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Resumen 

Estudio teórico-experimental de la migración y unión de ligandos pequeños 

en hemoproteínas 

Las hemoproteínas se encuentran en todos los organismos vivos y tienen una gran variedad 

de funciones, desde el transporte de ligandos hasta fenómenos bioquímicos redox. Las funciones 

de las hemoproteínas están típicamente asociadas a la interacción con pequeños ligandos, como 

O2, NO, HNO, H2S, O2
-, etc. Una de las etapas fundamentales de esta interacción son la migración 

del ligando a través de la matriz proteica y su posterior unión al centro metálico del hemo. Estos 

procesos pueden limitar la velocidad del proceso global, con su consecuente impacto biológico 

sobre el organismo en que se encuentra la hemoproteína. 

La complejidad de las hemoproteínas en función de su estructura, o condiciones del medio 

(temperatura, presión, etc) requieren de la utilización de diversos enfoques para abordar un 

estudio de los procesos mencionados.  

El presente trabajo de tesis tuvo como objetivo estudiar, a partir de estudios teóricos, y 

métodos tanto de simulación computacional como experimentales, el proceso de migración y unión 

de ligandos a hemoproteínas  

En primer lugar, se abordó un estudio teórico sobre los estimadores de energía libre 

derivados de la ecuación de Jarzynski, para distribuciones de trabajo generalmente obtenidas en 

simulaciones de dinámica molecular guiada, tomando como caso paradigmático la migración de 

ligandos en metaloproteínas. 

En segundo lugar, se estudió mediante diversas técnicas de simulación computacional 

clásica y multi-escala cuántico-clásica (QM/MM) la especiación de especies de sulfuro (H2S) en 

hemoproteínas, utilizando además las metodologías desarrolladas en el primer capítulo. 

Finalmente, se estudió mediante técnicas experimentales de láser flash fotólisis el efecto 

de la temperatura en la migración y unión de ligandos diatómicos en hemoglobinas truncadas 

pertenecientes a bacterias que habitan en condiciones diferentes de temperatura: P. Haloplanktis, 

B. Subtilis, y T. Fusca, que son consideradas psicrófilas, mesófilas, y termófilas, respectivamente. 

Palabras clave: hemoproteínas, pequeños ligandos, migración, dinámica molecular guiada, ecuación 

de Jarzynski, dinámica molecular, QM/MM, cinética de Laser Flash Fotólisis, constantes de asociación 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 O2, NO, HNO, H2S and O2
-. The fundamental stages 

of this interaction are the migration of the ligand through the protein matrix and its subsequent 

binding to the heme metal center. In many cases, these processes may limit the rate of the global 

association process, with a consequent biological impact on the organism to which the heme 

protein belongs.  

The complexity of heme proteins as a function of their structures, or the conditions of 

the medium (temperature, pressure, etc.) require the use of diverse perspectives to encompass 

the study of the mentioned processes.  

The main goal of the present dissertation is to study from theoretical studies, 

computational simulations and experimental methods, the process of migration and binding of 

small ligands to heme proteins. 

First, a theoretical/mathematical study was carried out on the use of different 

estimators of the free energy derived from the Jarzynski equality for underlying work 

distributions obtained using steered molecular dynamics simulations, using the migration of 

small ligands in metalloproteins as a paradigmatic case.  

Second, a combination of several classical and multi-scale quantum-classical (QM/MM) 

simulation techniques were used to study the speciation of hydrogen sulfide (H2S) in heme 

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

Finally, using experimental techniques, namely laser flash photolysis, the effect of 

temperature was studied on the migration and binding of diatomic ligands in truncated 

hemoglobins belonging to bacteria adapted to extreme temperatures, namely P. Haloplanktis, 

B. Subtilis, and T. Fusca, which are considered psicrófiles, 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. INTRODUCCIO N GENERAL 

 Proteínas 

Las biomoléculas más importantes dentro de todos los organismos vivos son las 

proteínas (del griego πρωτεῖος, “prōteîos”, prominente), llamadas así por su carácter 

sobresaliente en la biología de cualquier organismo vivo. Desde su descubrimiento y a partir de 

la caracterización de su gran ubicuidad, se las han descripto como máquinas transportadoras, 

bio-reactores y sensores, replicadores, como material estructural, reguladores de metabolismo, 

y también como priones y componentes fundamentales en virus.[1–8] 

En términos estructurales, todas las proteínas tienen a sus aminoácidos constitutivos 

conformando lo que se conoce como “secuencia” o cadena aminoacídica. El aminoácido, es la 

unidad mínima en esa cadena y se une al siguiente o posterior aminoácido mediante un enlace 

de tipo amida (enlace peptídico). En algunas proteínas, además de aminoácidos, también se 

encuentran otras especies químicas (azúcares, lípidos, etc. unidas covalentemente o no, a la 

cadena) o incluso átomos o metálicos (como cobre, manganeso, hierro, zinc, etc).[4] 

Cada proteína estará entonces constituida por una secuencia de un largo y un orden  

determinados a partir de una combinación de veinte aminoácidos. A nivel espacial, estas 

características determinarán la estructura tridimensional que adopta cada proteína, es decir, la 

forma en que está plegada la proteína. A la disposición espacial de la cadena aminoacídica se la 

suele llamar “plegamiento” de la proteína. 

En conclusión, la relevancia extrema que las proteínas adquieren en diversos procesos 

biológicos, su generalidad estructural, así como también su especificidad funcional, motiva a la 

comunidad científica al estudio profundo de la relación entre estructura y función de las 

proteínas. Esta relación, de carácter íntimo, es la responsable de la modulación y regulación, de 

los efectos de la proteína en los procesos biológicos estudiados. 

 Hemoproteínas 

Un grupo especial de proteínas, las llamadas hemoproteínas, están presentes en todos 

los seres vivos y han adquirido una gran importancia a partir de la determinación de la estructura 
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de tridimensional de la hemoglobina y mioglobina[9,10], y debido a la enorme diversidad de 

funciones encontradas en otras hemoproteínas.[11–14] 

Este conjunto de proteínas se caracteriza por poseer todas una molécula adicional a la 

cadena aminoacídica llamada grupo hemo, cual está unido (covalentemente o no) a algunos 

aminoácidos de la proteína.  

Para las hemoproteínas se han descripto funciones muy variadas como transporte, 

almacenamiento y sensado de moléculas pequeñas (como las hemoglobinas, mioglobinas, 

nitroforinas, guanilato ciclasa), catálisis enzimática (como las peroxidasas, catalasas, óxido 

nítrico sintasa, flavohemoglobinas, hemoglobinas truncadas), transferencia de electrones (como 

los citrocromos), entre otras[15–25]. En casi todos los casos, el grupo hemo es el actor principal 

que caracteriza funcionalmente a la hemoproteína.  

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

denominados a, b y c.  

 En todos ellos, la unidad básica es el anillo porfirínico o porfirina (ver Figura 1). Esta 

estructura, es un anillo heterocíclico de 5 miembros (4 átomos de carbono y 1 de nitrógeno) 

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

 

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

Los tres tipos de hemo mencionados se distinguen entre sí por tener distintos grupos 

laterales unidos a la porfirina. Por ejemplo, el hemo c presenta uniones covalentes azufre-azufre 

con aminoácidos pertenecientes a la proteína. 

El más habitual en la naturaleza es el grupo hemo b, que no está unido covalentemente 

a la proteína y tiene grupos laterales denominados como metilénicos, vinílicos y propiónicos 

como grupos laterales (ver Figura 2).  

La orientación espacial de los cuatro átomos de nitrógeno de los anillos pirrólicos 

determina una cavidad, llamada sitio de coordinación, cuya arreglo espacial se denomina plano 
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cuadrado (ligandos ecuatoriales), en donde puede alojarse un metal (hierro, manganeso, zinc, 

etc). Para el caso de las hemoproteínas, este centro suele ser un átomo de hierro (Fe), el cual se 

presenta típicamente en los estados de oxidación ferroso (formalmente como Fe(II)) o férrico 

(formalmente como Fe(III)), aunque se han descripto otros estados de oxidación posibles 

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

 
Figura 2: estructura general del grupo hemo b con el átomo de Fe coordinado por un aminoácido en la cara proximal 

(histidina) y un ligando genérico L, en la cara dustal (además de los cuatro átomos de nitrógeno de los anillos 
pirrólicos). Se muestran también los grupos laterales metilénicos, vinílicos y propiónicos unidos a la porfirina. 

El átomo de hierro central entonces permite dos posiciones axiales adicionales de 

coordinación de ligandos. Se define entonces un entorno o “sitio” proximal a la zona que 

contiene al denominado quinto sitio de coordinación y un entorno o “sitio” distal a la zona que 

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

En general, en las hemoproteínas el quinto sitio de coordinación (ubicado en el sitio 

proximal) es ocupado por un aminoácido. Por ejemplo en la mioglobina, la leghemoglobina y la 

neuroglobina, el aminoácido proximal es una histidina[19,29,30] (como se muestra en la Figura 2). 

En otros casos, como en el citocromo P450 o en la óxido nítrico sintasa es una cisteína[31], 

mientras que en la catalasa de E. coli se ha encontrado una tirosina en esta posición.[32] 

El sexto sitio de coordinación (ubicado en el sitio distal) suele corresponder al sitio 

donde pequeños ligandos (como CO, NO, O2, etc) pueden coordinarse (cara distal en Figura 2). 

En algunos casos esta posición puede estar ocupada por moléculas de agua o por otro 

aminoácido (por ejemplo por una histidina en neuroglobina[33]). Como se verá en las secciones 

posteriores en este capítulo, pueden bloquear el acceso al hierro de los pequeños ligandos.   
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Dependiendo de la naturaleza de los ligandos y el estado de oxidación del hierro, la 

intensidad del enlace entre el hierro y el ligando (Fe-L) será diferente. Por ejemplo, para Fe-CO, 

Fe-NO y Fe-O2 el enlace es más fuerte con el hierro en estado ferroso mientras que para Fe-CN-

, Fe-N3-, Fe-SH2 el enlace es más intenso en el estado férrico. Por otro lado, para los aminoácidos 

habituales que ocupan el quinto sitio de coordinación, la unión puede tener intensidades muy 

variables, pero debido a restricciones geométricas que la proteína imprime sobre el aminoácido, 

este se mantiene unido al hierro (salvo casos excepcionales como en guanilato ciclasa).[34] 

Desde el punto de vista estructural, las hemoproteínas pueden dividirse en dos grandes 

grupos distinguidos por su plegamiento característico. Existe una familia denominada globinas, 

que presentan un plegamiento particular llamado “3 sobre 3” (3/3); constituido por 3 hélices α 

(llamadas hélices A, B, E) enfrentadas a otras 3 hélices α (F, G, H), con el grupo hemo en el centro 

(ver Figura 3). Este grupo de hemoproteínas, se encuentran presentes en bacterias, arqueas y 

en organismos eucarióticos. Algunos de los miembros más representativos de esta familia son 

la mioglobina, la neuroglobina, y la leghemoglobina.[19,20,35] 

 

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

La otra familia de hemoproteínas, descubierta mucho más recientemente[36], 

corresponde a las llamadas hemoglobinas truncadas (trHb)[37], ya que comparten un 

plegamiento muy similar a las globinas, pero poseen entre 20 y 40 aminoácidos menos en su 

secuencia y carecen de dos de sus hélices. Estas proteínas se encuentran presentes en general, 

en eubacterias, cianobacterias, protozoos y plantas[37]. Al plegamiento de este grupo particular 

de hemoproteínas se lo llama “2 sobre 2” (2/2, ver Figura 4).  
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Se les han asignado funciones que van desde sensores de O2 y NO, transferencia de 

electrones, catálisis de reacciones redox, entre otras[36].  

 

Figura 4: Plegamiento 2/2 típico 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, O ó P; (o I, II ó III) dependiendo del grupo filogenético 

al que pertenece.[36] 

Una característica 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 

N y la M. tuberculosis O es de 18%).   

En las proteínas la estructura se encuentra evolutivamente más conservada que la 

secuencia, es decir que proteínas con secuencias muy diferentes pueden tener la misma 

estructura tridimensional e inclusive cumplir las mismas funciones. Por esta razón, a los 

aminoácidos más conservados en las hemoproteínas se les asigna un nombre y una posición 

según su ubicación dentro de la estructura proteica, por ejemplo TrpG8, AlaE7, etc. El resto de 

los aminoácidos se los suele identificar con un número correspondiente a su posición en la 

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

Aunque estructuralmente las hemoglobinas son muy similares entre sí, se ha observado 

que cambios puntuales en aminoácidos del sitio activo modulan el comportamiento de la 

proteína frente a ligandos diatómicos[36,37]. Por ejemplo, cambios puntuales en posiciones 
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específicas (como por ejemplo en B10, CD1, E7, etc) pueden afectar tanto la estabilización de 

ligandos coordinados al hierro, así como también su capacidad para acceder al sitio activo (por 

ejemplo afectando los canales de migración de las proteínas).  De esta forma, las mutaciones 

puntuales de aminoácidos pueden ser determinantes en la actividad de la proteína. 

Por todo lo anterior, las globinas y las hemoglobinas truncadas resultan ser un excelente 

sistema de estudio para comprender los factores fisicoquímicos que modulan la actividad de las 

hemoproteínas.  Las conclusiones obtenidas mediante el estudio de casos claves podrán ser muy 

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

 Unión y disociación de pequeños ligandos. 

Muchos procesos biológicos relacionados con las hemoproteínas están vinculados a su 

reactividad frente a pequeños ligandos, como CO, NO, O2, H2S, etc.[15,18,21,25,38].  

La actividad frente a ligandos pequeños está determinada por varios factores: por un 

lado, la migración del ligando desde el solvente hasta el sitio activo a través de la matriz proteica 

y la posterior unión del ligando al grupo hemo. Luego, y dependiendo del ligando, de la proteína 

y del ambiente en que se encuentre (presencia de otros ligandos) el ligando podrá reaccionar o 

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

La relación entre las velocidades de migración, unión, reactividad y de disociación de los 

ligandos determinará la actividad global de la hemoproteína frente a estos ligandos.  

La migración dependerá de la accesibilidad para llegar al sitio activo a través de la matriz 

proteica; la unión dependerá de la accesibilidad por alcanzar el hierro del grupo hemo (muchas 

veces bloqueado por moléculas de agua o aminoácidos de la propia proteína); la reactividad 

dependerá de diferentes variables tales como las características de la interacción del ligando 

con el hemo, las presencia de aguas (o aminoácidos) que participen en el proceso, la presencia 

de otras moléculas de ligando, etc; y la disociación dependerá de la estabilización del ligando 

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

Los procesos de migración se ven favorecidos por la presencia de los denominados 

“canales” de migración[39–41], definidos como zonas de la proteína de baja densidad electrónica 

que conectan el sitio activo con el solvente (ver Figura 5), que favorecen el ingreso de los 

ligandos hasta el sitio activo donde se encuentra el grupo hemo. 
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Para el caso de las hemoglobinas truncadas por ejemplo, tanto desde un punto de vista 

experimental como teórico, se han descripto tres canales principales[36,42–46] (Figura 5): un canal 

largo (LT) topológicamente posicionado entre las hélices B y E, y dos canales cortos, conocidos 

como la puerta E7 (E7 gate) y el canal G8 (STG8), llamados así por el rol clave que tienen la 

histidina (en la posición E7) y el triptófano (en la posición G8), respectivamente. 

 
Figura 5: esquema de los tres canales de migración (puerta E7, STG8 y LT) observado en general en las 

hemoglobinas truncadas. 

El canal E7 corresponde al camino altamente conservado y ampliamente estudiado en 

mioglobina y hemoglobina [40,41,47]. Se lo ha descripto como un canal polar debido a la cercanía 

de los grupos propionatos del hemo y porque está ubicado en la cara más expuesta del sitio 

activo al solvente. El canal STG8 sin embargo es hidrofóbico y en algunos casos, se ha observado 

que el TrpG8 bloquea la migración de ligandos a través de este canal y del canal LT[48–50] 

Los procesos de migración 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 migración, retrasando la migración de los ligandos[51–55]. También, la velocidad de 

migración se verá afectada, si el ligando requiere de un proceso de desolvatación parcial para el 

ingreso al sitio activo, sobre todo para ligandos cargados. 
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Para el proceso de unión, 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 metálico. 

Por otro lado, por el eventual requerimiento de un cambio en el estado de spin en la 

formación o ruptura del enlace Fe-L[36] puede modular también el proceso de unión y disociación 

de los ligandos.  

Finalmente, las interacciones que estabilicen (o desestabilicen) el complejo 

hexacoordinado (o pentacoordinado) modularán el proceso de disociación. Por ejemplo, las más 

habituales son las interacciones de tipo puente de hidrógeno que estabilizan el complejo 

hexacoordinado modulando así la disociación[18,56–58]. Por ejemplo, debido a una interacción 

específica con el hierro (llamada retrodonación 𝜋), el O2 coordinado al grupo hemo en estado 

ferroso adquiere una carga parcial negativa permitiéndole interaccionar con grupos cargados 

positivamente de aminoácidos cercanos en el sitio distal.[56,59] 

Se ha demostrado también que las modificaciones electrónicas que podría sufrir el 

grupo hemo debido a distorsiones en el anillo porfirínico en algunos casos puede ser un factor 

modulador de la afinidad del ligando.[60]  

En general, es habitual referirse a la “unión” del ligando como al proceso global que 

engloba a los procesos de migración del solvente al sitio activo y a la unión del ligando al grupo 

hemo de la hemoproteína. Mientras que la “disociación” suele referirse al proceso que engloba 

a los procesos de disociación del ligando del grupo hemo y a la posterior migración del ligando 

del sitio activo al solvente.  

 Caracterización cinética y termodinámica de los 

procesos de unión y disociación de pequeños 

ligandos en hemoproteínas. 

Los procesos globales de unión y disociación de un ligando en una proteína en solución 

acuosa a temperatura constante están gobernados por la siguiente reacción: 
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Donde Pr(aq), L(aq) y Pr-L(aq) se refieren a la proteína, ligando y el complejo proteína 

ligando, respectivamente, considerados todos en solución acuosa. Para la reacción como está 

escrita 𝑘𝑜𝑛 es la constante cinética (bimolecular) de unión del ligando con la proteína y 𝑘𝑜𝑓𝑓 es 

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

Según la reacción anterior, 𝑘𝑜𝑛 caracterizará la unión del ligando, incluyendo la etapa 

de migración del ligando desde el solvente hasta el sitio activo y la etapa de formación del enlace 

Fe-L. A su vez, 𝑘𝑜𝑓𝑓 caracterizará la disociación del ligando incluyendo la etapa de ruptura del 

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

El modelo de Eyring (ecuación (I.1)) es un modelo ampliamente utilizado en cinética 

química y específicamente en reacciones que involucran proteínas en solución acuosa[61–64]. Este 

modelo establece una relación matemática entre las constantes cinéticas de velocidad y la 

temperatura, a través del cambio de energía libre entre reactivos y el estado de transición (∆𝐺≠) 

de la reacción: 

𝑘 = (
𝑘𝑏𝑇

ℎ
) . 𝑒−

∆𝐺≠

𝑅 𝑇  
(I.1) 

En donde T es la temperatura absoluta, R la constante universal de los gases, 𝑘𝑏 y ℎ son 

las constantes de Boltzmann y de Plank, respectivamente. ∆𝐺≠ es el cambio de energía libre 

entre reactivos y el estado de transición de la reacción.  

Por otro lado, ∆𝐺≠ representa una medida del trabajo reversible (o de “costo 

energético”) para que los reactivos arriben a la conformación del estado de transición. En 

términos coloquiales, se le suele denominar “barrera” de energía libre. Las reacciones que 

tengan mayores ∆𝐺≠ serán entonces los que tengan constantes de velocidades más bajas.  

En términos generales, los valores de las constantes cinéticas, se verán afectados por 

cada barrera de energía libre que el sistema debe superar para que suceda la reacción, las 

barreras de la etapa de migración y de unión en 𝑘𝑜𝑛 y las barreras de la etapa de disociación y 

migración en 𝑘𝑜𝑓𝑓. Sin embargo, existirán barreras de energía libre de alguna etapa, que 

resulten significativamente mayor a las del resto de las etapas del proceso global. Para estos 

casos, la velocidad estará determinada por la etapa que presente mayor barrera de energía libre, 

es decir, por la etapa más lenta.  

Un estudio reciente realizado por nuestro grupo a través de exhaustivo análisis 

estadístico, ha demostrado que de todos los factores mencionados anteriormente, la migración 

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



10 

 

activo, son los principales factores que determinan el valor de 𝑘𝑜𝑛, y además, los valores de 𝑘𝑜𝑓𝑓 

se ven afectados principalmente por el costo energético de romper el enlace Fe-L.[67,68] El 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 hemoproteínas que el factor 

principal que modula 𝑘𝑜𝑛 es solo el bloqueo de aminoácidos en el canal de migración[18,19,47,65], 

en otras es el desplazamiento de moléculas de aguas retenidas en el sito activo[66,67]. En otros 

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

𝑘𝑜𝑛, especialmente para ligandos cargados. 

Por otra parte, cuando la proteína en presencia del ligando están en equilibrio, la 

velocidad de unión y disociación del ligando son iguales. En estas condiciones, se define la 

“afinidad” del ligando por la proteína como el valor numérico de la constante de equilibrio que 

según la ecuación química planteada adquiere la forma 𝐾𝑑 = [𝑃𝑟𝐿] {[𝑃𝑟]. [𝐿]⁄ }, donde la 

notación entre corchetes implica la concentración de la especie en el equilibrio. Además, en 

estas condiciones 𝐾𝑑[𝑀−1] = 𝑘𝑜𝑛 𝑘𝑜𝑓𝑓⁄ .  

La definición de 𝐾𝑑 permite tener una noción más concreta de la “afinidad” del ligando 

por la hemoproteína y permite una comparación más global entre distintas proteínas y distintos 

ligandos.  Por ejemplo, la hemoglobina I de Lucina pectinata en estado férrico tiene una valor 

de 𝐾𝑑 ≈109 M-1[70], mientras que 𝐾𝑑 ≈106 M-1  para T. fusca-TrHbO y B. subtilis-TrHbO ambas en 

estado férrico[70]. Como puede observarse, la afinidad por H2S en HbI de Lucina pectinata-HbI es 

significativamente mayor que para las otras proteínas, esta característica es general y la 

distingue de todas las hemoproteínas reportadas hasta el momento. 

 Los valores de afinidades para la unión de O2 a las mismas proteínas en los estados 

ferrosos son 𝐾𝑑 ≈ 106 M-1  para Lucina pectinata-HbI , ~107 M-1 para T. fusca-TrHbO y  ~109 M-1 

para B. subtilis-TrHbO[70]. Estos valores, destacan la elevada afinidad de Lucina pectinata-HbI por 

el ligando H2S. La destacable “avidez” de la hemoglobina I de L. pectinata por H2S motivó el 

estudio del proceso de migración y unión de esta especie en dicha proteína, como se verá en el 

capítulo IV de la presente tesis. 

A título comparativo, el orden de los valores típicos obtenidos para la afinidad en 

hemoproteínas, permite concluir que las barreras asociadas a 𝑘𝑜𝑛 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 ecuación (I.1) muestra que la temperatura también resulta ser un parámetro crucial, 

como modulador de la velocidad de un proceso químico. En general, la procesos asociados a una 

proteína podrían no responder al modelo de Eyring en todo el amplio rango de temperaturas 

encontrado en la biósfera (desde aproximadamente -20 °C a 113 °C[69]), aún si las proteínas 

poseen la adecuada estabilidad para que su plegamiento persista a lo largo todo el rango de 

temperatura. 

En general, para estudiar cómo se modifican los procesos en función de la temperatura, 

se miden las constantes de velocidad asociadas a distintas temperaturas y evalua el modelo de 

Eyring observando la relación entre 𝑘 y 𝑇. Este tipo de análisis resulta muy útil para evaluar el 

rango de temperatura para el cuales la relación esperada cambia significativamente 

(evidenciada como cambios abruptos en el gráfico de 𝑘 vs T o ln (𝑘) vs 1 𝑇⁄ ) y por lo tanto para 

las cuales el mecanismo asociado al proceso de estudio sufre una modificación sustancial.[61–64] 

 Mediciones experimentales de las constantes de 

asociación (𝒌𝒐𝒏) y disociación (𝒌𝒐𝒇𝒇) 

Para medir experimentalmente las constantes cinéticas 𝑘𝑜𝑛 y 𝑘𝑜𝑓𝑓 resulta necesario 

establecer un parámetro 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 rápida) de los reactivos y permiten la observación de los cambios de absorbancia de 

la solución durante el proceso de interés. En este caso, la medición de 𝑘𝑜𝑛 se realiza a partir de 

la mezcla rápida entre soluciones de ligando y de la proteína[71–77], observando la evolución 

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

De manera análoga, para la medición de 𝑘𝑜𝑓𝑓 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 formación del nuevo complejo 

hexacoordinado producto de la reacción de desplazamiento. Es requerimiento que el segundo 

ligando tenga una mayor afinidad por la proteína.  

Estas técnicas resultan muy útiles 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 mínimo para que se mezclen totalmente los reactivos y pueda 

medirse correctamente la absorbancia.[78] Por lo tanto durante el tiempo muerto (cuyo rango 

típico es 1-5 ms) no es posible una detección adecuada de la absorbancia.  

Otra técnica experimental que suele utilizarse es la llamada láser flash fotólisis (LFP).[79–

83] En esta técnica, se parte de soluciones en donde conteniendo el complejo hexacoordinado 

con el ligando de interés y mediante la incidencia de un láser, se produce una fotólisis del 

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

 Finalmente, a lo largo del tiempo el ligando se re-unirá hasta restablecer la 

concentración inicial del complejo hexacoordinado. La cinética de interés se obtiene observando 

el tiempo requerido para la re-unión del ligando, midiendo las variaciones de la absorbancia de 

la solución. 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. Además, 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 medición.  

Finalmente, es importante mencionar, que ambas técnicas permiten la medición de 𝑘𝑜𝑛 

y 𝑘𝑜𝑓𝑓 a diferentes temperaturas, mediante dispositivos que permiten mantener la temperatura 

constante durante todo el experimento. 

En ambos tipos de experimentos existen esquemas de medición que aprovechan el 

equilibrio dinámico entre la unión y la disociación del complejo para la medición conjunta de 

𝑘𝑜𝑛 y 𝑘𝑜𝑓𝑓, sin embargo bajo determinadas condiciones se pueden medir independientemente 

cada una de las constantes. 

Por ejemplo, para la medición de 𝑘𝑜𝑛 supongamos que se mezcla una solución de 

concentración inicial conocida de proteína (𝑃𝑟0) con una solución de concentración inicial 

conocida de ligando (𝐿𝑇), y que además es mucho mayor que la de la proteína. La temperatura 

durante toda la reacción se considera constante.  

La evolución temporal de la concentración de complejo (𝑃𝑟˗𝐿(𝑡)) y de proteína (𝑃𝑟(𝑡)) 

estará dada entonces por las siguientes relaciones: 
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𝑃𝑟˗𝐿(𝑡) =
𝑃𝑟0. 𝑘𝑜𝑛. 𝐿𝑇 . (1 − 𝑒−𝑡.(𝑘𝑜𝑓𝑓+𝑘𝑜𝑛.𝐿𝑇))

𝑘𝑜𝑛. 𝐿𝑇 + 𝑘𝑜𝑓𝑓
 

(I.2) 

𝑃𝑟(𝑡) =
𝑃𝑟0. (𝑘𝑜𝑓𝑓 − 𝑘𝑜𝑛. 𝐿𝑇 . 𝑒−𝑡.(𝑘𝑜𝑓𝑓+𝑘𝑜𝑛.𝐿𝑇))

𝑘𝑜𝑛. 𝐿𝑇 + 𝑘𝑜𝑓𝑓
 

(I.3) 

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

proteína, esta no cambia con el tiempo (es decir, 𝐿𝑇 es constante). 

Ahora bien, como se mencionó en la sección anterior los valores de 𝑘𝑜𝑛 suelen mucho 

más grandes que los valores de 𝑘𝑜𝑓𝑓. Por ejemplo, los valores de 𝑘𝑜𝑛 para ligandos y proteínas 

más habitualmente estudiados (como CO/O2 y mioglobina/citoglobina/neuroglobina[84], 

respectivamente), rondan el rango de 104 – 107 M-1 s-1, respectivamente, mientras que los 

valores de k𝑜𝑓𝑓 se encuentran en el rango de 0.001-0.014 s-1 para esos sistemas.[84] 

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

presión, en un rango de temperatura entre los 10 y 50 °C, rondan valores cercanos a 10-3 M.  

Bajo este análisis cualitativo entonces, el valor de 𝑘𝑜𝑛. 𝐿𝑇 es mucho más grande que el 

valor de k𝑜𝑓𝑓, por lo tanto las expresiones anteriores adquieren la siguiente forma: 

𝑃𝑟˗𝐿(𝑡) = 𝑃𝑟0. (1 − 𝑒−𝑡.(𝑘𝑜𝑛.𝐿𝑇)) (I.4) 

𝑃𝑟(𝑡) = 𝑃𝑟0. (
1

𝐾𝑑
− 𝑒−𝑡.(𝑘𝑜𝑛.𝐿𝑇)) 

(I.5) 

Lo anterior muestra que la evolución temporal de las especies intervinientes (𝑃𝑟˗𝐿(𝑡) y 

𝑃𝑟(𝑡) o equivalentemente, complejo hexacoordinado y pentacoordinado, respectivamente) 

estarán determinadas por el valor de 𝑘𝑜𝑛. 𝐿𝑇 exclusivamente. Este valor se llama constante 

“aparente” de la reacción. Por lo tanto, a partir de la medición de la evolución temporal de la 

absorbancia (aparición de complejo hexacoordinado, desaparición del complejo 

pentacoordinado, o la diferencia entre ellos) y el valor de 𝐿𝑇, es posible entonces obtener el 

valor de 𝑘𝑜𝑛.  

 Importancia de la temperatura en la actividad de 

proteínas. 

Otro de los aspectos fundamentales de la fisicoquímica de proteínas que 

consideraremos en esta tesis doctoral, es la influencia de la temperatura en las propiedades 
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dinámicas, estructurales y funcionales de las proteínas, específicamente en las hemoproteínas, 

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 hábitats y está determinada por la susceptibilidad de 

todos los procesos bioquímicos del organismo frente a cambios de temperatura, incluyendo la 

actividad de las proteínas.  

En general, las proteínas requieren una cierta flexibilidad de la estructura para llevar a 

cabo el proceso que define su actividad de manera óptima. Estos dos factores se ven modulados 

por variaciones en la temperatura.[85,86] Por ejemplo, para las proteínas cuya actividad requiere 

de la unión de ligandos, un aumento de la temperatura hace que las interacciones que 

estabilizan (tanto en la proteína como en el complejo proteína-ligando) se formen y se re-formen 

más rápidamente, además permite que los cambios conformacionales necesarios para la 

actividad se alcancen más rápidamente. Estos efectos producen un aumento en la velocidad del 

proceso de unión. 

Sin embargo, si la temperatura continúa aumentando, las interacciones se van 

rompiendo y la proteína no puede mantener una conformación con la geometría tridimensional 

necesaria y, en última instancia, la estructura se despliega perdiendo la actividad[87], en un 

proceso que se llama “desnaturalización” de la proteína. En relación a esto último, la 

temperatura para la cual se desnaturaliza el 50% de la proteína se la llama Tm, y los valores de 

Tm que presentan las proteínas caracterizan su termoestabilidad. 

Para el caso contrario, si la temperatura disminuye del rango óptimo de actividad, las 

interacciones tiendan a fortalecerse con respecto a la energía cinética disponible, incluso las que 

inicialmente eran débiles. Se llega entonces a un estado sobre-estabilizado, incluso en las 

regiones que inicialmente eran móviles. La proteína en estos casos, suele mantener una 

estructura que le permita la unión de los ligandos pero como los grandes cambios 

conformacionales están limitados, la podría bajar.[87] 

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

balance entre termoestabilidad y flexibilidad de las proteínas.[88]  

Desde un punto de vista evolutivo, se cree que la selección natural actúa en mantener 

este balance.[85–87] Se observa que las mutaciones de aminoácidos operan en función de una 

situación de compromiso entre termoestabilidad y flexibilidad, de manera tal de mejorar al 

máximo la actividad de las proteínas en el entorno particular que el organismo habita[85,89,90] , 
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sin una disminución considerable en la termoestabilidad) en el] Como consecuencia, no siempre 

es esperable que una proteína presente una alta termoestabilidad y tenga una función proteica 

óptima, en función de las características de su secuencia aminoacídica y estructura. 

Sin embargo, se han encontrado enzimas homólogas de organismos que viven en 

distintas condiciones de temperatura, que comparten los mismos mecanismos catalíticos, una 

alta identidad de secuencia y tienen un alto parecido estructural. Estas similitudes permiten 

pensar en que la adaptación 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 

concentración de ligandos, fuerza iónica del medio, capacidad de agregación y difusión proteica, 

entre otros) también afectados por la temperatura que deben tenerse en cuenta, sobre todo 

para una correcta interpretación de la relación entre la adaptación de un organismo y sus 

proteínas. 

Lo mencionado anteriormente, demuestra que la discusión acerca de la relación entre 

la flexibilidad, estabilidad y función proteica sigue abierta. 

De hecho, los principales factores fisicoquímicos que modulan la actividad de las 

proteínas, todavía son cuestiones claves que no están resueltas en el estado del arte de la 

fisicoquímica de proteínas. En los últimos tiempos, todas estas cuestiones resultaron tener 

interés creciente para el diseño racional de proteínas/enzimas modificadas, para la utilización 

en procesos biotecnológicos, mejorando por ejemplo la termoestabilidad. 

El estudio de estos procesos en hemoproteínas pertenecientes a organismos adaptados 

a diferentes condiciones térmicas, podrá revelar comportamientos diferenciales frente a 

cambios de temperatura.  

Por esta razón, en esta tesis hemos seleccionado tres hemoglobinas truncadas de la 

misma familia pertenecientes a una bacteria psicrófila (TrHbO de P. haloplanktis), una mesófila 

(TrHbO de B. subtilis), y una termófila (TrHbO de T. fusca), las que hemos caracterizado desde 

un punto de vista experimental para tratar de comprender las bases moleculares de la 

adaptación a condiciones extremas. 
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 Un nuevo gasotransmisor: ácido sulfhídrico 

(H2S). 

Dentro de los ligandos de relevancia fisiológica (como O2, NO, HNO y CO) las especies de 

sulfuro han adquirido una importancia creciente en relación a las hemoproteínas, debido al 

descubrimiento de su producción endógena en mamíferos[91–98] y plantas.[99–102]  

Además, se le atribuyeron diversas funciones biológicas relacionadas con una 

reactividad asociada a compuestos endógenos de tipo tioles de bajo peso molecular[103,104], a 

grupos tioles proteicos[105–107], a metaloproteínas[108] y en particular a hemoproteínas[109–111], 

cuya interacción ha demostrado que impacta directamente en la síntesis de ATP y en la función 

de canales de potasio, con sus consecuentes efectos sobre el tono muscular y la actividad 

neuronal en mamíferos[112–115].  

En esta tesis hemos seleccionado el estudio del comportamiento de hemoproteínas 

frente al ligando sulfuro de hidrógeno (H2S). Esto está motivado, además de sus implicancias 

biológicas, por el interés en comprender desde una perspectiva fisicoquímica, las bases 

moleculares de la enorme diferencia de reactividad frente a esta especie en diferentes 

hemoproteínas. 

Varios estudios experimentales muestran que al mezclar soluciones reguladas con 

concentraciones equivalentes de H2S y proteína se evidencia la formación de un complejo férrico 

hexacoordinado estable de bajo spin y las constantes de afinidad para los complejos tipo Fe(III)-

(sulfuro)[38,72,110] descriptas hasta la actualidad van desde 109 M-1 (hemoglobina I de L. pectinata, 

HbI)[38] a 104 M-1 (microperoxidadsa 11, un undecapéptido derivado de la hidrólisis parcial del 

citocromo c y ampliamente empleado como sistema modelo, por carecer de interacciones 

distales)[71] a pH fisiológico.  

En particular, la afinidad por las especies de sulfuro, ha sido descripta extensamente por 

un lado, en términos de mecanismos de estabilización distal del ligando sulfuro coordinado al 

hemo. Mientras que por otro lado, el modelo de hemo microperoxidasa, que no permite una 

estabilización por interacción con aminoácidos distales, pone también en relevancia el rol de la 

histidina proximal para la  estabilización del complejo, tanto en solución acuosa como en 

solventes orgánicos de menor polaridad[121,122].  

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

soluciones que contienen hemoproteínas en condiciones oxidativas y no oxidativas[70,72,109,116–
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120]. En general, los resultados experimentales muestran que en ambas condiciones, a tiempos 

de reacción largos (del orden de horas) se observa la formación del estado ferroso de la proteína 

y la presencia de azufre coloidal suspendido en la solución.[70,71,109]  

Por un lado, la unión preferida por las especies de sulfuro a hemos férricos constituye 

una característica relevante que lo distingue de CO y NO (ambos poseen una unión favorecida a 

hemos de tipo  ferrosos). Por otro lado, es indispensable destacar que además de los factores 

ya mencionados para la modulación de la migración y unión en hemoproteínas, resulta 

necesario tener en cuenta una característica adicional del H2S que lo distingue del resto de los 

ligandos pequeños de relevancia fisiológica: su comportamiento comportamiento ácido-base. 

El diagrama de especiación de la Figura 6, muestra que H2S presenta dos pKa (7 y 12, 

para la cupla H2S/HS- y HS-/S2- respectivamente). 

 

Figura 6: diagrama de especiación del H2S en solución acuosa 

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

relevante (pH sanguíneo 7,35-7,45). En este rango de pH existirá en solución acuosa una fracción 

aproximada de H2S y HS- de 0.5. Con lo cual, si se estudia la interacción de las especies de sulfuro 

con hemoproteínas a en condiciones de pH en el rango de 6-8 unidades se deberá tener en 

cuenta en las interpretaciones la concentración apreciable de ambas especies. 

