ensamble NPT.
En todos los casos el time step elegido fue de 2 fs.

Para mejorar la convergencia de las estructuras obtenidas luego de este protocolo se

usaron dos estrategias:

a) Para cada estado, iniciando desde la misma estructura inicial descripta
anteriormente, tres protocolos distintos de equilibracién fueron aplicados, variando los
pardmetros de equilibracion (tiempo total de simulacién, fuerza de las restricciones aplicadas,
etc). Este protocolo permitié obtener tres replicas decorrelacionadas entre si para cada estado,

obteniendo asi, un tiempo total de simulaciéon de 600 ns para cada estado.

b) Tomando tres diferentes estructuras decorrelacionadas entre si tomadas de la
primera trayectoria y reiniciando las velocidades atdmicas, se extendié la dinamica molecular

por 300 ns para cada estado.
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Finalmente, luego de realizados todos los protocolos mencionados anteriormente se
obtuvieron en total aproximadamente 1,3 ps de trajectorias de dindmica molecular para cada

estado.

IV.2.2 Célculos de Muestreo de Ligando Implicito
(ILS).

Como se menciond en el capitulo I, el método ILS"***% evalta el PMF de ubicar un
ligando en cualquier posicidon deseada en el sistema de interés (teniendo en cuenta también
diferentes orientaciones del ligando), al ligando se lo suele llamar ligando “sonda”. Esta técnica
ha mostrado ser una buena estrategia para la prediccién de MT para pequefios ligandos neutros

en hemoproteinas®>4,

En esta parte de la tesis, los cdlculos de ILS fueron realizados en una grilla cuadrada
regularmente espaciada de 0.5 A de resolucién que incluye la proteina. La sonda usada fue H,S
y 20 diferentes orientaciones (los vértices de un dodecaedro), fueron tenidas en cuenta en cada

punto evaluado.

La interaccién fue considerada del tipo Lennard-Jones, truncada a 9 A, los parametros
de la sonda utilizados para las interacciones pertenecen al campo de fuerzas de AMBER y los
parametros geométricos de la sonda fueron tomados de una optimizacién QM (a nivel PBE/6-

31G**)

Es importante destacar que como HS es un ligando cargado, la metodologia ILS resulta
inapropiada. Esto es debido al costo computacional al computar las interacciones de tipo
Couldmbicas en las muchas posiciones y orientaciones. Ademas, la suposicién mencionada de
una interaccidn débil entre el ligando y la proteina podria no verse satisfecha, generando
posiblemente cambios conformacionales que no serian tenidos en cuenta en las trayectorias

analizadas®®.

Los cdlculos de ILS fueron realizados sobre 4000 fotos tomadas de 1200 ns de simulacién
para el estado 5c de la proteina. Finalmente, se considerd un MT a una zona embebida en la
matriz proteica y que conectaba el sitio activo con el solvente para valores de corte de energia

libre menores a 1,5 kcal/mol.
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IV.2.3 Calculos de Dinamica Molecular Guiada

(sMD).

Se evalud el perfil de energia libre de H,S y HS a lo largo del MT de L. pectinata,
utilizando la técnica de sMDP>>®! acoplada a la ecuacion de Jarzynski®, eligiendo la distancia

Fe-S como la coordenada de transformacion.

Como se destacd en el capitulo Il, para la aplicacién de teoria de Jarzynski se requiere
gue el sistema modificado esté correctamente equilibrado bajo un ensamble determinado
(elegimos ensamble NPT), con el potencial de sesgo fijo al valor inicial de la coordenada de
transformacién. Por lo tanto, se eligié una estructura a partir de la trayectoria de la proteina en
el estado 5c y se ubico H,S (o HS) a 9 A para la distancia entre los &tomos de Fe y S, la posicion
elegida fue asignada como la “entrada” del MT a partir de los resultados obtenidos en los

calculos de ILS.

Se realizaron entonces simulaciones MD restringiendo la distancia Fe-S (5x100 ns con
H,S y HS respectivamente) al valor inicial de la coordenada de transformacién (9 A) usando un
valor de 200 kcal/(mol.A?) para la constante del resorte, y usando los mismos parametros para

que la dindmica molecular descriptos en las secciones anteriores.

A partir de diferentes estructuras tomadas cada 1 ns de estas simulaciones, se
obtuvieron 500 estructuras iniciales decorrelacionadas con la coordenada de transformacion fija
a 9 A aproximadamente. Las estructuras que mostraban al ligando alejado al menos 1 A de la
region designada como la entrada del canal, fueron descartadas, el resto de ellas fue usada para
realizar la dindmica guiada variando la coordenada de transformacién desde 9 A hasta 4 A

usando una constante de resorte de 200 kcal/(mol.A?) y usando una velocidad de 0,0025 A/ps.

Los parametros de corrida k y v fueron elegidos siguiendo un esquema computacional
utilizado en varios estudios anteriores.>*°®> En este caso, la velocidad v fue elegida diez veces

menor a la de los trabajos previos para mejorar la convergencia del método.

Finalmente, luego de realizadas las dinamicas guiadas se descartaron las trayectorias
para las cuales el ligando migré por debajo del anillo del hemo por no representar el proceso de

interés.

Al final del procedimiento descripto anteriormente un conjunto de 378 perfiles de

trabajo para H,S y 193 para HS fueron obtenidos para su posterior andlisis.
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Finalmente, se evalto el estimador AGr, (capitulo Ill, ecuacién (II1.38)), llamado
estimador de Fluctuacidn-Disipacién para calcular los valores de energia libre asociados a cada
valor de la coordenada de transformacién. Este estimador (como se mostré en el capitulo Il de
la presente tesis) muestra ser mucho mas eficiente estadisticamente para la convergencia del
valor estimado de energia libre para el caso de distribuciones Gaussianas para los valores de

trabajo.

Por otro lado, con fines comparativos también se evalué el estimador de Jarzynski A’E‘]

(capitulo IIl, ecuacion (111.34))

Finalmente los perfiles de energia libre fueron construidos, correspondientes a los

perfiles de migracién de H,S y HS para el MT de Hbl de L. pectinata.

Iv.2.3.1 Criterio de convergencia de los calculos de
Dinamica Molecular Guiada.

El analisis del error de los perfiles de energia libre, fue hecho considerando el sesgo
inherente a la estimacion de diferencias de energia libre usando el estimador de Fluctuacion-

Disipacion y de Jarzynski

Se asumid que el nimero de trayectorias de dindmica molecular guiada N fue pequefio.
Como fue propuesto por Gore et al, este esquema considera que el error expresado como la raiz
del error cuadratico medio (RMSE) asociado con el estimador de Fluctuacidn-Disipacién puede

ser expresado en términos de un sesgo y una varianza en el régimen de N chico.
El estimador de Jarzynski, tiene también dos contribuciones: un término de varianza

para el conjunto de N trabajos evaluados y un sesgo inherente asociado con la evaluacién de la

ecuacién de Jarzynski usando un numero finito de valores de trabajo.!”

Ademas, asumiendo una distribucién gaussiana para los valores de trabajo obtenidos en
cada valor de la coordenada de transformacion y un régimen de N pequefo, las dos
contribuciones de cada estimador, tienen una forma funcional definida proporcional al trabajo

disipado W;,.1%

W;s toma la siguiente forma funcional bajo las mismas suposiciones:

1
> B6,,° .1

Wdis =
Donde 6W2 es el cuadrado de la desviacion estandar del conjunto de N trabajos.

Finalmente, la naturaleza cuadrdtica del potencial de sesgo y mediante la suposicién de

resorte rigido (ver capitulo Il) utilizado en las dindmicas moleculares guiadas, se espera obtener
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una distribucién Gaussiana para los valores de trabajo en cada valor de coordenada de reaccion;
y bajo estas condiciones, dependiendo de la dispersidon de los valores de trabajo, los dos

estimadores AG; y AGpy, deberian coincidir.

IV.2.4 Caracterizacion de los sitios de hidratacion

(Water Sites, WS).

Los WS corresponden a regiones especificas dentro de la proteina definidas como
aquellas que pueden alojar una molécula de agua con una probabilidad mayor que un agua
rodeada por el entorno del seno del solvente. En trabajos previos se mostré que esas regiones
pueden ser identificadas calculando la probabilidad de encontrar una molécula de agua dentro
de una region definida durante una simulacién MD realizada con moléculas de agua descriptas

explicitamente. 613!

La regién usada para identificar los WS fue arbitrariamente elegida de 1 A3, y las
coordenadas del centro del WS corresponden a la posicién promedio de todas los dtomos de
oxigeno que visitaron el WS a lo largo de la simulacién. Una molécula de agua es considerada
como ocupante del WS cuando la distancia entre la posicidon de su atomo de oxigeno y el centro

del WS es menor que 0,6 A.

Una vez identificado las zonas, para todos los potenciales WS, se computaron las
probabilidades de encontrar agua (WFP), correspondiente a la probabilidad de encontrar
moléculas de agua en una regidn definida por el WS y normalizada respecto de la probabilidad
del seno del solvente de alojar una molécula de agua en una esfera del mismo volumen a la
temperaturay presidn correspondientes. Por lo tanto, WFP es de hecho usada como un valor de
corte para decidir cuales potenciales WS son considerados relevantes. En este trabajo, solo los

WS con valores de WFP mayores que 2 unidades fueron retenidos.

Todos los calculos de WS fueron realizados usando el médulo de VMD llamado
WATCLUST®#, con los pardmetros por defecto y considerando que un WS estd formado cuando

las moléculas de agua son alojadas mds del 10% de la escala de tiempo de las simulaciones MD.

Para determinar los WS, se usd aproximadamente 3000 fotos de toda la simulacién MD
en cada estado. La convergencia fue chequeada usando diferentes segmentos de todas las
dindmicas moleculares analizadas usadas para definir los WS, asegurando que la definicidn de

WS resultd robusta.
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IV.2.5 Calculos QM/MM: optimizaciones

restringidas

Los célculos QM/MM fueron realizados sobre los complejos de H,S y HS coordinados al
atomo de Fe(lll) de Hbl de L. pectinata. Las estructuras iniciales para los calculos QM/MM fueron
obtenidas a partir de las simulaciones MD descriptas anteriormente. Se eligieron como
estructuras iniciales a las que representaban conformaciones relevantes basadas en la
estructura y el patron de puentes de hidrogeno (ver resultados). Estas estructuras fueron

enfriadas hasta 0 K, con los mismos parametros generales que la simulacién MD.

A partir de estas estructuras enfriadas se realizaron cdlculos de optimizaciéon de
geometria multiescala QM/MM a nivel DFT usando el cédigo llamado Hybrid®*, implementado

en el programa SIESTA descripto en la seccion de métodos generales.

Para todos los atomos QM, se usé un conjunto de base doble zeta con funciones de
polarizacion. Todos los calculos fueron realizados bajo la aproximacién de gradiente
generalizado utilizando el funcional de intercambio-correlacién llamado PBE.[*®! Este funcional
ha sido usado en muchos trabajos anteriores para describir la reactividad de pequenas
moléculas en hemoproteinas.*”%®! Ademas, ha dado resultados satisfactorios y confiables para

describir reacciones que incluyan transferencia de protén!®7-5,

Para todos los sistemas estudiados, la aproximacion de spin no restringido fue utilizada,
y usamos el término “bajo spin” para el estado de tipo doblete (spin total, S=1/2), mientras que

“alto spin” para denominar un estado te tipo sexteto (spin total, S=5/2)

Solo los residuos ubicados a menos de 10 A de la regién QM fueron optimizados
libremente en los calculos QM/MM. La porcion QM incluyd el grupo hemo (sin los grupos
periféricos), el ligando H,S o HS, el residuo Glutamina (o Alanina) y el anillo imidazélico del sitio

proximal.

El resto de la proteina y las moléculas de agua, fueron tratados clasicamente. La frontera
entre las porciones QM y MM del sistema fueron tratadas usando el método de Link-Atom. Esta

estrategia ha sido usada satisfactoriamente para varios sistemas que incluyen biomoléculas 1477%-

76]

Como obtener perfiles de energia libre precisos requiere un muestreo extenso, lo cual

es computacionalmente muy caro y dificil de conseguir a un nivel DFT QM/MM, se calcularon

130



los perfiles de energia QM/MM usando optimizaciones restringidas a lo largo de una coordenada

de transformacién que describa el proceso de desprotonacién.

Para lograr lo anterior, un término adicional, Vi = k(& — &,)? es agregado a la energia
potencial, donde k es una constante de fuerza ajustable (se eligié 200 kcal/mol.A?) en este caso),
& es la coordenada de transformacidn seleccionada y &, es el valor de inicial de referencia, el
cual posteriormente es variado con intervalos sucesivos de 0.5 A. Variando &y, el sistema es

forzado a recorrer el camino de la coordenada de transformacién seleccionada €.

La forma cuadratica impone una restriccion en energia para configuraciones donde ¢y
&, difieran mucho, generando una fuerza que mantiene el sistema en las cercanias del valor de
la coordenada de transformacidon deseada. Dejando relajar el resto del sistema, el camino

recorrido sobre esa coordenada serd el de minima energia en la superficie de energia potencial.

IV.2.6 Calculos QM /MM: dindmica molecular.

Las simulaciones QM/MM-MD fueron llevadas a cabo usando el mddulo Lio-
QM/MM778 implementado en el paquete AMBER. Esta implementacién ha recientemente
incorporado la posibilidad de ser ejecutada empleando placas de video, lo que la hace

especialmente eficiente.!”!

Los parametros del campo de fuerza y el protocolo de termalizacion utilizado puede

encontrarse en la literatural’®!.

La porcion QM y MM fue similar al usado para las optimizaciones estaticas QM/MM
descriptas en la seccion anterior. La diferencia en la porcion QM es que se decidid incluir una
molécula de agua en esta region, esta eleccion resulta ser menos costosa computacionalmente
sin pérdida de generalidad en el resultado (ya que en los cdlculos de optimizacion QMMM

estatica obtuvimos similares resultados utilizando una o varias moléculas de agua).

La interface entre las porciones QM y MM fueron descriptas utilizando el método de
Link Atom!®®!. A diferencia del cédigo Hybrid, en este caso se emplean funciones de base de tipo

Gaussiano, y todo el célculo se realiza en el espacio real.

Parala region QM, los calculos fueron realizados a nivel de la aproximacion de gradiente
generalizado, usando PBE™! como funcional de intercambio-correlacién con un conjunto de

bases DZVP para la expansion de los orbitales mono-electrénicos bajo una aproximacién de spin
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no restringido, utilizando como valores de carga y spin los que determinen un complejo férrico

de bajo spin (multiplicidad 2) para el complejo con H5S.

Las densidades electrénicas fueron también expandidas en un conjunto de bases
auxiliares y los coeficientes para el ajuste fueron computados minimizando el error en la energia

de repulsidon Couldmbica.

Las configuraciones iniciales fueron generadas a partir de las simulaciones MD para el
estado Fe(lll)-SH,, seguidamente se realizé 100 ps de enfriamiento MM desde 300 Ka 0 Ky una
optimizacion de geometria QM/MM. Finalmente, un procedimiento de termalizacion fue
realizado de 0 K a 300 K usando un esquema de dindmica de Langevin. Se utilizé un algoritmo

de Verlet para integrar las ecuaciones de newton con un time step de 0.1 fs.

La temperatura fue mantenida constante a 300k utilizando el termostato de Langevin.
Todas las estructuras resultantes de los cédlculos QM/MM (estéticos y dindmicos) fueron

visualizados con VMD 1.9.1.[8%

IV.3 Resultados

IV.3.1 Estabilidad de las dindmicas moleculares

Se calcularon los valores de RMSD en cada dindmica molecular utilizando las trayectorias
completas en cada estado (5c, Fe(lll)-SH2 y Fe(lll)-SH’). Se encontré que todas las estructuras
fueron estables durante toda la escala de tiempo de la simulacién, como evidencian los

siguientes graficos de RMSD en funcién del tiempo (Figura 2)
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Figura 2: Andlisis RMSD para las trayectorias MD para la Hbl de L. pectinata en los estados 5c, Fe(lll)-SH,y Fe(lll)-SH-
(de izquierda a derecha, respectivamente)
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IV.3.2 Caracterizacion de canales internos de
migracion.

Un canal interno de migracion (MT) es un area inmersa en la matriz proteica que conecta
zonas de baja energia libre (conocidas como “cavidades transientes”) que pueden ser formadas

por las fluctuaciones térmicas en la estructura de una proteina.

Se ha demostrado que algunas proteinas de la familia de las globinas presentan varios
MT conectando, el sitio activo con el solvente. Se ha propuesto que tanto los aminoacidos que
rodean al MT como las moléculas de agua en el sitio activo pueden tener un rol fundamental en
la modulacién de la migracién de ligandos a través de la matriz proteica y la union al centro

metalicol®-84.

Se realizaron entonces calculos de ILS en la proteina en el estado férrico
pentacoordinado (5c). Se usd H,S como molécula sonda. Como se menciond, el método ILS no
puede ser usado para evaluar diferencias entre H,S y HS', la sonda utilizada entonces provee una

evidencia cualitativa acerca de los potenciales canales de migracidn para pequeiios ligandos.

Se encontrd un solo MT que conecta el solvente con el sitio activo (Figura 3A). Este canal
se corresponde con el llamado “puerta E7” encontrado en mioglobina y hemoglobina®>%¢!. La
Figura 3B representa una ampliacidn de la vecindad de este MT, mostrando los grupos

propionatos solvatados y el aminoacido distal Glutamina en la posicion 65 (GIn65)
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Figura 3: A) Isosuperficie de energia libre (1.5 kcal/mol de valor de corte) calculado con ILS, usando H2S como
ligando sonda, en Hbl de L. pectinata, en el estado férrico 5c. B) Detalle de la “puerta E7” del MT, donde se muestran
los propionatos solvatados y el residuo polar GIn. Los dtomos en rojo y azul representan grupos cargados, las
moléculas de agua se muestran en amarillo.

Para chequear la convergencia del calculo, se dividié el nimero total de fotos en tres
bloques de 1000 fotos que fueron analizados separadamente. Se obtuvieron resultados

similares para los tres bloques como se muestra en la Figura 4.

Todos los calculos ILS fueron realizados utilizando el programa modular VMD 1.9.11%%,

Figura 4: andlisis de ILS para tres bloques diferentes (A, B, C, de 1000 fotos cada una) tomadas de una trayectoria

MD para el estado 5c de la proteina.
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IV.3.3 Perfil de energia libre para la migracion de

especies de sulfuro (H)S vs HS")

Para evaluar las diferencias entre los ligandos H,S y HS’, se calcularon los perfiles de
energia libre de migracién a lo largo del Unico MT encontrado, mediante simulaciones de
dindmica molecular guiada (sMD) combinadas con la igualdad de Jarzynski (Figura 5). Esta
metodologia ha sido aplicada satisfactoriamente en muchos estudios de proteinas.>*>87-8 | 3

distancia Fe-S fue elegida como la coordenada de transformacion.

En funcién de los resultados presentados en el capitulo Il de la presente tesis, se
evaluaron los perfiles de migracion de H,S y HS™ utilizando el estimador de maxima-verosimilitud
asociado a una distribucién Gaussiana de los trabajos, AGrp. Para comparar y ejemplificar la
diferencia entre los estimadores, se graficd también el perfil de energia libre de migracion

estimado a través del estimador de Jarzynski, Ej.