Por otro lado, el pKa de la especie coordinada podría diferir de la forma libre debido a 

la interacción con el átomo de hierro del grupo hemo, y debido a la interacción con aminoácidos 

distales, moléculas de agua, etc. 

Más aún, la especie coordinada podría ser diferente de la especie que migra desde el 

solvente hasta el sitio activo, ya que la migración y la unión del ligando son eventos que pueden 

ser considerados de manera independiente. 
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Algunos autores afirman que es H2S la forma unida a la porfirina ferrosa/férrica de un 

modelo de citocromo C oxidasa[123], así como también a la HbI de L. Pectinata[72]. Otros autores 

postulan que es HS- la especie principal que se une a la hemoglobina de T. fusca[124]. En todos los 

casos las evidencias experimentales que permiten identificar la especie coordinada resultan 

insuficientes. 

El escenario entonces resulta intrigante, la correcta identificación de la especie de 

sulfuro (H2S, HS- o S2-) que migra y permanece coordinada al Fe(III) debería estar bajo continuo 

escrutinio ya que resulta fundamental para comprender la afinidad y la subsecuente reactividad 

de estas especies en hemoproteínas. 

 Simulaciones computacionales para la obtención 

de información química. 

Estudios en conjunto de métodos experimentales y teóricos, se abordan día a día para 

comprender la íntima relación entre estructura y función de las proteínas. 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 última instancia, 

fenómenos asociados en sus sistemas in-vivo correspondientes.  

Por otro lado, una completa dilucidación y comprensión de la relación estructura-

función, requieren del uso complementario técnicas de simulación computacional que ayuden 

a interpretar, en un nivel más detallado, los fenómenos observados experimentalmente. Este 

enfoque también requiere, además del conocimiento técnico, un conocimiento adicional (de 

alcances y limitaciones) acerca de las herramientas físico-químicas que se disponen 

actualmente, así como también del desarrollo de nuevos modelos o interpretaciones derivados 

de ellas.  

Dentro del conjunto de técnicas de simulación computacional, la rama de la química 

computacional se encarga de estudiar cualquier proceso químico sobre sistemas relevantes 

mimetizando condiciones experimentales habituales (como presión, temperatura, etc) 

asumiendo un dado modelo matemático para describir las interacciones presentes en el 

sistema. 

En cualquier proceso químico de interés, resulta absolutamente relevante tanto 

estudiar su factibilidad (la termodinámica asociada al sistema) así 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 biológico: la correcta afinación entre ellos determinan la viabilidad de los 

organismos. 

Por otro lado, el conocimiento sobre el cambio de energía libre mientras asociado al 

proceso (en general, descripto en función de alguna coordenada de transformación asociada), 

permite definir un perfil de energía libre (ver Figura 7). Esta medida provee la información 

necesaria sobre la factibilidad (cambio de energía libre negativo o positivo) y la velocidad 

(análisis de ∆𝐺≠) de manera conjunta como muestra la Figura 7. Por lo tanto, el cálculo del perfil 

de energía libre es uno de los objetivos fundamentales de la química computacional.  

 

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

Dentro de la química computacional, existen distintos niveles de cálculo que permiten 

una mejor descripción y generalidad, dependiendo del tipo de proceso químico que se desea 

simular. Para biomoléculas, como las proteínas por ejemplo, se pueden utilizar los métodos de 

simulación clásica (por ejemplo dinámica molecular) para estudiar procesos en donde no haya 

formación o ruptura de enlaces covalentes. En caso contrario, se han desarrollado en los últimos 

años métodos de tipo multi-escala, por ejemplo QM/MM en el cual se selecciona una “porción 

reactiva” del sistema (región en donde se forman y se rompen enlaces) que se describe con un 

nivel de cálculo mecano-cuántico, mientras que el resto del sistema se describe con un nivel 

clásico.  

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 típico que incluye proteína, ligandos y 

moléculas de solvente circundante) resultaría imposible obtener resultados con una simulación 
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convencional para tiempos de cómputo accesibles. Esto obliga a desarrollar técnicas que 

restrinjan el cálculo de energía libre a un sub-espacio del espacio configuracional del sistema.  

Lo anterior es la idea principal de los métodos de simulación denominados “sesgados”, 

que son la base fundamental de los métodos de estimación de energía libre dentro de la 

simulación computacional de biomoléculas.  

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

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

Los primeros evalúan la energía 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 termodinámico deseado. Ejemplos de este tipo son 

los llamados de Integración Termodinámica[125], Umbrella Sampling[126], entre otros. Para estos 

casos, la energía libre de cada etapa simulada se evalúa a través del factor de Boltzmann 

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

Los segundos evalúan el trabajo (𝑊𝑖) requerido por el sistema para recorrer la 

coordenada de transformación mediante la aplicación de una fuerza externa. A partir de N 

medidas de trabajo (partiendo de distintas condiciones iniciales) es posible obtener el cambio 

de energía libre asociado a la transformación, empleando por ejemplo, la igualdad de 

Jarzynski[127] (ecuación (I.6)). 

𝑒[−𝛽∆𝐺] = 𝑙𝑖𝑚
𝑁→∞

〈𝑒[−𝛽𝑊𝑖]〉𝑁 (I.6) 

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

Dinámica Molecular Guiada (sMD), entre otros[128]. 

Para el caso de los procesos de unión y disociación de ligandos pequeños en 

hemoproteínas, se puede hacer uso de la técnica de muestreo de ligando implícito (ILS)[65,129,130], 

en donde se considera al sistema en equilibrio y se describe a los ligandos como una pequeña 

perturbación del sistema. Este método calcula la energía libre en distintas posiciones del ligando 

en el sistema, considerando la presencia del ligando de manera implícita en el modelo 

matemática que describe las interacciones del sistema, de modo que utiliza una simulación de 

dinámica molecular del sistema en ausencia de ligando.  

La técnica de ILS permite definir de manera cualitativa canales de migración, como las 

zonas de baja energía libre, aunque tienen la desventaja que no permiten diferenciar 

cuantitativamente entre ligandos. En este último caso, el uso de técnicas como de dinámica 
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molecular guiada (sMD) suelen dar resultados más esclarecedores. Sin embargo, la técnica de 

ILS es muy utilizada como método cualitativo para la identificación de canales de migración. 

 Objetivos y lineamientos de la presente tesis 

En la presente tesis, se abordarán tres diferentes tipos de enfoque para el estudio de la 

migración y unión de ligandos en hemoproteínas, combinando una variedad de estrategias 

teóricas, de simulación computacional, y experimentales. 

En primer lugar, la importancia que tienen los modelos matemáticos subyacentes a las 

técnicas de simulación computacional, obliga al continuo desarrollo de nuevos modelos o 

puntos de vista que mejoran el uso de esas técnicas. En el capítulo III se abordará un estudio 

teórico sobre una herramienta extensamente utilizada para el cálculo de perfiles de energía libre 

a partir de medidas de trabajo irreversible, la técnica de dinámica molecular guiada acoplada a 

la igualdad de Jarzynski. En particular, se estudiará las formas en que los perfiles de energía libre 

en este contexto son estimados. Se mostrará el impacto que tienen los resultados obtenidos 

aplicados al cálculo del perfil de energía libre asociado a la migración de 𝑂2
− (anión superóxido) 

en manganeso superóxido dismutasa (MnSOD), la enzima más importante en la detoxificación 

de este anión. Para este sistema los resultados de simulación reportados mostraban un perfil de 

energía libre de migración del ligando inconsistente con resultados experimentales conocidos. 

Por otro lado, dada la importancia biológica creciente que adquiere el H2S como 

gasotransmisor y su interacción muchas veces íntimamente ligada a hemoproteínas, en el 

capítulo III se estudiará, utilizando técnicas de simulación computacional, la reactividad de 

especies de sulfuro de hidrógeno (H2S y sus análogos deprotonados) en hemoproteínas. En 

particular, se estudiará la proteina HbI de L. pectinata, una proteína que presenta una elevada 

afinidad por las especies de sulfuro. Por otro lado, se utilizarán también los resultados obtenidos 

en el capítulo IV para el estudio de los perfiles de migración de las especies de sulfuro en esta 

proteína. 

Finalmente en el capítulo V se estudiará a través de mediciones de laser flash fotólisis, 

el efecto de la temperatura en la migración y unión de ligandos en hemoproteínas que 

pertenecen a organismos adaptados y no adaptados a la temperatura. Se tomarán como casos 

de estudio tres hemoglobinas truncadas (trHb): la trHb perteneciente al microorganismo 

termófilo Thermobifida fusca (Tf-trHbO), una trHb perteneciente al organismo mesófilo Bacilus 
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subtilis (Bs-trHbO) y una trHb perteneciente a un organismo psicrófilo, Pseudoalteromonas 

haloplanktis (Ph-trHbO).  
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II.  METODOLOGI A GENERAL 

  Porqué usar simulación computacional en 

química 

La simulación computacional es una herramienta que ha aparecido y se ha desarrollado 

con el advenimiento de las computadoras, y que permite, mediante modelos matemáticos 

plasmados en programas, realizar predicciones e interpretaciones acerca de las propiedades o 

el comportamiento de los sistemas.  

En el caso de la química, el área más importante de simulación computacional se basa 

en predecir el comportamiento termodinámico y cinético a partir de las interacciones 

interatómicas. Además del poder predictivo, la simulación computacional en química permite 

estudiar el comportamiento de los sistemas a un nivel atomístico, aportando información 

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 

simulación computacional: en primer lugar, en las formas más habituales para describir las 

interacciones entre los átomos presentes en los sistemas químicos (Sección A). En segundo 

lugar, el otro componente son las diversas estrategias que se utilizan para obtener información 

relevante. (Sección B) 

  Métodos de simulación computacional 

Actualmente el modelo que ha resultado más exitoso en predecir las interacciones 

químicas es la Mecánica Cuántica. Los llamados “métodos cuánticos”, se utilizan para el estudio 

propiedades de los sistemas que se obtienen a partir de conocimiento del detalle de la 

estructura electrónica (por ejemplo, para el estudio reacciones químicas). 

Hasta mediados del siglo XX, la aplicación de estos métodos se limitaba al estudio de las 

propiedades de átomos aislados o moléculas pequeñas, debido al alto costo computacional que 

representaba. Posteriormente, el desarrollo de la tecnología informática permitió a los cálculos 

de mecánica cuántica la resolución de una gran diversidad de problemas químicos en sistemas 

más complejos.  
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Sin embargo, aún en la actualidad, resulta inviable este tipo de cálculos en sistemas de 

miles de átomos (como por ejemplo una proteína), no solo por el tiempo de cómputo, sino 

también debido a que muchos resultados que se obtienen presentan errores asociados que 

dependen fuertemente con el tamaño del sistema. Por otro lado, tampoco tendría sentido 

invertir costosos tiempos de cómputos para obtener información detallada electrónica de las 

regiones no involucradas directamente en fenómenos reactivos. 

Debido a lo anterior, en paralelo a los métodos cuánticos, se han desarrollado 

metodologías basadas en la mecánica clásica (métodos clásicos), y métodos multi-escala 

cuántico-clásicos (métodos híbridos).  

Los métodos clásicos son típicamente usados en macromoléculas, por ejemplo 

proteínas. Estos métodos utilizan una descripción de la energía basada en modelos enmarcados 

en la física clásica.  

Estos métodos que no permiten la descripción de procesos en los que haya formación o 

ruptura de enlaces químicos, ya que no describen explícitamente a los electrones del sistema. 

Tiene la ventaja de que los tiempos de cómputo asociados permiten la observación de eventos 

temporales del orden de los nano-microsegundos, por lo cual se pueden estudiar cambios 

conformacionales, migración de ligandos, etc. 

Los métodos de multi-escala aprovechan las ventajas de uno y otro método, es decir 

permiten la formación y ruptura de enlaces químicos en la porción reactiva del sistema y además 

aprovechan la posibilidad de observar eventos temporales mayores a los que los métodos 

cuánticos puros permiten. 

SECCIÓN A  
DESCRIPCIÓN DE LAS INTERACCIONES 

INTERATÓMICAS 

  Métodos de estructura electrónica 

II.2.1.1   Breve reseña histórica 

La aurora del siglo XX alumbró una era, sin precedentes, de trastrocamientos y 

revaluaciones de las teorías clásicas que habían guiado a la física desde tiempos pre-

newtonianos. El 14 de diciembre del año 1900 (curiosamente, el mismo día en que esta 

introducción fue terminada), Max Planck proclamó, ante el auditorio de la Sociedad Física de 
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Alemania, que era posible eliminar las paradojas que infestaban la teoría clásica de la emisión y 

de la absorción de luz por la materia, con solo asumir que esa energía radiante podía ser 

absorbida o emitida solo en forma de “paquetes” discretos. Plank bautizó a esos “paquetes” con 

el nombre de cuantos de luz.  

Cinco años más tarde, Albert Einstein logró aplicar, con gran éxito, esta idea a las leyes 

empíricas del efecto fotoeléctrico. Varios años después, Arthur Compton efectuó su hoy clásica 

experiencia mostrando que la dispersión de rayos-X por electrones libres obedece la misma ley 

que la colisión entre dos esferas elásticas. De este modo, en unos pocos años, esa idea novedosa 

de la cuantificación de la energía radiante, se estableció con firmeza tanto en la física teórica 

como en la experimental. 

En 1913, un investigador danés, Niels Bohr, extendió estas ideas para describir la energía 

mecánica de los electrones dentro de los átomos. Introdujo las “reglas de cuantización” 

específicas para sistemas atómicos y consiguió solucionar de manera coherente y lógica algunas 

incongruencias que el modelo atómico planetario de Ernest Rutherford tenía. Además, sus ideas 

permitieron, la interpretación de  las líneas espectrales del átomo de hidrógeno y algunos más 

pesados. 

El primer trabajo de Bohr, acerca de la teoría cuántica, desencadenó todo un cataclismo 

científico. Muchísimas propiedades ópticas, magnéticas y químicas de muchos elementos 

fueron interpretadas, pero a pesar del gran avance, no podía resolver algunas cuestiones 

atómicas bien conocidas, tales como la intensidad de los espectros de emisión atómicos. 

En 1925 un físico francés, Louis de Broglie, planteó una interpretación totalmente 

inesperada: la naturaleza ondulatoria de las orbitas cuantificadas de Bohr (las llamó “ondas 

piloto”), cuya velocidad de propagación y longitud de onda dependían de la velocidad de 

traslación del electrón respectivo. De esta manera, pudo demostrar que las varias órbitas 

cuánticas permitidas por el modelo de Bohr eran aquellas en las cuales podía “acomodarse” un 

número entero de ondas piloto. De esta manera, el modelo atómico adquirió una visión parecida 

a un instrumento musical, en donde su tono básico era la órbita inferior (la de menor energía), 

y los varios armónicos eran las órbitas más y más exteriores (las de mayor energía). 

Un año después, las ideas de Broglie hallaron en el físico austriaco Erwin Schrödinger 

mayor extensión y formalidad matemática, el nombre que recibieron estos desarrollos fue de 

mecánica cuántica ondulatoria. 
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Esta teoría fue la que dio razón a todos los fenómenos que fueron explicados por Bohr 

y además resolvió lo que no se había podido resolver. Además, su formulación, incluía 

fenómenos nuevos (como difracción de un haz de electrones, etc)[1] 

A partir de todos estos desarrollos, la teoría de la mecánica cuántica se posicionó como 

la teoría necesaria para la descripción de partículas de dimensiones atómicas.  

II.2.1.2   Principios básicos 

Uno de los postulados de la mecánica cuántica establece la existencia de una función 

|Ψ⟩, llamada función de onda, que describe el estado de un sistema mecano-cuántico y contiene 

toda la información física que puede conocerse del sistema.  

En particular, esta función se puede proyectar en el espacio de coordenadas de todas 

las partículas intervinientes (𝑟) y el tiempo (𝑡), adquiriendo la forma matemática más habitual 

de Ψ(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 partícula, etc) 

La función Ψ(𝑟, 𝑡) se obtiene de la resolución de la ecuación fundamental de la 

Mecánica Cuántica, la ecuación de Schrödinger dependiente del tiempo: 

−
ℎ

𝑖

𝜕𝛹(𝑟, 𝑡)

𝜕𝑡
= −

ℏ2

2𝑚
𝛻2𝛹(𝑟, 𝑡) + 𝑉(𝑟, 𝑡)𝛹(𝑟, 𝑡) (II.1) 

donde 𝑚 es la masa de la partícula, y 𝑉(𝑟, 𝑡) es la función de energía 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 función de onda Ψ(𝑟, 𝑡) se puede desacoplar 

en dos funciones, una que solo involucre coordenadas espaciales y otra que involucre 

coordenadas temporales (es decir Ψ(𝑟, 𝑡) = 𝜓(𝑟). 𝑓(𝑡)), la ecuación (II.1) se transforma en: 

−
ℏ2

2𝑚
𝛻2𝜓(𝑟) + 𝑉(𝑟)𝜓(𝑟) = 𝐸.𝜓(𝑟) (II.2) 

Se define entonces el operador Hamiltoniano 𝐻̂ del sistema como: 

𝐻̂ = −
ℏ2

2𝑚
𝛻2 + 𝑉(𝑟) 

(II.3) 

el primer término en 𝐻 es el operador energía cinética y el segundo es la función 

potencial, resultando entonces en  
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𝐻̂|𝜓(𝑟)⟩ = 𝐸|𝜓(𝑟)⟩ 
(II.4) 

Donde E es la energía del sistema.  

Resolver las ecuaciónes (II.3) y (II.4) implica la resolución de un problema de 

autovalores y autofunciones asociados al operador 𝐻̂. La resolución dará entonces una 

autofunción 𝜓(𝑟) con autovalor asociado E. 

La mecánica cuántica para sistemas moleculares, debe entonces resolver esta ecuación 

para un sistema de núcleos y electrones, para de esta manera conocer la función de onda 𝜓(𝑟) 

y por lo tanto todas las propiedades espaciales del sistema.  

Suponiendo que los núcleos y los electrones son masas puntuales, y despreciando 

efectos relativistas, el Hamiltoniano para una molécula de M núcleos y N electrones resulta, en 

unidades atómicas: 

𝐻 =  −
1

2
∑𝛻𝑖

2

𝑁

𝑖=1

−
1

2
∑

1

𝑚𝐴
𝛻𝐴

2

𝑀

𝐴=1

− ∑ ∑
𝑍𝐴

𝑟𝑖𝐴

𝑀

𝐴=1

𝑁

𝑖=1

+ ∑∑
1

𝑟𝑖𝑗

𝑁

𝑗>𝑖

𝑁

𝑖=1

+ ∑ ∑
𝑍𝐴𝑍𝐵

𝑅𝐴𝐵

𝑀

𝐵>𝐴

𝑀

𝐴=1

 
(II.5) 

 

donde 𝑖, 𝑗 denotan electrones, A y B denotan núcleos, los valores de 𝑍𝐴 y 𝑚𝐴 

corresponden a los números atómicos y a las masas de los núcleos, respectivamente; 𝑟𝑖𝐴 , 𝑟𝑖𝑗 y 

𝑅𝐴𝐵 representan las distancias electrón-núcleo, electrón-electrón y núcleo-núcleo.  

En unidades atómicas, la unidad de masa es la masa del electrón, 𝑚𝑒, la unidad de carga 

es la carga del protón, 𝑒′, y la unidad del momento angular es ℏ , simplificándose la expresión 

del Hamiltoniano. Se definen las unidades de energía, hartree: 1hartree= 𝐸ℎ ≡ 𝑒′2/ 𝑎0 =

 𝑒2/4𝜋𝜀0𝑎0 y de longitud, Bohr: 1bohr≡ ℏ2/𝑚𝑒𝑒
′2 ) 

Observando la ecuación (II.5) puede verse que el primer y segundo término 

corresponden a los operadores energía cinética de los electrones y los núcleos, mientras que los 

tres últimos constituyen el operador energía potencial. El mismo es la suma de la interacción 

Coulómbica atractiva entre los núcleos y los electrones (tercer término), la interacción repulsiva 

entre los electrones (cuarto término) y la repulsión entre las cargas de los núcleos (quinto 

término).  

Para los sistemas de interés químico, resulta de gran utilidad la aproximación de Born-

Oppenheimer.[2,3] La misma supone que los núcleos son mucho más pesados que los electrones, 

por lo tanto, éstos últimos se moverán mucho más rápidamente que los primeros. Esto permite 
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desacoplar el movimiento de núcleos y electrones, de manera tal de resolver una ecuación de 

Schrödinger para los electrones del sistema considerando fijas las posiciones de los núcleos.  

En términos matemáticos, desacoplar los movimientos de núcleos y electrones, permite 

escribir la función de onda del sistema como producto de funciones de onda, una asociada a los 

electrones (𝜓𝑒𝑙) que dependa solo de coordenadas asociadas a los electrones (y spin), y otra 

función asociada a los núcleos (𝜓𝑁), que dependa solo de coordenadas asociadas a los núcleos. 

Bajo esta suposición, en la ecuación (II.5) desaparece el término energía cinética de los 

núcleos, y el término de repulsión núcleo-núcleo es una constante.  

Puede establecerse entonces un nuevo Hamiltoniano, llamado Hamiltoniano electrónico 

(𝐻̂𝑒𝑙) asociado a la función de onda electrónica: 

𝐻̂𝑒𝑙|𝜓𝑒𝑙⟩ = 𝐸𝑒𝑙|𝜓𝑒𝑙⟩ (II.6) 

 

𝐻̂𝑒𝑙 = −
1

2
∑𝛻𝑖

2

𝑁

𝑖=1

− ∑ ∑
𝑍𝐴

𝑟𝑖𝐴

𝑀

𝐴=1

𝑁

𝑖=1

+ ∑∑
1

𝑟𝑖𝑗

𝑁

𝑗>𝑖

𝑁

𝑖=1

 
(II.7) 

 

Por cada una de las posiciones de los núcleos podemos resolver la ecuación (II.6), por 

lo tanto la función de onda electrónica y la energía dependerán paramétricamente de las 

posiciones de los núcleos.  

Lo anterior constituye posiblemente una de las ideas más poderosas de la fisicoquímica 

y de la simulación computacional, dado que permite definir lo que conocemos como superficie 

o hipersuperficie de energía potencial (SEP). Esta hipersuperficie de energía potencial contiene 

en principio, toda la información química relevante (como se ha presentado en la introducción 

de esta tesis).  

Finalmente, luego de resolver una ecuación equivalente para los núcleos, la energía total 

resultará la suma de la contribución electrónica y la nuclear.  

La primera aproximación realizada para resolver un sistema de N electrones (descripto 

por las ecuaciones (II.6) y (II.7)), consistió en despreciar la interacción electrónica (término 

dependiente de 𝑟𝑖𝑗), esto permite considerar a 𝐻̂𝑒𝑙 como suma de Hamiltonianos 

monoelectrónicos ℎ̂𝑖 sin términos que “cruzan” las cordenadas de un electrón i con los de un 

electrón j. 
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𝐻̂𝑒𝑙 = ∑ℎ̂𝑖

𝑁

𝑖=1

 
(II.8) 

 

En estos casos, ℎ̂𝑖 tendrá su propio conjunto de autovalores 𝜖𝑖 y autovectores 𝜒𝑖  , 

llamados spin-orbitales, siendo la función de onda total el producto de las funciones de onda 

monoelectrónicas, a este producto se lo denominó producto de Hartree: 

𝜓𝐻𝑃(𝑥1, 𝑥2, …… , 𝑥𝑁) =  𝜒𝑖(𝑥1)𝜒𝑗(𝑥2)……𝜒𝑘(𝑥𝑁) 
(II.9) 

Donde (𝑥1, 𝑥2, …… , 𝑥𝑁) 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 

partículas con spin semientero, y por lo tanto la función de onda debe ser antisimétrica respecto 

al intercambio de coordenadas de dos partículas cualesquiera. Es decir, debe cumplir que 

𝜓(𝑥1, 𝑥2, … , 𝑥𝑖, … , 𝑥𝑗 , … , 𝑥𝑁) = −𝜓(𝑥1, 𝑥1, … , 𝑥𝑗 , … , 𝑥𝑖, … , 𝑥𝑁) 

donde 𝑥𝑖,𝑗  representa las coordenadas de cada electrón, incluyendo las coordenadas de 

spin 

El producto de Hartree no satisface la condición de antisimetría de la función de onda 

electrónica, y además hace a los electrones distinguibles entre ellos, ya que identifica cada 

electrón con un spin-orbital determinado. En 1929, Slater demostró que esta condición puede 

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

𝜓(𝑥1, 𝑥2, …… , 𝑥𝑁) = (
1

𝑁!
)

1
2

[
 
 
 
𝜒𝑖(𝑥1) 𝜒𝑗(𝑥1) ⋯ 𝜒𝑘(𝑥1)

𝜒𝑖(𝑥2) 𝜒𝑗(𝑥2) ⋯ 𝜒𝑘(𝑥2)

⋮ ⋮ ⋱ ⋮
𝜒𝑖(𝑥𝑁) 𝜒𝑗(𝑥𝑁) ⋯ 𝜒𝑘(𝑥𝑁)]

 
 
 

 

(II.10) 

Este determinante contiene N electrones ocupando N spin-orbitales 𝜒𝑖  , constituyendo 

una función de onda antisimétrica ante cualquier intercambio de pares de coordenadas y hace 

indistinguibles a los electrones.  

Si bien el producto de Hartree considera la interacción electrónica de manera promedio, 

como se mencionó no cumple con la condición de considerar a los electrones como fermiones 

indistinguibles. El determinante de Slater, si bien sigue utilizando las funciones 

monoelectrónicas, incorpora los llamados efectos (o correlación) de intercambio, es decir, la 

correlación 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 función 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 correlación entre electrones de spin opuesto permanece sin considerarse. 

II.2.1.3   El Teorema Variacional y el método variacional 

lineal 

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

onda (o las funciones de onda monoelectrónicas). 

En este contexto, gran cantidad de métodos que resuelven la ecuación de Schrödinger 

se apoyan en el Teorema Variacional. 

Como se mencionó, la ecuación que se desea resolver es una ecuación de 

autovectores/autovalores de la forma:  

𝐻̂|Φ⟩ = 𝐸|Φ⟩ 
(II.11) 

donde 𝐻̂, el operador Hamiltoniano. 

Otro postulado de la mecánica cuántica establece que para cualquier sistema físico, 𝐻̂ 

es un operador hermítico, por lo tanto posee un conjunto completo de funciones de base {|Φ𝛼⟩} 

(ortonormales), que lo diagonalizan y además sus autovalores asociados 𝐸𝛼  son números reales. 

Es decir:  

𝐻̂|Φα⟩ = 𝐸𝛼|Φα⟩ 

α = 0, 1, … .   y  𝐸𝛼  ∈  ℝ 

 ⟨Φα|Φβ⟩ = δαβ 

(II.12) 

Por lo tanto, como {|Φ𝛼⟩} es un conjunto de funciones de base del espacio de soluciones 

de las ecuaciónes (II.12), cualquier función |Φ̃⟩ normalizada, que llamaremos función de 

prueba, podrá escribirse como combinación lineal del conjunto de funciones {|Φ𝛼⟩}, es decir 

|Φ̃⟩ = ∑cα|Φ̃⟩

α

 (II.13) 

El teorema variacional establece que dada una función de prueba normalizada |Φ̃⟩, el 

valor medio del Hamiltoniano para esa función debe ser mayor o igual que el autovalor más bajo 

(es decir la energía del estado fundamental del sitema, 𝐸0) de 𝐻̂ en la base {|Φ𝛼⟩}  . Esto es:  

⟨Φ̃|𝐻̂|Φ̃⟩ ≥ 𝐸0 (II.14) 
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En términos prácticos, el teorema variacional nos permite saber que la energía obtenida 

para cualquier función de prueba, será siempre mayor o igual a la energía real del estado 

fundamental 𝐸0. En otras palabras, cuanto menor sea la energía asociada a una función de 

prueba usada, mejor será esa función como aproximación de la solución real para el estado 

fundamental. Por lo tanto, la resolución del problema consiste en hallar una función de prueba 

|Φ̃⟩ que minimice la energía del sistema.  

Tomemos entonces una función de prueba expresada como una expansión lineal (con 

coeficientes reales) de N funciones conocidas |𝜓𝑖⟩ (llamadas habitualmente como “funciones de 

base”). 

|Φ̃⟩ = ∑𝑐𝑖|𝜓𝑖⟩

𝑖

 (II.15) 

Es importante destacar que las funciones |𝜓𝑖⟩ no son necesariamente el conjunto de 

autofunciones de 𝐻̂ (en cuyo caso, la resolución sería trivial). 

Observando la definición (II.15), el problema se traslada entonces a encontrar los 

coeficientes 𝑐𝑖 que minimizan la energía. Por lo tanto, evaluando el valor medio de 𝐻̂ se obtiene 

que  

⟨Φ̃|𝐻̂|Φ̃⟩ = ∑𝑐𝑖𝑐𝑗
𝑖,𝑗

⟨𝜓𝑖|𝐻̂|𝜓𝑗⟩ (II.16) 

 

La representación del operador Hamiltoniano en la base {|𝜓𝑖⟩} corresponde a una 

matriz 𝜢: N × N cuyos elementos cumplen las siguientes relaciones 

𝛨𝑖𝑗 = ⟨𝜓𝑖|𝐻|𝜓𝑗⟩ (II.17) 

 

⟨Φ̃|𝐻|Φ̃⟩ = ∑𝑐𝑖𝑐𝑗
𝑖,𝑗

⟨𝜓𝑖|𝐻|𝜓𝑗⟩ = ∑𝑐𝑖𝑐𝑗𝛨𝑖𝑗

𝑖,𝑗

 (II.18) 

 

Dado que la función de prueba |Φ̃⟩ está normalizada y las funciones de base {|𝜓𝑖⟩} son 

un conjunto ortonormal, los coeficientes están sujetos a la siguiente relación:  

⟨Φ̃|Φ̃⟩ = ∑𝑐𝑖𝑐𝑗⟨𝜓𝑖|𝜓𝑖𝑗⟩

𝑖,𝑗

= ∑𝑐𝑖
2

𝑖

= 1 (II.19) 

 

Entonces el problema consiste en encontrar un conjunto de parámetros {𝑐𝑖} que 

minimicen la expresión (II.14), sujetos a la restricción (II.20). 
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Este problema puede resolverse utilizando el método de los multiplicadores de 

Lagrange, planteando el siguiente Lagrangiano. 

𝜆(𝑐1, 𝑐2, …… , 𝑐𝑁 , 𝐸) = ⟨Φ̃|𝐻|Φ̃⟩ − 𝐸. (⟨Φ̃|Φ̃⟩ − 1) 
(II.20) 

y según las ecuaciones (II.18), (II.19) y (II.20) el Lagrangiano a minimizar es  

𝜆(𝑐1, 𝑐2, …… , 𝑐𝑁 , 𝐸) = ∑𝑐𝑖𝑐𝑗𝛨𝑖𝑗

𝑖,𝑗

− 𝐸 (∑𝑐𝑖
2

𝑖

− 1) (II.21) 

 

Derivando la expresión anterior respecto de cada uno de los coeficientes 𝑐𝑖 e igualando 

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

𝜕𝜆

𝜕𝑐𝑘
= 0 = ∑𝑐𝑗𝛨𝑘𝑗

𝑗

+ ∑𝑐𝑖𝛨𝑖𝑘

𝑖

− 2𝐸𝑐𝑘         𝑘 = 1,…… ,𝑁 (II.22) 

Dado que la matriz 𝜢 es simétrica, es decir 𝛨𝑖𝑗 = 𝛨𝑗𝑖, resulta:  

∑𝛨𝑖𝑗

𝑖

− 𝐸𝑐𝑖 = 0              𝑖 = 1,…… ,𝑁 (II.23) 

 

La expresión (II.23) puede escribirse también en forma matricial, definiendo un vector 

c de elementos 𝑐𝑖 , resultando:  

𝜢. 𝐜 = 𝑬. 𝐜 (II.24) 

Resolviendo la ecuación (II.24), se obtienen entonces N vectores ortonormales 𝑐𝛼 y sus 

correspondientes autovalores 𝐸𝛼. Una vez encontrados los coeficientes 𝑐𝛼 podemos escribir las 

autofunciones |Φ̃𝛼⟩ como: 

|Φ̂𝛼⟩ = ∑𝑐𝑖
𝛼|𝜓𝑖⟩

𝑖

            𝛼 = 0, 1, …… ,𝑁 − 1 (II.25) 

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

Hamiltoniano para cada una de las funciones |Φ̂𝛼⟩:  

⟨Φ̃𝛽|𝐻|Φ̃𝛼⟩ = ∑𝑐𝑖
𝛽
𝑐𝑗
𝛼⟨Φ̃𝛽|𝐻|Φ̃𝛼⟩

𝑖,𝑗

= ∑𝑐𝑖
𝛽
𝐻𝑖𝑗𝑐𝑗

𝛼

𝑖,𝑗

= (𝑐𝛽)
𝑇
𝐻𝑐𝛼

= 𝐸𝛼(𝑐𝛽)
𝑇
𝑐𝛼 = 𝐸𝛼𝛿𝛼𝛽 

(II.26) 

En particular, el menor autovalor, que denominaremos 𝐸𝛼, corresponde a la mejor 

aproximación al estado fundamental del sistema descripto por el Hamiltoniano 𝐻̂ dentro del 

espacio de funciones generado por el conjunto {|𝜓𝑖⟩}.  
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Puede demostrarse también que los siguientes autovalores corresponden a cotas 

superiores a las energías de los distintos estados excitados.  

En resumen, el método variacional lineal, basado en el teorema variacional, permite 

encontrar las mejores soluciones a la ecuación de Schrödinger representando al operador 𝐻̂ en 

una base finita conocida  {|𝜓𝑖⟩} y diagonalizando la matriz resultante 𝚮 .  

II.2.1.4   El método de Hartree-Fock (HF) 

El método HF fue uno de los primeros métodos de cálculo de estructura electrónica. Si 

bien no ha sido utilizado en la presente tesis, se describirá brevemente ya que sobre este 

método están desarrollados una gran cantidad de metodologías desarrolladas posteriormente.  

Por otro lado, este método tiene una gran relevancia porque solo en el contexto de HF 

cobra sentido la utilización de energías orbitales, concepto al cual se recurre cotidianamente en 

la química. 

En HF la función de onda se describe como un determinante de Slater (ecuación (II.10)), 

escrito también en términos de las funciones 𝜒𝑖  monoelectrónicas, que llamaremos spin-

orbitales. 

Aplicando el teorema variacional, la función de onda del sistema se hallará encontrando 

al conjunto de spin-orbitales 𝜒𝑖  que minimicen la energía. 

Retornando a la expresión del Hamiltoniano electrónico: 

𝐻̂𝑒𝑙 = −
1

2
∑∇𝑖

2

𝑁

𝑖=1

− ∑ ∑
𝑍𝐴

𝑟𝑖𝐴

𝑀

𝐴=1

𝑁

𝑖=1

+ ∑∑
1

𝑟𝑖𝑗

𝑁

𝑗>𝑖

𝑁

𝑖=1

 
(II.27) 

 

y definiendo a los operadores de Coulomb (𝐽),  de Intercambio (𝐾̂), y el operador ℎ̂ según: 

𝐽𝑏𝜒𝑎(1) = {∫𝑑𝑥2𝜒𝑏
∗(2)𝑟12

−1𝜒𝑏(2)} 𝜒𝑎(1) (II.28) 

 

𝐾̂𝑏𝜒𝑎(1) = {∫𝑑𝑥2𝜒𝑏
∗(2)𝑟12

−1𝜒𝑎(2)} 𝜒𝑏(1) (II.29) 

 

ℎ̂ = −
1

2
∇1

2 − ∑
𝑍𝛼

𝑟1𝛼
𝛼

 (II.30) 

 

La expresión (II.28) corresponde al término de interacción Coulómbica entre los 

electrones 1 y 2, el cual se calcula promediando sobre todas las coordenadas espaciales y de 

spin del electrón 2.  
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La expresión (II.29), surge debido a la antisimetrización de la función de onda, no 

pudiéndose asociarle un significado físico simple.  

Por otra parte, ℎ̂ corresponde al operador de un electrón suma de los operadores 

energía cinética e interacción con los núcleos. 

La expresión de la energía que se desea minimizar resulta entonces: 

𝐸 = ⟨𝜓|𝐻̂|𝜓⟩ = ∑ℎ𝑖𝑖

𝑁

𝑖=1

+ ∑∑(𝐽𝑖𝑗 − 𝐾𝑖𝑗)

𝑁

𝑗=1

𝑁

𝑖=1

 
(II.31) 

 

Minimizando esta expresión (derivando respecto a los spin-orbitales) sujeta a la 

condición de ortonormalidad de los spin-orbitales 𝜒𝑖, se obtienen las llamadas ecuaciones de 

Hartree-Fock: 

𝑓|𝜒𝑖(1)⟩ = ∑𝜀𝑖𝑗|𝜒𝑗(1)⟩

𝑗

 (II.32) 

 

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

spin-orbitales 𝜒𝑗(1) y 𝑓, es el operador de Fock, definido como: 

𝑓 =  ℎ̂ + ∑(𝐽𝑏 − 𝐾̂𝑏)

𝑏

 (II.33) 

Haciendo un cambio de base de {|𝜒𝑎⟩} a {|𝜒𝑎
′ ⟩} puede diagonalizarse la matriz de 

multiplicadores de Lagrange, resultando: 

𝑓|𝜒𝑖
′(1)⟩ = 𝜀𝑖

′|𝜒𝑖
′(1)⟩ (II.34) 

 
donde los {|𝜒𝑖

′(1)⟩} corresponden al conjunto de orbitales moleculares canónicos y los 

{𝜀𝑖
′} a sus energías asociadas. De aquí en adelante, notaremos 𝜒𝑖  a los orbitales canónicos y 𝜀𝑖  a 

sus energías orbitales asociadas. 