Los resultados muestran H,S es la especie favorecida para migrar hacia el sitio activo
(Figura 5, paneles superiores), con una baja barrera de energia libre (~2 kcal/mol) y un baja
diferencia de energia libre entre H,S en solvente y H.S en sito activo (~ —1 kcal/mol). Por otro
lado, HS muestra una alta barrera y diferencia de energia libre entre HS en el solvente y HS en
el sitio activo de aproximadamente ~10 kcal/mol, con una ausencia aparente de un minimo de

energia libre cuando el ligando alcanza el sitio activo.
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Figura 5: Paneles superiores: Perfil de energia libre de migracion de H>S a través del MT de HbI de L. pectinata,
utilizando el estimador de Jarzynski y de Fluctuacion-Disipacion (rojo y negro, respectivamente). Perfil de energia
libre de migracion de HS a través del MT de HbI de L. pectinata, utilizando el estimador de Jarzynski y de
Fluctuacion-Disipacion (azul y verde, respectivamente). Los valores de RMSE asociado a cada estimador se
muestran como barras de error en cada perfil. Paneles inferiores: figura representativa tomada de las trayectorias
SMD para H>S y HS a diferentes distancias Fe-S (4, 6 y 9 A de izquierda a derecha, respectivamente). En todos los
casos, se muestran las moléculas de agua ubicadas a menos de 5 A del dtomo de azufie.

Cabe mencionar que los perfiles estan finalizados a 4 A de distancia Fe-S debido al campo
de fuerzas cldsico que se utiliza que no permite describir la interaccién electrénica durante la

formacion del enlace Fe-S.

La diferencia observada en los perfiles de migracion de ambos ligandos puede ser
racionalizada inspeccionando las trayectorias de sMD de ambos ligandos. Cuando H,S migra
desde el solvente al sitio activo, su estructura de solvatacion cambia dramaticamente,

expeliendo moléculas de agua de su alrededor mientras ingresa al sitio activo (Figura 5, paneles
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inferiores), mientras que por el contrario, HS" migra al sitio activo parcialmente solvatado,

principalmente debido a su carga neta.

La Figura 6 muestra un analisis de la convergencia de la estimacion de la energia libre
analizando dos estimadores (EFD y E]) para la comparacidn entre sus valores estimados y sus

incertezas asociadas.
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Figura 6: Andlisis de las simulaciones de sMD. (A, B) Conjunto de trabajos acumulados para cada valor de la
coordenada de transformacion, obtenida del protocolo sMD para HSy H,S. Los valores de energia libre obtenidas a
partir del estimador de Jarzynski (ecuacion (IV.3)) se muestran en azul y rojo. (C, D) Distribuciones de trabajo para
los valores de coordenada de 4.5 A, 6.5 A y 8.5 A para HS"y H.S. Se graficaron también las distribuciones Normales
asociadas al promedio y desvio estandar de cada conjunto de valores de trabajo (lineas sélidas en azul, rojo y gris).
Los numeros en azul, rojo y gris son los valores de energia libre usando el estimador de Jarzynski para cada
distribucion de trabajos en 8.5 A, 6.5 A and 4.5 A, respectivamente.

Los paneles A y B muestran conjuntos de trabajos acumulados bien diferenciados
durante todas las trayectorias de sMD y por lo tanto ambos perfiles de energia libre son

significativamente diferentes.

Por otro lado, los paneles C y D, muestran las correspondientes distribuciones para los
trabajos para tres valores distintos de la coordenada de transformacion y la curva Gaussiana
correspondiente al promedio y la desviacion estdndar de los datos medidos. Se puede observar
que las distribuciones de los trabajos se pueden aproximar a distribuciones Gaussianas, y estas
distribuciones son mas dispersas hacia valores finales de la coordenada de transformacién con

una creciente pérdida de evidencia de distribucién Gaussiana.
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La naturaleza Gaussiana de las distribuciones (en funcion de lo explicado en el capitulo
Il de la presente tesis) permite concluir que la estimacién del perfil de energia libre usando
EFD, resulta ser la mas eficiente y precisa ya que es el estimador de maxima-verosimilitud

asociado.

Con fines comparativos se calculd también el perfil de energia libre usando Ej (ver

Figura 5, panel superior)

Los paneles C y D de la Figura 6, muestran ademds que se espera que los valores
estimados con Ej estén satisfactoriamente convergidos, al observar varios valores medidos que
caen en la “cola” de la distribucidon, con una cantidad significativa de datos de trabajo
muestreados cerca de esa zona. Ademas, si bien la dispersidn de los valores de trabajo en cada
valor de coordenada es mayor para HS que para H.S, ambas dispersiones son menores a
o~3 kcal/mol, y como se vio, para estos valores pequeiios de dispersion, los valores estimados

seran similares.

Como comentario final, se obtuvieron valores de Wy, en el orden de aproximadamente
5 a 10 unidades de ky,.T al final de los valores de coordenada de transformacién, es esperable
entonces que mas trayectorias de sMD sean necesarias para obtener una mayor evidencia de

distribucion Gaussiana para los trabajos medidos."

La presente comparacién muestra un caso particular en donde las conclusiones quimicas
que se derivan del célculo sMD no son tan diferentes al usar uno u otro estimador, a diferencia

de lo mencionado para MnSOD y el anién superdxido.

IV.3.4 Formacioén de sitios de hidratacion (WS)

Como se menciond en la introduccidn de esta tesis las moléculas de agua fuertemente
estabilizadas en el sitio activo, pueden hacer mas lento el proceso de unién de ligandos,
principalmente debido a que un proceso de desplazamiento de aguas debe ocurrir

primeramentel®-83,

Para empezar, definiremos un sitio de hidratacion (WS) como la region espacial dentro
del sistema con una alta probabilidad de encontrar moléculas de agua en comparacién con la
probabilidad de encontrar moléculas de agua en una regiéon del mismo tamafio en el seno del

solvente.

Se realizaron cdlculos de obtencién de WS usando las trayectorias de simulaciones MD

para los estados 5c, Fe(lll)-SH, y Fe(lll)-SH™ considerando un WS como la zona donde las
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moléculas de agua estan presentes en al menos 10% de la escala de tiempo de la dinamica

analizada.

No se observo la presencia de ninglin WS en la cara distal del hemo para el estado 5c,
como se muestra en la Figura 7A. Se encontrg, sin embargo, dos WS distales en la cara distal del
hemo en el estado Fe(lll)-SH, (Figura 7B). La ausencia de WS en la cara distal en el estado Fe(lll)-
SH" evidencia una disminucidn en la polaridad del sitio activo, comparado con el estado Fe(lll)-

SH; (Figura 7C).

Es importante destacar, que en los tres casos un WS fue identificado en la cara proximal

del grupo hemo. Este WS esta conservado y no participa en la formacion del enlace Fe-S.

A C

Figura 7: WS observados en los estados férricos 5c (A), 6¢ H,S (B) y 6¢ HS(C) ferric de Hbl de L. pectinata. Las
regiones rojas y azules representan una probabilidad baja y alta de encontrar moléculas de agua con respecto al
solvente, respectivamente. Los tres casos presentan WS en la cara proximal del grupo hemo (abajo del hemo en la
figura), el cual no estd involucrado en la unién de sulfuro. La histidina proximal fue omitida para mayor claridad.

Una inspeccidén detallada del sitio activo revela que el N del grupo amino de la GIn65 es
capaz de formar un enlace de hidrégeno con el atomo de S en el complejo Fe(lll)-SH", evitando
asi, la formacién de WS (Figura 8B). En el complejo Fe(lll)-SH,, sin embargo, la GIn65, asiste en
la formacién de dos WS en la vecindad del sitio activo, que interacciona con el H,S coordinado

(Figura 8A)

Figura 6: Estabilizacidn del H;S y HS coordinado durante la simulacion MD. A) Estructuras representativas de la
interaccion de puentes de hidrogeno entre GIn y H,S en el complejo Fe(lll)-SH,, se muestran también las moléculas de
agua alrededor de GIn65 mostrando la interaccion entre el H,S coordinado y el residuo de GIn. B) Estructura
representativa de la interaccion de puente de hidrégeno entre N(GIn) y el atomo de S en el complejo Fe(lll)-SH-.
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IV.3.5 Primer paso de desprotonacion: de Fe(III)-SH>
a Fe(Il)-SH-

En la seccidn anterior, se mostré que principalmente H,S y no HS es la especie que
preferencialmente migra a través del canal polar E7 encontrado para Hbl de L. pectinata. En esta
seccidn, se mostraran los resultados de los calculos QM/MM que permitiran evaluar la especie
gue permanece finalmente coordinada al hierro. Estos calculos realizados mediante

optimizaciones restringidas usando el cédigo Hybrid.

Encontramos que la desprotonacion del H,S ligado es termodindmicamente favorable
(con un valor negativo de AE para el proceso global), y que el proceso ocurre sin barrera (Figura
9A). También se observé que el protdn es transferido del Fe(lll)-SH, a una molécula de agua
perteneciente al WS, y subsecuentemente al grupo carbonilo de la GIn65 (Figuras 9B y 9C). No

se observaron diferencias significativas para los estados de alto y bajo spin (Figura 9A).

AM_'" T L

»— Low Spin
G—© High Spin

L

2

=

Energy (keal/mol)
e & b O N B 3

1530 N I I I B B

Wﬁ_ﬂ(‘”‘*—%— e

T I T T T N A IS T N A
d 022 23 24 25

1.9 2 2
Distance S-H (&)

Figura 9: Perfil de energia de desprotonacion de Fe(lll)-SH2 en Hbl de L. pectinata (A), en rojo y en azul se muestran
los perfiles correspondientes a los estados de bajo y alto spin, respectivamente. (B) y (C), estructuras inicial y final
para el perfil de energia. La coordenada de transformacion fue la distancia S-H.