La resolución de estas ecuaciones, es decir la obtención del conjunto de orbitales 

canónicos y sus correspondientes autovalores, tiene como problema adicional que el operador 

𝑓 depende sus propias autofunciones. Por lo tanto debe resolverse el problema de forma 

iterativa.  

Se realiza en principio la aproximación de expandir al conjunto de orbitales canónicos 

en una base finita, {|Φμ⟩} en la que cada orbital tendrá un conjunto de coeficientes {𝐶𝜇𝑖}. 

Resulta entonces que: 
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∑ 𝐶𝜇𝑖𝑓|Φμ⟩

𝑀

𝜇=1

= 𝜀𝑖 ∑ 𝐶𝜇𝑖𝑓|Φμ⟩

𝑀

𝜇=1

  
(II.35) 

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

Aplicando ⟨Φ𝜐| a ambos lados de la ecuación anterior, se obtiene un sistema de 

ecuaciones homogéneas: 

∑ 𝐶𝜇𝑖⟨Φυ|𝑓|Φμ⟩

𝑀

𝜇=1

− 𝜀𝑖⟨Φυ|Φμ⟩ = 0             𝜇 = 1,…… ,𝑀 
(II.36) 

Esta ecuación puede escribirse de forma matricial, definiendo 𝑓𝜇𝜐 = ⟨Φυ|𝑓|Φμ⟩ como 

los elementos de matriz F y 𝑆𝜇𝜐 = ⟨Φ𝜐|Φ𝜇⟩ como los elementos de matriz de S: 

𝑭𝑪 = 𝑺𝑪𝜺 
(II.37) 

 
siendo 𝑪 la matriz de coeficientes 𝐶𝜇𝑖 y 𝜺 la matriz diagonal de los coeficientes 𝜀𝑖. 

En este punto, el problema de determinar los orbitales moleculares {𝜓𝑖} y las energías 

orbitales 𝜀𝑖  consiste en resolver la ecuación matricial (II.37). Sin embargo, puede verse que la 

matriz de Fock 𝑭 depende de los coeficientes, con lo que la solución de esta ecuación debe 

realizarse iterativamente. 

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

dos electrones, la densidad electrónica queda determinada por: 

𝜌(𝑟) = 2∑|𝜓𝑎(𝑟)|2

𝑁/2

𝑎

 
(II.38) 

 

de manera que 𝜌(𝑟)𝑑𝑟 representa la probabilidad de encontrar un electrón dentro de 

un radio 𝑑𝑟 de r. La integral de la densidad electrónica en todo el espacio resulta el número total 

de electrones.  

Insertando en esta ecuación la expansión de la función de onda en orbitales resulta: 

𝜌(𝑟) = 2∑ 𝜓𝑎
∗(𝑟)𝜓𝑎(𝑟)

𝑁/2

𝑎

= 2∑ ∑𝐶𝜐𝑎
∗ Φ𝜐

∗(𝑟)∑𝐶𝜇𝑎

𝜇𝜐

𝑁/2

𝑎

Φ𝜇(𝑟) 
(II.39) 
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𝜌(𝑟) = ∑

[
 
 
 

2∑𝐶𝜇𝑎𝐶𝜐𝑎
∗

𝑁
2

𝑎
]
 
 
 

Φ𝜇(𝑟)Φ𝜐
∗(𝑟)

𝜇𝜐

 

(II.40) 

 

𝜌(𝑟) =  ∑𝑃𝜇𝜐Φ𝜇(𝑟)Φ𝜐
∗(𝑟)

𝜇𝜐

 (II.41) 

 

En la ecuación (II.40), se introduce la denominada matriz de densidad (𝑃𝜇𝜐).  

𝑃𝜇𝜐 = 2∑𝐶𝜇𝑎𝐶𝜐𝑎
∗

𝑁
2

𝑎

 

(II.42) 

Para la gran mayoría de las aplicaciones en química, resulta de utilidad obtener una 

medida de la carga sobre cada átomo del sistema. Si bien no existe una única manera de definir 

la cantidad de electrones “asociados” a cada átomo, una manera de tener una representación 

de la distribución de carga sobre el sistema consiste en lo que se denomina análisis poblacional 

de Mülliken. 

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

puede verse que el número total de electrones N corresponde a: 

𝑁 = ∑∑𝑃𝜇𝜐𝑆𝜇𝜐

𝜐𝜇

= ∑(𝑷𝑺)𝜇𝜇

𝜇

= 𝑡𝑟(𝑷𝑺) (II.43) 

 

Puede interpretarse entonces (𝑷𝑺)𝜇𝜇 como la cantidad de electrones asociada al orbital 

Φ𝜇.  Si los orbitales utilizados están centrados en los átomos, la cantidad de electrones asociados 

a cada átomo corresponderá a la suma de los electrones asociados a los orbitales de cada átomo. 

La carga neta sobre cada átomo se calcula a partir de la ecuación (II.43). Este cálculo resta a la 

carga nuclear del átomo A, el número de electrones asociados (es decir, 𝑞𝐴 = 𝑍𝐴 −

∑ (𝑷𝑺)𝜇𝜇𝜇𝜖𝐴 ). En donde 𝑍𝐴 corresponde a la carga nuclear del átomo A y el índice indica la suma 

sobre todos los orbitales centrados en el átomo A.  

 Por último, la calidad de los resultados del método HF dependerá fuertemente de la 

calidad de la base usada para expandir los orbitales. Sin embargo, por más que se expanda 

infinitamente la base, en el método de HF hay aparejado un error intrínseco del método. El 

mismo se origina en el tratamiento de la repulsión electrón-electrón, el cual se realiza en forma 

promediada, a partir de un potencial de campo medio, sin tener en cuenta las repulsiones 

instantáneas. Este error asociado recibe el nombre de energía de correlación y se define como 

la diferencia entre la energía no relativista exacta, dentro de la aproximación de Bohr-
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Oppenheimer (𝐸0) y la energía límite de HF, correspondiente a la energía calculada con una base 

completa, es decir 𝐸𝑐𝑜𝑟𝑟 = 𝐸0 − 𝐸𝐻𝐹
𝑙𝑖𝑚 

Existe una gran cantidad de métodos que permiten obtener resultados que estiman la 

energía de correlación. Entre ellos pueden mencionarse el método de interacción de 

configuraciones, los métodos basados en la teoría de perturbaciones de Moller-Plesset y la 

Teoría del funcional de la densidad (DFT).  

En la próxima sección, se desarrollarán los principios básicos de DFT, dado que es la 

teoría de elección en los cálculos cuánticos realizados en esta tesis.  

II.2.1.5   Teoría del Funcional de la Densidad (DFT) 

La teoría del funcional de la densidad (DFT), en vez de intentar encontrar la función de 

onda que minimiza la energía del sistema, basa su formulación en la búsqueda de la densidad 

electrónica.  

Esta teoría resulta más atractiva en este sentido, dado que la función de onda carece de 

un significado físico directo, mientras que la densidad electrónica sí lo tiene, ya que está 

relacionada con la probabilidad de encontrar un electrón. Otra gran ventaja es que la densidad 

electrónica depende solamente de las coordenadas espaciales (𝑥, 𝑦, 𝑧) y no de coordenadas de 

spin de los electrones. 

Las primeras ideas acerca de esta teoría fueron tomadas de los trabajos de Thomas y 

Fermi alrededor de 1920, en donde usaban consideraciones estadísticas para aproximar la 

distribución de electrones en un átomo[4,5]. Estos trabajos mostraron que en un átomo, la 

energía depende explícitamente de la densidad electrónica. Como estos modelos no mostraron 

una mejora significativa respecto a los modelos que se conocían previamente, se los consideró 

como modelos simplificados de casos específicos 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 

energía molecular del estado fundamental, la función de onda y todas las demás propiedad 

electrónicas, están determinadas unívocamente por la densidad de probabilidad electrónica del 

estado fundamental 𝜌0(𝑥, 𝑦, 𝑧).[6]  

Puede verse también, que el potencial externo 𝜐(𝑟𝑖), es decir el potencial actuante sobre 

el electrón 𝑖 producido por las cargas de los núcleos, quedará también determinado por la 

densidad electrónica 𝜌0.  
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Se dice entonces que la energía del estado fundamental 𝐸0 es un funcional de 𝜌0 y se 

escribe 𝐸0[𝜌0]. El funcional energía puede escribirse entonces de la siguiente manera: 

𝐸[𝜌] = 𝑇[𝜌] + 𝑉𝑁𝑒[𝜌] + 𝑉𝑒𝑒[𝜌] 
(II.44) 

donde 𝑇[𝜌] representa el funcional de energía cinética de los electrones, 𝑉𝑁𝑒[𝜌] el 

funcional de interacción entre los núcleos y los electrones, y 𝑉𝑒𝑒[𝜌] el funcional de interacción 

entre electrones.  

Por otro lado, los mismos autores demostraron el teorema que se conoce como 

Teorema Variacional de Hohenberg-Kohn. El mismo es análogo al Teorema Variacional 

mencionado anteriormente, y establece que para toda función densidad de prueba 𝜌𝑝𝑟(𝑟) que 

satisface  

∫𝜌𝑝𝑟(𝑟)𝑑𝑟 = 𝑛     𝜌𝑝𝑟 ≥ 0 ∀𝑟      𝐸(𝜌𝑝𝑟) ≥ 𝐸0 (II.45) 

donde 𝑛 es el número total de electrones. 

Es decir, 𝜌0 minimiza el funcional de la energía, al igual que la función de onda del estado 

fundamental minimiza la energía del sistema.  

La teoría del funcional de la densidad carecía de utilidad práctica hasta que Kohn y Sham 

desarrollaron un método que permite calcular eficientemente la energía del estado 

fundamental y la densidad electrónica.[7]  

El desarrollo de Kohn y Sham se basó en la idea de considerar un sistema ficticio de n 

electrones no interactuantes, todos ellos experimentando un potencial externo 𝜐𝑠(𝑟𝑖) tal que la 

densidad electrónica del sistema no interactuante 𝜌𝑝𝑟(𝑟) es igual a la densidad del estado 

fundamental del sistema real 𝜌0(𝑟).  

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

como: 

𝐻̂𝑠 = ∑[−
1

2
∇𝑖

2 + 𝜐𝑠(𝑟𝑖)]

𝑛

𝑖=1

= ∑ℎ̂𝑖
𝐾𝑆

𝑁

𝑖=1

 
(II.46) 

 

donde ℎ̂𝑖
𝐾𝑆es el Hamiltoniano de un electrón de Kohn-Sham. La función de onda del 

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

de las autofunciones de ℎ̂𝑖
𝐾𝑆, es decir los spin-orbitales  𝜒𝑖

𝐾𝑆 tal que: 
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ℎ̂𝑖
𝐾𝑆𝜒𝑖

𝐾𝑆 = 𝜀𝑖𝜒𝑖
𝐾𝑆 

(II.47) 

 
Kohn y Sham definieron también: 

Δ𝑇[𝜌] = 𝑇[𝜌] − 𝑇𝑠[𝜌] 
(II.48) 

 
 

𝑉𝑒𝑒[𝜌] = 𝑉𝑒𝑒[𝜌] −
1

2
∫∫

𝜌(𝑟1)𝜌(𝑟2)

𝑟12
𝑑𝑟1𝑑𝑟2 (II.49) 

Δ𝑇 y Δ𝑉𝑒𝑒 corresponden a la diferencia en la energía cinética y en la parte no clásica 

(expresada en el segundo término en la expresión de Δ𝑉𝑒𝑒[𝜌]) entre el sistema real y el sistema 

no interactuante. La suma de ambos términos define un nuevo funcional, llamado funcional de 

intercambio y correlación (𝐸𝑥𝑐[𝜌]) es decir: 

𝐸𝑥𝑐[𝜌] =  Δ𝑇[𝜌] + Δ𝑉𝑒𝑒[𝜌] 
(II.50) 

 
𝐸𝑥𝑐[𝜌] contiene entonces las siguientes contribuciones: la energía cinética de 

correlación (Δ𝑇[𝜌]), la energía de intercambio (asociada al requerimiento de antisimetría), la 

energía de correlación Coulómbica, asociada a las repulsiones interelectrónicas, y por último 

una corrección de autointeracción (self-interaction correction, SIC). Esta última contribución se 

considera en el segundo término de la ecuación (II.49), la cual permite la interacción de un 

electrón con su propia densidad de carga.   

Si bien los términos de autointeracción se cancelaban en el método de HF, (a partir de 

las definiciones de los operadores de Coulomb (II.28) e Intercambio (II.29) se observa que 𝐽𝑖𝑖 =

𝐾𝑖𝑖 con lo cual los términos 𝑖= 𝑗 se anulan en (II.31)), en la formulación original de Khon y Sham 

no se consideró explícitamente este efecto, con lo cual es agregado de manera ad-hoc. En 

algunos funcionales de intercambio y correlación el término de SIC también es agregado 

explícitamente, mientras que en otros no (cuando el funcional de intercambio alcanza a 

minimizar el error debido a la autointeracción)  

Continuando, la ecuación (II.44) puede reescribirse de la siguiente manera: 

𝐸[𝜌] = 𝑇𝑠[𝜌] + 𝑉𝑛𝑒[𝜌] +
1

2
∫∫

𝜌(𝑟1)𝜌(𝑟2)

𝑟12
𝑑𝑟1𝑑𝑟2 + 𝐸𝑥𝑐[𝜌] (II.51) 

 

donde: 

𝑇𝑠[𝜌] =
1

2
⟨𝜒𝑖

𝐾𝑆| ∑ ∇𝑖
2

𝑖 |𝜒𝑖
𝐾𝑆⟩ (II.52) 
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Y 

𝑉𝑁𝑒[𝜌] = ∫𝜐(𝑟)𝜌(𝑟)𝑑𝑟 (II.53) 

 

Para encontrar la densidad electrónica que minimiza la energía debe calcularse la 

siguiente derivada funcional e igualar a cero: 

𝜕𝐸[𝜌(𝑟)]

𝜕𝜌(𝑟)
= 0 (II.54) 

 

El procedimiento es análogo 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

2
∇𝑖

2 − ∑
𝑍𝛼

𝑟1𝛼
𝛼

+ ∫
𝜌(𝑟2)

𝑟12
𝑑𝑟2 + 𝜐𝑥𝑐(1)] 𝜒𝑖

𝐾𝑆(1) = 𝜀𝑖
𝐾𝑆𝜒𝑖

𝐾𝑆(1) (II.55) 

 

En la expresión (II.56), la expresión entre corchetes constituye el operador ℎ̂𝑖
𝐾𝑆 y el 

término 𝜐𝑥𝑐(1) corresponde al potencial de intercambio y correlación, es decir la derivada 

funcional de 𝐸𝑥𝑐. 

Los orbitales de Kohn y Sham se expresan como una combinación lineal en un conjunto 

de funciones de base {|Φ𝜇⟩}, lo cual, en forma similar a lo explicado para HF, permite escribir el 

problema en forma matricial de la siguiente manera: 

𝒉𝑲𝑺𝑪 = 𝑺 𝑪 𝜺 
(II.56) 

 

donde 𝒉𝑲𝑺constituye la matriz formada por los elementos de matriz ℎ𝜇𝜐
𝐾𝑆 =

⟨Φ𝜐|ℎ̂
𝐾𝑆|Φ𝜇⟩  y 𝑪 es la matriz de coeficientes de los orbitales de KS en la base elegida. Los 

elementos de 𝒉𝑲𝑺  dependen de la densidad y por lo tanto de 𝑪, por lo que la resolución de esta 

ecuación 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 𝒉𝑲𝑺 y luego se 

resuelve la ecuación 2.1.47 hasta encontrar una matriz 𝑪 autoconsistente. 

II.2.1.5.1   Funcionales de Intercambio y correlación 

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

funcional utilizado para modelar la energía de intercambio y correlación.  

El primer funcional de intercambio y correlación fue propuesto por Hohenberg y Kohn.[6] 

El mismo se expresa de la siguiente manera: 
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𝐸𝑥𝑐[𝜌] = ∫𝜌(𝑟)𝜀𝑥𝑐(𝜌)𝑑𝑟 (II.57) 

 

donde 𝜀𝑥𝑐(𝜌) corresponde a la energía de intercambio y correlación por electrón en un 

gas homogéneo de electrones con densidad 𝜌. La energía de intercambio se calcula en este caso 

como: 

𝜀𝑖 = −
3

4
(
3

𝜋
)

1
3⁄

(𝜌(𝑟))
1

3⁄  
(II.58) 

 

y la energía de correlación puede obtenerse a través de una función derivada por Vosko, 

Wilk y Nusair.[8] Este funcional se denomina aproximación de densidad local (LDA), o LSDA en la 

implementación para sistemas de capa abierta. 

Los modelos LDA y LSDA están basados en un gas uniforme de electrones, por lo que 

resulta una buena aproximación en sistemas donde la densidad electrónica cambia lentamente. 

Sin embargo, esto es difícil que ocurra en un sistema químico real. 

 Para incorporar las variaciones de la densidad electrónica con la posición, se 

desarrollaron los funcionales corregidos por gradiente (denominados por sus siglas en inglés 

GGA: Generalizad Gradient Aproximation). En estos funcionales, se incorpora el ∇𝜌(𝑟) en la 

expresión del funcional de intercambio y correlación.  

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

Burke-Ernzerhof (PBE)[9]    

Al igual que en LDA, estos funcionales pueden dividirse generalmente en un término de 

intercambio y uno de correlación. Ejemplos de funcionales de intercambio son el funcional 

desarrollado por Perdew y Wang (PW86)10 y  el funcional de Becke (B)[11], que contiene 

parámetros empíricos. Como ejemplos de funcionales de correlación pueden mencionarse el 

funcional de Lee-Yang-Parr (LYP)[12], 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 híbridos, que incluyen una porción del intercambio de HF con 

funcionales de intercambio y correlación de GGA. Como ejemplo podemos mencionar el 

funcional B3LYP y el funcional B3PW91.[14] 

La utilización de la teoría del funcional de la densidad con funcionales GGA permite 

obtener generalmente buenos resultados para geometrías y otras propiedades moleculares, 

energías de enlace, frecuencias de vibración, etc.   
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Sin embargo, a diferencia de la teoría de HF, DFT presenta una limitación severa y es que 

debido a la inclusión de un funcional de intercambio y correlación aproximado, la teoría deja de 

ser variacional (es decir, el valor de energía podría ser menor que el verdadero) y los valores de 

energía dependerán de la elección del funcional elegido. Sin embargo, un aumento en el tamaño 

de las funciones de base darán valores menores de energía calculada, para cálculos realizados 

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

Es habitual entonces, validar los resultados del cálculo realizado, utilizando distintos 

funcionales de intercambio-correlación (además de funciones de base) y cálculos ab-initio para 

compararlos entre sí. 

Sin embargo, DFT (y otros métodos ab-initio de más alto nivel) sigue siendo actualmente 

la teoría de elección por los químicos computacionales cuando se desean realizar cálculos de 

estructura electrónica, dado que es la teoría que ofrece la mejor relación entre la calidad de sus 

resultados y el costo computacional requerido, especialmente en sistemas conteniendo metales 

de transición. 

En la próxima sección se describirá la implementación de DFT denominada SIESTA, 

utilizada en algunos cálculos en la presente tesis. 

  El método SIESTA 

En esta sección se presentará el método SIESTA (Spanish Initative for Electronic 

Simulations of Thousands of Atoms).[15]  

Este método fue originalmente desarrollado por físicos de materia condensada, por lo 

que está diseñado para calcular la estructura electrónica de sistemas periódicos. Sin embargo, 

si se eligen convenientemente los parámetros de la celda, es posible realizar cálculos que 

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

A diferencia de la mayoría de los esquemas de cálculo basados en la teoría del funcional 

de la densidad que utilizan funciones de base descriptas en forma analítica, este método utiliza 

funciones bases numéricas descriptas en una grilla tridimensional.[16–18]  

La utilización de las mismas otorga varias ventajas: en primer lugar, permite utilizar 

cualquier tipo de funciones de base, a diferencia de los cálculos realizados con bases analíticas 

que normalmente utilizan funciones Gaussianas para simplificar la realización 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 más allá de un cierto radio de corte, lo que permite acelerar 

significativamente los cálculos.  

Si bien en este contexto podría utilizarse cualquier tipo de funciones de base, se observó 

que resulta conveniente la utilización de funciones de base llamadas orbitales pseudoatómicos 

(PAOs) que consisten en las autofunciones de los átomos con los correspondientes 

pseudopotenciales. El confinamiento de estas funciones a través del uso de un radio de corte, 

provoca un incremento en la energía asociada a estos PAOs. Este incremento puede variarse a 

través de la elección del parámetro ∆𝐸𝑃𝐴𝑂 (pseudoatomic orbital energy shift) modificando así 

la calidad de los resultados obtenidos. Típicamente, valores de ∆𝐸𝑃𝐴𝑂 entre 100 y 200 meV, 

otorgan resultados adecuados, sin embargo en caso de que el sistema contenga metales de 

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

 Por otra parte, el usuario puede determinar la precisión del cálculo indicando la 

separación entre puntos de la grilla, lo que se indica con el parámetro Energy Cut Off, y 

corresponde a la energía de la onda plana de mayor frecuencia que es posible incluir en la grilla. 

En cuanto a los funcionales de intercambio y correlación, en el programa se encuentran 

implementados LDA, LSDA y PBE (GGA). 

Para el tratamiento de los núcleos y los electrones internos se utilizan 

pseudopontenciales. La utilización de los mismos permite por un lado, eliminar el costo 

computacional asociado al cálculo de los electrones internos, y por otro, permitir obtener una 

densidad de carga suave en toda la grilla, permitiendo además incluir a muy bajo costo los 

efectos relativistas, que suelen ser relevantes en átomos pesados.   

En este contexto, el Hamiltoniano electrónico  resulta: 

𝐻 = 𝑇 + ∑[𝑉𝛼
𝑙𝑜𝑐𝑎𝑙(𝑟) + 𝑉𝛼

𝑛𝑙(𝑟)]

𝛼

+ 𝑉𝐻(𝑟) + 𝑉𝑥𝑐(𝑟) (II.59) 

 

donde 𝛼 corresponde a los núcleos. La suma en la ecuación (II.59) corresponde al 

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

Con el objeto de evitar el cómputo del término 𝑉𝛼
𝑙𝑜𝑐𝑎𝑙(𝑟), que resulta de difícil 

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

define 𝑉𝛼
𝑎𝑡𝑜𝑚(𝑟), el cual se suma al 𝑉𝛼

𝑙𝑜𝑐𝑎𝑙(𝑟), de manera de generar un potencial de átomo 

neutro (NA). El potencial agregado 𝑉𝛼
𝑎𝑡𝑜𝑚(𝑟) corresponde al potencial creado por la densidad 

electrónica de cada átomo aislado 𝜌𝛼
𝑎𝑡𝑜𝑚. Podemos definir entonces: 
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𝑉𝛼
𝑁𝐴 = 𝑉𝛼

𝑙𝑜𝑐𝑎𝑙 + 𝑉𝛼
𝑎𝑡𝑜𝑚 

(II.60) 

 

𝜌𝑎𝑡𝑜𝑚(𝑟) = ∑𝜌𝛼
𝑎𝑡𝑜𝑚(𝑟)

𝛼

 (II.61) 

 

𝛿𝜌(𝑟) = 𝜌(𝑟) − 𝜌𝑎𝑡𝑜𝑚(𝑟) 
(II.62) 

 
En la ecuación (II.62), 𝛿𝜌(𝑟) corresponde a la diferencia entre la densidad electrónica 

autoconsistente y la de los átomos aislados, la cual es mucho más pequeña que 𝜌(𝑟). Siendo 

𝛿𝑉𝐻(𝑟) el potencial creado por 𝛿𝜌(𝑟), podemos rescribir el Hamiltoniano electrónico total 

como: 

𝐻̂ = 𝑇̂ + ∑𝑉𝛼
𝑛𝑙(𝑟)

𝛼

+ ∑𝑉𝛼
𝑁𝐴(𝑟)

𝛼

+ 𝛿𝑉𝐻(𝑟) + 𝑉𝑥𝑐(𝑟) (II.63) 

 

De esta manera, el 𝑉𝛼
𝑙𝑜𝑐𝑎𝑙(𝑟) se reemplaza por una suma de potenciales de átomo 

neutro, más una pequeña corrección, que se agrega para corregir el efecto del agregado de 

𝑉𝛼
𝑎𝑡𝑜𝑚(𝑟).  

Los primeros dos términos de la ecuación (II.63) involucran integrales de dos centros y 

se calculan al inicio del cálculo, en el espacio recíproco, tabulándose en función de la distancia 

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

La densidad electrónica se calcula de la siguiente manera: En primer lugar, supongamos 

que {|𝜓𝑖(𝑟)⟩} son la parte espacial de los spin-orbitales, las cuales pueden describirse como 

combinación lineal de las funciones de base: 

𝜓𝑖(𝑟) = ∑𝜙𝜇(𝑟)𝐶𝜇𝑖

𝜇

 (II.64) 

 

Entonces, la densidad electrónica resulta: 

𝜌(𝑟) = ∑𝑛𝑖|𝜓𝑖(𝑟)|
2

𝑖

= ∑𝜌𝜇𝜐𝜙𝜐
∗(𝑟)𝜙𝜇(𝑟)

𝜇𝜐

 (II.65) 

 

donde 𝑛𝑖 corresponde al número de ocupación de 𝜓𝑖 y 𝜌𝜇𝜐 a los elementos de matriz 

de la matriz densidad, dados por: 

𝜌𝜇𝜐 = ∑𝐶𝜇𝑖

𝑖

𝑛𝑖𝐶𝑖𝜐 (II.66) 

 

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

1. Definición de la base {|𝜙𝑖⟩}a utilizar y cálculo de los elementos de matriz no 
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autoconsistentes correspondientes a los términos 𝑇̂y 𝑉𝛼
𝑛𝑙. 

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

𝜌(𝑟) = 𝜌𝑁𝐴(𝑟)) 

Obtención de la densidad electrónica 𝜌(𝑟) = ∑ 𝜌𝜇𝜐𝜙𝜐
∗(𝑟)𝜙𝜇(𝑟)𝜇𝜐  y de                                               

𝛿𝜌(𝑟) = 𝜌(𝑟) − 𝜌𝑁𝐴(𝑟) 

Cálculo de 𝛿𝑉𝐻(𝑟) a través de la ecuación de Poisson (∇2𝑉 = −
𝜌

𝜀0
⁄ ). 

3. Cálculo de 𝑉𝑥𝑐 en la grilla. 

4. Evaluación de las integrales asociadas a 𝛿𝑉𝐻(𝑟), 𝑉𝛼
𝑁𝐴 𝑦 𝑉𝑥𝑐. 

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

densidad. 

6. Construcción de una nueva matriz densidad con los nuevos coeficientes y comparación 

con la matriz anterior. En caso de no verificarse la autoconsistencia, se vuelve al ítem 3. 

7. Cálculo de la energía. 

8. Cálculo de las fuerzas sobre los átomos. 

En resumen, el método SIESTA permite realizar, a través de la utilización de bases 

numéricas, el uso de pseudopotenciales para los electrones internos, y los funcionales de 

intercambio y correlación LDA, LSDA o PBE, cálculos de estructura electrónica en forma 

altamente eficiente para sistemas de mediana cantidad de átomos, basados en la teoría del 

funcional de la densidad. 

  Métodos basados en la Mecánica Clásica 

Muchos sistemas de interés en química y biología son sistemas moleculares de gran 

cantidad de átomos, como por ejemplo las proteínas, membranas, etc. Para este tipo de 

sistemas como se mencionó, aún con el poder computacional existente hoy en día, es 

prácticamente imposible su tratamiento completo con mecánica cuántica. Es por esto que en 

gran cantidad de problemas en los que no se requiere un detalle de la distribución electrónica, 

se utilizan métodos basados en la mecánica clásica, lo que se denomina mecánica molecular.  

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

exclusivamente en función de las posiciones de los núcleos. Sin embargo, la mecánica cuántica 
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se utiliza a menudo para el desarrollo de los distintos parámetros requeridos para el cálculo (que 

se explicarán en la próxima sección). También, muchos de estos parámetros son obtenidos a 

partir del ajuste de potenciales clásicos de manera tal de reproducir resultados experimentales 

conocidos. 

II.2.3.1   Campos de fuerza clásicos – Simulaciones 

atomísticas 

En los métodos de mecánica molecular atomística, la energía potencial viene dada por 

una función que se denomina “campo de fuerza”, que no es más que una expresión matemática 

para la energía potencial dependiente de las coordenadas de los núcleos y de una serie de 

parámetros.[19]  

Existen también campos de fuerza asociados a descripciones de tipo “grano grueso”, en 

donde la expresión matemática involucra una energía potencial dependiente de coordenadas 

de grupos de átomos (como una entidad). 

 La expresión del campo de fuerza atomístico de AMBER[20]– el cual fue utilizado para los 

cálculos realizados en esta tesis – contiene dos clases de contribuciones a la energía potencial, 

las contribuciones de unión y las de no unión.  

Por un lado, las de unión, se computan para átomos que están formando un enlace 

covalente con otro o como máximo a dos átomos de distancia, e incluyen penalidades 

energéticas para las desviaciones respecto de su valor de equilibrio de distancias de enlace, 

ángulos y ángulos diedros. Mientras que las dos primeras se representan a través de un potencial 

armónico centrado en la distancia de equilibrio, los ángulos diedros o torsiones están descriptos 

con una función periódica (ver primeros tres términos en la ecuación (II.67)). 

Por otro lado, las contribuciones de no unión, se computan entre átomos que están en 

diferentes moléculas o a más de tres enlaces de distancia, y se dividen en interacciones 

electrostáticas basadas en la ley de Coulomb, y potenciales de tipo Lennard-Jones, que describe 

en forma aproximada las interacciones dispersivas y la repulsión originada por el principio de 

exclusión de Pauli a distancias muy cortas. La expresión de la energía potencial resulta:[21] 
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𝐸(𝑟𝑁) =  ∑
𝑘𝑏,𝑖

2
(𝑟𝑖 − 𝑟𝑖0)

𝑒𝑛𝑙𝑎𝑐𝑒𝑠

+ ∑
𝑘θ,𝑖

2
(𝜃𝑖 − 𝜃𝑖0)

𝑎𝑛𝑔𝑢𝑙𝑜𝑠

+ ∑
𝑉n
2

𝑐𝑜𝑠(𝑛𝜛 − 𝛾)

𝑡𝑜𝑟𝑠𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠

+ ∑ ∑ {𝜀𝑖𝑗 [(
𝜎𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
)

12

− 2(
𝜎𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
)

6

] +
𝑞𝑖𝑞𝑗

4𝜋𝜀0𝑟𝑖𝑗
}

𝑁

𝑗=𝑖+1

𝑁−1

𝑖=1

 

(II.67) 

El primer término refiere a la contribución de estiramiento de los enlaces, el cual se 

describe a través de un potencial armónico. En ésta expresión, 𝑘𝑏,𝑖 corresponde a la constante 

de fuerza asociada a la unión i y 𝑟𝑖0 a su distancia de equilibrio.  

Si bien una mejor descripción de un enlace químico se obtendría con un potencial como 

por ejemplo el sugerido por Morse[22], este contiene un parámetro adicional, que agrega un 

costo computacional adicional, por lo tanto no se suele utilizar en cálculos MM. Sin embargo, en 

algunos casos, suele recurrirse a potenciales de esta característica para modelar la formación o 

ruptura de enlaces, aunque seguirá siendo de forma aproximada. Además, un potencial 

armónico resulta una aproximación razonable (a segundo orden) al potencial real en la zona 

cercana al mínimo de cualquier función potencial.  

El segundo término corresponde a las contribuciones dadas por las flexiones angulares. 

Estas también se representan con un potencial armónico de constante 𝑘θ,𝑖 y valor de equilibro 

𝜃𝑖. Normalmente, la energía requerida para modificar un ángulo es menor a la requerida para 

variar la distancia entre dos átomos, por lo que los valores de 𝑘θ,𝑖suelen ser menores que los de 

las constantes 𝑘𝑏,𝑖.  

El tercer término, es el asociado a las torsiones o ángulos diedros y presenta tres 

parámetros: 𝑉n corresponde a la barrera energética asociada a la rotación entre dos mínimos 

sucesivos, n representa la multiplicidad del potencial, es decir indica el número de mínimos 

encontrados entre 0º y 360º, y por último 𝛾, que corresponde a la fase de la función sinusoidal. 

El último término de la ecuación (II.67) contiene las contribuciones de no unión, y 

depende de la distancia entre pares de átomos, 𝑟𝑖𝑗. La primera parte, corresponde al potencial 

de Lennard-Jones y contiene los parámetros 𝜀𝑖𝑗  , asociado a la profundidad del pozo de energía, 

y 𝜎𝑖𝑗, correspondiente a la distancia entre los átomos correspondiente al mínimo de energía. La 

segunda parte, la parte electrostática, contiene como parámetros las cargas sobre los átomos. 

En el campo de fuerzas de AMBER, la distribución de cargas es representada a través de cargas 

puntuales 𝑞𝑖 ubicadas en las coordenadas de cada átomo. Estas cargas se obtienen partir de 
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ajustar las mismas para que reproduzcan el potencial electrostático obtenido con un método 

cuántico (ajuste RESP, Restrained Electrostatic Potential) 

Para disminuir el costo computacional asociado a los términos de no unión, se utiliza un 

radio de corte, de manera tal de no computar las interacciones con átomos 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 Coulómbicas, (que son de mayor 

alcance), en los casos en que se utilizan condiciones periódicas en la simulación, se utiliza una 

metodología denominada sumas de Ewald[19], un método originalmente desarrollado para el 

estudio de cristales iónicos, en su implementación denominada Particle Mesh Ewald.  

Esta metodología se utiliza para calcular las interacciones electrostáticas totales entre 

los átomos presentes en una celda unidad, de forma muy eficiente. La energía electrostática se 

calcula en dos partes: una primera parte, en la cual a las interacciones electrostáticas asociadas 

a las cargas puntuales se les agrega una distribución 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 electrostáticas, la expresión resultante converge en forma mucho más rápida. Las 

correcciones necesarias debido a la incorporación de las densidades “neutralizantes”, se 

calculan en el espacio recíproco.  

Las sumas asociadas a los cálculos en el espacio recíproco también presentan una rápida 

convergencia. De esta manera se logra tener en cuenta las interacciones electrostáticas de largo 

alcance más allá del radio de corte de las interacciones de no unión, en forma altamente 

eficiente.[19] 

Finalmente, como puede observarse en la ecuación (II.67), el campo de fuerzas es 

constituido además por una gran cantidad de parámetros asociados a cada uno de los sumandos 

en la descripción de la energía potencial. Para el caso de simulación de proteínas, el campo de 

fuerza de AMBER contiene un conjunto de parámetros por default asociados a aminoácidos, 

algunos iones, ADN y ARN, lípidos, etc., incluso para distintos estados de oxidación o 

protonación.  

En este contexto, puede hablarse de la transferibilidad del campo de fuerza, entendida 

como la posibilidad de la utilización de un mismo conjunto de parámetros en otros sistemas 

similares. Por ejemplo, los parámetros para un residuo de arginina serán los mismos en todas 
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las proteínas estudiadas, y no será necesaria su parametrización en cada proteína que se desee 

estudiar. Ese concepto permite utilizar el mismo conjunto de parámetros por residuo en todas 

las proteínas estudiadas, sin pérdida de generalidad. 

En el campo de fuerza de AMBER, los átomos dentro de cada residuo reciben un nombre 

de átomo y se le asigna un “tipo” de átomo. Los tipos de átomo permiten que no sea necesario 

incluir parámetros para cada átomo incluido en cada uno de los aminoácidos. Distintas especies 

pueden poseer el mismo tipo de átomo, en estos casos los parámetros asociados a las uniones, 

los ángulos y los diedros serán los mismos.  

Si bien en el campo de fuerza se incluyen parámetros para todos los aminoácidos 

naturales y otras moléculas comúnmente encontradas en los sistemas proteicos, para incluir 

grupos prostéticos como el grupo hemo en diferentes estados de oxidación y coordinación, por 

ejemplo, será necesario obtener los parámetros necesarios para realizar la simulación. 

II.2.3.1.1   Modelos de agua explícita 

Existen numerosos modelos de agua para simular el solvente que rodea a las 

biomoléculas. En primer lugar, los modelos de solvente implícito, describen al solvente 

circundante como una “jalea electrostática” caracterizada por una constante dieléctrica. Estos 

modelos tienen la ventaja de tener menor costo computacional, en detrimento del detalle de 

eventos relacionados a interacciones específicas con el solvente. 

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

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

La mayor parte de los modelos de agua (no polarizable) asumen una carga positiva sobre 

los hidrógenos y una carga negativa junto con una interacción de Lennard-Jones en la posición 

del oxígeno.  

En general, se diferencian en la geometría del enlace (distancia HO-H y ángulo H-O-H), y 

en la magnitud de la distribución de cargas (todos los modelos localizan la carga positiva sobre 

los átomos de hidrógeno pero difieren en la localización de la/s carga/s negativa/s y en las 

propiedades físicoquímicas del agua real que se pretende reproducir y contra las cuales se 

ajustan los parámetros del modelo).[23] 

Entre los más 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 está localizada sobre el 
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átomo de oxígeno y las cargas positivas sobre los átomos de hidrógeno. Además, cada molécula 

de agua se mantiene en una geometría rígida. Un esquema de este tipo de molécula de agua se 

encuentra en la Figura 1 

 

Figura 1: parámetros relevantes (cargas, distancia, y ángulo) del modelo de agua TIP3P 

Los parámetros del modelo (por ejemplo, aquellos correspondientes al potencial de 

Lennard-Jones y las cargas sobre cada átomo) son ajustados de manera tal que reproduzcan el 

valor de entalpía de vaporización y la densidad del agua líquida en condiciones estándar de 

presión y temperatura y por lo general este modelo de aguas es el más ampliamente utilizado 

con campos de fuerzas parametrizados para biomoléculas.[24] 

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 cristalográficas de proteínas en combinación con distintas tipos de modelos 

de aguas, llega a la conclusión de que la elección del modelo de aguas tiene un efecto 

despreciable en comparación con la elección del tipo de campo de fuerzas utilizado para la 

proteína, y ya que estos han sido mayormente parametrizados utilizando un modelo de aguas 

de tipo TIP3P, es conveniente utilizar este modelo de aguas.[25] 

Otros modelos de agua simples usualmente utilizados son por ejemplo el modelo SPC[26] 

o su actualización SPC/E[27], y el modelo TIP4P[24], que utiliza cuatro puntos en vez de tres para 

describir la distribución de cargas. Los valores de los parámetros asociados a los modelos de 

agua simples se desarrollan de forma de reproducir las propiedades del agua medidas 

experimentalmente como la densidad, la función de distribución radial, y otras propiedades 

fisicoquímicas. Como se trata de modelos sencillos, existen gran cantidad de propiedades que 

no pueden ser descriptas.  

Existen modelos más avanzados, como así también más costosos, que incluyen efectos 

de polarización, lo que resulta de importancia en sistemas donde se espera que el solvente 

experimente un efecto de polarización significativo por parte del resto del sistema.   
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  Métodos multi-escala cuántico-clásicos 

(QM/MM) 

En las secciones anteriores se han presentado los aspectos básicos de los métodos 

basados en la mecánica cuántica y en la mecánica clásica. Los métodos basados en la mecánica 

cuántica presentan información de la distribución electrónica 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 mecánica molecular presentan un costo 

computacional extremadamente menor, y permiten estudiar fenómenos estructurales 

asociados a moléculas de gran cantidad de átomos.  

Resulta entonces natural pensar que pueden combinarse ambas metodologías para el 

estudio de un sistema en el que interese una descripción de la densidad electrónica de una cierta 

región del sistema (llamada región QM, que se debe describir a un nivel mecánico cuántico), y 

el resto del sistema puede tratarse con mecánica clásica (llamada región MM), como muestra el 

ejemplo de la Figura 2. Esta idea hay tenido un enorme éxito, lo que ha motivado la adjudicación 

del premio Nobel de Química en 2013 a Arieh Warshel, Michael Levitt y Martin Karplus por sus 

contribuciones. 

 

Figura 2: en un cálculo QM / MM de una reacción enzimática, el sistema se divide en dos regiones: la región que se 
quiere describir con detalle electrónico (región QM, mostrado aquí en representación de bolas y palos) y el resto del 

sistema (región MM). 

Un ejemplo de aplicación de este tipo de metodologías es el estudio de reacciones 

enzimáticas.[28–32] En ellas, el sitio activo donde ocurre la reacción debe tratarse necesariamente 

con mecánica cuántica, pero el resto de la enzima puede tratarse clásicamente. Esto constituye 

un avance significativo respecto de la utilización de sistemas modelo para tratar este tipo de 
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problemáticas, en los que solo se incluía el sitio activo y algunos grupos pequeños relevantes. 

En las metodologías multi-escala se considera el efecto de toda la proteína, en la mayoría de los 

casos crucial en el desarrollo del fenómeno reactivo.  

Para aplicar una metodología QM/MM, en primer lugar es necesario definir la región del 

sistema que se tratará con mecánica cuántica, que llamaremos subsistema QM. El resto del 

sistema (subsistema MM) se tratará con mecánica clásica.  

En la elección debe tenerse en cuenta que cuanto mayor sea el subsistema QM, mayor 

calidad tendrá el cálculo, pero también su costo se incrementará significativamente. En el caso 

de que la simulación 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 reacción enzimática, la elección es más compleja. 

Resulta imprescindible incluir en el subsistema QM todos los átomos que incluyan enlaces que 

puedan romperse o formarse durante el proceso de interés. Sin embargo, para obtener una 

buena representación del problema de estudio, normalmente se requiere incluir una mayor  

cantidad de átomos que simplemente los involucrados en la reacción propiamente dicha.  

Dentro de los métodos QM/MM, pueden distinguirse dos clases de metodologías: los 

esquemas aditivos y los esquemas sustractivos.[33,34] La metodología utilizada en esta tesis 

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

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

del subsistema QM (𝐻𝑄𝑀), el subsistema MM (𝐻𝑀𝑀) y un término de acoplamiento QM/MM 

(𝐻𝑄𝑀/𝑀𝑀): 

𝐻 = 𝐻𝑄𝑀 + 𝐻𝑀𝑀 + 𝐻𝑄𝑀/𝑀𝑀 
(II.68) 

 
Para el cálculo de la energía 𝐸𝑄𝑀 (asociada al 𝐻𝑄𝑀), debe seleccionarse un nivel de 

cálculo cuántico. Los cálculos presentados en esta tesis están realizados a nivel de la teoría del 

funcional de la densidad (DFT). En el Hamiltoniano cuántico no solo se tienen en cuenta las 

cargas de los núcleos cuánticos, sino que se realiza el cálculo teniendo en cuenta además el 

potencial electrostático generado por las cargas clásicas, este esquema recibe el nombre de 

embebimiento electrostático. 

La energía 𝐸𝑀𝑀 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 AMBER18, explicado en la 

sección II.2.3. 
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El término clave en el cálculo QM/MM es el término de interacción o coupling: 𝐻𝑄𝑀/𝑀𝑀. 

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

En forma general, 𝐻𝑄𝑀/𝑀𝑀 incluye las interacciones electrostáticas, de van der Waals 

repulsivos de corto alcance y de unión de los átomos en la frontera, entre los átomos QM y los 

átomos MM. En el método utilizado en los cálculos realizados en esta tesis, el término de 

acoplamiento QM/MM consiste en el descripto en la expresión (II.69) para un sistema de A 

átomos MM y B átomos QM: 

𝐸𝑄𝑀/𝑀𝑀 = ∑𝑞𝑖 ∫
𝜌(𝑟)

|𝑟 − 𝜏𝑖|
𝑑𝑟

𝐴

𝑖=1

+ ∑∑
𝑞𝑖𝑍𝑗

|𝑅𝑗 − 𝜏𝑖|

𝐵

𝑗=1

𝐴

𝑖=1

+ ∑∑4𝜀𝑖𝑗 [(
𝜎𝑖𝑗

|𝜏𝑖 − 𝑅𝑗|
)

12

− (
𝜎𝑖𝑗

|𝜏𝑖 − 𝑅𝑗|
)

6

]

𝐵

𝑗=1

𝐴

𝑖=1

 

(II.69) 

 

donde, 𝜏𝑖 corresponde a las posiciones de los núcleos MM, 𝑅𝑗 a las coordenadas de los 

núcleos QM.  

El primer sumando da cuenta de la interacción electrostática entre la densidad 

electrónica del subsistema cuántico y las cargas sobre los átomos MM (𝑞𝑖).  El segundo término 

describe la interacción electrostática entre los núcleos QM, de carga  𝑍𝑗, y los átomos 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 clásico, descripto en la sección II.2.3. Este último 

término implica que sea requerido obtener los parámetros asociados al potencial de Lennard-

Jones (𝜀𝑖𝑗  y 𝜎𝑖𝑗) para los átomos del subsistema QM, los que normalmente son obtenidos del 

campo de fuerza utilizado para representar el subsistema MM. 

En la mayoría de los casos en que se desea aplicar una metodología 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 átomos que están unidos covalentemente se encuentran 

localizados uno en el subsistema QM (𝐴𝑄𝑀) y otro en el MM (𝐴𝑀𝑀). Para el tratamiento de este 

problema en los cálculos QM/MM realizados en esta tesis se utilizó el método SPLAM (Scaled 

Position Link Atom Method. [35]  

En este método, un átomo llamado átomo Link, usualmente un átomo de Hidrógeno 

(𝐻𝑙𝑖𝑛𝑘), se ubica en el enlace por el que atraviesa la frontera. De esta manera, el  𝐻𝑙𝑖𝑛𝑘 completa 

la valencia del átomo cuántico ubicado en la frontera. La posición del 𝐻𝑙𝑖𝑛𝑘 está forzada a 

mantenerse en el enlace 𝐴𝑄𝑀-𝐴𝑀𝑀. Para ello,  la fuerza sobre el 𝐻𝑙𝑖𝑛𝑘se descompone en una 
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componente perpendicular y otra paralela al enlace 𝐴𝑄𝑀-𝐴𝑀𝑀. La componente perpendicular  

se redistribuye entre los átomos 𝐴𝑄𝑀y 𝐴𝑀𝑀. Por otra parte, para mantener el enlace 𝐴𝑄𝑀-𝐴𝑀𝑀, 

los términos de unión, ángulos y diedros involucrados en el enlace son contabilizados a través 

del campo de fuerza clásico.  

Las interacciones de Lennard-Jones que involucran a los átomos 𝐴𝑄𝑀, 𝐻𝑙𝑖𝑛𝑘, 𝐴𝑀𝑀son 

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

 Por último, para evitar una sobrepolarización de la unión 𝐴𝑄𝑀-𝐻𝑙𝑖𝑛𝑘 debido a la corta 

distancia entre el 𝐻𝑙𝑖𝑛𝑘y el átomo 𝐴𝑀𝑀, se anula la carga sobre el átomo 𝐴𝑀𝑀. Esta metodología 

fue aplicada en diversos trabajos anteriores que incluyen sistemas biológicos.[31,33,36,37]  

 
SECCIÓN B  

METODOS DE EXPLORACION DE LA SEP 
 

  Métodos de exploración de  la superficie de 

energía potencial 

Como se ha mencionado anteriormente, la superficie de energía potencial (SEP), 

definida en el contexto de la aproximación de Born-Oppenheimer, es una función escalar que 

define el valor de la energía potencial del sistema en función de las coordenadas de los núcleos, 

es decir, en un sistema de N átomos depende de 3N variables, asociadas a las coordenadas 

cartesianas de cada uno de los núcleos. El conocimiento de la superficie de energía potencial 

permite obtener información cinética y termodinámica de un sistema. Exceptuando sistemas 

extremadamente simples, la SEP resulta compleja y es imposible conocerla de forma analítica, 

por lo que se requiere de métodos de simulación computacional para explorarla. En esta sección 

nos centraremos en distintos métodos desarrollados para explorar la SEP de forma eficiente, 

que permiten concentrar la atención en el sector de la SEP que se desea explorar para poder 

responder al interrogante químico de interés. Si bien existe una gran cantidad de metodologías 

para realizar esta tarea, se desarrollarán solamente las metodologías aplicadas en los cálculos 

realizados en esta tesis. 
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II.2.5.1   Optimizaciones de geometría – Búsqueda del 

mínimo de energía 

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

los puntos mínimos de la superficie de energía potencial, SEP.  

En las vecindades de los mínimos de la SEP se encuentran las configuraciones o 

conformaciones estables, por lo tanto será una región relevante para el sistema de estudio. Para 

encontrar los mínimos de la SEP, debe aplicarse un algoritmo de minimización.  

El problema de la minimización puede verse formalmente de la siguiente manera: se 

tiene una función 𝐹(𝑥1, 𝑥2, …… , 𝑥3𝑁) que corresponde a la SEP, en la cual se quiere encontrar 

un mínimo. En el mínimo, las derivadas primeras respecto de cada una de las variables 

(𝑥1, 𝑥2, …… , 𝑥3𝑁) valen cero, y todas las derivadas segundas son positivas: 

𝜕𝐹

𝜕𝑥𝑖
= 0          𝑦         

𝜕2𝐹

𝜕𝑥𝑖
2

> 0                    ∀ 𝑖 ∈ {1……3𝑁} (II.70) 

 

Debido a la complejidad con la que varía la SEP con las coordenadas cartesianas, se 

pueden utilizar diferentes métodos numéricos para obtener los mínimos de la función.  

Dentro de los diferentes métodos, pueden distinguirse los métodos derivativos, y los no 

derivativos. Dentro de los derivativos (que utilizan las derivadas de la función a minimizar), 

existen métodos que utilizan solo la derivada primera, llamados de primer orden, y los que 

utilizan además 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.[19]  

La inclusión de la derivada primera en la determinación del mínimo de energía resulta 

de mucha utilidad, dado que el gradiente de la SEP, indica la dirección hacia donde se encuentra 

el mínimo, 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 dirección de la fuerza sobre cada 

átomo puede gradualmente reducirse la energía del sistema.   

El método Steepest Descents realiza los movimientos en dirección paralela a la fuerza 

neta, realizando pasos de una longitud arbitraria, fijada al inicio del cálculo. En caso de que se 

realice un paso que produzca una reducción de la energía, la longitud del paso se incrementa 

por un factor. En caso de producirse en contrario un incremento de la energía, 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 dirección en la que se realizan el movimiento, corresponde a la dirección de 

la fuerza neta más la dirección anterior multiplicada por un factor. Este factor se calcula como 

el cociente entre el módulo del gradiente del paso actual y el paso anterior. De esta manera, no 

se observa el fenómeno oscilatorio que se observa en el método de Steepest Descents en las 

zonas donde hay mínimos muy angostos.   

Por último, debe tenerse en cuenta que estos métodos intentan siempre ir en la 

dirección de reducción de la energía, por lo que el resultado final dependerá fuertemente de la 

configuración de partida. En otras palabras, a través simplemente de optimizaciones de 

geometría como las descriptas en esta sección, no se podrán atravesar barreras que conecten 

distintos mínimos, y el mínimo que se obtenga será el más cercano a la estructura de partida. 

Resulta entonces imprescindible la utilización de otras metodologías que permitan un muestreo 

más amplio de la SEP. 

II.2.5.2   Búsqueda del camino de transformación 

Es de interés en química conocer los aspectos termodinámicos y cinéticos asociados a 

muchos procesos químicos (por ejemplo, reacciones químicas, cambios conformacionales en 

proteínas, etc).  

Para poder calcular las barreras de activación y moverse por la SEP desde un mínimo a 

otro, por ejemplo, de reactivos a productos, es necesario desplazarse del mínimo. Esto no puede 

realizarse con los métodos de minimización presentados en la sección I.2.5.1, dado que, como 

se mencionó, no permiten atravesar barreras de activación.  

Para poder lograr el pasaje entre dos estados estables del sistema, como reactivos y 

productos, debe definirse lo que se denomina una coordenada de transformación. La misma 

puede consistir en una distancia, un ángulo, o puede ser muy compleja e involucrar distintos 

parámetros geométricos del sistema.  

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

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

Sin embargo, esto es una tarea bastante dificultosa, por lo que en esta tesis se emplea 

el esquema alternativo de mapear el camino de transformación eligiendo una coordenada de 

reacción adecuada. 

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

variación de la energía potencial en función de la coordenada de transformación, 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 

transformación.  

Dependiendo de la elección de la coordenada de transformación, ese camino 

corresponderá al camino de mínima energía que separa dos mínimos (por ejemplo reactivos y 

productos de una reacción química, cambios conformacionales de la estructura de la proteína, 

etc) y el punto máximo de esta curva corresponderá al estado de transición, correspondiente a 

un punto de ensilladura en la SEP (máximo en la dirección de la coordenada de transformación 

y mínimo en el resto de las coordenadas) 

Para realizar este cálculo, se suele agregar a la energía potencial un término extra, que 

tiene la siguiente forma: 

𝑉𝑅 = 𝑘 (𝜉 − 𝜉0)
2 

(II.71) 

 
La expresión (II.71) corresponde a un potencial armónico, de constante 𝑘, en donde 𝜉0 

corresponde al valor deseado de la coordenada de transformación en un momento de la 

simulación, y 𝜉 corresponde al valor de la coordenada de transformación.  

En la práctica, el valor de 𝜉0 se va modificando a lo largo del cálculo, lo que provoca que 

el valor de 𝜉 se vaya modificando. En cada movimiento de 𝜉0, se realiza una optimización de 

todo el sistema sujeto a la restricción dada por (II.71), lo que permite obtener el camino de 

mínima energía. De esta manera se puede obtener el perfil de energía potencial asociado a una 

transformación 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 información 

termodinámica directamente. Aun así, estos métodos resultan útiles para la búsqueda de 

caminos de transformación y pueden proveer información cualitativa de los procesos que tienen 

lugar.  

II.2.5.3   Simulaciones de Dinámica Molecular 

En esta tesis se realizarán principalmente simulaciones de sistemas proteicos cuya 

complejidad de la superficie de energía potencial involucra la existencia de gran cantidad de 

mínimos locales. Esto implica que no existe un solo mínimo representativo del sistema, sino que 

existen una serie de mínimos (llamadas conformaciones), que estarán presentes en mayor o 

menor proporción según sus energías relativas.  
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Cuando se realiza una medida experimental, todas las conformaciones relevantes 

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

Para obtener un ensamble se puede hacer uso de la hipótesis ergódica, que supone que 

a través de una reconstrucción de la evolución temporal de la dinámica de un sistema,  el sistema 

puede evolucionar un tiempo suficiente para que haya podido explorar todas las distintas 

conformaciones disponibles. 

En una simulación de dinámica molecular, se realiza la reconstrucción de la evolución 

temporal de la dinámica de un sistema, a través de la resolución de las ecuaciones de 

movimiento de Newton, es decir, la trayectoria se obtiene a través de la resolución de las 

ecuaciones diferenciales asociadas a: 

𝜕2𝑥𝑖

𝜕𝑡2
=

𝐹𝑥𝑖

𝑚𝑖
 (II.72) 

 

donde se describe el movimiento de una partícula de masa 𝑚𝑖 en la coordenada 𝑥𝑖, con 

𝐹𝑥𝑖
 la fuerza en la dirección 𝑥𝑖.  

La fuerza sobre cada una de las partículas cambia cuando la partícula modifica su 

posición, y es función del movimiento de todas las otras partículas. Esto convierte el problema 

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

El método implementado en el programa AMBER se denomina Algoritmo de Verlet[38], 

basado en el método de las diferencias finitas.  

En el Algoritmo de Verlet, la integración se parte en pequeños pasos, separados por un 

intervalo de tiempo fijo 𝛿𝑡. Se calcula la fuerza en cada partícula como la suma de las 

interacciones con el resto de las partículas, y de la fuerza puede calcularse la aceleración, y con 

ella la nueva posición de las partículas en el siguiente paso.   

Durante el  𝛿𝑡, 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 − 𝛿𝑡, (𝑟(𝑡 − 𝛿𝑡)), 

para determinar las nuevas posiciones a 𝑡 + 𝛿𝑡, según: 

𝑟(𝑡 + 𝛿𝑡) =  𝑟(𝑡) + 𝛿𝑡. 𝜈(𝑡) +
1

2
𝛿𝑡2𝑎(𝑡) + ⋯ (II.73) 

 

𝑟(𝑡 − 𝛿𝑡) =  𝑟(𝑡) − 𝛿𝑡. 𝜈(𝑡) −
1

2
𝛿𝑡2𝑎(𝑡) + ⋯ (II.74) 
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Sumando las expresiones (II.73) y (II.74), despreciando los términos de orden superior, 

se obtiene: 

𝑟(𝑡 + 𝛿𝑡) = 2𝑟(𝑡) − 𝑟(𝑡 − 𝛿𝑡) + 𝛿𝑡2𝑎(𝑡) 
(II.75) 

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

manera:  

𝜈(𝑡) =
𝑟(𝑡 + 𝛿𝑡) − 𝑟(𝑡 − 𝛿𝑡)

2𝛿𝑡
 (II.76) 

 

Debe tenerse especial cuidado en la elección del intervalo de tiempo 𝛿𝑡, denominado 

time step. Cuanto menor sea el time step, mayor será la cantidad de pasos de simulación que 

necesitaremos para realizar una simulación de una dada cantidad de tiempo, con lo que 

incrementaremos el costo computacional. Sin embargo, un intervalo de tiempo demasiado 

grande dará origen a inestabilidades en el algoritmo de integración.  

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 átomos en la molécula. 

En la práctica, se utiliza un intervalo de tiempo que sea aproximadamente un décimo 

del movimiento característico más rápido del sistema. En el caso de un sistema de átomos 

simulado clásicamente, los movimientos más rápidos están 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 más rápidas están asociadas a los enlaces en los que uno 

de los átomos involucrados en la unión es un átomo de hidrógeno.  Una estrategia para 

aumentar el time step y así acelerar los cálculos consiste en utilizar el algoritmo SHAKE[39], que 

permite fijar estas uniones en sus posiciones de equilibrio. 

II.2.5.3.1   Simulación de condiciones experimentales: 

temperatura y presión 

La temperatura y la energía cinética (𝐾), están relacionadas de la siguiente manera: 

𝐾 = ∑
𝑚𝑖𝜈𝑖

2

2

𝑁

𝑖=1

=
3𝑘𝑏𝑇

2
𝑁 

(II.77) 

 

donde 𝜈𝑖  y 𝑚𝑖 corresponden a la velocidad y la masa de la partícula 𝑖 y 𝑁 el número de 

partículas 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 más utilizados para regular la temperatura en una simulación de 

dinámica molecular es el algoritmo de Berendsen[40]. El mismo consiste en acoplar el sistema a 

un baño externo cuya temperatura se fija en la temperatura deseada, que remueve o entrega 

calor según sea necesario. Supongamos que a un tiempo dado t el sistema posee una 

temperatura 𝑇(𝑡). Puede verse de la ecuación (II.77), que si las velocidades se escalan por un 

factor 𝜆, el cambio asociado en la temperatura resulta: 

Δ𝑇 = (𝜆2 − 1)𝑇(𝑡) 
(II.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 baño: 

𝜕𝑇(𝑡)

𝜕𝑡
=

1

𝜏
[𝑇𝑏𝑎ñ𝑜 − 𝑇(𝑡)] (II.79) 

 

donde 𝜏 es un parámetro de acoplamiento que determina cuan fuertemente el baño 

está acoplado al sistema. El cambio de temperatura entre dos pasos sucesivos separados por un 

time step 𝛿𝑡, corresponde a: 

Δ𝑇 =
𝛿𝑡

 𝜏
[𝑇𝑏𝑎ñ𝑜 − 𝑇(𝑡)] (II.80) 

 

Con esta expresión, el factor de escalamiento de las velocidades 𝜆 resulta: 

𝜆2 = 1 +
𝛿𝑡

 𝜏
[
𝑇𝑏𝑎ñ𝑜

𝑇(𝑡)
− 1] (II.81) 

 

Cuanto más grande sea este parámetro, más débil será el acoplamiento, por lo que la 

fluctuación en la temperatura será mayor. Normalmente, la utilización de un factor de 

acoplamiento entre 100 y 1000 veces más 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 dinámica molecular en 

condiciones de presión constante. Para mantener la presión constante, el sistema debe variar el 

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

Berendsen propuso entonces un esquema similar al planteado para la regulación de la 

temperatura, por el cual se acopla el sistema a un baño equilibrado a una cierta presión. El 

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

atómicas en 𝜆
1

3⁄ . Resulta entonces: 
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𝜆 = 1 − 𝜅
𝛿𝑡

 𝜏𝑝
(𝑃 − 𝑃𝑏𝑎ñ𝑜) (II.82) 

 

donde 𝜅 = −
1

𝑉
(
𝜕𝑉

𝜕𝑃
)

𝑇
es la compresibilidad isotérmica, y 𝜏𝑝 corresponde al factor de 

acoplamiento del baño al sistema. 

  Análisis avanzados de las simulaciones  

II.2.6.1 RMSD 

Luego de realizada una simulación de dinámica molecular, el resultado principal que se 

obtiene es la trayectoria de cada uno de los átomos que conforman el sistema a lo largo del 

tiempo simulado. 

La visualización de la trayectoria a través de algún programa de visualización molecular 

aporta gran cantidad de información sobre el sistema. Con ella se pueden analizar la evolución 

de parámetros geométricos claves, como distancias, ángulos, diedros, etc.; interacciones de 

puente hidrógeno e hidrofóbicas.  

Por otro lado, en el caso de una macromolécula, puede observarse la dinámica de la 

estructura terciaria, aunque los movimientos globales asociados a ella muchas veces requieren 

un largo tiempo de simulación para ser observados.  

El programa de visualización utilizado durante toda la tesis fue el programa Visual 

Molecular Dynamics[48] (VMD), el cual presenta una gran cantidad de herramientas muy útiles 

para el análisis de una simulación de dinámica molecular. 

Un parámetro que permite estudiar la estabilidad de la estructura a lo largo de la 

simulación es la raíz cuadrada de desviación cuadrática media (RMSD) de la estructura a lo largo 

de la simulación, respecto a una estructura de referencia, la cual se calcula de la siguiente 

manera: 

𝑅𝑀𝑆𝐷 = √
1

𝑁
∑𝛿𝑖

2

𝑁

𝑖=1

 

(II.83) 

 

Donde 𝑁 corresponde al número de átomos en el sistema, y 𝛿𝑖  a la distancia entre las 

posiciones del átomo i en dos estructuras distintas, una de ellas la estructura será la estructura 

de referencia. 
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Realizando este cálculo para cada una de las “fotos” de la simulación, se obtiene el valor 

RMSD en función del tiempo. La estructura de referencia puede ser la estructura cristalográfica, 

por ejemplo, o la estructura promedio, lo que otorga una noción de la magnitud de las 

fluctuaciones del sistema a lo largo de la dinámica.  

II.2.6.2   Identificación de los Sitios de hidratación (WS) 

La interacción de una proteína con las moléculas de agua se puede estudiar a partir de 

la formación de los denominados sitios de hidratación (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 región espacial de la 

proteína, se utilizó la siguiente estrategia de clustering adaptada de trabajos anteriores de 

nuestro grupo[41,42] e implementada en el módulo WATCLUST[43] en el programa VMD. El cálculo 

necesita una trayectoria (conjunto de “fotos”) derivada de una dinámica molecular con 

moléculas de agua explícitas. 

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

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

Solo se considerarán las moléculas de agua interactuando en la región de interés a lo 

largo de la simulación y solo se consideraran las posiciones de los átomos de oxígeno 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) Encuentra todas las moléculas de agua que están 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) Si dentro del umbral para estas nuevas moléculas de agua encuentra otras nuevas 

moléculas de agua, realizará 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 búsqueda concluirá cuando no se encuentren más 

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 número de aguas pertenecientes al cluster es igual o más grande que el valor del parámetro 

“watnumbermim”, el cluster definirá un WS.  

Cada foto puede contribuir entonces con no más de una molecula de agua al cluster.  

Obsérvese que el parámetro "dist" debe ser lo suficientemente pequeño para evitar un 

WS excesivamente disperso, pero lo suficientemente grande como para evitar el hallazgo de 

muchos WS que están demasiado cerca entre sí. Los valores recomendados están en el rango 

de 0.17-0.20 Å.  

Por otra parte, el parámetro "watnumbermin", es decir, el número mínimo 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 región donde el grupo se encuentra con el fin de establecer un sitio real de agua. Este 

parámetro 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 simulación), aunque esta decisión 

no altera el algoritmo de búsqueda en sí (sólo determina qué clústeres son efectivamente 

considerado como WS). 

Se pueden caracterizar a los WS, con un parámetro llamado (WFP, Water finding 

probability): probabilidad de encontrar una molécula de agua en la región definida por el WS 

(utilizando un valor de volumen arbitrario de 1 Å3, es decir, un radio de aproximadamente 0,6Å) 

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 parámetro "WFRr". 

  Cálculos de Energía Libre 

En la presente tesis se desarrollará en el capítulo III los detalles teóricos y técnicos acerca 

de un método de cálculo de energía libre, basado en la realización de simulaciones de dinámica 

molecular guiada. Es por eso que a modo de resumen se explicarán los aspectos más relevantes 

del cálculo de energía libre en simulación computacional. 

Como ya se ha mencionado en la introducción de esta tesis, la información que provee 

la energía libre y su variación asociada a un proceso, resulta esencial en un sistema químico para 

conocer la factibilidad y la velocidad de que ocurra el mismo. En particular, si la evolución 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 energía libre (o PMF) asociado. 

Dependiendo de las características del sistema de estudio será conveniente la utilización 

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

Los métodos “sesgados”, son técnicas que restringen el sistema a recorrer la 

coordenada de transformación que describe al proceso de interés. Existen numerosos métodos 

sesgados[19, uno de ellos es el método de Dinámica Molecular Guiada (Steered Molecular 

Dynamics, sMD) el cual se basa en la realización de un trabajo sobre el sistema para recorrer la 

coordenada de transformación. Este método fue el más utilizado y estudiado en la presente tesis 

para obtener perfiles de energía libre.  

Los métodos “no sesgados”, evalúan la probabilidad de obtener cada valor de la 

coordenada de transformación a lo largo de una simulación. La energía libre suele obtenerse a 

través de la siguiente expresión: 

−𝛽𝐺(𝜉) = ln [𝑃(𝜉)] (II.84) 

 
Con 𝛽 = (𝑘𝑏𝑇)−1, donde 𝑘𝑏 corresponde a la constante de Boltzman y T a la 

temperatura absoluta, G es la energía libre de Gibbs, y 𝜉 es una coordenada de transformación 

asociada a la energía libre que se desea calcular. Un ejemplo de este tipo de métodos es el de 

Muestreo de Ligando Implícito, descripto en capítulos posteriores. 

II.2.7.1   Dinámica Molecular Guiada (sMD)  

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

agregado de un término armónico a la energía potencial del sistema. 

Típicamente, este potencial es de forma cuadrática, con un centro de la cuadrática que 

se mueve a lo largo de la simulación, según: 

𝑉(𝑟) =
𝑘

2
[𝜉 − (𝜉0 + 𝜈. 𝑡)]2 (II.85) 

 

Donde 𝜉 es la coordenada de transformación (asociada al perfil que desea calcularse), 

𝜉0 es el valor inicial de la coordenada y 𝜈 corresponde a la velocidad con la que se mueve la 

coordenada. 

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

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 𝜉0 fijo, se pueden obtener un conjunto de 

valores de trabajo acumulado 𝑊𝑖 a lo largo de la coordenada de transformación. 

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

Jarzynski[44] (ecuación (II.86)) se puede obtener el perfil de energía libre asociado a la 

coordenada de transformación: 

𝑒[−𝛽∆𝐺] = 𝑙𝑖𝑚
𝑁→∞

〈𝑒[−𝛽𝑊𝑖]〉𝑁 (II.86) 

 

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

En la práctica, deben realizarse en primer lugar simulaciones de dinámica molecular del 

estado inicial. Luego de asegurarse que se ha realizado una exploración eficiente del estado 

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

Se realizan entonces un número 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 cálculo.  

Se registra en cada una de ellas el trabajo en función de la coordenada, y al finalizar la 

forma más habitual de proceder es la de realizar el promedio exponencial (asociado a la ecuación 

(II.87) considerando el promedio discreto) para obtener el perfil de energía libre.  

Dado que la ecuación de Jarzynski es válida solamente si se realiza un número 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 cálculo, es 

decir, que la realización de nuevas simulaciones no modifica significativamente el resultado del 

perfil final. El método sMD se encuentra implementado en el programa AMBER[45], utilizado para 

realizar los cálculos de dinámica molecular clásica y perfiles de energía libre presentados en esta 

tesis. Los aspectos teóricos de la teoría subyacente a esta metodología se describirán con más 

detalle en el capítulo III. 

II.2.7.2   Muestro de Ligando Implícito (ILS) 

El enfoque de la técnica de muestreo de ligando implícito (ILS)[46,47] está basada en el 

cálculo del PMF de colocar un ligando en diferentes puntos de la matriz de una proteína.  

La técnica de ILS resulta muy útil para la determinación de canales de migración, que se 

entienden como zonas o canales de baja energía libre (o alta probabilidad) para la ubicación de 

ligandos, que conectan el sitio activo con el solvente. 
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La metodología se basa en la suposición de que ligandos pequeños sin carga o dipolo 

importante interactúan débilmente con la proteína y prácticamente no modifican la dinámica 

de esta. Basado en esta hipótesis, utiliza una MD realizada en ausencia del ligando y luego calcula 

el PMF considerando de manera implícita al ligando, es decir, como una pequeña perturbación 

en el sistema.  

El valor del PMF se define de la siguiente manera 

𝐺(𝑟) = −𝛽−1𝑙𝑛[𝜌(𝑟)] 
(II.87) 

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

probabilidad de 𝜌(𝑟) y un factor de normalización 𝜌0. 𝛽−1 = 𝑘𝐵𝑇. 

En el ensamble NPT, 𝜌(𝑟) vale  

𝜌(𝑟) =
∫𝑑𝑉 ∫𝑑3𝑁 𝑝 ∫𝑑3𝑁𝑞 ∫𝑑3𝑝′ ∫ 𝑑3𝑟′ 𝑒−𝛽[𝐻(𝑝,𝑞,𝑝′,𝑟′)+𝑃𝑉]𝛿3(𝑟′ − 𝑟)

∫ 𝑑𝑉 ∫𝑑3𝑁 𝑝∫𝑑3𝑁𝑞 ∫𝑑3𝑝′ ∫ 𝑑3𝑟′ 𝑒−𝛽[𝐻(𝑝,𝑞,𝑝′,𝑟′)+𝑃𝑉]
 (II.88) 

 

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 proteína 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 

𝜌(𝑟) =
∫𝑑𝑉 ∫𝑑3𝑁 𝑝∫𝑑3𝑁𝑞 ∫𝑑𝑝′ ∫ 𝑑Ω∫𝑑3𝑟′ 𝑒−𝛽[𝐻(𝑝,𝑞,𝑝′,𝑟′,Ω)+𝑃𝑉]𝛿3(𝑟′ − 𝑟)

∫𝑑𝑉 ∫𝑑3𝑁 𝑝 ∫𝑑3𝑁𝑞 ∫𝑑𝑝′ ∫ 𝑑Ω∫𝑑3𝑟′ 𝑒−𝛽[𝐻(𝑝,𝑞,𝑝′,𝑟′,Ω)+𝑃𝑉]
 (II.89) 

 

Donde r’ corresponde a la posición 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 verá 

modificado una cantidad igual a la energía de interacción proteína ligando Δ𝐸(𝑞, 𝑟, Ω), la energía 

cinética 𝐾(𝑝′) y la energía potencial del ligando 𝑈(Ω). 

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

cargados el término de interacción que se consideró fue de tipo Lennard-Jones. 

A partir de lo anterior, se obtiene la siguiente expresión  

𝜌(𝑟) =
∫𝑑𝑉 ∫𝑑3𝑁 𝑝 ∫𝑑3𝑁𝑞 ∫𝑑Ω  𝑒−𝛽[𝐻0(𝑝,𝑞)+𝑃𝑉] 𝑒−𝛽[Δ𝐸(𝑞,𝑟,Ω)+𝑈(Ω)] ∫𝑑𝑝′ 𝑒−𝛽𝐾(𝑝′)

∫𝑑𝑉 ∫𝑑3𝑁 𝑝∫𝑑3𝑁𝑞 ∫𝑑Ω∫𝑑3𝑟′ 𝑒−𝛽[𝐻0(𝑝,𝑞)+𝑃𝑉] 𝑒−𝛽[Δ𝐸(𝑞,𝑟,Ω)+𝑈(Ω)] ∫𝑑𝑝′ 𝑒−𝛽𝐾(𝑝′)
 (II.90) 
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Por otro lado, en el ensamble NPT el valor medio de un observable A puede calcularse a 

partir de  

〈𝐴(𝑟)〉𝑁𝑃𝑇 =
∫𝑑𝑉 ∫𝑑3𝑁 𝑝∫𝑑3𝑁𝑞  𝑒−𝛽[𝐻(𝑝,𝑞)+𝑃𝑉]𝐴(𝑝, 𝑞, 𝑟)

∫ 𝑑𝑉 ∫𝑑3𝑁 𝑝 ∫𝑑3𝑁𝑞  𝑒−𝛽[𝐻(𝑝,𝑞)+𝑃𝑉]
 (II.91) 

 

Por lo tanto, combinando las ecuaciones (II.90) y (II.91) para la probabilidad se obtiene 

𝜌(𝑟) =
〈∫𝑑Ω  𝑒−𝛽[Δ𝐸(𝑟,Ω)+𝑈(Ω)]〉𝑁𝑃𝑇

〈∫ 𝑑3𝑟′ ∫ 𝑑Ω  𝑒−𝛽[Δ𝐸(𝑟,Ω)+𝑈(Ω)]〉𝑁𝑃𝑇

 (II.92) 

 

finalmente el PMF es  

𝐺(𝑟) = −𝛽−1ln [
〈∫𝑑Ω  𝑒−𝛽[Δ𝐸(𝑟,Ω)+𝑈(Ω)]〉𝑁𝑃𝑇

〈∫𝑑Ω  𝑒−𝛽𝑈(Ω)〉𝑁𝑃𝑇

] (II.93) 

 

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

posición en le vacío (es decir, Δ𝐸(𝑞, 𝑟, Ω) = 0) 

Para el caso de ligandos pequeños, como los usados en la presente tesis, los enlaces de 

unión se mantienen fijos, por lo que los únicos grados de libertad Ω que restan, corresponderán 

solo a rotaciones del ligando.  

En este caso 𝑈(Ω) será constante, por lo que a partir de la ecuación (II.93), el PMF toma 

la siguiente forma. 

𝐺(𝑟) = −𝛽−1ln [
〈∫𝑑Ω  𝑒−𝛽[Δ𝐸(𝑟,Ω)]〉𝑁𝑃𝑇

〈∫ 𝑑Ω〉𝑁𝑃𝑇

] (II.94) 

 

Para el cálculo se utiliza la siguiente expresión que es una versión discretizada de la 

ecuación (II.94). 

𝐺(𝑟) = −(𝛽−1)ln [∑ ∑
 𝑒−𝛽[Δ𝐸(𝑟𝑚,Ω𝑘)]

𝑀.𝐶

𝐶

𝑘=1

𝑀

𝑚=1

] 
(II.95) 

 

Donde la suma está realizada sobre hasta una cantidad total de M fotos de la dinámica 

y C distintas orientaciones del ligando. 