Como experimento control, se realizaron calculos QM/MM para el complejo Fe(ll1)-OH,
en vez de Fe(lll)-SH; (Figura 10). En este caso, el AE global fue positivo, lo cual indica que la

molécula de agua en estas condiciones es menos proclive a liberar el protén.
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Figura 10: Perfil de energia de desprotonacion de Fe(lll)-OH2 en Hbl de L. pectinata (A), en rojo y en azul se muestran
los perfiles correspondientes a los estados de bajo y alto spin, respectivamente. (B) y (C), estructuras inicial y final
para el perfil de energia. La coordenada de transformacion fue la distancia O-H.

Resultados similares fueron obtenidos usando diferentes cantidades de moléculas de

agua, pertenecientes a los WS en la porcién QM para Fe(lll)-OHz y Fe(lll)-SH,.

Para evaluar la relevancia de la GIn65 en el proceso de desprotonacidn se realizé el

mismo tipo de calculo mutando GIn65 por un residuo de Alanina (Figura 11).

Figura 11: Estructura optimizada QM/MM para el complejo Fe(lll)-SH; en Hbl de L. pectinata, mutando GIn por Ala
en el estado férrico de bajo. La figura muestra en azul varias moléculas de agua MM pertenecientes al seno del
solvente (nuevamente el anillo imidazdlico de la histidina proximal QM fue omitido para mayor claridad). Resultados
similares fueron obtenidos para el estad férrico de alto spin.
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En ambos estados de spin, la desprototonacidn ocurre durante el paso de optimizacion.
Este resultado evidencia que la GIn65 no es requerida para la desprotonacidn, pero podria

participar del proceso.

Para agregar mas evidencia acerca de la desprotonacién del H,S coordinado, y el rol de
la GIn65 durante el proceso, se realizd una simulacién de dindmica molecular QM/MM
(QM/MM-MD) utilizando el cédigo Lio implementado en el paquete AMBER. Esta metodologia
permite un mayor muestreo del espacio configuracional que las optimizaciones QM/MM

descripta en secciones anteriores ya que incluye fluctuaciones debido a la temperatura.

Se observd que ya en la etapa de termalizacién el protdén es espontaneamente
transferido del Fe(lll)-SH, a la molécula de agua del WS, y luego hacia la GIn65 (Figura 12),
evidenciando que la desprotonacion es termodindmicamente favorable a T ambiente,

consistente con los resultados arrojados por las optimizaciones QM/MM.

v

Figura 12: estructuras consecutivas de la porcion QM de Hbl de L. pectinata para el proceso de desprotonacion de
Fe(lll)-SH; durante la etapa de termalizacion del calculo QM/MM-MD (el anillo imidazdlico de la histidina proximal
QM fue omitido para mayor claridad

IV.3.6 Segundo paso de desprotonacion: de Fe(III)-
SH- al Fe(III)-S%

Se evalué la posibilidad de una segunda desprotonacién del H,S coordinado (a S%)

realizando calculos QM/MM para el aducto Fe(lll)-SH".

Considerando que el aducto Fe(lll)-SH no posee WS, la barrera cinética para la
desprotonacion seria alta (Figura 7C), se decidié evaluar la posibilidad de una segunda eventual
y rapida desprotonacion considerando situaciones antes de que los WS exhibidos en el complejo
Fe(Il)-SH, se desarmen. Para esto, se evalud la desprotonacion en presencia de los WS

encontrados para el complejo Fe(lll)-SH,.
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Bajo estas condiciones, la desprotonacidn resulté ser favorable, aunque con un valor de
AE cercano a 0 (~-4 kcal/mol y ~0.1 kcal/mol para los estados de bajo y alto spin
respectivamente). El proceso no mostrd barrera y se caracterizd por una transferencia del
protén deslocalizandose sobre la cadena de moléculas de agua que conectan el sitio activo con

el solvente (Figuras 13Ay 13B).

A

Figura 13: desprotonation del complejo Fe(lll)-SH- en Hbl of L. pectinata en el estado férrico de bajo spin. Panel A,
estructura inicial usada para la optimizacidn. Panel B estructura final obtenida despues de la optimizacién QM/MM.
Varias moléculas de agua de la region MM pertenecientes al seno de la solucion se muestran en azul (el anillo
imidazdlico de la histidina proximal QM fue omitido para mayor claridad). Resultados similares fueron obtenidos
para el estado de alto spin.

Bajo estas condiciones, el proceso de desprotonacién ocurridé sin intervencion de la
GIn65, dando un protdn deslocalizado sobre las moléculas de agua que direccionan hacia el
solvente. Considerando el valor pequefio de AE obtenido, no se pudo ser concluyentes acerca
de la evidencia para el segundo paso de desprotonacion, ya que estos resultados pueden ser

dependientes de detalles del modelo usado.

IV.4 Discusion

A partir de los resultados de ILS, sMD y QM/MM obtenidos, se mostré nueva
informacidn acerca del impacto del equilibrio idnico de H,S para su migracion y unidn al Fe(lll)

de Hbl de L. pectinata.

Se encontrd un solo canal de migracién en Hbl de L. pectinata. Los perfiles de energia
libre para la migracién de ligandos a través de este canal de migracion muestran que en general
el perfil de energia libre a lo largo de la coordenada de transformacién muestreada presenta
barreras mas altas para HS que para H,S. Esta diferencia puede ser atribuida a la mayor costo
energético para desolvatar el HS” debido a una mayor polaridad. Esta desolvatacion parece ser
un requerimiento para el ingreso de ligandos ya que el sito activo es fundamentalmente

hidrofébico debido al alto contenido de residuos de fenilalaninas. Existe entonces un balance
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entre la desolvatacion del HS  y el costo energético del mismo al entrar aun solvatado por varias
moléculas de agua. Ambos escenarios generan una alta barrera energética para la migracion del
HS".

La pequeiia barrera obtenida para H,S corresponde al proceso de desolvatacidon que
tiene lugar aproximadamente a 6 A. Mas alld de este valor de coordenada, la energia libre baja

debido a la estabilizacidn del ligando en un entorno hidrofébico.

Es interesante notar que a pesar de que el H,S migra principalmente sin moléculas de
agua, los WS son formados luego de la coordinacidn, y HS  migra rodeado por moléculas de agua
y los WS no se forman después de la coordinacién. La Unica manera de reconciliar esta
discrepancia aparente en la solvatacién, es concluir que la especie que migra efectivamente es
de hecho H,S, y la formacion del aducto Fe(lll)-SH™ es el resultado de una subsecuente

desprotonacion del ligando H,S coordinado.

La diferencia en el comportamiento diferencial entre los ligandos coordinados, puede

ser explicada a partir de la distribucion de cargas de los ligandos sulfuros.

La carga del H,S pasa a ser de neutra a mas positiva cuando se coordina, lo cual atrae a
los WSy el grupo carbonilo de la GIn65. Sin embargo, cuando se coordina HS, su carga negativa

se sigue lo que atrae el grupo amino de la GIn65 que evita la formacién de los WS.

Finalmente, podemos enriquecer el analisis considerando los valores de pKa de H,0 y
de H.S, 14 y 7 unidades respectivamente. Se ha demostrado que luego de la coordinacién a

Fe(Ill) el valor de pKa del agua en hemoproteinas baja entre 4 y 7 unidades!?3°0-%4,

Por lo tanto, si asumimos el mismo comportamiento para los valores de pKa para el H,S,
el equilibrio que se deberia tener en cuenta para las especies coordinadas en ambientes neutros
biorrelevantes deberia ser Fe(Ill)-SH/Fe(lll)-S*. Los resultados QM/MM muestran que el primer
paso de desprotonacion del Fe(lll)-SH; es termodindmicamente favorable. Un valor negativo de
AE (~-10 kcal/mol) y una transferencia de protdn espontinea en los cadlculos QMMM-MD,
aportan evidencia sobre este proceso. Debido a la presencia de moléculas de agua en el sitio

activo, no hay una barrera cinética apreciable para la transferencia de protén.

Los resultados para la desprotonacion de Fe(lll)-SH™ muestran, sin embargo, un valor
menos negativo para el AE (aproximadamente de -2 kcal/mol). Considerando la pequefia
magnitud de este valor, no se puede ser concluyente acerca de que la desprotonacién de Fe(lll)-

SH™ ocurra de manera espontdnea o no, en base a nuestros calculos.
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Basado en las simulaciones clasicas y QM/MM, se propone el siguiente mecanismo
(Esquema 1) para el proceso global de migracidn y unidn de las especies de sulfuro en Hbl de L.
pectinata: H,S migra desde el solvente hasta el sitio activo y se coordina al hierro.
Inmediatamente después, dos WS son formados en el sitio activo, generando una estructura
tipo puente que incluye al ligando coordinado y el grupo carbonilo de la GIn65. Uno de los WS
acepta un protén del H,S coordinado y lo transfiere o bien a la GIn65 (que eventualmente debido
a fluctuaciones térmicas podria liberar el protén al seno del solvente) o a otra molécula de agua

orientada hacia el seno del solvente.

Esta primera etapa de desprotonacion, permite la formacién del complejo Fe(lll)-SH, el
cual subsecuentemente o bien rapidamente libera un segundo protdn hacia las moléculas de
agua, resultando en el complejo Fe(lll)-S%, o se mantiene como Fe(lll)-SH" estabilizado por la

GIn65.

Nuestros resultados muestran claramente que la especie Fe(lll)-SH, no es la especie
termodinamica ni cinéticamente mds favorecida. En su lugar, Fe(lll)-SH emerge como la especie
coordinada, aunque no se pudo definir mediante las técnicas de simulacién usadas acerca de la

estabilidad de la especie Fe(ll1)-S*.