En conclusión, a partir de la ecuación (II.95) se puede calcular el PMF considerando 

distintas posiciones y orientaciones al ligando. 

El resultado final de este cálculo será una grilla tridimensional de puntos, cada punto 

tendrá asociado un valor de energía libre. La manera típica de representación es en 
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isosuperficies de valor de energía libre constante. Variando el valor de corte en esta 

representación se podrán visualizar los canales de migración presentes en la proteína. 

En la práctica el sistema se divide en celdas que forman una red tridimensional cuya 

resolución se debe escoger según la precisión que se requiera. Normalmente la resolución está 

en celdas entre 0.5 y 1 Å. Cuanto más fina sea la grilla, más suaves serán las isosuperficies de 

energía libre que permiten obtener sitios de unión y canales a lo largo de la matriz proteica.  

Otro parámetro que debe escogerse es el número de estructuras que se utilizaran para 

obtener la energía libre en cada punto. Para obtener resultados razonables se utilizan entre 1000 

y 10000. Según el ligando para el cual se quiera obtener la energía libre, se deben especificar los 

parámetros 𝜖 y 𝜎 asociados al mismo. La distancia entre los átomos que lo forman, los valores 

para épsilon sigma del potencial de L-J. En la presente tesis los cálculos por ILS se realizaron con 

el programa VMD[48] 

  Métodos experimentales 

  Técnica de láser flash fotólisis (LFP) 

Las hemoproteínas han sido las proteínas más estudiadas en biofísica, y se han 

convertido en paradigmas para la caracterización de procesos biomoleculares fundamentales 

como la unión de ligandos, actividad enzimática y transiciones conformacionales.  

La presencia del grupo hemo prostético a la matriz proteica da a las hemoproteínas un 

espectro de absorbancia característico, el cual es ligando sensible en una región 

convenientemente ubicada en el rango UV-visible. Esta característica ha ofrecido una poderosa 

y sensible herramienta para la investigación de funciones moleculares asociadas a estas 

proteínas.  

El enlace Fe-Ligando es en mayor o menor medida fotolábil. En particular, los estados 

ferrosos hexacoordinado (con ligandos como O2, NO, CO, etc) son muy fotolábiles y el estado 

pentacoordinado reactivo puede ser generado de manera transiente por incidencia con un láser 

pulsado.  

Posteriormente, los ligandos fotodisociados rápidamente se re-unirán al grupo hemo y 

el proceso puede ser monitoreado con métodos de absorbancia transiente.  
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La re-unión de ligandos a hemoproteínas en solución mediante la técnica de láser flash 

fotolisis ha sido extensamente usada a lo largo de los años para entender los mecanismos 

moleculares subyacentes a la interacción proteína ligando.  

En particular, en la presente tesis se ha utilizado como ligando “sonda” al CO. Una 

propiedad muy útil del complejo ferroso hemo-CO es que es fácilmente 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 evolución 

temporal de la reacción de re-unión.  

Como el ligando rápidamente se re-une al hemo, la fotólisis puede ser ciclada y un 

promedio sobre la señal puede ser realizado. Después de la disociación del hierro del hemo, los 

ligandos o bien se reúnen desde las cavidades internas de la matriz proteica en un proceso que 

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

Las cinéticas de re-unión de ligandos reflejarán entonces poblaciones en donde el 

ligando se re-unió desde el sitio activo, cavidades internas de la proteína o incluso desde el seno 

de la solución (fuera de la matriz proteica) 

Un número muy grande de estudios experimentales han caracterizado las cinéticas de 

re-unión bajo una variedad de condiciones experimentales para mioglobina,[49–52] 

hemoglobina[53–55] y más recientemente, a otras hemoproteínas como por ejemplo 

neuroglobina.[56,57]  

En particular, en la presente tesis se estudiaron las constantes de asociación bimolecular 

(𝑘𝑜𝑛) del ligando CO en tres proteínas diferentes pertenecientes a organismos adaptados 

diferencialmente a condiciones de temperatura. 

A continuación se describirán los principios básicos de la técnica 

II.3.1.1   Principios básicos de los experimentos de LFP 

Las técnicas de absorción 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 excitación con un láser de 

nanosegundo (Laser Flash Fotolisis).[58–60] 

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 electrónicas transientes son sondeadas. 
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El espectro UV-violeta cercano es de especial interés, corresponde a la zona de 

absorción del hemo llamada banda de Soret. Esta zona del espectro presenta una elevada 

sensibilidad al estado de coordinación del hierro del hemo, así como también a los cambios 

estructurales que lo circundan. 

El parámetro experimental es el cambio en la absorbancia (∆𝐴), que está relacionada 

con los cambios en la luz transmitida del haz de luz sonda antes 𝐼(𝑡 < 𝑡0) y después 𝐼(𝑡) de la 

excitación del láser, de acuerdo con las siguientes igualdades: 

− log
𝐼(𝑡)

𝐼(𝑡 < 𝑡0)
= − log

𝐼(𝑡)
𝐼(0)

𝐼(𝑡 < 𝑡0)
𝐼(0)

= − log
𝑇(𝑡)

𝑇(𝑡 < 𝑡0)
= ∆𝐴(𝑡) 

(II.96) 

 

Donde 𝑇(𝑡 < 𝑡0) y 𝑇(𝑡) corresponden a la transmitancia antes y depues de la excitación 

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

Por otro lado, en general para el caso de hemoproteínas se parte de una muestra con el 

complejo hexacoordinado formado entre la proteína y el ligando, y mediante el destello del láser 

se produce la fotólisis del complejo, liberando el complejo del sitio de coordinación, por lo tanto 

la diferencia de absorbancia puede asociarse a la diferencia entre las absorbancias del complejo 

pentacoordinado y la del hexacoordinado (ecuación (II.97)) 

∆𝐴(𝑡) = 𝐴(5𝑐) − 𝐴(6𝑐) 
(II.97) 

 

II.3.1.1.1   Esquema experimental del equipo de Laser Flash 

Fotólisis  

El esquema experimental típico se presenta en la Figura 3A, este tipo de esquema 

permite una detección versátil y sensible de trazas de absorbancias transientes a una longitud 

de onda o espectros resueltos en el tiempo con resolución temporal limitada por el láser. 
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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 

armónico (532nm) de un láser Nd:YAG. Para los experimentos realizados en esta tesis, se utilizó 

un láser Surelite II-10 (Continuum).  

La polarización lineal del láser es convertida a circular mediante un polarizador de cuarto 

de onda para minimizar los efectos de fotoselección (en donde las moléculas excitadas y los 

fotoproductos primarios se forman preferentemente en orientaciones para las cuales el 

momento de transición del material de partida es paralelo a la polarización del láser) 

En general, se obtiene una fotólisis completa con los esquemas descriptos más abajo y 

utilizando pulsos de láser entre 20-40 mJ, dependiendo de la muestra. La necesidad de obtener 

condiciones de fotólisis completa es simplemente debido al requerimiento de trabajar con 

concentraciones conocidas de reactivos (deoxy hemo y CO) para el análisis 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) monocromática de 75 W de lámpara 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/espectrógrafo 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 monocromática es colectada desde la rendija de salida mediante óptica 

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 rápido (Vincent 

Associates, Uniblitz VS35) entre la salida de la lámpara 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 

fotodisociación. Dependiendo del espaciado de tiempo, 100 a 120 medidas espaciadas 

logarítmicamente en el tiempo son registrados para cubrir el curso temporal completo de la 

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

Los valores de absorbancia son obtenidos promediando 100-200 disparos simples en 

cada delay. La sincronización del experimento en conjunto (disparo del láser, y apertura del 

shutter) es logrado mediante hardware dedicado.[61] 

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

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

La velocidad de repetición es un parámetro relevante ya que se desea que la muestra se 

recupere completamente entre los sucesivos destellos del láser. Por lo tanto, dependiendo de 

la muestra, suelen ser necesarias velocidades de repetición del orden de 0.1 HZ. Además el 

shutter también ayuda a evitar que la muestra se dañe si es irradiada continuamente por luz 

blanca. 

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

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

Los dispositivos de detección son los que condicionan la resolución del experimento. 

Muchos detectores se encuentran disponibles hoy en día que permiten alcanzar la resolución 
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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[62]. Estas corrientes resultan en señales de 100-200 mV cuando son alimentados dentro de 

50 ohm de carga de un osciloscopio digital, sin la necesidad de una amplificación, y por lo tanto 

preservando un ancho de banda de señal máxima.  

Además, los modernos osciloscopios tienen muy baja capacitancia (típicamente < 20 pF), 

los cuales resultan en valores RC que permiten la resolución temporal en el nanosegundo. Las 

longitudes de tiempo más 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.[58] 

El acceso a una resolución temporal en escalas de tiempo pequeñas también estará 

limitada  por la intensidad de luz dispersada por el láser. Esta dispersión puede ser disminuida 

con una cuidadosa ubicación de los dispositivos ópticos, y la inserción de uno o más dispositivos 

que disminuyan las reflexiones de las ópticas incluyendo paredes en la cubeta.  

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

también reduce la luz dispersada a niveles razonables.  

Disminuida la dispersión del láser como se mencionó anteriormente, el límite de 

resolución temporal quedará determinado por los sistemas de detección.  

Las señales que son típicamente de interés están en general extendidas en un rango de 

tiempo de varios órdenes de magnitud. Por lo tanto, el voltaje tiene que ser muestreado a una 

alta velocidad para los primeros pocos microsegundos después de la excitación del láser para 

reconstruir la cinética rápida con la resolución apropiada. Para monitorear en un disparo las 

partes rápidas y lentas de la cinética, es necesario muestrear la señal a una alta velocidad por 

un largo tiempo, alcanzando la escala de tiempo de 0.1 segundos. Esto requerirá 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 señal (traza roja en una escala x3) es 

adquirida en la región plana empezando 100 ms después de la apertura del shutter. La traza roja 

representará entonces la traza cinética de interés.  

II.3.1.2   Determinación de parámetros termodinámicos 

de activación a partir de medidas cinéticas: modelos de 

Arrhenius y Eyring  

El incremento de la temperatura conduce al incremento de la velocidad de una reacción 

química, y por ende, de la constante de velocidad de la misma. Svante August Arrhenius fue el 

primero en señalar empíricamente que la variación de la constante de velocidad con la 

temperatura se puede representar por una ecuación análoga a la usada para las constantes de 

equilibrio químico postulada anteriormente por Van’t Hoff,[63] es decir: 

𝜕𝑙𝑛𝑘

𝜕𝑇
=

𝐸𝑎

𝑅𝑇2
 (II.98) 

 

o en su versión integrada: 

𝑘 = 𝐴𝑒−
𝐸𝑎
𝑅𝑇 (II.99) 

 

donde k representa la constante de velocidad de la reacción, 𝐸𝑎 la energía de activación 

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 teoría, la cinética de las reacciones no depende de la energía de los 

reactivos, sino de la energía que los reactivos deben alcanzar para transformarse a productos 
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(𝐸𝑎). Es decir, en el camino de mínima energía que conecta los reactivos con productos 

(coordenada de transformación), existe un máximo llamado “estado de transición” o “complejo 

activado”, que posee la mínima energía que deben adquirir las moléculas para pasar de reactivos 

a productos.  

A partir de la ecuación (II.99), al gráfico de logaritmo natural de la constante de 

velocidad en función de la inversa de la temperatura, se lo conoce como gráfico de Arrhenius. 

Posteriormente, Henry Eyring desarrolló otra aproximación a este fenómeno basado en 

la mecánica estadística, conocida como la teoría del estado de transición.[64] 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.  

Así, una reacción hipotética entre las especies A y B podría esquematizarse como: 

 

El complejo activado se supone que posee ciertas características de una molécula ordinaria, y 

cierta estabilidad temporal. Con estas ideas básicas se demuestra que la constante de velocidad 

k de cualquier reacción, está dada por: 

𝑘 =
𝑅𝑇

𝑁ℎ
𝐾† (II.100) 

 

donde N es el número de Avogadro y h la constante de Planck. Teniendo en cuenta la 

relación termodinámica entre la constante de equilibrio y la energía libre de la reacción, se llega 

a la siguiente expresión 

𝑘 =
𝑅𝑇

𝑁ℎ
𝑒−

∆𝐺†

𝑅𝑇  (II.101) 

 

y considerando la relación entre ∆𝐺†,  ∆𝑆† y ∆𝐻† en condiciones de NPT se llega a la siguiente 

relación  

𝑘 =
𝑅𝑇

𝑁ℎ
𝑒

∆𝑆†

𝑅 𝑒−
∆𝐻†

𝑅𝑇  (II.102) 

 

siendo ∆𝐺†, ∆𝐻†, ∆𝑆† la energía libre de Gibbs, la entalpía y la entropía de activación, 

respectivamente. En esta ecuación se supuso además que ∆𝐻†y ∆𝑆† son independientes de T. 
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La relación (II.102) es la ecuación fundamental de esta teoría, permitiendo dar 

interpretaciones de índole termodinámica a procesos de activación.  

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

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

Realizando medidas de las constantes de velocidad en función de la temperatura, puede 

verificarse entonces si el modelo de Eyring se cumple, realizando un gráfico de k vs T y 

verificando la ecuación (II.101). Si el modelo de Eyring explica el comportamiento entonces se 

pueden obtener la entropía y entalpía de activación mediante un ajuste de los datos 

(observando la ecuación (II.102). 

Como cálculo control, también se suele estudiar la dependencia de ∆𝐺† (calculado a 

partir de la ecuación (II.101)) en función de la temperatura, si la relación es lineal (es decir 

cumple que ∆𝐺†= ∆𝐻†-T.∆𝑆†) se puede asumir que ∆𝐻†y ∆𝑆†no dependen de la temperatura.  
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III. ESTUDIO TEO RICO DE 

ESTIMADORES DE ENERGI A LIBRE 

ASOCIADOS A LA IGUALDAD DE 

JARZYNSKI 

 Energía libre: motivaciones 

Como ya se ha mencionado en la introducción, la energía libre es considerada la cantidad 

más importante en las teorías termodinámicas aplicadas a cualquier proceso físico o químico. 

Su valor determina la espontaneidad de dicho proceso bajo condiciones de temperatura, presión 

(e igual a la presión externa) y número de partículas constantes, o bien bajo condiciones de 

temperatura, volumen y número de partículas constantes (a partir de  la energía libre de Gibbs 

o energía libre de Helmhotz, respectivamente) y cuando no se realizan trabajos distintos del de 

volumen. 

Los experimentos de simulación de sistemas biofísicos son llevados a cabo usualmente 

bajo dos condiciones de equilibrio: número de partículas, temperatura y volumen constantes 

(NVT) o número de partículas, temperatura y presión constantes (NPT). Para estas condiciones, 

como se mencionó la energía libre de Helmholtz (F) y la energía libre de Gibbs (G), 

respectivamente en cada condición, son las funciones de estado, que en última instancia se 

desean calcular. 

Finalmente, los diversos modelos de la química computacional aplicados durante el 

estudio del proceso de interés, permitirán interpretar desde un punto de vista químico/físico, 

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

Como se mencionó en la introducción de la presente tesis, una correcta evaluación del 

cambio de energía libre del proceso de interés (o su valor a lo largo de un conjunto de 

coordenadas que describe el proceso) permitirá aportar información crucial para determinar, 

por un lado, la espontaneidad de dicho proceso (signo del cambio de energía libre), y por el otro, 

la velocidad con que dicho proceso sucede (estudio de barreras de activación). 
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En el presente capítulo se abordará un estudio teórico acerca de varios estimadores de 

energía libre que se derivan de la ecuación de Jarzynski. Finalmente, se mostrará el impacto que 

puede tener la elección del estimador, tomando como caso paradigmático la determinación del 

perfil de energía libre asociada a la migración del anión superóxido en la Manganeso superóxido 

dismutasa (MnSOD) humana. Este trabajo fue realizado en colaboración con la Dra. Mariela 

Sued, la Dra Daniela Rodriguez y la Dra María Eugenia Zretter Noste, del Instituto de Cálculo 

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

 El “problema del muestreo” para el cálculo de 

energía libre 

Las moléculas o proteínas en solución acuosa presentan, durante su dinámica, muchos 

grados de libertad (muchas combinaciones de velocidades y posiciones (𝒑, 𝒓) accesibles de 

todos los átomos constituyentes del sistema), que dan como resultado diferentes mínimos 

locales de energía (regiones de valores de (𝒑, 𝒓) que evaluados en el Hamiltoniano, dan como 

resultados mínimos o “pozos” de energía), separados entre sí por barreras de energía. 

Los sistemas entonces se moverán más probablemente recorriendo configuraciones 

cercanas a estos mínimos de energía, y las distintas barreras de energía que separan estas 

regiones, determinarán la tasa temporal para las cuales el sistema va visitando esas 

configuraciones. 

Por otro lado, la termodinámica estadística muestra que, para un sistema dinámico en 

equilibrio en condiciones de NVT, la relación entre el valor medio de la energía libre de 

Helmholtz y los grados de libertad, a través de la función de partición es la siguiente: 

〈𝐹〉 =
1

𝛽
𝑙𝑛 (

1

ℎ3𝑁𝑁!
∬𝑑𝑝 𝑑𝑟 𝑒𝛽𝐻(𝑝,𝑟)) (III.1) 

 

Donde 𝐻(𝒑, 𝒓) es el hamiltoniano del sistema en funcion de los momentos y posiciones 

de las partículas, y determina el valor de la energía total del sitema para cada configuración 

(𝒑, 𝒓). 𝛽 = (𝑘𝑏𝑇)−1, 𝑘𝑏 es la constante de Boltzmann, ℎ es la constante de Planck, 𝑁 es el 

número de partículas. 

El valor medio de F quedará entonces determinado por la expresión que se encuentra 

entre paréntesis en la ecuación (III.1), llamada función de partición, y adquiere esa forma 

funcional para el ensamble NVT. 
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En particular, el valor de 〈𝐹〉 quedará determinado por el valor de la integral sobre todos 

los grados de liberdad de todas las partículas intervinientes del sistema a través del integrando 

𝑒𝛽𝐻(𝒑,𝒓). Este integrando tendrá diferente peso según el valor de 𝐻(𝒑, 𝒓): los valores que 

tendrán un mayor peso en la integral serán entonces los correspondientes valores más altos del 

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

Lo anterior demuestra de manera cualitativa, que la energía libre resulta ser un valor 

difícil de determinar a partir de una simulación “estándar” de dinámica molecular, ya que la 

simulación debería muestrear adecuadamente regiones del espacio de (𝒑, 𝒓) que tienen valores 

altos de 𝐻(𝒑, 𝒓), y estos valores son los menos probables de conseguir durante la simulación, 

debido a que representan configuraciones de alta energía.  

Lo anterior constituye lo que se suele denominar en la química computacional como “el 

problema del muestreo” y obliga a realizar simulaciones mucho más extendidas temporalmente 

para lograr muestrear varias veces configuraciones de alta energía para poder converger el 

cálculo de energía libre. En general para los sistemas biofísicos relevantes como proteínas o 

moléculas en solución 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 transformación elegida. En este tipo de esquemas, aun restringiendo el espacio de (𝒑, 𝒓) el 

problema del muestreo persiste pero en menor medida. 

En algunas técnicas, como la de Muestreo sesgado (Umbrella Sampling) o Integración 

Termodinámica, si bien restringen el espacio de (𝒑, 𝒓) muestreado sobre una coordenada de 

transformación seleccionada, no realizan un trabajo externo sobre el sistema. Son técnicas de 

sistemas en equilibrio que redefinen el Hamiltoniano original, agregando un término de 

restricción del espacio de configuraciones. 

En otras técnicas, como la de Perturbación de Energía Libre o la de Dinámica Molecular 

Guiada (sMD), el sistema es “forzado” a recorrer la coordenada de transformación realizando 

sobre el sistema un trabajo externo que lleva al sistema fuera del equilibrio. En lo que sigue del 

capítulo se explicarán los fundamentos teóricos de la técnica de sMD. 
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 Obtención de energía libre a partir de medidas 

de trabajo. 

La termodinámica clásica establece una relación directa entre el trabajo irreversible 

realizado sobre el sistema y el cambio en el valor de energía libre asociado (ecuación (III.2), con 

∆𝐹 o ∆𝐺 según 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 aplicación de un trabajo 𝑊: 

𝑊 ≥ ∆𝐹 
(III.2) 

 
Donde la igualdad vale si y solo si la transformación se realiza de manera reversible.  

En una transformación reversible se cumple que: 

 La transformación es cuasiestática: el sistema es llevado del estado inicial al final 

a través de una sucesión de estados de equilibrio intermedios, los cuales 

pueden ser descriptos cada uno completamente a partir de sus variables 

termodinámicas correspondientes (como P, T, etc). 

 No hay efectos disipativos: la transformación desde el estado final hasta el 

inicial pasa por los mismos estados intermedios que el proceso inverso y no 

presenta pérdida de energía en el ciclo. 

En la mayoría de los sistemas la primera condición se satisfice haciendo evolucionar al 

sistema de manera muy lenta. Esta condición es impracticable desde un punto de vista 

computacional, ya que se requerirían tiempos de simulación infinitos para lograr que en cada 

paso intermedio de la transformación el sistema esté equilibrado. 

Por otro lado, no todos los caminos que lleven del estado inicial al final serán caminos 

potencialmente reversibles, por lo tanto surge una nueva complicación en la elección de la 

coordenada de transformación para el conocimiento del ∆𝐹.  

En conclusión, la obtención de ∆𝐹 a partir de medidas de trabajos reversibles en 

sistemas biorelevantes resulta humanamente inviable por métodos computacionales.  

Durante el siglo XIX se verificó que la ecuación (III.2) podía ser extendida para el valor 

medio del conjunto de trabajos realizados sobre el sistema[1], es decir: 

〈𝑊〉 ≥  ∆𝐹 
(III.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 dispersión para el conjunto de 𝑊[2]). Se demostró 

también, que la dispersión de los trabajos decrece cuando la transformación se va realizando 

más lentamente y alcanza el valor cero en el límite reversible (caso para el cual se recupera la 

igualdad original, ecuación (III.2)).[2] 

Por otro lado, el teorema de Fluctuación-Disipación[3,4] establece que para procesos 

irreversibles pero cercanos al equilibrio vale que: 

〈𝑊〉 − ∆𝐹 =
𝛽

2
𝜎2 = 𝑊𝑑𝑖𝑠 (III.4) 

 

Donde 𝜎2 es la varianza del conjunto de los trabajos realizados sobre el sistema.  

En la ecuación (III.4) se define el trabajo disipado, 𝑊𝑑𝑖𝑠, como una medida de la energía 

que se disipa al realizar la transformación de manera irreversible. Dicho de otra manera, el 

teorema de Fluctuación-Disipación muestra que la energía disipada resulta proporcional a las 

fluctuaciones del sistema para regímenes cercanos al equilibrio.  

Posteriormente, en 1997 Christopher Jarzynski demostró una igualdad muy poderosa 

que relaciona trabajos realizados, ahora de manera arbitrariamente irreversible, con el ∆𝐺 entre 

el estado inicial y final.[5] 

La ecuación, en su primera definición, puede ser escrita como sigue: 

𝑒[−𝛽∆𝐹(ξ)] = 𝑙𝑖𝑚
𝑁→∞

〈𝑒[−𝛽𝑊𝑖(ξ,𝑣)]〉𝑁 (III.5) 

 

Donde las barras denotan el promedio sobre el conjunto de N trayectorias de trabajo, 

𝑊𝑖(ξ, 𝑣) denota el trabajo de la 𝑖-ésima trayectoria del conjunto sobre la coordenada de 

transformación ξ. 𝑣 es la velocidad a la cual se produce el cambio sobre la coordenada ξ del 

sistema. 

La característica más importante de esta ecuación es que (como se verá más 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 ∆𝐹. 
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 ¿Qué significa medir un conjunto de trabajos 

en un experimento de simulación de Dinámica 

Molecular? 

Sea un sistema mecánico clásico atomístico en contacto con un reservorio a 

temperatura T. El sistema total está aislado térmicamente y evoluciona de acuerdo con la 

dinámica Hamiltoniana. 

Supongamos que existe (no es un requerimiento explícito) un camino γ que conecta los 

estados A y B (por ejemplo una coordenada de transformación), y hay un parámetro 𝜆 que 

parametriza ese camino, es decir en 𝜆 = 𝜆𝑖 el sistema se encuentra en el estado A y 𝜆 = 𝜆𝑓 el 

sistema se encuentra en el estado B. 𝜆 puede ser también una variable termodinámica intensiva 

o extensiva.[2] 

El sistema evoluciona en contacto con el reservorio mientras el valor de 𝜆 cambia de 𝜆𝑖 

a 𝜆𝑓 sobre un total de tiempo 𝑡𝑠. Se asume (sin pérdida de generalidad) que la velocidad de 

cambio 

𝑣 = |𝜆𝑓 − 𝜆𝑖|. 𝑡𝑠
−1 

(III.6) 

 
es constante. 

La evolución del sistema quedará descripta por una trayectoria determinista 

evolucionando bajo 𝐻𝜆, mientras 𝜆 cambia desde su valor inicial al final sobre el tiempo 𝑡𝑠. 

Además, el trabajo aplicado durante un tiempo 𝑡𝑠 será:  

𝑊 = ∫ 𝑑𝑡 𝑣

𝑡𝑠

0

𝜕𝐻𝜆(ξ(𝑡))

𝜕𝜆
 

(III.7) 

 

O equivalentemente integrando en el parámetro 𝜆 

𝑊 = ∫ 𝑑𝜆 

𝜆𝑓

𝜆0

𝜕𝐻𝜆(ξ(𝑡))

𝜕𝜆
= ∫ 𝐹(ξ(𝑡))𝑑𝜆

𝜆𝑓

𝜆0

  
(III.8) 

 

La ecuación (III.8) permite calcular el trabajo hasta cualquier punto 𝜆 como la integral 

acumulada de la fuerza sobre la coordenada de transformación al cambiar el parámetro 𝜆. Esto 

permite definir un perfil de trabajo (y en última instancia de energía libre) a lo largo de la 

coordenada de transformación. 
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Finalmente, de manera análoga, se puede generar un conjunto de valores de trabajos 

𝑊𝑖 (con 𝜆 y 𝑣 fijos), partiendo de distintas condiciones iniciales correspondientes a micro-

configuraciones obtenidas a partir de algún ensamble termodinámico, fijando el parámetro 𝜆  a 

su valor inicial 𝜆𝑖, correspondiente al sistema en el estado de partida.  

Sin pérdida de generalidad supongamos que para todo el ensamble el camino  𝑡𝑠 y 𝑣 no 

cambian entre una medida de 𝑊 y la otra. Bajo estas condiciones, la naturaleza determinista 

entonces establece que cada una de las trayectorias quedará determinada por su condición 

inicial, es decir que habrá entonces exactamente una trayectoria que pasa por el punto 

determinado 𝐻(𝒑, 𝒓). 

Para una simulación de dinámica molecular típica, esta situación entonces 

corresponderá computacionalmente a equilibrar al sistema en el estado inicial (es decir con 𝜆 =

𝜆𝑖)  y a partir de un conjunto de “fotos” (o microconfiguraciones con distintos valores de (𝒑, 𝒓)) 

decorrelacionadas temporalmente medir los trabajos asociados partiendo de cada condición 

inicial muestreada,  asociado al cambio de la coordenada de transformación elegida (hasta 𝜆 =

𝜆𝑓) , usando la ecuación (III.7) o (III.8). 

 Demostración de la igualdad de Jarzynski 

Para el conjunto total (sistema más reservorio) se puede escribir la siguiente relación 

para el Hamiltoniano total 

𝐻𝜆
𝑆𝐵(Γ, Θ) = 𝐻𝜆

𝑆(Γ) + 𝐻𝐵(Θ)   
(III.9) 

 
Donde Γ y Θ corresponden al punto del espacio de fases (posiciones y momentos) de los 

grados de libertad del sistema y baño térmico, respectivamente. 

Se asume también, que el reservorio es suficientemente grande, entonces no dependerá 

de 𝜆, (en otras palabras, de lo que le pase al sistema) y además, sus grados de libertad estarán 

suficientemente desacoplado con los del sistema. 

El conjunto total (sistema y reservorio) está térmicamente aislado (entonces, por el 

primer principio de la termodinámica, ΔE = 0), la distribución de los estados iniciales puede ser 

representada por un ensamble microcanónico (NVE constantes).  

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

el uso del ensamble canónico o microcanónico.[2] 
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Entonces para la función de partición en el ensamble microcanónico se obtiene que: 

𝑍𝜆
𝑆𝐵 = ∫𝑑𝛤𝑑𝛩𝑒[−𝛽𝐻𝜆

𝑆𝐵(𝛤,𝛩)] (III.10) 

 

Luego, reemplazando la relación (III.9) se obtiene 

𝑍𝜆
𝑆𝐵 = ∫𝑑𝛤𝑒[−𝛽𝐻𝜆

𝑆(𝛤)] . ∫𝑑𝛩𝑒[−𝛽𝐻𝐵(𝛩)] = 𝑍𝜆
𝑆𝑍𝐵 (III.11) 

 

Además, la probabilidad de encontrar el estado con energía 𝐻𝜆𝑖

𝑆𝐵(𝛤0, 𝛩0) en el ensamble 

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

𝑃 (𝐻𝜆𝑖

𝑆𝐵(𝛤0, 𝛩0)) =
1

𝑍𝜆𝑖

𝑆𝐵 𝑒
[−𝛽𝐻𝜆𝑖

𝑆𝐵(𝛤0,𝛩0)]
 (III.12) 

 

𝑐𝑜𝑛     𝑍𝜆𝑖

𝑆𝐵 = ∫𝑑𝛤0𝑒
[−𝛽𝐻𝜆𝑖

𝑆 (𝛤0)]
. ∫ 𝑑𝛩𝑒[−𝛽𝐻𝐵(𝛩0)] (III.13) 

 

Donde Γ0 y Θ0 corresponden al punto del espacio de fases (posiciones y momentos), en 

el estado inicial, de los grados de libertad del sistema y baño térmico, respectivamente. 

Debido a la conservación de la energía, y como el sistema total está aislado, para 

cualquier instante 𝑡 se cumple que: 

𝑊 = 𝐻𝜆
𝑆𝐵(𝛤𝑡 , 𝛩𝑡) − 𝐻𝜆𝑖

𝑆𝐵(𝛤0, 𝛩0) 
(III.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 parámetro de transformación 𝜆. 

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: 

〈Χ〉 = ∫𝑃 (𝐻𝜆𝑖

𝑆𝐵(𝛤0, 𝛩0)) . Χ. 𝑑𝛤0𝑑𝛩0 (III.15) 

 

Entonces a partir de la ecuación (III.15) y (III.12), el promedio exponencial de los 

trabajos tiene la siguiente forma: 

〈𝑒−𝛽𝑊〉 =  ∫
1

𝑍𝜆𝑖

𝑆𝐵 𝑒
[−𝛽𝐻𝜆𝑖

𝑆𝐵(𝛤0,𝛩0)]
. 𝑒−𝛽𝑊. 𝑑𝛤0𝑑𝛩0 (III.16) 

 

Luego, insertando la ecuación (III.14) se obtiene que 
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〈𝑒−𝛽𝑊〉 =  ∫
1

𝑍𝜆𝑖

𝑆𝐵 𝑒
[−𝛽𝐻𝜆𝑖

𝑆𝐵(𝛤0,𝛩0)]
. 𝑒

−𝛽[𝐻𝜆
𝑆𝐵(𝛤𝑡,𝛩𝑡)− 𝐻𝜆𝑖

𝑆𝐵(𝛤0,𝛩0)]
. 𝑑𝛤0𝑑𝛩0

= ∫
1

𝑍𝜆𝑖

𝑆𝐵 𝑒[−𝛽𝐻𝜆
𝑆𝐵(𝛤𝑡,𝛩𝑡)]. 𝑑𝛤0𝑑𝛩0 

(III.17) 

 

Las variables de integración iniciales pueden transformarse a las variables de 

transformación a tiempo 𝑡. De acuerdo con el teorema de Liouville, el Jacobiano de esta 

transformación es unitario, por lo tanto 

𝑑𝛤0𝑑𝛩0 =  𝑑𝛤𝑡𝑑𝛩𝑡 
(III.18) 

 
La evolución temporal a través de la ecuación de Liouville establece una relación 

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 

evolución temporal del sistema Hamiltoniano. Asimismo, el espacio de fases inicial desde el final 

haciendo “retroceder” en la evolución 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 ecuación (III.18) en 

la ecuación (III.17), se obtiene que 

〈𝑒−𝛽𝑊〉 =  ∫𝑑𝛤𝑡𝑑𝛩𝑡

1

𝑍𝜆𝑖

𝑆𝐵 𝑒[−𝛽𝐻𝜆
𝑆𝐵(𝛤𝑡,𝛩𝑡)] = 

𝑍𝜆
𝑆𝐵

𝑍𝜆𝑖

𝑆𝐵  (III.19) 

 

Finalmente usando la relación (III.11), y simplificando 𝑍𝐵 se llega a que 

〈𝑒−𝛽𝑊〉 =  
𝑍𝜆

𝑆

𝑍𝜆𝑖

𝑆 = 𝑒(−𝛽∆𝐹𝑆)  (III.20) 

 

En donde en la igualdad de la derecha se utilizó la relación termodinámica entre la 

energía libre de Helmholtz para el sistema 𝐹𝑆 y la función de partición (𝐹𝑆 = −(1 𝛽⁄ ). ln (𝑍𝑆)) 

La ecuación (III.20) representa la igualdad de Jarzynski que relaciona el conjunto de 

trabajos 𝑊 y la diferencia de energía libre de Helmoltz ∆𝐹𝑆 para el sistema.  

En conclusión la demostración de la igualdad de Jarzynski solo requirió de la 

conservación de la energía y del teorema de Liouville. 
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Jarzynski en su primer trabajo, impone como condición durante la realización de los 

trabajos el acoplamiento entre el baño térmico y el sistema debe ser despreciable, de hecho 

propone directamente “apagar” el baño térmico durante la realización de los trabajos. En 

trabajos posteriores, se ha demostrado que la igualdad de Jarzynski sigue valiendo para sistemas 

con baños térmicos acoplados al sistema. Lo cual generaliza mucho más la aplicación de esta 

ecuación a muchos sistemas biorelevantes, en donde mantener la temperatura constante 

resulta crucial.  

Jarzynski muestra además que a partir de la relación demostrada (ecuación (III.20)) se 

demuestran dos relaciones bien conocidas de la termodinámica, las pertenecientes al método 

de Integración Termodinámica y Perturbación de Energía Libre.[2,5] 

Posteriormente, también se demostró que para una transformación entre dos estados 

de equilibrio de un sistema en contacto con un rerservorio de volumen y calor a temperatura T 

y presión P, el trabajo 𝑊 realizado sobre el sistema durante toda la transformación y la 

diferencia de energía libre ∆𝐺𝑆 entre los dos estados de equilibrio satisfacen una relación 

análoga a la mostrada anteriormente 

〈𝑒−𝛽𝑊〉 = 𝑒(−𝛽∆𝐺𝑆) (III.21) 

 
Este resultado resulta muy aplicable a los sistemas típicos de simulación computacional 

donde T y P suelen ser constantes.  

Finalmente, las simulaciones computacionales no pueden incluir baños térmicos de 

tamaño infinito (o mucho más grandes que el sistema de interés) sin embargo es posible simular 

los efectos de los baños y varios algoritmos fueron desarrollados para esto como se mencionó 

en la sección de métodos.[2] La forma más habitual de incorporar los efectos de baños térmicos 

en los métodos de Dinámica Molecular, es incluir términos adicionales (como fricción o ruido al 

azar) en las ecuaciones de movimientos de manera tal que las trayectorias resultantes 

muestreen el ensamble estadístico apropiado. Para la mayoría de estos algoritmos la igualdad 

de Jarzynski también es operativa. 

Como conclusión final, la igualdad de Jarzynski también permite poder calcular un perfil 

de energía libre asociado a la coordenada de transformación definida. A partir del conjunto de 

trabajos acumulados para cada valor de 𝜆 y aplicando la ecuación (III.17) (o (III.21)) se puede 

obtener un perfil de energía libre asociado a la coordenada de transformación elegida. 
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 Aproximación de resorte rígido en las 

simulaciones de sMD 

Como se mencionó en la sección III.2 del presente capítulo, 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 transformación 

durante la dinámica molecular. Para lograr esto, estas técnicas modifican la descripción 

matemática 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 transformación. El objetivo final de estos métodos consiste en obtener 

información del sistema sin el sesgo, extrayendo información a partir de la dinámica con el 

sesgo.   

En la presente sección, se explicará una aproximación que es muy utilizada en los 

cálculos de sMD acoplada a la ecuación de Jarzynski: la aproximación de resorte rígido. Esta 

aproximación resulta crucial porque establece la relación entre el perfil de energía libre a lo largo 

de la coordenada de transformación (denominado Potencial de Fuerza Media, PMF) del sistema 

sesgado con el PMF del sistema sin el sesgo. 

Supongamos un sistema mecánico clásico de N partículas, en contacto con un baño de 

calor a temperatura T. (𝒓, 𝒑), son las variables de posición y momento de cada partícula, 

respectivamente. Supongamos que se ha identificado una coordenada de transformación ξ(𝑟).   