Esquema 1: mecanismo propuesto para la especiacion de las especies de sulfuro en Hbl de L. pectinata
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V. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN
LA MIGRACION Y UNION DE
LIGANDOS A HEMOPROTEINAS

V.1 Introducciéon

En la naturaleza existen organismos adaptados a diferentes temperaturas. Estos
organismos pueden ser clasificados en “psicréfilos” de crecimiento éptimo entre 268 Ky 285 K,
“termofilos”, con temperaturas de crecimiento dptimo entre 333 Ky 353 K; “hiperterméfilos”,
con crecimientos dptimos entre 353 K y 383 K, finalmente se encuentran los llamados
“meséfilos”, también denominados “no-adaptados”, cuyos crecimientos éptimos se encuentran

entre 298 Ky 323 K.[U

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 algun pardametro medido en funcidn
de modelos termodindmicos (como Arrhenius o Eyring, entre otros) en un amplio rango de

temperaturas.>™

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

la temperatura.[o-1

En el presente capitulo se estudiard como afecta la temperatura a la migracién y
posterior unién de CO a hemoproteinas adaptadas y no adaptadas a la temperatura, a través de
mediciones de Flash Fotélisis usando como ligando CO, que es una sonda ampliamente usada

por sus caracteristicas experimentales.
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Se estudiardan tres hemoglobinas truncadas (trHb): una trHb perteneciente al
microorganismo termafilo Thermobifida fusca (Tf-trHbO), una trHb perteneciente al organismo
mesdfilo Basilus subtilis (Bs-trHbO) y una trHb pertenciente a un organismo psicrdfilo,

Pseudoalteromonas haloplanktis (Ph-trHbO).

Todas las mediciones realizadas en este capitulo fueron realizadas en el laboratorio del

Prof. Cristiano Viappiani de la Universidad de los Estudios de Parma, Italia

V.2 Metodologia especifica

Para medir experimentalmente las constantes cinéticas de union del ligando CO (k,;,)
de las hemoproteinas mencionadas (Ph-TrHbO, Bs-TrHbO y Tf-TrHbO), se utilizé la técnica de

Laser Flash Fotodlisis, LFP.

Como se menciond en la introduccion, esta técnica se basa en partir de soluciones en
donde se encuentra formado complejo hexacoordinado y mediante una fotélisis del complejo,
generar el complejo pentacoordinado, y observar la evolucién temporal de la absorbancia del
complejo (o la diferencia entre el complejo pentacoordinado y hexacoordinado, o
equivalentemente la diferencia en absorbancia entre tiempos después y antes del destello del

laser).

De esta manera, a lo largo del tiempo se re-unird el ligando hasta restablecer la cantidad

inicial del complejo hexacoordinado.

Finalmente, la cinética de interés se obtiene observando las distintas escalas de tiempo

que el sistema presenta para volver al estado hexacoordinado inicial.

Las escalas temporales asociadas a los eventos de re-unién que se pueden observar

mediante esta técnica rondan los 100ns a 0.1s.

Las mediciones de LFP se realizaron utilizando soluciones stock original de las proteinas
diluidas con buffer fosfato sédico de concentracion 100 mM (pH=7.00), 1 mM de EDTA, y 2 mM
de ditionito de sodio para evitar procesos oxidativos. Todas las soluciones utilizadas fueron
previamente desgasadas con corriente de argén. Con este procedimiento, el valor de

concentraciones finales de las proteinas fue dentro del rango de 20 a 60 uM.

Las soluciones stock originales de la proteinas fueron provistas por el grupo de

investigacion a cargo del Dr Stefano Bruno del Departamento de Ciencia de los Alimentos y de
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Farmacia de la Universidad del Estudio de Parma (muestra de Bs) y la Dra Cinzia Verde del

Instituto de Biociencias y Biorecursos de Napoles (muestras de Tfy Ph)

Antes de realizados los experimentos, las soluciones fueron equilibradas con CO (o

mezcla de nitrégeno-CO) de presidn parcial conocida, durante aproximadamente 30 minutos.

La fotdlisis fue lograda con un laser de Nd:YAG y los cambios de absorbancia fueron
monitoreados a 436 nm, esta longitud de onda seleccionada maximiza el valor de la diferencia

de absorbancia entre el complejo hexacoordinado y pentacoordinado durante la cinética.

La muestra fue termostatizada utilizando un elemento de Peltier (Flash1000, Quantum
Northwest, Inc.), permitiendo fijar la temperatura durante todo el experimento, con una

precision de 0,1 °C.

Para observar mas detalladamente la cinética de los distintos eventos temporales
asociados a la cinética de re-unioén, se varié la escala temporal para la observacién de la seiial
de salida del osciloscopio, se tomaron escalas de 1 ps, 100 ps y 10 ms por divisidn, permitiendo

asi poder observar valores de sefial cada 25 ps, 20 ns y 2 us respectivamente (ver mas abajo).

En general, para cada uno de los tres distintos intervalos de tiempo de observacién del
experimento (determinados por la escala temporal utilizada en el osciloscopio) se tomaron 200

trazas a una repeticién de 0.5 Hz, que se utilizaron para obtener una traza promedio.

Por otro lado, se realizé el mismo procedimiento pero bloqueando la incidencia del laser
sobre la muestra (shutter apagado, no fotdlisis), estas condiciones permiten determinar una
linea de base que tenga en cuenta medidas de absorbancia debido a la luz espuria (proveniente
de la lampara, del laser, etc). Posteriormente, como se verd, a la sefial del experimento de

fotdlisis se corrigen teniendo en cuenta la linea de base.

Los valores de voltaje medidos en el detector, registran entonces valores de voltaje
debido a cambios en la transmitancia del haz de luz sonda que atraviesa la muestra antes

(V(t < ty))ydespués (V(t)) de la excitacion del laser.

Teniendo en cuenta la relacién entre la absorbancia y la transmitancia se obtiene

entonces:

O _ . 1010 W

AA(E) = A(Se) — A(6e) = —logzr— = I(t < t)/1(0)
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Donde ¢, es el tiempo en el cual se produce la excitacion con el laser. 1(0) es la
intensidad de luz antes de la muestra, I(t < t;) y I(t) son las intensidades de luz al pasar por la

muestra antes y despues del destello del laser, respectivamente.

Finalmente, suponiendo una relacidn de proporcionalidad entre la intensidad de luz y el
voltaje a la salida del detector (PMT) resulta equivalente entonces evaluar AA(t) en funcién de

los voltajes antes y después del destello del Iaser.

V(t)

~7 V.2
8 V(t <ty) -9

A(5¢c) — A(6c) = AA(t) = -1

Para obtener las trazas finales asociadas a variaciones temporales de AA se procedié de

la siguiente manera:

En primer lugar se corrigié la medida temporal de voltaje (con incidencia pulsada del

laser) restando la linea de base (sin incidencia del laser) punto a punto.

La Figura 1 muestra las salidas tipicas que se obtienen al medir en este tipo de

experimentos, tdmese por ejemplo la cinética de re-unién de CO en Bs-TrHbO a 30 2C.
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0,00004

Volt (V)

0,00001

Figura 1: voltajes promedio medidos en el osciloscopio (200 trazas). Panel superior: linea negra, evolucion temporal
del voltaje sin correccion por la linea de base (V(t)flash, negro) y corrigiendo por linea de base (V (t)ﬂash —
Vpase, rojo). Se muestra también una ampliacion de una region de este grdfico en el borde superior-derecho. Panel
inferior: voltaje de linea de base

Esta figura muestra el voltaje de salida en funcidn del tiempo para una escala de 10 ms.

La linea negra (V(t)fiasn) Y azul (Vpase) muestran el voltaje promedio obtenido a partir de
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aproximadamente 200 trazas medidas bajo condiciones con y sin incidencia del laser,

respectivamente.
La linea roja muestra el voltaje corregido (V (£) fiasn-Vpase)-

Como puede observarse en la Figura 1, el destello es realizado 0.01 segundos después
del tiempo inicial de observacién. Por lo tanto, los valores de voltaje correspondiente a tiempos
entre -0.01 segundos y 0.00 corresponderan a valores de voltaje asociados al complejo en el
estado hexacoordinado (V(t < t;)). Asimismo, los valores de voltaje correspondientes a
tiempos mayores a 0 corresponderdn asociados al experimento en condiciones de fotdlisis
(V(t)), en donde el destello produce un subito aumento de proteina en estado

pentacoordinado, aumentando stbitamente el valor de AA(t).

Finalmente, el proceso de re-unién de CO con la proteina, reestablece a tiempos largos
(aproximadamente a 0.01 segundos en este ejemplo) el voltaje observado al valor obtenido

antes del destello.

Se corrigen todos los valores de absorbancia por la linea de base y a partir de un

promedio de los valores de voltaje sobre la parte inicial se obtiene V(t < t;).

Finalmente con los valores de voltaje después del destello del laser V(t), se calcula
AA(t) a partir de la ecuacion (V.2). Todo el procedimiento antes descripto, se realiza para cada

escala temporal de medicién. Obteniendo finalmente los valores de AA(t) como se muestra en

la Figura 2.
o0 Escala 1us 00 Escala 100us . Escala 10ms
0,08 I 0,08 0,084
0,06 - 0,06 0,06 -
g < <
0,04+ q 0,044 Q 0,04

0,02+ 0,02 0,024

0,00 sy 0,00 —— 0,00 w—

T T T T T 1 T T T T T J T T T T T J
-0,000002 0,000000 0,000002 0,000004 0,000006 0,000008 0,000010 -0,0002 0,0000 00002 00004 00006 00008  0,0010 002 000 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

Tiempo (s) Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 2: valores de AA en funcidn del tiempo para tres escalas de medicion temporal (1 us, 100 us, 10 ms de
izquierda a derecha respectivamente)

Como puede observarse en la Figura 2, el tiempo total de medicidn queda determinado
por la escala utilizada en el osciloscopio: el instrumento presenta en su display 10 segmentos

para la medicion temporal y 8 segmentos para la medicién de voltaje (ver Figura 3).
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Figura 3: display del osciloscopio utilizado en las medidas LFP. Presenta 10 segmentos para el eje temporal
(horizontal) y 8 para el eje de voltaje (vertical). En este caso se muestran tres trazas temporales: traza superior: la
medida de voltaje instantaneo antes y despues del destell del laser. Traza del medio. el voltaje temporal promedio (en
este caso de 183 disparos, V (t) piasn ). Traza inferior: el voltaje asociado al ldser

Por ejemplo, una escala de 1 ps por segmento (como el de la Figura 3), implicara que el

tiempo total de observacion serd 10 ps.

Por otro lado, como se menciond en la secciéon de métodos, la resolucion del equipo (a
través del detector y osciloscopio) restringe la resolucidon temporal en cada bloque, en otras
palabras, cada cuanto tiempo se mide un valor de voltaje: una menor escala tendrd menor
tiempo total medido y una mayor resolucién temporal entre dos mediciones sucesivas de
voltaje. Mientras que para escalas temporales mayores, el tiempo total de medicién sera mayor

pero la resolucién temporal serd menor.

Asimismo, resulta necesario cambiar la escala de medicién ya que mayores tiempos
totales de medicién permitiran una observacion mds completa de la cinética (como puede

observarse en la Figura 2)

Para lograr la mejor resolucidon temporal y tener informaciéon temporal en el mayor
rango posible, se suele entonces realizar la unién de todos los datos de las escalas medidas,
conservando los datos tengan mayor resolucién, sin solaparlos con los de otra escala menos

resolutiva.

De esta forma, a las mediciones de la primera escala se le unen las mediciones de la
segunda (descartando los valores temporales de voltaje de la segunda escala que se repetian
con los de la primera). El mismo procedimiento se realizé con la tercera escala: se unieron a los
datos de la segunda escala, descartando los datos de la tercera escala que se repetian con los

de la segunda.

Este procedimiento darda como resultado una traza temporal en todo el rango de

medicidn observado (hasta ~0.1 ms). La Figura 4A muestra la traza (suavizada) para la medida
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cinética de LFP para la re-unién de CO en Bs-TrHbO a T=30 °C. No se muestran los valores de
voltaje correspondientes a tiempos anteriores al destello, también se muestra la traza en escala
temporal logaritmica (Figura 4B) que permite una mejor visualizacidn, ya que permite aumentar

las diferencias entre valores de absorbancia.

0,10 - 0,10
A B
0,08 0,05
0,064 0,064
< <t
< 0,044 < 0,044
0,02+ k 0,024
0,004 0,004
T T T T T 1 b amaa ma . ma e ma el ma el ma el ma e meaa . ]
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 1E8 1E-7 1E-6 1E-5 1E4 1E3 001 01 1
Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 4: (A) Traza temporal suavizada para la re-union de CO en Bs-TrHbO a T=30 °C. (B) La misma traza temporal
en escala temporal logaritmica. En ambos casos, no se muestran los instantes antes del destello del Idser.

V.3 Resultados

V.3.1 Evoluciéon temporal de las trazas de re-union de

ligando CO

A continuacion se muestran los resultados para las cinéticas de migracién de CO para las
tres hemoproteinas estudiadas Ph-TrHbO, Bs-TrHbO y Tf-TrHbO utilizando la técnica de LFP. Las
mediciones fueron obtenidas a distintas temperaturas, equilibrando el sistema inicialmente con

una presion parcial de CO de 1 atm.

Todas las medidas fueron tratadas como se describid en la seccién anterior. La Figura 5

muestra los tres conjuntos de trazas para las tres proteinas estudiadas.
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Figura 5: Trazas temporales para las cinéticas de union de CO (1 atm) para las tres proteinas (Ph-TrHbO, Bs-TrHbO y
Tf-TrHbO; paneles A, B y C, respectivamente), obtenidas a diferente temperatura.

El rango total de tiempo de medicidon de la técnica permite la observacidn detallada de
eventos de re-unidn con tiempos compatibles con moléculas de CO que se re-unen desde
cavidades internas de la proteina (~10-100 ns hasta ~0.1 ms), asi como también a procesos de
re-union de ligando con tiempos compatibles a poblaciones de CO para las cuales se encuentra

fuera de la matriz proteica, es decir en el solvente (tiempos del orden ~0.1 ms hasta ~0,1 s).[*¢-

19]

Por otra parte, los resultados de la Figura 5 muestran que, para todas las proteinas, las
trazas se comportan de manera similar frente a cambios de temperatura: cuando la temperatura
es incrementada, se observa, en primer lugar que el valor inicial de AA (interpretada como la
diferencia entre la cantidad de complejo pentacoordinado y hexacoordinado) aumenta, debido
a que la poblacidon complejo pentacoordinado al tiempo inicial de medida del experimento se

incrementa.

Resulta importante remarcar es que en estos experimentos y dadas las condiciones
experimentales (potencia del laser, concentraciones de la muestra, etc) se considera que el total
de moléculas de complejo se fotolizan. Ademas, la mayor fraccién de moléculas de CO que se
fotolizaron se re-Unen inmediatamente después del destello del Iaser en tiempos que rondan
las decenas de femtosegundos (se dice entonces que las moléculas de CO se recombinan
geminalmente) por lo cual estos eventos de recombinacién no pueden ser observados mediante
la técnica de LFP. Se estima que este porcentaje de recombinacidn geminal ronda alrededor del

95%.1201

Teniendo en cuenta lo anterior y considerando los tiempos iniciales de observacién (del
orden de los ns después de la fotolisis), se puede concluir que al aumentar la temperatura hay
una mayor cantidad de moléculas de ligando que pudieron superar las barreras energéticas para
la recombinacién geminal rapida. Generando asi, una mayor poblacidn inicial de ligando no

unido, y por lo tanto una mayor cantidad de proteina en estado pentacoordinado, dando como
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resultado valores iniciales mayores de AA. Evidenciando entonces que las constantes asociadas

a la salida del ligando se afectan mas con la temperatura que las constantes de entrada.

Por otro lado, el sistema también presentard una poblacidn asociada a estados en donde
existen moléculas de CO en el seno del solvente con la proteina en estado pentacoordinado,
cuyos tiempos asociados para sus procesos de re-unidn seran mayores (tiempos del orden de

~0.1 ms hasta ~0,1 s, como se menciond).

En estos casos, al aumentar la temperatura se observa una disminucion en el tiempo
necesario para obtener valores de AA = 0 (cuando la poblacién de complejo hexacoordinado es

igual a la del pentacoordinado).

Es importante remarcar, que estos tiempos de medicidn son compatibles también con
gue exista una proporcién del complejo hexacoordinado (producto de la recombinacion geminal

descripta anteriormente).

El equilibrio dindmico del sistema permite que sucedan simultdneamente los dos
procesos asociados a la unidn/disociacion del ligando: por un lado, la formacién del estado
hexacoordinado (con velocidad asociada a la constante de unidn de ligando k,,) a partir de las
moléculas de CO y el complejo pentacoordinado formados y por el otro lado, la disociacion de
las moléculas que se re-unieron formando el complejo hexacoordinado hacia el solvente (con
constante de velocidad asociada a la disociacion del ligando, k,sr). Ambos procesos se
producirdn con mayor velocidad al aumentar la temperatura como lo predice el modelo de

Eyring.

Sin embargo, los resultados muestran que al aumentar la temperatura hay una mayor
capacidad de las molécula de ligando en migrar hacia el sitio activo que viceversa. El aumento
de temperatura permite que las moléculas de CO migren con mayor velocidad y puedan superar
mas facilmente las barreras asociadas para la unién que para la disociacién, generando

netamente que se alcancen valores de AA = 0 a menores tiempos de medicién.

En términos termodindmicos, lo anterior implicaria que la afinidad del ligando CO con la

temperatura aumentaria, evidenciada con un aumento en K;.
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V.3.2 Obtencion de las constantes cinéticas de

asociacion (k,,) de CO.

Las velocidades de unién de ligando, como se menciond en la introduccién, se
caracterizan por ser procesos bimoleculares con una ley de velocidad de segundo orden global

(orden 1 en proteina y orden 1 en ligando).

A partir de lo anterior, un cambio en la concentracion de CO, puede evidenciar en la
traza total medida la zona en donde la reaccién procede dependiente de CO, y por lo tanto es
posible asignar esa regidn como la traza correspondiente al proceso de unién bimolecular de

ligando CO desde el solvente.

La Figura 6 muestra los experimentos de LFP equilibrando el sistema a una presion

parcial de CO 1 atm vy los realizados equilibrando el sistema a una presién parcial de CO de 0.1

atm.
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Figura 6: Superposicion de las trazas temporales para las cinéticas de unién de CO equilibrado a 1 atm (linea gruesa)
y a 0.1 atm (linea fina), para las tres proteinas (Ph-TrHbO, Bs-TrHbO y Tf-TrHbO; paneles A, B y C, respectivamente),
obtenidas a diferente temperatura.

Se observa en todos los casos que para el sistema equilibrado a una presién de 0.1 atm
de CO, la parte inicial (hasta 10° segundos) de la traza es similar a las medidas a 1 atm de CO,
mientras que los tiempos de re-unién se incrementan en la parte final de las trazas, evidenciando

entonces que la reaccidn se enlentece.