El PMF (Potential of Mean Force, PMF), Φ(ξ), a lo largo de ξ se define como: 

𝑒[−𝛽Φ(ξ′)] = ∫𝑑𝑟𝑑𝑝. 𝛿(ξ(𝑟) − ξ′). 𝑒[−𝛽H(r,p)] (III.22) 

 

Con esta definición, el PMF es la energía libre de Helmoltz a lo largo de ξ(𝑟), el gráfico 

de energía libre versus la coordenada de tranformación ξ(𝑟), se lo llama perfil de energía libre 

asociado a la coordenada de reacción ξ(𝑟) 

Para el ensamble NPT se tiene que  

𝑒[−𝛽Φ(ξ′)] = ∫𝑑𝑉 ∫𝑑𝑝 ∫𝑑𝑟. 𝛿(ξ(𝑟) − ξ′). 𝑒[−𝛽H(r,p,V)−𝛽𝑃𝑉] (III.23) 

 

Para este ensamble entonces, el PMF es la energía libre de Gibbs a lo largo de ξ(𝑟). 
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En lo que sigue, la demostración se basará en la ecuación (III.22), pero para el ensamble 

NPT el resultado final es equivalente. 

Una simulación de tipo sMD, como técnica de muestreo sesgado, es una manera 

eficiente de explorar el sistema a lo largo de la coordenada de transformación. En estas técnicas 

se agrega un potencial de guía de forma cuadrática (ecuación (III.24)) al Hamiltoniano original 

𝐻.  

ℎ𝜆 =
𝑘

2
(ξ(𝑟) − 𝜆)2 (III.24) 

 

Donde 𝑘 es la constante del potencial armónico utilizado, y 𝜆 es el parámetro de 

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

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

tener una nueva descripción para el sistema “modificado” (a partir de 𝐻̃𝜆(𝑟, 𝑝)) 

𝐻̃𝜆(𝑟, 𝑝) = 𝐻(𝑟, 𝑝) + ℎ𝜆(𝑟) 
(III.25) 

 
Como se mencionó, 𝜆 es un parámetro que típicamente se cambia a velocidad fija 𝜐 a lo 

largo del tiempo 

𝜆(𝑡) = 𝜆(0) + 𝜐. 𝑡 
(III.26) 

 
Para cubrir la región relevante de ξ(𝑟)  

En términos generales, para un instante 𝑡, el valor del parámetro 𝜆(𝑡) estará fijo al valor 

establecido por la ecuación (III.26). Por su parte, la coordenada de reacción ξ(𝑟) puede tomar 

cualquier valor, aunque el sesgo lo mantenga cerca de 𝜆(𝑡). La fuerza con que lo mantiene cerca 

estará dada por la constante 𝑘. 

El objetivo entonces es obtener el PMF, asociado a la coordenada ξ(𝑟), bajo el 

Hamiltioniano original (𝐻) a partir de calcular la energía libre asociada al sistema con el sesgo 

𝐻̃𝜆(𝑟, 𝑝), usando el trabajo acumulado 𝑊. La aproximación de resorte-rígido mostrará que la 

relación entre ambos perfiles es directa. La idea general de esta aproximación, es minimizar la 

fluctuación de la coordenada de transformación a lo largo de diferentes trayectorias eligiendo 

una constante 𝑘 suficientemente grande para el potencial de guía. 

Retomando, a partir de la definición (III.22), el PMF asociado al sistema modificado 

𝐻̃𝜆(𝑟, 𝑝) en función del parámetro 𝜆 se puede escribir de la siguiente manera: 
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𝑒[−𝛽𝐹𝜆] = ∫𝑑𝑟𝑑𝑝 ∫𝑑𝜉′. 𝛿(ξ(𝑟) − 𝜉′). 𝑒{−𝛽𝐻(𝑟,𝑝)−
𝛽𝑘
2

[ξ(𝑟)−𝜆]2}

= ∫𝑑𝜉. 𝑒{−𝛽Φ(𝜉)−
𝛽𝑘
2

[ξ−𝜆]2} 

(III.27) 

 

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

sin el sesgo. 

Cuando 𝑘 es grande la mayor contribución a la integral vendrá dada por el segundo 

término en la suma dentro del integrando exponencial. Para este caso, la función resultante es 

una Gaussiana con valores máximos en la región ξ ~𝜆  (ver Figura 1) 

 

Figura 1: forma de la función Gaussiana con valor 𝜆 = 0 (centro de la campana) 

Entonces, se puede realizar una serie de Taylor de la función 𝑒−𝛽Φ(ξ) alrededor de ξ =

𝜆. 

𝑒[−𝛽Φ(𝜉)] = 𝑒[−𝛽Φ(𝜆)] {1 − 𝛽
𝜕Φ(𝜆)

𝜕𝜆
(𝜉 − 𝜆)

−
𝛽

2
[
𝜕2Φ(𝜆)

𝜕𝜆2
− 𝛽 (

𝜕Φ(𝜆)

𝜕𝜆
)

2

] (𝜉 − 𝜆)2 + ⋯} 

(III.28) 

 

Y luego reemplazando la ecuación (III.28) en la segunda igualdad de la ecuación 

(III.27), distribuyendo los términos dentro de la exponencial e integrando cada termino, se 

obtiene finalmente que 

𝑒[−𝛽F𝜆] = 𝑒[−𝛽Φ(𝜆)]√
2𝜋

𝛽𝑘
{1 −

1

2𝑘
[
𝜕2Φ(𝜆)

𝜕𝜆2
− 𝛽 (

𝜕Φ(𝜆)

𝜕𝜆
)

2

] + 𝑂 (1
𝑘2⁄ )} 

(III.29) 

 

Luego tomando logaritmo (y aproximando ln(𝑎 + (1 − 𝑏𝑥)) = log(𝑎) − 𝑏𝑥 y 

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

𝐹𝜆 =  Φ(𝜆) −
1

2𝑘
(
𝜕Φ(𝜆)

𝜕𝜆
)

2

+
1

2𝛽𝑘

𝜕2Φ(𝜆)

𝜕𝜆2
+ 𝑂 (1

𝑘2⁄ ) (III.30) 

 

que invertida da lugar a: 
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Φ(𝜆) =  𝐹𝜆 +
1

2𝑘
(
𝜕𝐹𝜆

𝜕𝜆
)
2

−
1

2𝛽𝑘

𝜕2𝐹𝜆

𝜕𝜆2
+ 𝑂 (1

𝑘2⁄ ) (III.31) 

 

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

Φ(𝜆) =  𝐹𝜆 
(III.32) 

 
O equivalentemente (como 𝜉~𝜆, cuando k es suficientemente grande) 

Φ(𝜉) =  𝐹𝜉  
(III.33) 

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

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

En aplicaciones prácticas uno elige la constante 𝑘 suficientemente grande como para 

que la fluctuación en la energía del potencial guía (ecuación (III.24)) a lo largo de diferentes 

trayectorias sea menor que la energía térmica (𝑘𝐵𝑇). 

Bajo esta condición la coordenada de transformación será parecida al centro del 

potencial cuadrático, por lo tanto satisfaciendo la condición de resorte rígido. 

Como se mencionó, la forma de proceder implica generar un número de trayectorias 

sMD partiendo de distintas condiciones iniciales, y el trabajo es calculado como función del 

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

Luego 𝐹𝜆 es calculado a partir de la ecuación de Jarzynski. Finalmente, el PMF es 

obtenido de la última ecuación hasta un cierto orden en 1/ 𝑘, el siguiente orden puede ser usado 

para chequear la validez de la aproximación de resorte rígido, evaluando el peso de los términos 

superiores de potencias de 𝑘. 

 El problema de la estimación de la energía libre 

a través de la ecuación de Jarzynski 

En este punto, es importante remarcar que en sus primeros trabajos Jarzynski demostró 

su igualdad de forma similar a la mostrada en este capítulo, y esta igualdad establece la relación 

entre la energía libre y el promedio del ensamble de valores de 𝑊, sin hacer mención al 

problema matemático/estadístico asociado a la estimación del valor de energía libre a partir de 

un conjunto finito de valores de 𝑊. Recién en publicaciones posteriores y a partir del creciente 

uso de su ecuación, empezó a surgir el problema matemático que se desprendía para la 
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estimación del valor de energía libre[6–10], y específicamente acerca de la dificultad asociada al 

uso de un número inevitablemente finito de trayectorias empleadas.[6] 

El resultado general obtenido por Jarzynski (ecuación (III.21)) plantea que es posible 

obtener el Δ𝐹 entre dos estados de equilibrio, a partir del promedio exponencialmente pesado 

del ensamble de trabajos irreversibles (en su forma más general) para llevar el sistema del 

estado inicial al final, partiendo de microconfiguraciones muestreadas a partir del ensamble 

completo del estado inicial. 

En la práctica, lo anterior es computacionalmente inabordable, y en general se parten 

de un conjunto finito de microconfiguraciones. El problema ahora resulta de índole más 

estadística que fisicoquímica, en el cual se busca obtener un valor confiable como estimador del 

Δ𝐺 de interés. 

Una manera muy habitual de estimar el Δ𝐹, consiste en la forma tradicional de sumar y 

dividir por la cantidad de datos (ecuación (III.34)) la forma de esta ecuación surge de la propia 

ecuación de Jarzynski. 

Δ𝐹̂𝐽 = −𝛽−1𝑙𝑛 [
1

𝑁
∑𝑒−𝛽𝑊𝑖

𝑁

𝑖=1

] 
(III.34) 

 

Donde Δ𝐹̂𝐽 se llamará de ahora en adelante, el estimador de Jarzynski, para la energía 

libre. Una forma equivalente de escribir la ecuación (III.34)  es la siguiente: 

𝑒−𝛽𝑊̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ = ∑𝑃(𝑊𝑖). 𝑒
−𝛽𝑊𝑖

𝑁

𝑖=1

 
(III.35) 

 

Donde 𝑒−𝛽𝑊̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ es el promedio exponencial de la variable 𝑊. 𝑃(𝑊𝑖), es la distribución de 

probabilidad asociada a la variable 𝑊 y la suma se realiza sobre los N valores 𝑊𝑖. Esta forma de 

escribir la estimación, permite explicar con más claridad el problema de la estimación. 

 Supongamos entonces que se realiza un experimento de simulación sMD en donde se 

miden un conjunto de valores de trabajo 𝑊𝑖, para un valor dado de coordenada de 

transformación. 

A partir de los datos de 𝑊𝑖  medidos se puede construir un histograma (o curva de 

densidad empírica) para obtener 𝑃(𝑊𝑖), en este punto y solo como ejemplo ilustrativo, 

supongamos que 𝑃(𝑊𝑖) puede aproximarse como una distribución Normal, por ejemplo la curva 

sólida azul de la Figura 2.  
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Figura 2: Problema del estimador de Jarzynskii. Curva azul, curva de P(Wi) para los trabajos medidos. Curva roja 

sumando de la ecuación (III.35). La zona de los valores más pesados en la ecuación (III.35) caen en las zonas menos 
probables de P(Wi) (zona sombreada en verde) 

Los valores que tendrán más peso en la suma de la ecuación (III.35), serán los valores 

en la zona cercana al centro de la curva de 𝑃(𝑊𝑖). 𝑒
−𝛽𝑊𝑖  (línea roja discontinua en la Figura 2). 

Esta curva pierde la normalización y está desplazada de la curva 𝑃(𝑊𝑖), hacia valores menores 

de 𝑊. Si 𝑃(𝑊𝑖) es una curva Gaussiana con una dispersión 𝜎, entonces 𝑃(𝑊𝑖). 𝑒
−𝛽𝑊𝑖  será otra 

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

izquierda en (𝛽, 𝜎2). 

En el caso general, para dispersiones razonables en los experimentos típicos de sMD, los 

valores que tienen más peso en la ecuación (III.35), “caen” en regiones de baja probabilidad de 

𝑃(𝑊𝑖), zona sombreada con verde en la Figura 2. Si el corrimiento es mucho más grande que el 

ancho, entonces habrá poco solapamiento entre las curvas, lo que hace que la estimación del 

promedio exponencial sea impracticable. En general, como se verá más adelante, la estimación 

es práctica cuando 𝜎 no es mucho más grande que 𝑘𝐵. 𝑇. 

El análisis anterior, muestra de manera cualitativa el problema principal del estimador 

de Jarzynski, Δ𝐹̂𝐽. Esta forma de estimación, estará dominada por valores de trabajos que son 

poco probables de obtener en la dinámica guiada, usualmente denominadas trayectorias “raras” 

[7,10]. 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, Δ𝐹̂𝐽 da un valor sesgado 

para la estimación del valor real de Δ𝐹. 

Debido a la dificultad de estimar el promedio exponencial, otro estimador del Δ𝐹 que 

suele usarse que se define a partir de la expansión en cumulants de la ecuación (III.21). Esta 

expansión 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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∆𝐹 = ∑
𝜅𝑛(−𝛽)−1

𝑛!

∞

𝑛=1

 
(III.36) 

 

𝜅1 = 〈𝑊〉, 𝜅2 = 〈𝑊2〉 − 〈𝑊〉2 = 𝜎𝑤
2 , 𝜅3 = 〈𝑊3〉 − 〈𝑊〉3 − 3𝜎𝑤

2  

Con 𝜅1,  𝜅2, 𝜅3 los primeros tres términos de la suma para ∆𝐹. 𝜎𝑤
2  y 〈𝑊〉 son la varianza 

y el valor medio del ensamble de 𝑊, respectivamente. 

De manera análoga a lo planteado para Δ𝐹̂𝐽, es posible plantear un estimador asociado 

a la expansión en cumulants (ecuación (III.36)) en donde el valor medio y la varianza de 𝑊 son 

expresados en sus formas estimadas asociadas. A partir de la ecuación (III.36), se obtiene 

entonces el siguiente estimador asociado 

∆𝐹𝑐̂ = ∑
𝜅𝑛̂(−𝛽)−1

𝑛!

∞

𝑛=1

 
(III.37) 

 

𝜅̂1 = 𝑊̅, 𝜅̂2 = 𝑊2̅̅ ̅̅̅ − 𝑊̅2 = 𝜎𝑤
2̂ , 𝜅̂3 = 𝑊3̅̅ ̅̅̅ − 𝑊̅3 − 3𝜎̂𝑤

2  

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

promedios asociados a potencias de 𝑊 (𝑊̅, 𝑊2̅̅ ̅̅̅, etc).  

La Figura 3 muestra la ventaja de utilizar ∆𝐹𝑐̂ para la estimación de la energía libre 

usando los primeros dos cumulants de la expansión.  

 

Figura 3: Curva azul, curva de P(Wi) para los trabajos medidos. Curva verde sumando de la ecuación (III.35) para 

𝑊̅. Curva verde sumando de la ecuación (III.35) para 𝑊2̅̅ ̅̅̅. En ambos casos, la zona de valores más pesados, caen en 

las zonas más probables de P(Wi) (zona sombreada en gris) 

Aplicando un razonamiento análogo a la estimación por la ecuación (III.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 máximo de 𝑃(𝑊𝑖). Evitando 

la necesidad de muestrear apreciablemente trayectorias “raras” para los valores de 𝑊.  
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Esta forma de estimación tiene ahora dos fuentes de error: un error debido al 

truncamiento de la serie asociada a ∆𝐹𝑐̂ (ecuación (III.37)) y un error debido al muestreo 

insuficiente de datos (especialmente para órdenes superiores).  

En el caso extremo, en donde se evalúe la serie completa, no existirá un error debido al 

truncamiento de la serie, sin embargo se recuperará el sesgo asociado al muestreo finito 

mediante el estimador de Jarzynski, explicado anteriormente. Por otro lado, como se mencionó, 

los términos de la expansión en cumulants (a órdenes bajos) serán más fáciles de estimar.  

En secciones siguientes, se mostrará que para algunos casos particulares, la expansión 

truncada a segundo orden, es la forma óptima para la estimación que la expansión completa.[7,11] 

A partir de la ecuación de Jarzynski y suponiendo una distribución Gaussiana para los 

valores de 𝑊, surge el tercer estimador considerado para la energía libre, llamado estimador de 

Fluctuación-Disipación (ecuación (III.38)) por su relación con el teorema de Fluctuación-

Disipación, explicado en la sección III.3: 

Δ𝐹̂𝐹𝐷 = 𝑊̅ − 
𝛽𝜎̂𝑤

2

2
 (III.38) 

 

Donde 𝑊̅ y 𝜎̂𝑤
2  son el promedio y el desvío estándar asociada a una muestra finita de 

valores de 𝑊.  

Como puede observarse, la ecuación (III.38), también coincide con la expansión a 

segundo orden de la serie de cumulants (ecuación (III.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 expansión.  

Como se mencionó en la sección III.3, el teorema de Fluctuación-Disipación resulta 

válido para procesos cercanos al equilibro, en otras palabras para procesos irreversibles llevados 

a cabo de forma lenta. En estos casos la distribución de trabajos esperada será Gaussiana como 

sugiere la relación entre el teorema de Fluctuación-Disipación y la expansión en cumulants para 

distribución de trabajos Gaussianas. Para aplicaciones de sMD en general, la distribución de 

trabajos podría no ser Gaussiana. En estos casos el comportamiento entre 𝛥𝐹̂𝐹𝐷 y Δ𝐹̂𝐽 podría ser 

muy diferente. 
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 Objetivos y lineamientos 

Una de las más 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 científica, 

con más de 900 citas hasta el día, y ha sido incorporada como material de enseñanza en muchos 

programas educativos alrededor del mundo[1]. En ese artículo, los autores validaron la igualdad 

de Jarzynski con experimentos muy elegantes de molécula simple, y además concluyeron que 

Δ𝐹̂𝐽 es mejor estimador que Δ𝐹̂𝐹𝐷. Este descubrimiento importante, apoyado también por otros 

autores[12,13], provocó un gran aumento de las aplicaciones de la igualdad de Jarzynski,  usando 

Δ𝐹̂𝐽.[5,14–17] 

En lo que sigue del capítulo, se demostrará que el estimador Δ𝐹̂𝐹𝐷 es el más eficiente  

de todos los estimadores que pueden proponerse para distribuciones Gaussianas de trabajo, a 

través de, como se verá, la demostración que este estimador surge del proceso estimación de 

máxima-verosimilitud para distribuciones de trabajo Gaussianas, y como tal, es por 

construcción, la estimación de energía libre más eficiente para tales distribuciones. 

Luego se extenderá este análisis a dos distribuciones no Gaussianas relevantes, Gamma 

y skew-normal, y finalmente se ilustrará el impacto de la elección del estimador en un 

experimento computacional de molécula simple, la migración de un ligando en una 

metaloproteina, específicamente la superóxido dismutasa de Mn humana (MnSOD) cuyo 

sustrato es el anión superóxido. 

Como última instancia, las siguientes secciones, permiten aclarar que la igualdad de 

Jarzynski no necesita estar exclusivamente vinculada al estimador Δ𝐹̂𝐽, y que, aunque es el más 

frecuentemente invocado, es quizás uno de los estimadores de la energía libre menos eficiente 

que se definen a partir la igualdad. La conclusión final, a la que se llegará, es sobre la ventaja de 

aprovechar el estimador de máxima verosimilitud para una distribución de trabajo particular, y 

por lo tanto que el conocimiento de la distribución conduce al uso óptimo de la igualdad de 

Jarzynski. 



106 

 

 Resultados 

 Estimación de máxima-verosimilitud para 

distribuciones Gaussianas 

Es importante enfatizar la diferencia entre las los estimadores de Jarzynski y Fluctuación-

Disipación. El estimador de Jarzynski (ecuación (III.34)) es sólo equivalente a la igualdad de 

Jarzynski en el límite de 𝑁 → ∞, este estimador se basa, como se mencionó, en aproximar de la 

siguiente manera el promedio del ensamble: 

〈𝑒−𝛽𝑊〉 ≈
1

𝑁
∑𝑒−𝛽𝑊𝑖

𝑁

𝑖=1

 
(III.39) 

 

Ahora bien, si se conoce la familia estadística a la que pertenece la distribución 

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 máxima-verosimilitud para la distribución particular. 

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

estimadores de cada parámetro que caracteriza a la distribución.  

 Por ejemplo, para una distribución de trabajo Gaussiana, el promedio del conjunto 

puede expresarse exactamente en función de la media poblacional de la distribución del trabajo 

𝜇 y la varianza poblacional 𝜎2: 

〈𝑒−𝛽𝑊〉 = 𝑒(−𝛽𝜇+
𝛽2𝜎2

2
) (III.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 máxima-

verosimilitud establece en este caso que los estimadores de la media (𝜇) y la varianza (𝜎2) 

tendrán la forma funcional de la media 𝑊̅ y la varianza 𝜎̂2 de la muestra. Entonces, a partir de 

la ecuación (III.40) se obtiene que 

〈𝑒−𝛽𝑊〉 = 𝑒(−𝛽𝑊̅ +
𝛽2𝜎̂2

2
) (III.41) 

 

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

estimadores asociados a cada parámetro que caracterizan la distribución será diferente. 
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Al sustituir la ecuación (III.41) en la igualdad de Jarzynski , se obtiene el estimador de 

máxima-verosimilitud de la energía libre para las distribuciones de trabajo Gaussianas, que 

coincide con el estimador Δ𝐹̂𝐹𝐷, resultante del teorema de no-equilibrio de Fluctuación-

Disipación (𝐹𝐷)[3] (ecuación (III.38)). 

En el límite de N grande, los dos estimadores convergen con el valor verdadero de ∆𝐹. 

El estimador Δ𝐹̂𝐽 es más robusto, en el sentido de que no requiere conocimiento de la 

distribución de trabajo subyacente. Sin embargo, si dicha información está disponible, el 

estimador de máxima verosimilitud (Δ𝐹̂𝐹𝐷 para una distribución Gaussiana) es por construcción 

el estimador estadísticamente más eficiente posible. 

 Simulaciones numéricas de los estimadores de 

Jarzynski y de máxima 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 desvió estándar de los datos (como se verá en el capítulo III de la presente 

tesis). De hecho, en ciertas aplicaciones, como en la técnica sMD, se puede predecir la obtención 

de una distribución de trabajo Gaussiana si se trabaja en condiciones donde la aproximación de 

resorte rígido (sección III.5) es válida (como se verá en la discusión, sección III.9).  

En el presente capítulo se considerarán distribuciones de trabajo Gaussianas generadas 

numéricamente usando diferentes dispersiones (varianzas) para los datos, así como también 

dos distribuciones de trabajo no-Gaussianas: skew-normal y Gamma (Figura 4), que se han sido 

reportados en otros procesos de no equilibrio[18,19].  

Se puede realizar un procedimiento análogo a lo mostrado en la sección anterior para 

distribuciones Gaussianas y utilizando la ecuación de Jarzynski para las otras distribuciones 

consideradas. La resolución de esta ecuación entonces proveerá expresiones exactas de los ∆𝐹 

en términos de los parámetros que caracterizan a cada  familia de distribuciones. Los parámetros 

y las expresiones exactas de ∆𝐹 para las familias de distribuciones Gaussianas, skew-normales y 

Gamma, se resumen en la Tabla 1. 

El procedimiento de máxima-verosimilitud permite estimar cada uno de los parámetros 

para una muestra finita, que finalmente permite obtener la expresión del estimador de máxima-

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 (𝜇 = 0), (B) skew-normal (𝜇 = 0 y 
𝜉 = 6), y (C) las distribuciones Gamma (𝜆 = 1). Los parámetros que se variaron en cada una de las distribuciones se 

indican en leyendas de diagrama. 

Tabla 1: resumen de las familias estadísticas y las expresiones para el 𝛥𝐹 

 
 

Para la evaluación de los estimadores, se procedió de la siguiente manera. Dada una 

familia de distribuciones, un conjunto de parámetros que la caracterizan, y un tamaño de 

muestra N: 

1) Se generó una muestra de trabajos W1, W2, …., WN, de manera aleatoria. 

2) La energía libre es estimada para la muestra de trabajos, de acuerdo con las 

expresiones de los estimadores. 

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

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

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

Todas las simulaciones fueron realizadas utilizando el paquete estadístico R[20] 
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De cada distribución se generaron 10000 muestras aleatorias de tamaño 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 evaluó 

el comportamiento de los Δ𝐹̂𝐽 y el estimador de máxima-verosimilitud respectivo, con tamaños 

de muestra cada vez mayores. 

 Distribuciones de trabajo Gaussianas 

Para las distribuciones de trabajo Gaussianas más dispersas (𝜎 > 2 𝑘𝑐𝑎𝑙/𝑚𝑜𝑙), se 

observa que Δ𝐹̂𝐽 (serie roja, Figura 5) no sólo es menos eficiente que Δ𝐹̂𝐹𝐷 (serie azul, Figura 5), 

sino también que está sesgada respecto al valor esperado de ∆𝐹 (flecha vertical, Figura 5). 

 
Figura 5: comparación de 𝛥𝐹̂𝐽 (serie roja) y 𝛥𝐹̂𝐹𝐷 (serie azul) para distribuciones Gaussianas con 𝜇 = 0 y 𝜎 =

[5, 3, 3, 0.5] (de izquierda a derecha). Ambos estimadores fueron evaluados con tamaños de muestra creciente 
(N=[50, 100, 500, 1000, 5000, 10000, 500000]). El valor verdadero de ∆𝐹 esta indicado como una flecha vertical en 

cada grafico. 

Aunque este sesgo disminuye con el aumento del tamaño de la muestra, se observa que 

la distribución de las energías libres obtenidas con Δ𝐹̂𝐽 sigue siendo parcial. De hecho, para la 

distribución con 𝜎 = 5 𝑘𝑐𝑎𝑙/𝑚𝑜𝑙, la distribución del estimador todavía no incluía el valor 

verdadero de ∆𝐹 incluso con un tamaño de muestra de N = 500000 (Figura 5, línea roja 

discontinua).  

Notablemente, la dispersión más "grande" considerada aquí (𝜎 = 5 𝑘𝑐𝑎𝑙/𝑚𝑜𝑙) es 

realmente bastante común en aplicaciones de la igualdad de Jarzynski, particularmente para 

aplicaciones que involucran sistemas biomoleculares con muchos grados de libertad.[21–23] 

Para las distribuciones Gaussianas con dispersiones decrecientes, se llegó a la conclusión 

de que el estimador de Jarzynski finalmente alcanza el valor verdadero de ∆𝐹, aunque con 

menor rapidez, requiriendo de un muestreo más extenso que Δ𝐹̂𝐹𝐷. Es interesante notar que 

esto es cierto incluso para el régimen de N pequeño (N = 30), donde vemos que, a pesar de la 
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distribución de las energías libres obtenidas con el estimador de máxima verosimilitud Δ𝐹̂𝐹𝐷 es 

amplio, todavía se centra exactamente en el verdadero valor de ∆𝐹. Sólo para la más estrecha 

distribución de trabajo Gaussiana considerada aquí (𝜎 = 0.5 𝑘𝑐𝑎𝑙/𝑚𝑜𝑙) se observó un 

comportamiento equivalente para ambos estimadores. 

 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 aquí se muestran en la Figura 

4, paneles B y C. El valor esperado de ∆𝐹, según la ecuación de Jarzynski, para cada tipo de 

distribución de trabajo se proporciona en la Tabla 1. Los valores de los estimadores de máxima-

verosimilitud para los parámetros que caracterizan cada distribución (datos no mostrados), son 

calculados por subrutinas propias del programa R. 

El Δ𝐹̂𝐽 y las correspondientes distribuciones de los estimadores de máxima-verosimilitud 

para cada una de las distribuciones se muestran en la Figura 6. Como referencia, aquí también 

comparamos con los valores obtenidos para la expansión en cumulants de segundo orden de la 

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

(Figura 6, serie verde).  

 
Figura 6: comparación de los estimadores 𝛥𝐹̂𝐽 (serie roja) y máxima-verosimilitud (serie azul) para (A) Distribuciónes 

skew-normal con 𝜇 = 0, 𝜉 = 6, y 𝛼 = [−3,−1, 1, 3] (de izquierda a derecha). (B) Distribuciones Gamma con 𝜆 = 1 y 
𝛼 = [−0.5, 1, 3, 6] (de izquierda a derecha). El verdadero valor de ∆𝐹 está indicado por la flecha vertical en cada 
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gráfico. Para cada caso, los estimadores fueron evaluados unando un numero creciente de tamaño de muestra 
(N=[50, 100, 500, 1000, 5000, 10000, 500000]) 

Para la distribución skew-normal, no hay forma explícita para la estimación de máxima 

verosimilitud, por lo tanto el parámetro 𝛼 se calcula numéricamente a partir de la muestra, 

haciendo la estimación cuestionable para N pequeño. Sin embargo, incluso para tamaños de 

muestra pequeños (N = 30) de las distribuciones skew-normal, la estimación de máxima 

verosimilitud fue más precisa que Δ𝐹̂𝐽 (Figura 6A). Sorprendentemente, dependiendo de los 

parámetros de asimetría específicos, Δ𝐹̂𝐽 podría incluso ser menos preciso que su expansión en 

cumulants de segundo orden.  

Para la distribución de Gamma (Figura 6B), el estimador de Jarzynski es casi 

indistinguible de su estimador de máxima verosimilitud correspondiente, y la expansión en 

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

 Caso ejemplar: migración de superóxido en 

MnSOD humana. 

Como se mencionó en la introducción de la presente tesis, una de las muchas 

aplicaciones de la igualdad de Jarzynski es el estudio de la migración de ligandos pequeños a 

proteínas.[17,21,22,24] Para ilustrar el impacto de la elección del estimador, se considerará una de 

estas aplicaciones: la migración de superóxido en la Manganeso Superóxido Dismutasa (MnSOD) 

mitocondrial humana.  

Esta proteína resulta crítica en mantener la concentración de radicales libre baja en la 

célula ya que actua como un eliminador eficaz del anión superóxido (𝑂2
−). La alta eficiencia 

enzimática de MnSOD puede explicarse en parte porque la asociación bimolecular entre 

superóxido y MnSOD es muy rápida. Sin embargo, en un estudio computacional de este proceso 

en 2010 realizado por nuestro grupo[25], mostró que el perfil de energía libre asociado al proceso 

de migración presentaba una barrera sustancial de aproximadamente 6 kcal/mol al acercarse al 

centro de Mn. 

En esta parte del presente capítulo, se revisará este perfil de energía libre, repitiendo 

los cálculos previamente publicados, con simulaciones de dinámica molecular más extensas, 

realizadas con una velocidad más lenta y un mayor número de trayectorias de sMD.  
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Para este fin, se utilizó el campo de fuerzas de Amber 99SBildn[26]para modelar la 

proteína (Protein Data Bank, .PDB entrada 1ABM52). El sistema fue solvatado (caja octaédrica 

de moléculas de agua TIP3P) y los parámetros estructurales y de carga relevantes de los residuos 

del sitio activo coordinados a los centros Mn y de la molécula superóxido fueron obtenidos a 

partir de cálculos PBE/6-31G** (fiteo de la SEP y metodología RESP, respectivamente) usando 

un sistema modelo considerando los aminoácidos que estaban directamente coordinados al 

centro metálico. 

Después de estas varias etapas de equilibración, las simulaciones MD de producción se 

llevaron a cabo en el ensamble NPT, para un total de 30 ns. Los parámetros más relevantes 

fueron un time step de 2 fs, algoritmo SHAKE para restringir los hidrógenos[27], y un valor de 

corte 12 Å para las interacciones de no-enlace. Las interacciones electrostáticas de largo alcance 

se modelaron utilizando PME.  

Para la utilización de la técnica de sMD se realizaron simulaciones MD de equilibrado y 

de producción del sistema con la molécula de superóxido restringida a 9 Å del centro de Mn con 

una constante de fuerza de k = 400 kcal/mol.Å2 de acuerdo con el potencial cuadrático 𝑉𝜆 =

𝑘

2
(ξ(𝑟) − 𝜆)2. 

La misma distancia entre el átomo de oxígeno y el centro de Mn que se restringió 

durante el equilibrio y la producción MD se utilizó como coordenada de transformación para las 

simulaciones de sMD, en las que se guió al ligando de 9 a 4 Å usando una velocidad 𝑣 de 0,0025 

Å/ps.  

Se simularon 148 trayectorias sMD y para su posterior análisis de los estimadores. 

En la Figura 7A se muestra el cálculo del perfil de energía libre, de acuerdo a ambos 

estimadores Δ𝐹̂𝐽 y Δ𝐹̂𝐹𝐷, 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, según la prueba de Kolmogorov-Smirnov[28], presenta evidencia de una distribución 

Gaussiana subyacente.  
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Figura 7: Ilustración de la gran discrepancia entre 𝛥𝐹̂𝐽 y el estimador de máxima verosimilitud correspondiente, 

𝛥𝐹̂𝐹𝐷. (A) Perfil de energía libre para la migración de superóxido en MnSOD, estimada usando el 𝛥𝐹̂𝐽 (rojo) o 𝛥𝐹̂𝐹𝐷 

(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 reacción de 4 Å) 

Junto a la evidencia de las simulaciones numéricas presentadas en este capítulo, vemos 

que esta aplicación se encuentra en el régimen de 𝜎 grande para el cual Δ𝐹̂𝐽 está sesgada y 

sobrestima el ∆𝐹.  

En el caso presentado, la elección del estimador tiene un impacto enorme en la 

interpretación química del proceso. El resultado obtenido con el estimador de máxima 

verosimilitud, Δ𝐹̂𝐹𝐷, sugiere una migración muy favorable de 9 a 4 Å del centro catalítico, 

mientras que el obtenido con Δ𝐹̂𝐽 sugiere que es casi igual de probable que se mueva hacia o 

alejándose del centro catalítico.  

Los resultados experimentales reportados para este sistema, muestran que la unión de 

superóxido a MnSOD tenía un valor casi difusional de 𝑘𝑜𝑛~109 𝑀−1𝑠−1, implicando que el 

proceso sucede sin una barrera apreciable para la migración y unión del anión superóxido.  

El perfil de energía libre reportado en 2010 por nuestro grupo, era inconsistente con el 

resultado experimental, mientras que el tratamiento presentado en el presente capítulo 

permitió obtener resultados más consistentes con los experimentos reportados, mostrando que 

la elección del estimador es crítica para la obtención de resultados adecuados.  

 Discusión 

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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ecuación. El estimador más convencional, llamado estimador de Jarzynski, es el más usado 

habitualmente y resulta ser el más robusto estimador ya que no requiere de una caracterización 

de la distribución de trabajo subyacente, es decir, de una identificación de la familia estadística 

a la que pertenece esa distribución. Esta robustez sin embargo viene acompañada con una 

disminución de la eficiencia estadística. Nosotros encontramos que el valor promedio del 

ensamble o el valor esperado, resulta mejor estimado teniendo en cuenta la distribución 

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. [7,23,29] 

El estimador de Jarzynski es notorio por su convergencia problemática,[8,31–35] y se han 

propuesto expresiones para estimar su sesgo para ambos contextos Gaussianos y no 

Gaussianos,[6,36] entre otros enfoques para remediar el sesgo debido a tamaños de muestra 

finitos.[37] Algunos autores han utilizado distribuciones de trabajo bidireccionales sumado a 

argumentos de máxima-verosimilitud para proponer estimadores óptimos,[34,38–40] pero hasta 

nuestro conocimiento este es el primer uso de argumentos de máxima verosimilitud para 

proponer el estimador óptimo para distribuciones de trabajo unidireccionales. 

Las simulaciones numéricas mostraron que para una distribución de trabajo Gaussiana 

con 𝜎 = 5 𝑘𝑐𝑎𝑙/𝑚𝑜𝑙, ni siquiera un tamaño 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 crítico, ya que cambia nuestra comprensión de cuán grande debe ser una 

muestra con el fin de esperar un comportamiento razonablemente asintótico del estimador. Lo 

anterior, es coherente con los resultados publicados recientemente por Jarzynski que muestran 

que el necesario N para que Δ𝐹̂𝐽 converja aumenta exponencialmente con la varianza de la 

distribución de trabajo.[10,31]  

Hemos extendido este análisis a las distribuciones Gamma y skew-normal, también 

encontrando que el estimador de la energía libre de máxima verosimilitud correspondiente es 

óptimo para ambas distribuciones. Sin embargo, el estimador Jarzynski convencional es casi 

indistinguible del estimador de máxima verosimilitud asociado a la distribución Gamma.  

Por otra parte, la distribución skew-normal puede ser aún más problemática que una 

distribución Gaussiana para la convergencia de Δ𝐹̂𝐽, ya que el sesgo depende de la combinación 

de los parámetros de la distribución. Sorprendentemente, aunque el estimador de máxima 

verosimilitud para la distribución skew-normal no tiene forma explícita, y sus parámetros deben 

primero ser estimados numéricamente, es aún más preciso que Δ𝐹̂𝐽.  
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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 distribución de trabajo subyacente. Esta es precisamente 

la razón por la que Δ𝐹̂𝐽 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 máxima-verosimilitud, por construcción 

es más eficiente que Δ𝐹̂𝐽. 

En este contexto, volviendo a las primeras validaciones experimentales de la igualdad 

de Jarzynski,[1,12,13] hay varias interpretaciones posibles de la aparente exactitud del estimador 

de Jarzynski. La primera interpretación es que la dispersión de las distribuciones de trabajo es 

suficientemente estrecha de manera que los dos estimadores simplemente convergen entre sí 

y la diferencia entre los números reportados es insignificante. Una segunda interpretación es 

que la distribución del trabajo puede de hecho no ser Gaussiana, lo que requeriría un análisis 

más profundo de los datos crudos, pero en este caso la expansión en cumulants a segundo orden 

Δ𝐹̂𝐹𝐷 podría 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 Δ𝐹̂𝐽, ser más eficiente 

que el estimador de máxima-verosimilitud correspondiente de la distribución, si de hecho la 

familia estadística de la distribución está correctamente identificada. 

De hecho, para el caso específico de las distribuciones Gaussianas, la expansión de 

segundo orden de la igualdad de Jarzynski, deja de ser una aproximación 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 relación entre, Δ𝐹̂𝐽 y Δ𝐹̂𝐹𝐷 (en tanto el segundo coincide con la 

expansión de segundo orden del primero), parece dar a luz la noción de que el truncamiento de 

la serie implica cierta pérdida en la precisión[1]. Esta noción resulta falaz, ya que los términos de 

orden superior se esperan que sean exactamente cero, como se mencionó. Por lo tanto la 

estimación de los términos superiores sólo empeora la estimación de la energía libre y resulta 

en un procedimiento incorrecto en la estimación. Este problema aún es mas grave, ya que estos 

términos son lentos de converger; y además, en última instancia la estimación de todos los 

términos de orden superior resultarían en el propio estimador de Jarzynski, con su sesgo 

inherente.  