Este comportamiento se presenta para todas las proteinas y para todas las
temperaturas. Se puede entonces identificar de esta manera la zona de la traza en donde la
reaccién ocurre dependiente de la concentracion de CO (10° segundos en adelante). Esta regién
entonces caracteriza tiempos de medicidon en donde el proceso de unién de CO es desde el

solvente y de forma bimolecular con la proteina.
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Se observa también en la Figura 6 el intervalo de tiempo seleccionado para la reaccion

bimolecular se corresponde al proceso bimolecular para todas las proteinas y las temperaturas.

Para obtener los valores de las constantes de asociacién k,, para la unién de CO, se

utilizaron entonces las trazas obtenidas utilizando una presién parcial de 1 atm de CO, y se

seleccioné la zona donde la reaccién procede dependiente de la concentracién de CO.

La Figura 7 muestra un ejemplo de lo explicado anteriormente. Como se puede observar,

existe una zona en donde la reaccidn procede temporalmente con valores de AA mayores a los

obtenidos con presion parcial de 1 atm (curvas negra y roja respectivamente).
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Figura 7: cinéticas de re-union de CO para las tres hemoglobinas truncadas (Ph-TrHbO, Bs-TrHbO y Tf-TrHbO paneles
A, By C, respectivamente), a T=20 °C obtenidas a diferentes presiones parciales de CO (1 atm COy 0.1 atm CO,
curvas rojas y negras, respectivamente)

A partir de la zona en donde la reaccion procede de manera bimolecular (zona entre
corchetes en los paneles A, B y C de la Figura 7) y se puede obtener a partir de un ajuste
exponencial las constantes de asociacion bimolecular de CO para las tres proteinas y para cada

temperatura.

En todos los casos considerados, las constantes determinadas por el ajuste
corresponden a constantes aparentes de pseudo-orden de ligando CO (kqpp = konp- [CO] con
[CO] la concentracién de CO disuelto en la soluciéon dada una temperatura). La condicién de

pseudo-orden se cumple cuando la concentracion de un reactivo es 100 veces mayor al otro.

Lo anterior se puede explicar de la siguiente manera: como la concentracién de la
proteina es del orden de uM y la concentracién de CO es del orden de mM (considerando la
solubilidad de CO en solucién acuosa a una presidon parcial de 1 atm en funcién de la
temperatura), la concentracién de CO libre puede considerarse constante a lo largo de todo el
proceso. Ademds como se menciond en la introduccién, la relacién entre k,.[CO] y kqff
permite asumir que durante el proceso de re-uniéon se pueden despreciar el aporte en

concentracién del proceso de disociacion.
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Lo anterior permite concluir que obtenidas las constantes del ajuste exponencial de las
trazas temporales que corresponden al proceso bimolecular, se puede dividir el valor por la
concentracién de CO a cada temperatura (dada por su solubilidad) y obtener entonces el valor

de kop-

Es importante remarcar, que cuando el sistema es equilibrado con 0.1 atm CO la
solubilidad de este gas a esa presion parcial determina que el sistema no cumpla con la condicién
de pseudo-orden. Es por esto, que el experimento realizado con 0.1 atm de CO solo permitié

identificar la region temporal a partir de la cual la reaccién procede de forma bimolecular.

V.3.3 Mediciones de k,, en funcion de la temperatura

y el tratamiento de Eyring.

Se ajusté la zona de las trazas temporales asignadas como las pertenecientes a la
reaccion bimolecular de unién de CO. Para el ajuste se utilizd, para todas las temperaturas
medidas, una ecuacién cuya forma funcional corresponde a la suma de dos exponenciales, como
muestra la ecuacion (V.3)

_(x-2.107%) _(x—2.107%)

y =Yot+4;.e tt +A4A,.e t2 V.3)

En donde se consideré como centro de cada exponencial el valor 2.1078 (en unidades
de segundos). Este valor corresponde a donde se inician en el eje x, los datos medidos. En esta

ecuacién los pardmetros ajustables son y,, A1, 45, t1 Y ta.

Finalmente, con los valores obtenidos para los tiempos de decaimiento (t1 y t2), vy
considerando la solubilidad del ligando (a presiones parcial de 1 atm y a diferentes
temperaturas), se obtuvieron los valores de k,,. Por otro lado, a partir de las amplitudes (A1 y
A;) asociados a ambos tiempos de decaimientos, es posible obtener las porcentajes de la porcién
de la traza analizada, descriptas por un tiempo u otro. Esto permite establecer las posibles
conformaciones o microestados del sistema para el cual el ligando se une con un tiempo

caracteristico u otro.

Los resultados de k,,, para las tres proteinas considerando las incertezas asociadas al

ajuste, se muestran a continuacién en la Tabla 1
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Ph-TrHbO (1 atm CO)
Temp (K) kong Akonq konp Akony F1 (%) F2 (%)
274 1,4E+05 4E+01 6,4E+05 3E+02 53,5 46,5
I 278 1,8E+05 6E+00 2,3E+06 5E+02 79,5 20,5
283 2,7E+05 7E+00 1,4E+06 2E+02 79,6 20,4
293 7,2E+05 1E+01 2,7E+06 2E+02 78,8 21,2
303 1,6E+06 1E+01 5,7E+06 3E+02 89,5 10,5
313 2,8E+06 2E+01 8,0E+06 4E+02 89,1 10,9

Bs-TrHbO (1 atm CO)

Temp (K) konq Akong
283 2,8E+05 4E-01
I I 293 5,1E+05 5E-01
303 8,8E+05 7E-01
313 1,3E+06 1E+00
323 1,8E+06 1E+00
Tf-TrHbO (1 atm CO)
Temp (K) kong Akonq kona Akonp F1 (%) F2 (%)
283 2,2E+05 4E+00 4,4E+04 4E+00 78,3 21,7
I I I 293 4,9E+05 4E+00 8,4E+04 5E+00 84,3 15,7
303 1,0E+06 7E+00 1,7E+05 8E+00 87,2 12,8
313 1,8E+06 9E+00 3,6E+05 1E+01 88,6 11,4
323 2,8E+06 1E+01 5,4E+05 2E+01 90,8 9,2

Tabla 1: valores de k., obtenidos del ajuste biexponencial de la zona bimolecular de la traza temporal, para las tres
proteinas estudiadas.

Para corroborar los valores obtenidos se realizaron también ajustes sobre la traza
completa, utilizando una suma de exponenciales (analogas a la de la ecuacion (V.3)) utilizando

como funcion de ajuste 1, 2, 3, 4, y 5 exponenciales.

Para corroborar la bondad del ajuste y evitar una posible sobre-estimacion de la
cantidad de parametros ajustables, se procedié a realizar sobre cada ajuste un test comparativo

de Akaike.?t

Se obtuvo, en general, que la mejor funcidon que ajustaba (el menor valor del test de
Akaike) contenia 4 términos exponenciales. De este ajuste, se tomaron como las constantes
cinéticas de unién de ligando las primeras dos o una (dependiendo de la proteina) y se las

compard con las obtenidas anteriormente.

También con esos valores se realizd el ajuste de Eyring (que se describird a

continuacién). En todos los casos, los valores obtenidos de k,,, fracciones y parametros de
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activacion, coinciden con los del ajuste biexponencial mencionado anteriormente considerando

sus incertezas.

Los valores de k,, para las tres proteinas a temperatura ambiente reportados,
concuerdan con los valores medidos, 6.9 10° M s para Ph-TrHbO a 25 °C, mientras que 9.3 10°

y 8.7 10* Mt s para Tf-TrHbO a 20 °C, y 2.3 10° M! st para Bs-TrHbO a 20 °C.

Para Ph y Tf el ajuste biexponencial resultd ser considerablemente mejor que el
monoexponencial, describiendo mas precisamente la curva para los datos medidos. Por el

contrario, para Bs las trazas se ajustaron bien con una monoexponencial.

A partir de las amplitudes se pueden calcular el porcentaje de la traza temporal que es
descripta por cada tiempo de decaimiento obtenido. Estos porcentajes se muestran en las
columnas 5y 6 de la Tabla 1. Se puede observar que para Ph estas fracciones rondan el 50%
para temperaturas bajas (274K), mientras que para temperaturas altas los porcentajes se
vuelcan mayoritariamente hacia una relacidon 90%, 10% para kon, y kon, respectivamente. Para
Tf la temperatura mds baja de medida es 283K, a esta temperatura, los valores de los
porcentajes es similar a Ph. Finalmente a temperatura alta (323K) los porcentajes son 90% 10%

analogamente como ocurre con Ph.

El comportamiento general con la temperatura para los porcentajes descriptos
anteriormente puede interpretarse como el sistema presentando dos poblaciones: una asociada
a la union de ligando desde solvente con una constante cinética kon, y la otra asociada a la
union de ligando desde solvente con una constante cinética kon,. Esta relacidn se ve modulada
por la temperatura, de manera de aumentar el porcentaje de la poblacién con que se une con

una constante cinética kon,; a medida que se aumenta la temperatura.

Este comportamiento no es presentado para Bs en donde el ligando CO se relune desde

el solvente con un solo tiempo caracteristico.

Con los valores de k,,,, en funciéon de la temperatura se procedid a realizar un ajuste con

la ecuacion de Eyring para obtener los valores de AH#, AS*y finalmente AG*.

La forma funcional elegida para la ecuacién de ajuste, surge de considerar la ecuacion
de Eyring en su definicidn mas global (sin ninguna linealizacidn), es decir:

kpT AG* kpT
= () 7=

AH* AS*
_ (T)'e_ RT o & (V.4)

165



En donde se considerdé que AG* = AH* — T.AS*, con AH* y AS¥ independientes de

la temperatura.

Esta forma funcional resulta ser la mas precisa en términos de incertezas y de

variabilidad en las soluciones para los parametros ajustados./?

Para poder decidir si los valores experimentales ajustan correctamente al modelo de
Eyring, se decidid utilizar una forma funcional para el ajuste con la menor cantidad de
parametros ajustables y restringiendo los valores de k;, hy R a los valores tabulados, de manera

de establecer el modelo matematico lo mas restrictivo posible.

A partir de lo anterior, la forma funcional para el ajuste que se utilizé fue la siguiente:

B A
y = (W) e 1,98709369.x, ¢1,98709369 V.5)

Done 4,79926.107 1! corresponde al valor numérico de (k,/h)™! en unidades de
Kelvin,y 1,98709369 al valor numérico de R en unidades de cal/K.mol. Ay B son los parametros

a ajustar.

Con esta forma funcional, el ajuste dara como resultados valores los pardmetros de
activacién asociados a cada k,,, AH® de activacion (parametro A) y AS*de activacion
(pardmetro B) con sus incertezas asociadas. La Figura 8 muestra los resultados del ajuste de los

valores de k,,, en funcién de la temperatura utilizando la ecuacién de ajuste (V.5).
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Figura 8: analisis de Eyring para los valores de k,, en funcion de la temperatura para las tres proteinas estudiadas.
En el inset, se muestra la dependencia lineal de AG*con la temperatura

Como control adicional, se calcularon los valores de AG™* calculados a partir de los

valores de medidos de k,,;, y de la ecuacidn de Eyring (primera igualdad de la ecuacion (V.4)) y

se graficaron en funcién de la temperatura.

Estos resultados se muestran como inset en la Figura 8. Como puede observarse para

todos los casos la relacidon entre AG* y la temperatura es lineal dando evidencia de que AH* y

AS* son aproximadamente constantes en todo el rango de temperatura estudiado, y por lo

tanto validando las suposiciones del modelo de Eyring utilizado.

Los valores de AH* y AS¥ obtenidos del ajuste global de Eyring se muestran en la Tabla

2, en esta tabla se muestra también el valor AG* a 298 K.

AH? AS* T.AS* (298 K) AG*(298 K)
(Kcal/mol) | (cal/K.mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol) R2

kon 11,8 (+0, 9(£2 26 (06 9 (1 099423
Ph-TrHbO 1 (+07) (£2) (x06) (1)

kon, 9(1) 2(x4) 1(£1) 8(+2) 097271
Bs-TrHbO kon, 71(x05) B (£1) -24(£03) 9,5 (+0,8) 099035

kon 9,7 (0, 1(x2 13 (£0, +1 )
TETrHBO 1 (06) *2) 03(+06) 9(x1) 099399

kon, 10,1 (x0,9) -1 (*3) 03(*09) 10 (x2) 0,98547

Tabla 2: pardmetros de activacion: AH*,AS* y AG*(298 K) asociados a cada k,,, para las tres proteinas

estudiadas.
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V.4 Discusion

Los resultados muestran que para todas las proteinas estudiadas el comportamiento
para las constantes cinéticas de unidén de ligando CO responden al modelo de Eyring en el rango
de temperaturas estudiado. Es decir, que para el proceso estudiado no se distingue un
comportamiento diferencial entre estas proteinas pertenecientes a organismos adaptados y no

adaptados frente a cambios de temperatura.

Segun los resultados entonces, las tres proteinas estudiadas presentan un mismo
mecanismo de unién (para cada una) independientemente de la temperatura estudiada,
preservando las caracteristicas principales de los canales asi como del sitio activo de la proteina
frente a cambios de temperatura. Esto implica que si existe una modulacién por parte de la

temperatura, no parece estar ligada al proceso de migracién y unién de ligandos.

Los parametros de activacion AH* y AS¥ son aproximadamente constantes para el

rango de temperaturas estudiado.

Al comparar los valores absolutos de AH* y —T.AS* se evidencia que para la primera
parte del proceso de unién (desde reactivos hasta el estado de transicidon) el proceso es
fundamentalmente entdlpico para las tres proteinas, con mayores valores para la relacién entre

AH* y AS* para Phy Tf en comparacidn con Bs.

Como se ha mencionado, los factores mas relevantes que modulan la velocidad el
proceso de unidn de pequefios ligandos en hemoproteinas estan asociadas a dos caracteristicas
que pueden ser interpretadas independientemente: 1) migracion del ligando a través de canales
proteicos y 2) la uniéon del ligando al centro metdlico (que puede incluir en algunos casos el
desplazamiento de moléculas de agua u otros aminoacidos en el sitio activo). Estos dos factores
han mostrado ser los de mayor peso en la descripcién de los valores de k,,,, y por consiguiente

los determinantes del mecanismo de migracién y unién de ligandos. (623!

Los efectos térmicos permiten obtener valores de k,, mayores debido a la mayor
facilidad para superar las barreras que tanto la matriz proteica (canales) como el estado de
coordinacién del hemo (moléculas de agua en el sitio activo), y no a un cambio en el mecanismo
de migracidn/union. Si asi fuera, existiria un comportamiento que se aleja de lo establecido por
la relacién de k versus la temperatura que establece Eyring, debido a que AH* y AS* cambiarian

significativamente producto de un cambio de mecanismo.?
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Lo anterior podria incluso evidenciarse como una pérdida en la linealidad en el grafico

de AG* en funcién de la temperatura.

Es probable que si bien caracterizar el estado de transicidon en estos sistemas no sea
intuitivo a primera vista, es probable que el mecanismo de entrada (en relacién a la modulacién

de canales de migracidon y al contenido de agua en el sitio activo) se mantenga.

Desde un punto de vista estructural, se ha mostrado mediante técnicas de simulacién
computacional que algunas hemoproteinas presentan zonas en su estructura que son mas
afectadas que otras, con el incremento de la temperatura?”. En estos casos, las zonas moviles
mostraron estar alejadas de los canales de migracidn y del sitio activo, y se presentan en este
nuevo contexto como un mecanismo de atenuaciéon ante el efecto de las perturbaciones

térmicas.

Cabe aclarar que si bien existen trabajos donde se estudia el efecto de la temperatura
en las proteinas, este capitulo establece una interpretacion mas directa de la relacidn entre el
comportamiento estructural de las proteinas adaptadas y no adaptadas con su actividad, frente

a cambios de temperatura.[*31424
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VI. CONCLUSIONES GENERALES

Los sistemas biorelevantes, como las hemoproteinas, representan un continuo desafio
en la fisicoquimica 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 herramienta y
la intercomunicacién entre los resultados obtenidos a partir de distintas disciplinas permite un
efecto sinérgico que finalmente acerca a una interpretacion global, paradigmdtica y

contextualizada acerca del sistema estudiado.

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

y la realizacidn de experimentos.

En particular, se profundizé en la mejora en la estimacidn de perfiles de energia libre
usando la técnica de dindmica molecular guiada; el estudio de la migracién, union y especiacion
de las especies de sulfuro; y el estudio del efecto de la temperatura en los procesos de migracion
y union de pequenios ligandos en hemoproteinas. Estos enfoques, desarrollados a lo largo de los
capitulos lll, IVy V, centrados en la migracion y unidn 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 I, presenta un estudio tedrico acerca de distintos estimadores usados en las
simulaciones de dindmica molecular guiada. Se mostré ademads, que la caracterizacion del tipo
de distribucién de trabajos resulta crucial para la determinacién de un perfil de energia libre
preciso. Finalmente, se aplicé este estudio a la migracion y unién del anidn superdxido en
MnSOD, demostrando que la eleccién del estimador de los perfiles de energia libre calculados
resulta crucial, pudiendo llevar a conclusiones quimicas erréoneas y discrepancias con los

experimentos. Ademas, como se mostrd en el capitulo IV, para el perfil de migracién de las
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especies de sulfuro en hemoglobina | de L. pectinata, cuando los valores de trabajo presentan
dispersiones pequefias (del orden de kgT), las diferencias entre los estimadores no son

significativas.

En el capitulo IV, ademas del andlisis mencionado anteriormente, se abordé un estudio
acerca de la migracidn, union y especiacion del sulfuro de hidrégeno (H.S) en hemoproteinas,
tomando como caso paradigmatico la interaccién de las especies de sulfuro con Hbl de L.
pectinata. En este capitulo, se usé una bateria de técnicas de simulacién computacional para

postular un mecanismo de interaccidn de la especies de sulfuro con dicha proteina.

Finalmente, en el capitulo V, se decidié ampliar el estudio de los procesos de migraciéon
y union de ligandos en hemoproteinas incluyendo un estudio de la influencia de la temperatura
en los procesos reactivos mencionados. Se abordd entonces un estudio acerca de como afecta
la temperatura en la migracion y unidon de ligandos en tres hemoglobinas truncadas

pertenecientes a organismos adaptados a diferentes temperaturas.

Los resultados mostraron que las tres proteinas estudiadas no evidenciaron un
comportamiento diferencial en las constantes de union (k,,;,), y ademas que éstas respondieron
al modelo de Eyring. Esto permitié concluir que cada proteina presenta un mismo mecanismo
de unidn independientemente de la temperatura, y preserva los factores principales que
modulan la migracién y unién de ligandos. Finalmente, se postuld que si la actividad de estas
hemoproteinas frente a pequefos ligandos, estdn moduladas apreciablemente por la

temperatura, dicha modulaciéon no se evidencia en la etapa de migracién y union de los ligandos.

En resumen, las preguntas planteadas, los diversos enfoques abordados y las diversas
herramientas utilizadas en esta tesis, nos permitieron aportar nueva informacidn acerca de los
puntos de vista a tener en cuenta para estudiar los procesos reactivos mencionados y adquirir
ademads un entrenamiento profundo, tanto en el empleo de diferentes técnicas, como en la

interpretacion de los resultados, objetivos fundamentales en mi formacién académica.
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