El caso anterior, resalta la ventaja que adquiere la estimación (a través de Δ𝐹̂𝐹𝐷) 

utilizando toda la información disponible que le sistema provee. Si la distribución de trabajos 

subyacente se espera ser Gaussiana, entonces es inconveniente la evaluación de los cumulants 

superiores ya que por construcción se espera que sean exactamente cero, tener en cuenta esta 
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información en el modelo permite que la evaluación a segundo orden, Δ𝐹̂𝐹𝐷, sea una estimación 

no sesgada. 

Dos posibles preocupaciones con respecto al uso del estimador de máxima-verosimilitud 

en lugar del estimador de Jarzynski convencional implican (i) la confianza en la designación de 

la familia estádística de la distribución del trabajo y (ii) la confianza en las estimaciones de los 

parámetros necesarios a partir de una muestra finita de valores de trabajo. Con respecto a esta 

última preocupación, es fundamental enfatizar que los principios de máxima-verosimilitud 

aseguran que los estimadores de energía libre, son estadísticamente más eficientes que el 

estimador de Jarzynski. Esto no requiere necesariamente que la estimación de la varianza o del 

promedio de la muestra esté convergido. 

Independientemente de las estimaciones de los parámetros en sí, la expresión exacta 

de ∆𝐹 en función de estos estimadores da como resultado el estimador más eficiente. 

En función de lo anterior, encontramos como el “quid” de la cuestión la primera 

preocupación, con respecto a la designación apropiada de la familia estadística para la 

distribución de trabajos subyacentes. Dependiendo de la forma en que se conduzca el proceso 

de no equilibrio, la familia estadística de la distribución de trabajo subyacente puede anticiparse 

de antemano. Esta anticipación teórica, más que la evidencia directa a partir de la muestra finita 

de valores de trabajo (en efecto, pequeñas muestras extraídas de verdaderas distribuciones 

Gaussianas pueden fallar erróneamente las pruebas estadísticas de normalidad), garantiza el 

uso del estimador de máxima-verosimilitud correspondiente. En ausencia de tal información, 

uno debe basarse solamente en la evidencia de la propia muestra. 

En este sentido, las aplicaciones computacionales de molécula simple pueden ser 

potencialmente más provechosas que sus análogos experimentos espectroscópicos de fuerza, 

ya que la evolución de la distribución del trabajo puede reducirse a la distribución asociada a 

una partícula que experimenta un movimiento Browniano bajo un potencial armónico móvil, 

que se ha demostrado tener una distribución Gaussiana. Park y Schulten[7] extendieron 

rigurosamente este argumento a las trayectorias de sMD, demostrando que con una constante 

de fuerza rígida para el potencial y suficientes “relajaciones rápidas del sistema” con respecto a 

la coordenada de transformación cambiante, se espera también que las distribuciones de 

trabajo obtenidas a partir de las trayectorias de sMD sean Gaussianas. Bajo estas suposiciones, 

las ecuaciones de movimiento que gobiernan la coordenada de transformación quedarán bien 

representadas bajo un modelo de movimiento Browniano de una partícula. 



117 

 

La suposición de resorte rígido explicado en este capítulo, tiene entonces dos ventajas: 

en primer lugar, provee una forma de extraer el PMF como función de una coordenada de 

transformación (a partir de la energia libre en función de un parámetro externo 𝜆) y en el 

presente contexto, garantiza la distribución Gaussiana de trabajos, mejorando la estimación de 

la energía libre. También es instructivo recordar que la naturaleza Gaussiana se mantiene en el 

tiempo; es decir, las condiciones de arrastre resultantes en una distribución de trabajo 

Gaussiana seguirán dando lugar a una distribución Gaussiana independientemente de cuánto 

tiempo arrastre el sistema.[2] 

Todos los resultados presentados, ponen en relieve la ventaja de prever teóricamente 

la naturaleza de las distribuciones de trabajo subyacentes asociadas a los experimentos de sMD, 

que dependen del sistema de interés y de la forma en que es llevada a cabo la técnica. 
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IV. REACTIVIDAD QUI MICA DE ACIDO 

SULFHI DRICO (H2S) EN 

HEMOPROTEI NAS. 

 Introducción 

Como se mencionó en la introducción de la presente tesis, se han encontrado especies 

de sulfuro de hidrógeno endógenas en mamíferos[1–8] y plantas.[9–12] Además, debido a que se 

han descripto algunas funciones biológicas de estas especies, se ha incluido al H2S dentro de la 

familia de gasotrasmisores.  

Uno de los targets moleculares del H2S son las hemoproteínas.[13–15,23,24] Por ejemplo, la 

reacción reversible de H2S con la citocromo C oxidasa, disminuye la actividad de la enzima 

reducida[16,17], induciendo un estado de tipo hibernación en ratones.[18,19]  

Para mioglobina, además de la unión, se destaca la formación de los llamados 

compuestos de tipo sulfhemos (que se producen debido a la adición de sulfuro sobre el 

macrociclo del hemo). Este proceso ha sido asignado tanto a un proceso nocivo[20], como a un 

proceso de detoxificación.[21]  

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

inicial de una ruta oxidativa-catabólica para especies de sulfuro reducido.[22] 

La afinidad en hemoproteínas ha sido descripta, en general, en términos de la 

estabilización 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 estabilización distal, en solución acuosa pudo demostrar que la histidina proximal estabiliza 

el complejo Fe(III)-(sulfuro)[25], aun siendo el sulfuro un reductor muy fuerte.  

Existen dos características que distinguen a las especies de sulfuro de otros 

gasotransmisores (por ejemplo CO, NO y O2). La primera es la unión preferida por las especies 

de sulfuro a grupos hemo en estado férrico. La segunda es la posibilidad de establecer sus 

equilibrios ácido-base en solución acuosa con las especies aniónicas desprotonadas, 

hidrosulfuro (HS-) y sulfuro (S2-). 
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La unión de sulfuro a hemo proteínas férricas se encuentra actualmente bajo activo 

debate desde un punto de vista biológico y físico-químico. La literatura muestra que la especie 

que forma el complejo hexacoordinado está en discusión. Por un lado, en la citocromo C 

oxidasa[17] y en HbI de L. pectinata[24] se postula que es H2S la especie preferida en los complejos 

ferrosos/férricos, mientras que en la hemoglobina de T. fusca[26] es HS-. En todos los casos las 

evidencias experimentales para postular la especie coordinada resultan ser insuficientes.  

Finalmente, como se destacó en la introducción, el estudio de la unión de pequeños 

ligandos en hemoproteínas puede dividirse en dos etapas (una primer etapa de migración y una 

segunda etapa de unión del ligando). Para el caso particular de las especies de sulfuro, debe 

considerarse H2S y HS- por separado, ya que coexisten en proporciones similares en condiciones 

biorelevantes. 

En conclusión, para comprender la unión de especies de sulfuro en hemoproteínas se 

deben estudiar las dos etapas: 

1) Migración de la especie a través de la proteína. 

1) Formación del enlace con Fe y posiblemente con aminoácidos distales. Cabe 

destacarse que la formación del complejo hexacoordinado podría 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 visión 

atomística de los procesos químicos de interés. En este sentido, la química computacional en 

hemoproteínas ha sido ampliamente usada[24,27–33], mostrando ser una buena estrategia para 

describir detalles moleculares y una poderosa herramienta para la predicción de eventos 

biológicamente relevantes. 

Se decidió abordar el estudio de la interacción de especies de sulfuro con hemoproteínas 

tomando como caso paradigmático la proteína HbI de L. pectinata. Esta proteína pertenece a un 

molusco que vive en ambientes lodosos ricos en azufre.  

Además, esta proteína ha sido extensamente estudiada desde un punto de vista 

experimental, y ha mostrado una elevada afinidad por las especies de sulfuro[23], como se 

mencionó en la introducción 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 estabilización de la 

especie coordinada (se ha postulado que la especie coordinada es H2S, estabilizada por las 

fenilalaninas mediante lo que se denominó “caja de Phe”) 
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 Metodología específica 

 Preparación de los sistemas y parámetros para 

la simulación de Dinámica Molecular (MD) 

La estructura de la proteína en los estados pentacoordinado (5c), Fe(III)-SH2 y Fe(III)-SH- 

fueron construidos a partir de la estructura de rayos-X correspondiente al PDBid: 1BOB (HbI de 

L. pectinata), para los estados hexacoordinados (6c) se agregó el correspondiente ligando unido 

al centro de hierro (H2S y HS-).  

El estado de protonación de los amino-ácidos se asumió al correspondiente al pH-

fisiológico (es decir, ASP y GLN cargados negativamente, LYS y ARG cargados positivamente), 

todas los residuos de histidinas expuestos a solvente fueron protonados en el átomo N-δ, así 

como también la histidina proximal, la cual está coordinada al hierro del grupo hemo. 

Las aguas cristalográficas fueron borradas manualmente y el sistema fue solvatado 

construyendo una caja octaédrica de 10 Å. En este procedimiento se ubicaron aproximadamente 

6840 moléculas de agua TIP3P dentro de la caja a través del criterio estándar implementado en 

el paquete AmberTools.  

Los parámetros de todos los residuos (excepto los pertenecientes al grupo hemo) fueron 

tomados del campo de fuerzas ff99SB[34] del paquete AMBER[35]. 

Para obtener parámetros para las simulaciones MD del grupo hemo, se utilizó un 

sistema modelo para representar el grupo hemo de la proteína. Este modelo consistió de un 

anillo imidazólico unido a traves de su N- δ a una protoporfirina férrica. Finalmente, en la 

posición trans al anillo imidazólico, una molécula de H2S o HS- fue coordinado al hierro (ver 

Figura 1). 



124 

 

 

Figura 1: modelo QM utilizado para la obtención de los parámetros para la dinámica molecular clásica. La figura 
muestra como ejemplo el complejo con H2S como sexto ligando. 

Se realizaron optimizaciones QM sobre estas estructuras modelo para los tres complejos 

utilizando la teoría de DFT implementada en el programa Gaussian03.[36] Los cálculos DFT han 

sido extensamente aplicados a metaloproteínas en general y en particular a porfirinas de 

hierro[37–42]. Los cálculos DFT usados en esta parte de la tesis fueron realizados empleando PBE[43] 

como funcional de intercambio y correlación, y 6-31G** como conjunto de funciones de base.  

En cada procedimiento de optimización, se realizaron cálculos de frecuencia usando la 

aproximación de modos normales para chequear si la estructura optimizada corresponde a un 

mínimo local en la superficie de energía potencial.  

Para estos sistemas en particular, el estado de spin se impuso en función de resultados 

experimentales conocidos. Es decir, la carga total y el estado de spin de los complejos 5c, H2S 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 (S=5/2) para el complejo 5c. 

Los parámetros de enlace, ángulo y torsionales que incluían el átomo de Fe y las especies 

de sulfuro fueron obtenidos mediante un escaneo de la superficie de energía potencial 

alrededor de los mínimos asociados a la coordenada interna para la cual se deseaba asignar el 

parámetro. Los perfiles que resultaron de este procedimiento se ajustaron según la forma 

funcional de la energía potencial dada por el campo de fuerzas de AMBER. Se usaron también 

los parámetros obtenidos en nuestro grupo para el resto de los parámetros de la porfirina[40,44].  

Por otro lado, las cargas parciales atómicas fueron obtenidas utilizando el método de 

Potencial Electrostatico Restringido (RESP) sobre las estructuras optimizadas QM, a partir de 

cálculos de Single Point a nivel PBE/6-31G** y el método CHELPG[45], imponiendo también 

simetría para los tipos de átomo equivalentes. 

El procedimiento descripto anteriormente fue validado y ampliamente usado en 

muchos estudios de hemoproteínas en nuestro grupo[46–48]. En particular, los parámetros 
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obtenidos para los complejos con las especies de sulfuro usados en las simulaciones de dinámica 

molecular en la presente tesis, mostraron dar resultados consistentes con los experimentos de 

Raman Resonante para la interacción de especies de sulfuro con la hemoglobina truncada de T. 

fusca[26], las mediciones fueron realizadas en el laboratorio de Giulietta Smulevich de la 

Universidad de Napoles. 

Todas las simulaciones MD fueron realizadas utilizando condiciones periódicas de 

contorno con 9 Å de distancia de corte y sumas de Particle Mesh Ewald (PME) para el 

tratamiento de las interacciones electrostáticas de largo alcance. 

 Los enlaces covalentes que involucran átomos de hidrógeno fueron restringidos a su 

posición de equilibrio utilizando el algoritmo de SHAKE, mientras que la temperatura y presión 

fueron mantenidas constantes usando el termostato y barostato de Berendsen 

respectivamente, como está implementado en el paquete AMBER[35]. 

Para las tres estructuras (5c, Fe(III)-SH2, Fe(III)-SH-) primeramente se realizó el siguiente 

protocolo de equilibración de los sistemas: 

I) 2 ns de calentamiento lento de todo el sistema desde 0 hasta 300 K a volumen 

constante, aplicando restricciones de tipo armónicas con 80 kcal/mol.Å2 de 

constante asociada, para todos los Cα  

II) 2 ns de calentamiento lento de 0 a 300 K de todo el sistema a presión constante  

III) Luego de estos dos primeros pasos se realizó una simulación sin restricción de 

300 ns de dinámica molecular a temperatura (300 K) y presión constantes, para 

obtener así 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 equilibración fueron aplicados, variando los 

parámetros de equilibración (tiempo total de simulación, fuerza de las restricciones aplicadas, 

etc). Este protocolo permitió obtener tres replicas decorrelacionadas entre sí para cada estado, 

obteniendo así, un tiempo total de simulación de 600 ns para cada estado.  

b)  Tomando tres diferentes estructuras decorrelacionadas entre sí tomadas de la 

primera trayectoria y reiniciando las velocidades atómicas, se extendió la dinámica 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 μs de trajectorias de dinámica molecular para cada 

estado.  

 Cálculos de Muestreo de Ligando Implícito 

(ILS). 

Como se mencionó en el capítulo II, el método ILS[49,50] evalúa el PMF de ubicar un 

ligando en cualquier posición 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 predicción de MT para pequeños ligandos neutros 

en hemoproteínas[51–54]. 

En esta parte de la tesis, los cálculos de ILS fueron realizados en una grilla cuadrada 

regularmente espaciada de 0.5 Å de resolución que incluye la proteína. La sonda usada fue H2S 

y 20 diferentes orientaciones (los vértices de un dodecaedro), fueron tenidas en cuenta en cada 

punto evaluado. 

La interacción fue considerada del tipo Lennard-Jones, truncada a 9 Å, los parámetros 

de la sonda utilizados para las interacciones pertenecen al campo de fuerzas de AMBER y los 

parámetros geométricos de la sonda fueron tomados de una optimización QM (a nivel PBE/6-

31G**) 

Es importante destacar que como HS- es un ligando cargado, la metodología ILS resulta 

inapropiada. Esto es debido al costo computacional al computar las interacciones de tipo 

Coulómbicas en las muchas posiciones y orientaciones. Además, la suposición mencionada de 

una interacción débil entre el ligando y la proteína podría no verse satisfecha, generando 

posiblemente cambios conformacionales que no serían tenidos en cuenta en las trayectorias 

analizadas[50]. 

Los cálculos de ILS fueron realizados sobre 4000 fotos tomadas de 1200 ns de simulación 

para el estado 5c de la proteína. Finalmente, se consideró un MT a una zona embebida en la 

matriz proteica y que conectaba el sitio activo con el solvente para valores de corte de energía 

libre menores a 1,5 kcal/mol. 
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 Cálculos de Dinámica Molecular Guiada 

(sMD).  

Se evaluó el perfil de energía libre de H2S y HS- a lo largo del MT de L. pectinata, 

utilizando la técnica de sMD[55,56] acoplada a la ecuación de Jarzynski[57], eligiendo la distancia 

Fe-S como la coordenada de transformación.  

Como se destacó en el capítulo II, para la aplicación de teoría de Jarzynski se requiere 

que 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 

transformación. Por lo tanto, se eligió una estructura a partir de la trayectoria de la proteína en 

el estado 5c y se ubicó H2S (o HS-) a 9 Å para la distancia entre los átomos de Fe y S, la posición 

elegida fue asignada como la “entrada” del MT a partir de los resultados obtenidos en los 

cálculos de ILS. 

Se realizaron entonces simulaciones MD restringiendo la distancia Fe-S (5x100 ns con 

H2S y HS- respectivamente)  al valor inicial de la coordenada de transformación (9 Å) usando un 

valor de 200 kcal/(mol.Å2) para la constante del resorte, y usando los mismos parámetros para 

que la dinámica 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 transformación fija 

a 9 Å aproximadamente. Las estructuras que mostraban al ligando alejado al menos 1 Å de la 

región designada como la entrada del canal, fueron descartadas, el resto de ellas fue usada para 

realizar la dinámica guiada variando la coordenada de transformación desde 9 Å hasta 4 Å 

usando una constante de resorte de 200 kcal/(mol.A2) y usando una velocidad de 0,0025 Å/ps.  

Los parámetros de corrida 𝑘 y 𝜐 fueron elegidos siguiendo un esquema computacional 

utilizado en varios estudios anteriores.[54,58,59] En este caso, la velocidad 𝜐 fue elegida diez veces 

menor a la de los trabajos previos para mejorar la convergencia del método. 

Finalmente, luego de realizadas las dinámicas guiadas se descartaron las trayectorias 

para las cuales el ligando migró 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 H2S y 193 para HS- fueron obtenidos para su posterior análisis. 
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Finalmente, se evalúo el estimador ∆𝐺̂𝐹𝐷 (capítulo III, ecuación (III.38)), llamado 

estimador de Fluctuación-Disipación para calcular los valores de energía libre asociados a cada 

valor de la coordenada de transformación. Este estimador (como se mostró en el capítulo III de 

la presente tesis) muestra ser mucho más eficiente estadísticamente para la convergencia del 

valor estimado de energía libre para el caso de distribuciones Gaussianas para los valores de 

trabajo. 

Por otro lado, con fines comparativos también se evaluó el estimador de Jarzynski ∆𝐺̂𝐽 

(capítulo III, ecuación (III.34)) 

Finalmente los perfiles de energía libre fueron construidos, correspondientes a los 

perfiles de migración de H2S y HS- para el MT de HbI de L. pectinata. 

IV.2.3.1 Criterio de convergencia de los cálculos de 

Dinámica Molecular Guiada. 

El análisis del error de los perfiles de energía libre, fue hecho considerando el sesgo 

inherente a la estimación de diferencias de energía libre usando el estimador de Fluctuación-

Disipación y de Jarzynski  

Se asumió que el número de trayectorias de dinámica molecular guiada N fue pequeño. 

Como fue propuesto por Gore et al, este esquema considera que el error expresado como la raíz 

del error cuadrático medio (RMSE) asociado con el estimador de Fluctuación-Disipación 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 evaluación de la 

ecuación de Jarzynski usando un numero finito de valores de trabajo.[60]  

Además, asumiendo una distribución gaussiana para los valores de trabajo obtenidos en 

cada valor de la coordenada de transformación y un régimen de N pequeño, las dos 

contribuciones de cada estimador, tienen una forma funcional definida proporcional al trabajo 

disipado 𝑊̅𝑑𝑖𝑠.[60] 

𝑊̅𝑑𝑖𝑠 toma la siguiente forma funcional bajo las mismas suposiciones:   

𝑊̅𝑑𝑖𝑠 = 
1

2
𝛽𝜎̂𝑤

2 (IV.1) 

Donde 𝜎̂𝑤
2 es el cuadrado de la desviación estándar del conjunto de N trabajos.  

Finalmente, la naturaleza cuadrática del potencial de sesgo y mediante la suposición de 

resorte rígido (ver capítulo II) utilizado en las dinámicas moleculares guiadas, se espera obtener 
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una distribución Gaussiana para los valores de trabajo en cada valor de coordenada de reacción; 

y bajo estas condiciones, dependiendo de la dispersión de los valores de trabajo, los dos 

estimadores ∆𝐺̂𝐽 y ∆𝐺̂𝐹𝐷  deberían coincidir. 

 Caracterización de los sitios de hidratación 

(Water Sites, WS).  

Los WS corresponden a regiones específicas dentro de la proteína 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 mostró que esas regiones 

pueden ser identificadas calculando la probabilidad de encontrar una molécula de agua dentro 

de una región definida durante una simulación MD realizada con moléculas de agua descriptas 

explícitamente.[61–63] 

La región usada para identificar los WS fue arbitrariamente elegida de 1 Å3, y las 

coordenadas del centro del WS corresponden a la posición promedio de todas los átomos de 

oxigeno que visitaron el WS a lo largo de la simulación. Una molécula de agua es considerada 

como ocupante del WS cuando la distancia entre la posición de su átomo de oxígeno y el centro 

del WS es menor que 0,6 Å. 

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 región 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 

temperatura y presión 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 cálculos de WS fueron realizados usando el módulo de VMD llamado 

WATCLUST[64], con los parámetros por defecto y considerando que un WS está formado cuando 

las moléculas de agua son alojadas más del 10% de la escala de tiempo de las simulaciones MD.  

Para determinar los WS, se usó aproximadamente 3000 fotos de toda la simulación MD 

en cada estado. La convergencia fue chequeada usando diferentes segmentos de todas las 

dinámicas moleculares analizadas usadas para definir los WS, asegurando que la definición de 

WS resultó robusta. 
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 Cálculos QM/MM: optimizaciones 

restringidas 

Los cálculos QM/MM fueron realizados sobre los complejos de H2S y HS- coordinados al 

átomo de Fe(III) de HbI de L. pectinata. Las estructuras iniciales para los cálculos 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 patrón de puentes de hidrógeno (ver resultados). Estas estructuras fueron 

enfriadas hasta 0 K, con los mismos parámetros generales que la simulación MD.  

A partir de estas estructuras enfriadas se realizaron cálculos de optimización de 

geometría multiescala QM/MM a nivel DFT usando el código llamado Hybrid[65], implementado 

en el programa SIESTA descripto en la sección de métodos generales.  

Para todos los átomos QM, se usó un conjunto de base doble zeta con funciones de 

polarización. Todos los cálculos fueron realizados bajo la aproximación de gradiente 

generalizado utilizando el funcional de intercambio-correlación llamado PBE.[43] Este funcional 

ha sido usado en muchos trabajos anteriores para describir la reactividad de pequeñas 

moléculas en hemoproteínas.[47,66] Además, ha dado resultados satisfactorios y confiables para 

describir reacciones que incluyan transferencia de protón[67–69]. 

Para todos los sistemas estudiados, la aproximación 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 Å de la región QM fueron optimizados 

libremente en los cálculos QM/MM. La porción QM incluyó el grupo hemo (sin los grupos 

periféricos), el ligando H2S o HS-, el residuo Glutamina (o Alanina) y el anillo imidazólico del sitio 

proximal. 

El resto de la proteína y las moléculas de agua, fueron tratados clásicamente. 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 [47,70–

76]. 

Como obtener perfiles de energía libre precisos requiere un muestreo extenso, lo cual 

es computacionalmente muy caro y difícil de conseguir a un nivel DFT QM/MM, se calcularon 
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los perfiles de energía QM/MM usando optimizaciones restringidas a lo largo de una coordenada 

de transformación que describa el proceso de desprotonación.  

Para lograr lo anterior, un término adicional, 𝑉𝑅 = 𝑘(𝜉 − 𝜉0)
2 es agregado a la energía 

potencial, donde 𝑘 es una constante de fuerza ajustable (se eligió 200 kcal/mol.Å2) en este caso), 

𝜉 es la coordenada de transformación seleccionada y 𝜉0 es el valor de inicial de referencia, el 

cual posteriormente es variado con intervalos sucesivos de 0.5 Å. Variando 𝜉0, el sistema es 

forzado a recorrer el camino de la coordenada de transformación seleccionada 𝜉. 

La forma cuadrática impone una restricción en energía para configuraciones donde 𝜉 y 

𝜉0 difieran mucho, generando una fuerza que mantiene el sistema en las cercanías del valor de 

la coordenada de transformación deseada. Dejando relajar el resto del sistema, el camino 

recorrido sobre esa coordenada será el de mínima energía en la superficie de energía potencial. 

 Cálculos QM/MM: dinámica molecular. 

Las simulaciones QM/MM-MD fueron llevadas a cabo usando el módulo Lio-

QM/MM[77,78] implementado en el paquete AMBER. Esta implementación ha recientemente 

incorporado la posibilidad de ser ejecutada empleando placas de video, lo que la hace 

especialmente eficiente.[79]  

Los parámetros del campo de fuerza y el protocolo de termalización utilizado puede 

encontrarse en la literatura[78].  

La porción QM y MM fue similar al usado para las optimizaciones estáticas QM/MM 

descriptas en la sección anterior. La diferencia en la porción QM es que se decidió incluir una 

molécula de agua en esta región, esta elección resulta ser menos costosa computacionalmente 

sin pérdida de generalidad en el resultado (ya que en los cálculos de optimización QMMM 

estática 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[65]. A diferencia del código Hybrid, en este caso se emplean funciones de base de tipo 

Gaussiano, y todo el cálculo se realiza en el espacio real.  

Para la región QM, los cálculos fueron realizados a nivel de la aproximación de gradiente 

generalizado, usando PBE[43] como funcional de intercambio-correlación con un conjunto de 

bases DZVP para la expansión de los orbitales mono-electrónicos bajo una aproximación 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 H2S.  

Las densidades electrónicas fueron también expandidas en un conjunto de bases 

auxiliares y los coeficientes para el ajuste fueron computados minimizando el error en la energía 

de repulsión Coulómbica. 

Las configuraciones iniciales fueron generadas a partir de las simulaciones MD para el 

estado Fe(III)-SH2, seguidamente se realizó 100 ps de enfriamiento MM desde 300 K a 0 K y una 

optimización de geometría QM/MM. Finalmente, un procedimiento de termalización fue 

realizado de 0 K a 300 K usando un esquema de dinámica de Langevin. Se utilizó 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 cálculos QM/MM (estáticos y dinámicos) fueron 

visualizados con VMD 1.9.1.[80] 

 Resultados 

 Estabilidad de las dinámicas moleculares 

Se calcularon los valores de RMSD en cada dinámica molecular utilizando las trayectorias 

completas en cada estado (5c, Fe(III)-SH2 y Fe(III)-SH-). Se encontró que todas las estructuras 

fueron estables durante toda la escala de tiempo de la simulación, como evidencian los 

siguientes gráficos de RMSD en función del tiempo (Figura 2) 

 
Figura 2: Análisis RMSD para las trayectorias MD para la HbI de L. pectinata en los estados 5c, Fe(III)-SH2 y Fe(III)-SH- 

(de izquierda a derecha, respectivamente) 
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 Caracterización de canales internos de 

migración. 

Un canal interno de migración (MT) es un área inmersa en la matriz proteica que conecta 

zonas de baja energía libre (conocidas como “cavidades transientes”) que pueden ser formadas 

por las fluctuaciones térmicas en la estructura de una proteína.  

Se ha demostrado que algunas proteínas de la familia de las globinas presentan varios 

MT conectando, el sitio activo con el solvente. Se ha propuesto que tanto los aminoácidos que 

rodean al MT como las moléculas de agua en el sitio activo pueden tener un rol fundamental en 

la modulación de la migración de ligandos a través de la matriz proteica y la unión al centro 

metálico[81–84]. 

Se realizaron entonces cálculos de ILS en la proteína en el estado férrico 

pentacoordinado (5c). Se usó H2S como molécula sonda. Como se mencionó, el método ILS no 

puede ser usado para evaluar diferencias entre H2S y HS-, la sonda utilizada entonces provee una 

evidencia cualitativa acerca de los potenciales canales de migración para pequeños ligandos. 

Se encontró 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[85,86]. La 

Figura 3B representa una ampliación de la vecindad de este MT, mostrando los grupos 

propionatos solvatados y el aminoácido distal Glutamina en la posición 65 (Gln65) 
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Figura 3: A) Isosuperficie de energía libre (1.5 kcal/mol de valor de corte) calculado con ILS, usando H2S como 

ligando sonda, en HbI 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 Gln. Los átomos en rojo y azul representan grupos cargados, las 

moléculas de agua se muestran en amarillo. 

Para chequear la convergencia del cálculo, se dividió el número 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 cálculos ILS fueron realizados utilizando el programa modular VMD 1.9.1[80]. 

 

 
Figura 4: análisis 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 proteína. 
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 Perfil de energía libre para la migración de 

especies de sulfuro (H2S vs HS-) 

Para evaluar las diferencias entre los ligandos H2S y HS-, se calcularon los perfiles de 

energía libre de migración a lo largo del único MT encontrado, mediante simulaciones de 

dinámica molecular guiada (sMD) combinadas con la igualdad de Jarzynski (Figura 5). Esta 

metodología ha sido aplicada satisfactoriamente en muchos estudios de proteínas.[54,59,87–89] La 

distancia Fe-S fue elegida como la coordenada de transformación.  

En función de los resultados presentados en el capítulo II de la presente tesis, se 

evaluaron los perfiles de migración de H2S y HS- utilizando el estimador de máxima-verosimilitud 

asociado a una distribución Gaussiana de los trabajos, ∆𝐺̂𝐹𝐷. Para comparar y ejemplificar la 

diferencia entre los estimadores, se graficó también el perfil de energía libre de migración 

estimado a través del estimador de Jarzynski, ∆𝐺̂𝐽. 

Los resultados muestran H2S es la especie favorecida para migrar hacia el sitio activo 

(Figura 5, paneles superiores), con una baja barrera de energía libre (~2 kcal/mol) y un baja 

diferencia de energía libre entre H2S en solvente y H2S en sito activo (~ −1 kcal/mol). Por otro 

lado, HS- muestra una alta barrera y diferencia de energía libre entre HS- en el solvente y HS- en 

el sitio activo de aproximadamente ~10 kcal/mol, con una ausencia aparente de un mínimo de 

energía libre cuando el ligando alcanza el sitio activo.  



136 

 

 
Figura 5: Paneles superiores: Perfil de energía libre de migración de H2S a través del MT de HbI de L. pectinata, 

utilizando el estimador de Jarzynski y de Fluctuación-Disipación (rojo y negro, respectivamente). Perfil de energía 

libre de migración de HS- a través del MT de HbI de L. pectinata, utilizando el estimador de Jarzynski y de 

Fluctuación-Disipación (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 H2S y HS- a diferentes distancias Fe-S (4, 6 y 9 Å de izquierda a derecha, respectivamente). En todos los 

casos, se muestran las moléculas de agua ubicadas a menos de 5 Å del átomo de azufre. 

Cabe mencionar que los perfiles están finalizados a 4 Å de distancia Fe-S debido al campo 

de fuerzas clásico que se utiliza que no permite describir la interacción electrónica durante la 

formación del enlace Fe-S. 

La diferencia observada en los perfiles de migración de ambos ligandos puede ser 

racionalizada inspeccionando las trayectorias de sMD de ambos ligandos. Cuando H2S migra 

desde el solvente al sitio activo, su estructura de solvatación cambia dramáticamente, 

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 análisis de la convergencia de la estimación de la energía libre 

analizando dos estimadores (∆Ĝ𝐹𝐷 y ∆Ĝ𝐽) para la comparación entre sus valores estimados y sus 

incertezas asociadas. 

 
Figura 6: Análisis de las simulaciones de sMD. (A, B) Conjunto de trabajos acumulados para cada valor de la 

coordenada de transformación, obtenida del protocolo sMD para HS- y H2S. Los valores de energía libre obtenidas a 
partir del estimador de Jarzynski (ecuación (IV.3)) se muestran en azul y rojo. (C, D) Distribuciones de trabajo para 
los valores de coordenada de 4.5 Å, 6.5 Å y 8.5 Å para HS- y H2S. Se graficaron también las distribuciones Normales 
asociadas al promedio y desvío estándar de cada conjunto de valores de trabajo (líneas sólidas en azul, rojo y gris). 

Los números en azul, rojo y gris son los valores de energía libre usando el estimador de Jarzynski para cada 
distribución de trabajos en 8.5 Å, 6.5 Å and 4.5 Å, 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 energía 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 transformación y la curva Gaussiana 

correspondiente al promedio y la desviación estándar de los datos medidos. Se puede observar 

que las distribuciones de los trabajos se pueden aproximar a distribuciones Gaussianas, y estas 

distribuciones son más dispersas hacia valores finales de la coordenada de transformación con 

una creciente pérdida de evidencia de distribución Gaussiana.  
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La naturaleza Gaussiana de las distribuciones (en función de lo explicado en el capítulo 

III de la presente tesis) permite concluir que la estimación del perfil de energía libre usando 

∆Ĝ𝐹𝐷, resulta ser la más eficiente y precisa ya que es el estimador de máxima-verosimilitud 

asociado. 

  Con fines comparativos se calculó también el perfil de energía libre usando ∆Ĝ𝐽 (ver 

Figura 5, panel superior) 

Los paneles C y D de la Figura 6, muestran además que se espera que los valores 

estimados con ∆Ĝ𝐽 estén satisfactoriamente convergidos, al observar varios valores medidos que 

caen en la “cola” de la distribución, con una cantidad significativa de datos de trabajo 

muestreados cerca de esa zona. Además, si bien la dispersión de los valores de trabajo en cada 

valor de coordenada es mayor para HS- que para H2S, ambas dispersiones son menores a 

𝜎~3 𝑘𝑐𝑎𝑙/𝑚𝑜𝑙, y como se vio, para estos valores pequeños de dispersión, los valores estimados 

serán similares.  

Como comentario final, se obtuvieron valores de 𝑊̅𝑑𝑖𝑠 en el orden de aproximadamente 

5 a 10 unidades de kb.T al final de los valores de coordenada de transformación, es esperable 

entonces que más trayectorias de sMD sean necesarias para obtener una mayor evidencia de 

distribución Gaussiana para los trabajos medidos.[60]  

La presente comparación muestra un caso particular en donde las conclusiones químicas 

que se derivan del cálculo sMD no son tan diferentes al usar uno u otro estimador, a diferencia 

de lo mencionado para MnSOD y el anión superóxido. 

 Formación de sitios de hidratación (WS)  

Como se mencionó en la introducción de esta tesis las moléculas de agua fuertemente 

estabilizadas en el sitio activo, pueden hacer más lento el proceso de unión de ligandos, 

principalmente debido a que un proceso de desplazamiento de aguas debe ocurrir 

primeramente[81–83].  

Para empezar, definiremos un sitio de hidratación (WS) como la región espacial dentro 

del sistema con una alta probabilidad de encontrar moléculas de agua en comparación con la 

probabilidad de encontrar moléculas de agua en una región del mismo tamaño en el seno del 

solvente.  

Se realizaron cálculos de obtención de WS usando las trayectorias de simulaciones MD 

para los estados 5c, Fe(III)-SH2 y Fe(III)-SH- considerando un WS como la zona donde las 
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moléculas de agua están presentes en al menos 10% de la escala de tiempo de la dinámica 

analizada. 

No se observó la presencia de ningún WS en la cara distal del hemo para el estado 5c, 

como se muestra en la Figura 7A. Se encontró, sin embargo, dos WS distales en la cara distal del 

hemo en el estado Fe(III)-SH2 (Figura 7B). La ausencia de WS en la cara distal en el estado Fe(III)-

SH- evidencia una disminución en la polaridad del sitio activo, comparado con el estado Fe(III)-

SH2 (Figura 7C). 

Es importante destacar, que en los tres casos un WS fue identificado en la cara proximal 

del grupo hemo. Este WS está conservado y no participa en la formación del enlace Fe-S. 

 

 
Figura 7: WS observados en los estados férricos 5c (A), 6c H2S (B) y 6c HS-(C) ferric de HbI 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 está involucrado en la unión de sulfuro. La histidina proximal fue omitida para mayor claridad. 

Una inspección detallada del sitio activo revela que el N del grupo amino de la Gln65 es 

capaz de formar un enlace de hidrógeno con el átomo de S en el complejo Fe(III)-SH-, evitando 

así, la formación de WS (Figura 8B). En el complejo Fe(III)-SH2, sin embargo, la Gln65, asiste en 

la formación de dos WS en la vecindad del sitio activo, que interacciona con el H2S coordinado 

(Figura 8A) 

 
Figura 6: Estabilización del H2S y HS- coordinado durante la simulación MD. A) Estructuras representativas de la 

interacción de puentes de hidrógeno entre Gln y H2S en el complejo Fe(III)-SH2, se muestran también las moléculas de 
agua alrededor de Gln65 mostrando la interacción entre el H2S coordinado y el residuo de Gln. B) Estructura 

representativa de la interacción de puente de hidrógeno entre N(Gln) y el atomo de S en el complejo Fe(III)-SH-. 
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 Primer paso de desprotonación: de Fe(III)-SH2 

a Fe(III)-SH- 

En la sección anterior, se mostró que principalmente H2S y no HS- es la especie que 

preferencialmente migra a través del canal polar E7 encontrado para HbI de L. pectinata. En esta 

sección, se mostrarán los resultados de los cálculos QM/MM que permitirán evaluar la especie 

que permanece finalmente coordinada al hierro. Estos cálculos realizados mediante 

optimizaciones restringidas usando el código Hybrid. 

Encontramos que la desprotonación del H2S ligado es termodinámicamente favorable 

(con un valor negativo de ∆𝐸 para el proceso global), y que el proceso ocurre sin barrera (Figura 

9A). También se observó que el protón es transferido del Fe(III)-SH2 a una molécula de agua 

perteneciente al WS, y subsecuentemente al grupo carbonilo de la Gln65 (Figuras 9B y 9C). No 

se observaron diferencias significativas para los estados de alto y bajo spin (Figura 9A). 

 
Figura 9: Perfil de energía de desprotonación de Fe(III)-SH2 en HbI 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 energía. La coordenada de transformación fue la distancia S-H. 

Como experimento control, se realizaron cálculos QM/MM para el complejo Fe(III)-OH2, 

en vez de Fe(III)-SH2 (Figura 10). En este caso, el ∆𝐸 global fue positivo, lo cual indica que la 

molécula de agua en estas condiciones es menos proclive a liberar el protón. 
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Figura 10: Perfil de energía de desprotonación de Fe(III)-OH2 en HbI 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 energía. La coordenada de transformación fue la distancia O-H. 

Resultados similares fueron obtenidos usando diferentes cantidades de moléculas de 

agua, pertenecientes a los WS en la porción QM para Fe(III)-OH2 y Fe(III)-SH2. 

Para evaluar la relevancia de la Gln65 en el proceso de desprotonación se realizó el 

mismo tipo de cálculo mutando Gln65 por un residuo de Alanina (Figura 11). 

 
Figura 11: Estructura optimizada QM/MM para el complejo Fe(III)-SH2 en HbI de L. pectinata, mutando Gln 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 imidazólico 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 desprototonación ocurre durante el paso de optimización. 

Este resultado evidencia que la Gln65 no es requerida para la desprotonación, pero podría 

participar del proceso. 

Para agregar más evidencia acerca de la desprotonación del H2S coordinado, y el rol de 

la Gln65 durante el proceso, se realizó una simulación de dinámica molecular QM/MM 

(QM/MM-MD) utilizando el código Lio implementado en el paquete AMBER. Esta metodología 

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 observó que ya en la etapa de termalización el protón es espontáneamente 

transferido del Fe(III)-SH2 a la molécula de agua del WS, y luego hacia la Gln65 (Figura 12), 

evidenciando que la desprotonación es termodinámicamente favorable a T ambiente, 

consistente con los resultados arrojados por las optimizaciones QM/MM.  

 
Figura 12: estructuras consecutivas de la porción QM de HbI de L. pectinata para el proceso de desprotonación de 
Fe(III)-SH2 durante la etapa de termalización del cálculo QM/MM-MD (el anillo imidazólico de la histidina proximal 

QM fue omitido para mayor claridad 

 Segundo paso de desprotonación: de Fe(III)-

SH- al Fe(III)-S2- 

Se evaluó la posibilidad de una segunda desprotonación del H2S coordinado (a S2-) 

realizando cálculos QM/MM para el aducto Fe(III)-SH-. 

Considerando que el aducto Fe(III)-SH- no posee WS, la barrera cinética para la 

desprotonación sería alta (Figura 7C), se decidió evaluar la posibilidad de una segunda eventual 

y rápida desprotonación considerando situaciones antes de que los WS exhibidos en el complejo 

Fe(III)-SH2 se desarmen. Para esto, se evaluó la desprotonación en presencia de los WS 

encontrados para el complejo Fe(III)-SH2. 
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Bajo estas condiciones, la desprotonación resultó ser favorable, aunque con un valor de 

∆𝐸 cercano a 0 (~-4 kcal/mol y ~0.1 kcal/mol para los estados de bajo y alto spin 

respectivamente). El proceso no mostró barrera y se caracterizó por una transferencia del 

protón deslocalizándose sobre la cadena de moléculas de agua que conectan el sitio activo con 

el solvente (Figuras 13A y 13B). 

 
Figura 13: desprotonation del complejo Fe(III)-SH- en HbI of L. pectinata en el estado férrico de bajo spin. Panel A, 

estructura inicial usada para la optimización. Panel B estructura final obtenida despues de la optimización QM/MM. 
Varias moléculas de agua de la región MM pertenecientes al seno de la solución se muestran en azul (el anillo 

imidazólico 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 desprotonación ocurrió sin intervención de la 

Gln65, dando un protón deslocalizado sobre las moléculas de agua que direccionan hacia el 

solvente. Considerando el valor pequeño de ∆𝐸 obtenido, no se pudo ser concluyentes acerca 

de la evidencia para el segundo paso de desprotonación, ya que estos resultados pueden ser 

dependientes de detalles del modelo usado.  

 Discusión 

A partir de los resultados de ILS, sMD y QM/MM obtenidos, se mostró nueva 

información acerca del impacto del equilibrio iónico de H2S para su migración y unión al Fe(III) 

de HbI de L. pectinata. 

Se encontró un solo canal de migración en HbI de L. pectinata. Los perfiles de energía 

libre para la migración de ligandos a través de este canal de migración muestran que en general 

el perfil de energía libre a lo largo de la coordenada de transformación muestreada presenta 

barreras más altas para HS- que para H2S. Esta diferencia puede ser atribuida a la mayor costo 

energético para desolvatar el HS- debido a una mayor polaridad. Esta desolvatación parece ser 

un requerimiento para el ingreso de ligandos ya que el sito activo es fundamentalmente 

hidrofóbico debido al alto contenido de residuos de fenilalaninas. Existe entonces un balance 
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entre la desolvatación del HS- y el costo energético del mismo al entrar aún solvatado por varias 

moléculas de agua. Ambos escenarios generan una alta barrera energética para la migración del 

HS-. 

La pequeña barrera obtenida para H2S corresponde al proceso de desolvatación que 

tiene lugar aproximadamente a 6 Å. Más allá de este valor de coordenada, la energía libre baja 

debido a la estabilización del ligando en un entorno hidrofóbico. 

Es interesante notar que a pesar de que el H2S migra principalmente sin moléculas de 

agua, los WS son formados luego de la coordinación, y HS- migra rodeado por moléculas de agua 

y los WS no se forman después de la coordinación. La única manera de reconciliar esta 

discrepancia aparente en la solvatación, es concluir que la especie que migra efectivamente es 

de hecho H2S, y la formación del aducto Fe(III)-SH- es el resultado de una subsecuente 

desprotonación del ligando H2S coordinado. 

La diferencia en el comportamiento diferencial entre los ligandos coordinados, puede 

ser explicada a partir de la distribución de cargas de los ligandos sulfuros. 

La carga del H2S pasa a ser de neutra a más positiva cuando se coordina, lo cual atrae a 

los WS y el grupo carbonilo de la Gln65. Sin embargo, cuando se coordina HS-, su carga negativa 

se sigue lo que atrae el grupo amino de la Gln65 que evita la formación de los WS. 

Finalmente, podemos enriquecer el análisis considerando los valores de pKa de H2O y 

de H2S, 14 y 7 unidades respectivamente. Se ha demostrado que luego de la coordinación a 

Fe(III) el valor de pKa del agua en hemoproteínas baja entre 4 y 7 unidades[23,90–94].  

Por lo tanto, si asumimos el mismo comportamiento para los valores de pKa para el H2S, 

el equilibrio que se debería tener en cuenta para las especies coordinadas en ambientes neutros 

biorrelevantes debería ser Fe(III)-SH-/Fe(III)-S2-. Los resultados QM/MM muestran que el primer 

paso de desprotonación del Fe(III)-SH2 es termodinámicamente favorable. Un valor negativo de 

∆𝐸 (~-10 kcal/mol) y una transferencia de protón espontánea en los cálculos 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 protón.  

Los resultados para la desprotonación de Fe(III)-SH- muestran, sin embargo, un valor 

menos negativo para el ∆𝐸 (aproximadamente de -2 kcal/mol). Considerando la pequeña 

magnitud de este valor, no se puede ser concluyente acerca de que la desprotonación de Fe(III)-

SH- ocurra de manera espontánea o no, en base a nuestros cálculos. 
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Basado en las simulaciones clásicas y QM/MM, se propone el siguiente mecanismo 

(Esquema 1) para el proceso global de migración y unión de las especies de sulfuro en HbI de L. 

pectinata: H2S 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 Gln65. Uno de los WS 

acepta un protón del H2S coordinado y lo transfiere o bien a la Gln65 (que eventualmente debido 

a fluctuaciones térmicas podría liberar el protón al seno del solvente) o a otra molécula de agua 

orientada hacia el seno del solvente.  

Esta primera etapa de desprotonación, permite la formación del complejo Fe(III)-SH-, el 

cual subsecuentemente o bien rápidamente libera un segundo protón hacia las moléculas de 

agua, resultando en el complejo Fe(III)-S2-, o se mantiene como Fe(III)-SH- estabilizado por la 

Gln65. 

Nuestros resultados muestran claramente que la especie Fe(III)-SH2 no es la especie 

termodinámica ni cinéticamente más favorecida. En su lugar, Fe(III)-SH- emerge como la especie 

coordinada, aunque no se pudo definir mediante las técnicas de simulación usadas acerca de la 

estabilidad de la especie Fe(III)-S2-. 

Esquema 1: mecanismo propuesto para la especiación de las especies de sulfuro en HbI de L. pectinata 
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V. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN 

LA MIGRACIO N Y UNIO N DE 

LIGANDOS A HEMOPROTEI NAS 

   Introducción 

En la naturaleza existen organismos adaptados a diferentes temperaturas. Estos 

organismos pueden ser clasificados en “psicrófilos” de crecimiento óptimo entre 268 K y 285 K, 

“termófilos”, con temperaturas de crecimiento óptimo entre 333 K y 353 K; “hipertermófilos”, 

con crecimientos óptimos entre 353 K y 383 K, finalmente se encuentran los llamados 

“mesófilos”, también denominados “no-adaptados”, cuyos crecimientos óptimos se encuentran 

entre 298 K y 323 K.[1] 

Como se mencionó en la introducción de la presente tesis, la temperatura es un factor 

crucial que determina el éxito de todos los organismos. La capacidad de supervivencia estará 

determinada por la susceptibilidad de los procesos bioquímicos de los organismos ante cambios 

en la temperatura. En particular, un conjunto de procesos que se verá afectado al cambio de 

temperatura es la función de las proteínas.  

Una manera de abordar estudios temperatura dependientes de diversos procesos físico-

químicos en proteínas es observando el comportamiento de algún parámetro medido en función 

de modelos termodinámicos (como Arrhenius o Eyring, entre otros) en un amplio rango de 

temperaturas.[2–9]  

En el caso particular del modelo de Eyring (o su versión linealizada), las desviaciones se 

evidencian como disrupciones marcadas en los gráficos de constante de velocidad en función de 

la temperatura.[10–15] 

En el presente capítulo se estudiará cómo afecta la temperatura a la migración y 

posterior unión de CO a hemoproteínas adaptadas y no adaptadas a la temperatura, a través de 

mediciones de Flash Fotólisis usando como ligando CO, que es una sonda ampliamente usada 

por sus características experimentales. 
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Se estudiarán tres hemoglobinas truncadas (trHb): una trHb perteneciente al 

microorganismo termófilo Thermobifida fusca (Tf-trHbO), una trHb perteneciente al organismo 

mesófilo Basilus subtilis (Bs-trHbO) y una trHb pertenciente a un organismo psicrófilo, 

Pseudoalteromonas haloplanktis (Ph-trHbO).  

Todas las mediciones realizadas en este capítulo fueron realizadas en el laboratorio del 

Prof. Cristiano Viappiani de la Universidad de los Estudios de Parma, Italia 

   Metodología específica  

Para medir experimentalmente las constantes cinéticas de unión del ligando CO (𝑘𝑜𝑛) 

de las hemoproteínas mencionadas (Ph-TrHbO, Bs-TrHbO y Tf-TrHbO), se utilizó la técnica de 

Láser Flash Fotólisis, LFP.  

Como se mencionó en la introducción, esta técnica se basa en partir de soluciones en 

donde se encuentra formado complejo hexacoordinado y mediante una fotólisis del complejo, 

generar el complejo pentacoordinado, y observar la evolución 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 

láser).  

De esta manera, a lo largo del tiempo se re-unirá 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-unión 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 proteínas 

diluidas con buffer fosfato sódico de concentración 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 argón. Con este procedimiento, el valor de 

concentraciones finales de las proteínas fue dentro del rango de 20 a 60 μM. 

Las soluciones stock originales de la proteínas fueron provistas por el grupo de 

investigación 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 Nápoles  (muestras de Tf y Ph) 

Antes de realizados los experimentos, las soluciones fueron equilibradas con CO (o 

mezcla de nitrógeno-CO) de presión parcial conocida, durante aproximadamente 30 minutos.  

La fotólisis fue lograda con un láser 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 

precisión de 0,1 °C. 

Para observar más detalladamente la cinética de los distintos eventos temporales 

asociados a la cinética de re-unión, se varió la escala temporal para la observación de la señal 

de salida del osciloscopio, se tomaron escalas de 1 μs, 100 μs y 10 ms por división, permitiendo 

así poder observar valores de señal cada 25 𝑝𝑠, 20 𝑛𝑠 y 2 μs respectivamente (ver más abajo). 

En general, para cada uno de los tres distintos intervalos de tiempo de observación del 

experimento (determinados por la escala temporal utilizada en el osciloscopio) se tomaron 200 

trazas a una repetición de 0.5 Hz, que se utilizaron para obtener una traza promedio.  

Por otro lado, se realizó el mismo procedimiento pero bloqueando la incidencia del láser 

sobre la muestra (shutter apagado, no fotólisis), estas condiciones permiten determinar una 

línea de base que tenga en cuenta medidas de absorbancia debido a la luz espuria (proveniente 

de la lámpara, del láser, etc). Posteriormente, como se verá, a la señal del experimento de 

fotólisis se corrigen teniendo en cuenta la línea 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 < 𝑡0)) y después (𝑉(𝑡)) de la excitación del láser.  

Teniendo en cuenta la relación entre la absorbancia y la transmitancia se obtiene 

entonces: 

∆𝐴(𝑡) = 𝐴(5𝑐) − 𝐴(6𝑐) =  − log
𝑇(𝑡)

𝑇(𝑡 < 𝑡0)
=  − log

𝐼(𝑡)/𝐼(0)

𝐼(𝑡 < 𝑡0)/𝐼(0)
 (V.1) 
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Donde 𝑡0 es el tiempo en el cual se produce la excitación con el láser. 𝐼(0) es la 

intensidad de luz antes de la muestra, 𝐼(𝑡 < 𝑡0) y 𝐼(𝑡) son las intensidades de luz al pasar por la 

muestra antes y despues del destello del láser, respectivamente. 

Finalmente, suponiendo una relación de proporcionalidad entre la intensidad de luz y el 

voltaje a la salida del detector (PMT) resulta equivalente entonces evaluar ∆𝐴(𝑡) en función de 

los voltajes antes y después del destello del láser. 

𝐴(5𝑐) − 𝐴(6𝑐) = ∆𝐴(𝑡) = − log
𝑉(𝑡)

𝑉(𝑡 < 𝑡0)
                  (V.2) 

 

Para obtener las trazas finales asociadas a variaciones temporales de ∆𝐴 se procedió de 

la siguiente manera:  

En primer lugar se corrigió la medida temporal de voltaje (con incidencia pulsada del 

láser) restando la línea de base (sin incidencia del láser) punto a punto.  

La Figura 1 muestra las salidas típicas que se obtienen al medir en este tipo de 

experimentos, tómese por ejemplo la cinética de re-unión de CO en Bs-TrHbO a 30 ºC. 

 

Figura 1: voltajes promedio medidos en el osciloscopio (200 trazas). Panel superior: línea negra, evolución temporal 
del voltaje sin corrección por la línea de base (𝑉(𝑡)𝑓𝑙𝑎𝑠ℎ , negro) y corrigiendo por línea de base (𝑉(𝑡)𝑓𝑙𝑎𝑠ℎ −

 𝑉𝑏𝑎𝑠𝑒, rojo). Se muestra también una ampliación de una región de este gráfico en el borde superior-derecho. Panel 
inferior: voltaje de línea de base 

 Esta figura muestra el voltaje de salida en función del tiempo para una escala de 10 ms. 

La línea negra (𝑉(𝑡)𝑓𝑙𝑎𝑠ℎ) y azul (𝑉𝑏𝑎𝑠𝑒) muestran el voltaje promedio obtenido a partir de 
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aproximadamente 200 trazas medidas bajo condiciones con y sin incidencia del láser, 

respectivamente.  

La línea roja muestra el voltaje corregido (𝑉(𝑡)𝑓𝑙𝑎𝑠ℎ-𝑉𝑏𝑎𝑠𝑒). 

Como puede observarse en la Figura 1, el destello es realizado 0.01 segundos después 

del tiempo inicial de observación. Por lo tanto, los valores de voltaje correspondiente a tiempos 

entre -0.01 segundos y 0.00 corresponderán a valores de voltaje asociados al complejo en el 

estado hexacoordinado (𝑉(𝑡 < 𝑡0)). Asimismo, los valores de voltaje correspondientes a 

tiempos mayores a 0 corresponderán asociados al experimento en condiciones de fotólisis 

(𝑉(𝑡)), en donde el destello produce un súbito aumento de proteína en estado 

pentacoordinado, aumentando súbitamente el valor de ∆𝐴(𝑡). 

Finalmente, el proceso de re-unión de CO con la proteína, 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 línea de base y a partir de un 

promedio de los valores de voltaje sobre la parte inicial se obtiene 𝑉(𝑡 < 𝑡0).  

Finalmente con los valores de voltaje después del destello del láser 𝑉(𝑡), se calcula 

∆𝐴(𝑡) a partir de la ecuación (V.2). Todo el procedimiento antes descripto, se realiza para cada 

escala temporal de medición. Obteniendo finalmente los valores de ∆𝐴(𝑡) como se muestra en 

la Figura 2. 

 

Figura 2: valores de ∆𝐴 en función del tiempo para tres escalas de medición temporal (1 𝜇𝑠, 100 𝜇𝑠, 10 𝑚𝑠 de 
izquierda a derecha respectivamente) 

Como puede observarse en la Figura 2, el tiempo total de medición queda determinado 

por la escala utilizada en el osciloscopio: el instrumento presenta en su display 10 segmentos 

para la medición temporal y 8 segmentos para la medición 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 instantáneo antes y despues del destell del láser. Traza del medio: el voltaje temporal promedio (en 

este caso de 183 disparos, 𝑉(𝑡)𝑓𝑙𝑎𝑠ℎ ). Traza inferior: el voltaje asociado al láser 

Por ejemplo, una escala de 1 μs por segmento (como el de la Figura 3), implicará que el 

tiempo total de observación será 10 μs.  

Por otro lado, como se mencionó en la sección de métodos, la resolución del equipo (a 

través del detector y osciloscopio) restringe la resolución temporal en cada bloque, en otras 

palabras, cada cuanto tiempo se mide un valor de voltaje: una menor escala tendrá menor 

tiempo total medido y una mayor resolución temporal entre dos mediciones sucesivas de 

voltaje. Mientras que para escalas temporales mayores, el tiempo total de medición será mayor 

pero la resolución temporal será menor.  

Asimismo, resulta necesario cambiar la escala de medición ya que mayores tiempos 

totales de medición permitirán una observación más completa de la cinética (como puede 

observarse en la Figura 2) 

Para lograr la mejor resolución temporal y tener información temporal en el mayor 

rango posible, se suele entonces realizar la unión de todos los datos de las escalas medidas, 

conservando los datos tengan mayor resolución, 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 repetían 

con los de la primera). El mismo procedimiento se realizó con la tercera escala: se unieron a los 

datos de la segunda escala, descartando los datos de la tercera escala que se repetían con los 

de la segunda.  

Este procedimiento dará como resultado una traza temporal en todo el rango de 

medición 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-unión 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 logarítmica (Figura 4B) que permite una mejor visualización, ya que permite aumentar 

las diferencias entre valores de absorbancia. 

 

 

Figura 4: (A) Traza temporal suavizada para la re-unión de CO en Bs-TrHbO a T=30 °C. (B) La misma traza temporal 
en escala temporal logarítmica. En ambos casos, no se muestran los instantes antes del destello del láser. 

   Resultados 

 Evolución temporal de las trazas de re-unión de 

ligando CO  

A continuación se muestran los resultados para las cinéticas de migración de CO para las 

tres hemoproteínas 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 presión parcial de CO de 1 atm. 

Todas las medidas fueron tratadas como se describió en la sección anterior. La Figura 5 

muestra los tres conjuntos de trazas para las tres proteínas estudiadas. 
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Figura 5: Trazas temporales para las cinéticas de unión de CO (1 atm) para las tres proteínas (Ph-TrHbO, Bs-TrHbO y 
Tf-TrHbO; paneles A, B y C, respectivamente), obtenidas a diferente temperatura. 

El rango total de tiempo de medición de la técnica permite la observación detallada de 

eventos de re-unión con tiempos compatibles con moléculas de CO que se re-unen desde 

cavidades internas de la proteína (~10-100 ns hasta ~0.1 ms), así como también a procesos de 

re-unión 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).[16–

19] 

Por otra parte, los resultados de la Figura 5 muestran que, para todas las proteínas, 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 ∆𝐴 (interpretada como la 

diferencia entre la cantidad de complejo pentacoordinado y hexacoordinado) aumenta, debido 

a que la población 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 láser, concentraciones de la muestra, etc) se considera que el total 

de moléculas de complejo se fotolizan. Además, la mayor fracción de moléculas de CO que se 

fotolizaron se re-únen inmediatamente después del destello del láser 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 recombinación no pueden ser observados mediante 

la técnica de LFP. Se estima que este porcentaje de recombinación geminal ronda alrededor del 

95%.[20] 

Teniendo en cuenta lo anterior y considerando los tiempos iniciales de observación (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 recombinación geminal rápida. Generando así, una mayor población inicial de ligando no 

unido, y por lo tanto una mayor cantidad de proteína en estado pentacoordinado, dando como 
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resultado valores iniciales mayores de ∆𝐴. Evidenciando entonces que las constantes asociadas 

a la salida del ligando se afectan más con la temperatura que las constantes de entrada. 

Por otro lado, el sistema también presentará una población asociada a estados en donde 

existen moléculas de CO en el seno del solvente con la proteína en estado pentacoordinado, 

cuyos tiempos asociados para sus procesos de re-unión serán mayores (tiempos del orden de 

~0.1 ms hasta ~0,1 s, como se mencionó).  

En estos casos, al aumentar la temperatura se observa una disminución en el tiempo 

necesario para obtener valores de ∆𝐴 = 0 (cuando la población de complejo hexacoordinado es 

igual a la del pentacoordinado). 

Es importante remarcar, que estos tiempos de medición son compatibles también con 

que exista una proporción del complejo hexacoordinado (producto de la recombinación geminal 

descripta anteriormente).  

El equilibrio dinámico del sistema permite que sucedan simultáneamente los dos 

procesos asociados a la unión/disociación del ligando: por un lado, la formación del estado 

hexacoordinado (con velocidad asociada a la constante de unión de ligando 𝑘𝑜𝑛) a partir de las 

moléculas de CO y el complejo pentacoordinado formados y por el otro lado, la disociación de 

las moléculas que se re-unieron formando el complejo hexacoordinado hacia el solvente (con 

constante de velocidad asociada a la disociación del ligando, 𝑘𝑜𝑓𝑓). Ambos procesos se 

producirán 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 

más fácilmente las barreras asociadas para la unión que para la disociación, generando 

netamente que se alcancen valores de  ∆𝐴 = 0 a menores tiempos de medición.  

En términos termodinámicos, lo anterior implicaría que la afinidad del ligando CO con la 

temperatura aumentaría, evidenciada con un aumento en 𝐾𝑑. 
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   Obtención de las constantes cinéticas de 

asociación (𝑘𝑜𝑛) de CO. 

Las velocidades de unión de ligando, como se mencionó en la introducción, se 

caracterizan por ser procesos bimoleculares con una ley de velocidad de segundo orden global 

(orden 1 en proteína y orden 1 en ligando).  

A partir de lo anterior, un cambio en la concentración de CO, puede evidenciar en la 

traza total medida la zona en donde la reacción procede dependiente de CO, y por lo tanto es 

posible asignar esa región como la traza correspondiente al proceso de unión bimolecular de 

ligando CO desde el solvente.  

La Figura 6 muestra los experimentos de LFP equilibrando el sistema a una presión 

parcial de CO 1 atm y los realizados equilibrando el sistema a una presión parcial de CO de 0.1 

atm. 

 

Figura 6: Superposición de las trazas temporales para las cinéticas de unión de CO equilibrado a 1 atm (línea gruesa) 
y a 0.1 atm (línea fina), para las tres proteínas (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 presión de 0.1 atm 

de CO, la parte inicial (hasta 10-5 segundos) de la traza es similar a las medidas a 1 atm de CO, 

mientras que los tiempos de re-unión se incrementan en la parte final de las trazas, evidenciando 

entonces que la reacción se enlentece. 

Este comportamiento se presenta para todas las proteínas y para todas las 

temperaturas. Se puede entonces identificar de esta manera la zona de la traza en donde la 

reacción ocurre dependiente de la concentración de CO (10-5 segundos en adelante). Esta región 

entonces caracteriza tiempos de medición en donde el proceso de unión de CO es desde el 

solvente y de forma bimolecular con la proteína.  
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Se observa también en la Figura 6 el intervalo de tiempo seleccionado para la reacción 

bimolecular se corresponde al proceso bimolecular para todas las proteínas y las temperaturas.  

Para obtener los valores de las constantes de asociación 𝑘𝑜𝑛 para la unión de CO, se 

utilizaron entonces las trazas obtenidas utilizando una presión parcial de 1 atm de CO, y se 

seleccionó la zona donde la reacción procede dependiente de la concentración de CO. 

La Figura 7 muestra un ejemplo de lo explicado anteriormente. Como se puede observar, 

existe una zona en donde la reacción procede temporalmente con valores de ∆𝐴 mayores a los 

obtenidos con presión parcial de 1 atm (curvas negra y roja respectivamente).  

 

Figura 7: cinéticas de re-unión de CO para las tres hemoglobinas truncadas (Ph-TrHbO, Bs-TrHbO y Tf-TrHbO paneles 
A, B y C, respectivamente), a T=20 °C obtenidas a diferentes presiones parciales de CO (1 atm CO y 0.1 atm CO, 

curvas rojas y negras, respectivamente) 

A partir de la zona en donde la reacción 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 asociación bimolecular de CO para las tres proteínas 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 (𝑘𝑎𝑝𝑝 = 𝑘𝑜𝑛. [𝐶𝑂] con 

[𝐶𝑂] la concentración de CO disuelto en la solución dada una temperatura). La condición de 

pseudo-orden se cumple cuando la concentración de un reactivo es 100 veces mayor al otro. 

Lo anterior se puede explicar de la siguiente manera: como la concentración de la 

proteína es del orden de 𝜇𝑀 y la concentración de CO es del orden de 𝑚𝑀 (considerando la 

solubilidad de CO en solución acuosa a una presión parcial de 1 atm en función de la 

temperatura), la concentración de CO libre puede considerarse constante a lo largo de todo el 

proceso. Además como se mencionó en la introducción, la relación entre 𝑘𝑜𝑛. [𝐶𝑂] y 𝑘𝑜𝑓𝑓 

permite asumir que durante el proceso de re-unión se pueden despreciar el aporte en 

concentración del proceso de disociación. 
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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 

concentración de CO a cada temperatura (dada por su solubilidad) y obtener entonces el valor 

de 𝑘𝑜𝑛. 

Es importante remarcar, que cuando el sistema es equilibrado con 0.1 atm CO la 

solubilidad de este gas a esa presión parcial determina que el sistema no cumpla con la condición 

de pseudo-orden. Es por esto, que el experimento realizado con 0.1 atm de CO solo permitió 

identificar la región temporal a partir de la cual la reacción procede de forma bimolecular.   

 Mediciones de 𝑘𝑜𝑛 en función de la temperatura 

y el tratamiento de Eyring.  

Se ajustó la zona de las trazas temporales asignadas como las pertenecientes a la 

reacción bimolecular de unión de CO. Para el ajuste se utilizó, para todas las temperaturas 

medidas, una ecuación cuya forma funcional corresponde a la suma de dos exponenciales, como 

muestra la ecuación (V.3) 

𝑦 = 𝑦0 + 𝐴1. 𝑒
−

(𝑥−2.10−8)
𝑡1 + 𝐴2. 𝑒

−
(𝑥−2.10−8)

𝑡2  (V.3) 

 

En donde se consideró como centro de cada exponencial el valor 2. 10−8 (en unidades 

de segundos). Este valor corresponde a donde se inician en el eje x, los datos medidos. En esta 

ecuación los parámetros ajustables son 𝑦0, 𝐴1, 𝐴2, 𝑡1 y 𝑡2. 

Finalmente, con los valores obtenidos para los tiempos de decaimiento (t1 y t2), y 

considerando la solubilidad del ligando (a presiones parcial de 1 atm y a diferentes 

temperaturas), se obtuvieron los valores de 𝑘𝑜𝑛. Por otro lado, a partir de las amplitudes (A1 y 

A2) asociados a ambos tiempos de decaimientos, es posible obtener las porcentajes de la porción 

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 

característico u otro. 

Los resultados de 𝑘𝑜𝑛 para las tres proteínas considerando las incertezas asociadas al 

ajuste, se muestran a continuación en la Tabla 1 
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Tabla 1: valores de 𝑘𝑜𝑛 obtenidos del ajuste biexponencial de la zona bimolecular de la traza temporal, para las tres 
proteínas estudiadas. 

Para corroborar los valores obtenidos se realizaron también ajustes sobre la traza 

completa, utilizando una suma de exponenciales (análogas a la de la ecuación (V.3)) utilizando 

como función de ajuste 1, 2, 3, 4, y 5 exponenciales.  

Para corroborar la bondad del ajuste y evitar una posible sobre-estimación de la 

cantidad de parámetros ajustables, se procedió a realizar sobre cada ajuste un test comparativo 

de Akaike.[21] 

Se obtuvo, en general, que la mejor función que ajustaba (el menor valor del test de 

Akaike) contenía 4 términos exponenciales. De este ajuste, se tomaron como las constantes 

cinéticas de unión de ligando las primeras dos o una (dependiendo de la proteína) y se las 

comparó con las obtenidas anteriormente.  

También con esos valores se realizó el ajuste de Eyring (que se describirá a 

continuación). En todos los casos, los valores obtenidos de 𝑘𝑜𝑛, fracciones y parámetros de 
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activación, coinciden con los del ajuste biexponencial mencionado anteriormente considerando 

sus incertezas.   

Los valores de 𝑘𝑜𝑛 para las tres proteínas a temperatura ambiente reportados, 

concuerdan con los valores medidos, 6.9 105 M-1 s-1 para Ph-TrHbO a 25 °C, mientras que 9.3 105 

y 8.7 104 M-1 s-1 para Tf-TrHbO a 20 °C, y 2.3 105 M-1 s-1 para Bs-TrHbO a 20 °C.  

Para Ph y Tf el ajuste biexponencial resultó ser considerablemente mejor que el 

monoexponencial, describiendo más 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 5 y 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 relación 90%, 10% para 𝑘𝑜𝑛1 y 𝑘𝑜𝑛2 respectivamente. Para 

Tf la temperatura más 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% 

análogamente 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 unión de ligando desde solvente con una constante cinética 𝑘𝑜𝑛1 y la otra asociada a la 

unión de ligando desde solvente con una constante cinética 𝑘𝑜𝑛2. Esta relación se ve modulada 

por la temperatura, de manera de aumentar el porcentaje de la población con que se une con 

una constante cinética 𝑘𝑜𝑛1 a medida que se aumenta la temperatura. 

Este comportamiento no es presentado para Bs en donde el ligando CO se reúne desde 

el solvente con un solo tiempo característico. 

Con los valores de 𝑘𝑜𝑛 en función de la temperatura se procedió a realizar un ajuste con 

la ecuación de Eyring para obtener los valores de ∆𝐻≠, ∆𝑆≠y finalmente ∆𝐺≠. 

La forma funcional elegida para la ecuación de ajuste, surge de considerar la ecuación 

de Eyring en su definición más global (sin ninguna linealización), es decir: 

𝑘𝑜𝑛 = (
𝑘𝑏𝑇

ℎ
) . 𝑒−

∆𝐺≠

𝑅 𝑇 = (
𝑘𝑏𝑇

ℎ
) . 𝑒−

∆𝐻≠

𝑅𝑇 . 𝑒
∆𝑆≠

𝑅  (V.4) 

 



166 

 

En donde se consideró que ∆𝐺≠ = ∆𝐻≠ − 𝑇. ∆𝑆≠, con ∆𝐻≠ y  ∆𝑆≠ independientes de 

la temperatura. 

Esta forma funcional resulta ser la más precisa en términos de incertezas y de 

variabilidad en las soluciones para los parámetros ajustados.[22] 

Para poder decidir si los valores experimentales ajustan correctamente al modelo de 

Eyring, se decidió utilizar una forma funcional para el ajuste con la menor cantidad de 

parámetros ajustables y restringiendo los valores de 𝑘𝑏, ℎ y 𝑅 a los valores tabulados, de manera 

de establecer el modelo matemático lo más restrictivo posible.  

A partir de lo anterior, la forma funcional para el ajuste que se utilizó fue la siguiente: 

𝑦 = (
𝑥

4,79926. 10−11
) . 𝑒

−
𝐵

1,98709369.𝑥. 𝑒
𝐴

1,98709369  (V.5) 

 

Done 4,79926. 10−11 corresponde al valor numérico de (𝑘𝑏/ℎ)−1 en unidades de 

Kelvin, y 1,98709369 al valor numérico de 𝑅 en unidades de cal/K.mol. A y B son los parámetros 

a ajustar.  

Con esta forma funcional, el ajuste dará como resultados valores los parámetros de 

activación asociados a cada 𝑘𝑜𝑛, ∆𝐻≠ de activación (parámetro A) y ∆𝑆≠de activación 

(parámetro B) con sus incertezas asociadas. La Figura 8 muestra los resultados del ajuste de los 

valores de 𝑘𝑜𝑛 en función de la temperatura utilizando la ecuación de ajuste (V.5). 
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Figura 8: analisis de Eyring para los valores de 𝑘𝑜𝑛 en función de la temperatura para las tres proteínas estudiadas. 
En el inset, se muestra la dependencia lineal de ∆𝐺≠con la temperatura 

Como control adicional, se calcularon los valores de ∆𝐺≠ calculados a partir de los 

valores de medidos de 𝑘𝑜𝑛 y de la ecuación de Eyring (primera igualdad de la ecuación (V.4)) y 

se graficaron en función de la temperatura.  

Estos resultados se muestran como inset en la Figura 8. Como puede observarse para 

todos los casos la relación entre ∆𝐺≠ y la temperatura es lineal dando evidencia de que ∆𝐻≠ y 

∆𝑆≠ 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 ∆𝐻≠ y ∆𝑆≠ obtenidos del ajuste global de Eyring se muestran en la Tabla 

2, en esta tabla se muestra también el valor ∆𝐺≠ a 298 K. 

 
Tabla 2: parámetros de activación: ∆𝐻≠, ∆𝑆≠ y ∆𝐺≠(298 𝐾) asociados a cada 𝑘𝑜𝑛 para las tres proteínas 

estudiadas. 
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   Discusión 

Los resultados muestran que para todas las proteínas estudiadas el comportamiento 

para las constantes cinéticas de unión 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 proteínas pertenecientes a organismos adaptados y no 

adaptados frente a cambios de temperatura.  

Según los resultados entonces, las tres proteínas estudiadas presentan un mismo 

mecanismo de unión (para cada una) independientemente de la temperatura estudiada, 

preservando las características principales de los canales así como del sitio activo de la proteína 

frente a cambios de temperatura. Esto implica que si existe una modulación por parte de la 

temperatura, no parece estar ligada al proceso de migración y unión de ligandos.  

Los parámetros de activación ∆𝐻≠ y ∆𝑆≠ son aproximadamente constantes para el 

rango de temperaturas estudiado.  

Al comparar los valores absolutos de ∆𝐻≠ y −𝑇. ∆𝑆≠  se evidencia que para la primera 

parte del proceso de unión (desde reactivos hasta el estado de transición) el proceso es 

fundamentalmente entálpico para las tres proteínas, con mayores valores para la relación entre 

∆𝐻≠ y ∆𝑆≠ para Ph y Tf  en comparación con Bs.  

Como se ha mencionado, los factores más relevantes que modulan la velocidad el 

proceso de unión de pequeños ligandos en hemoproteínas están asociadas a dos características 

que pueden ser interpretadas independientemente: 1) migración del ligando a través de canales 

proteicos y 2) la unión del ligando al centro metálico (que puede incluir en algunos casos el 

desplazamiento de moléculas de agua u otros aminoácidos en el sitio activo). Estos dos factores 

han mostrado ser los de mayor peso en la descripción de los valores de 𝑘𝑜𝑛, y por consiguiente 

los determinantes del mecanismo de migración y unión de ligandos. [16,23] 

Los efectos térmicos permiten obtener valores de 𝑘𝑜𝑛 mayores debido a la mayor 

facilidad para superar las barreras que tanto la matriz proteica (canales) como el estado de 

coordinación del hemo (moléculas de agua en el sitio activo), y no a un cambio en el mecanismo 

de migración/unión. Si así fuera, existiría un comportamiento que se aleja de lo establecido por 

la relación de 𝑘 versus la temperatura que establece Eyring, debido a que ∆𝐻≠ y ∆𝑆≠ cambiarían 

significativamente producto de un cambio de mecanismo.[2] 
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Lo anterior podría incluso evidenciarse como una pérdida en la linealidad en el gráfico 

de ∆𝐺≠ en función de la temperatura. 

Es probable que si bien caracterizar el estado de transición en estos sistemas no sea 

intuitivo a primera vista, es probable que el mecanismo de entrada (en relación a la modulación 

de canales de migración y al contenido de agua en el sitio activo) se mantenga.  

Desde un punto de vista estructural, se ha mostrado mediante técnicas de simulación 

computacional que algunas hemoproteínas presentan zonas en su estructura que son más 

afectadas que otras, con el incremento de la temperatura[24]. En estos casos, las zonas móviles 

mostraron estar alejadas de los canales de migración y del sitio activo, y se presentan en este 

nuevo contexto como un mecanismo de atenuación ante el efecto de las perturbaciones 

térmicas. 

Cabe aclarar que si bien existen trabajos donde se estudia el efecto de la temperatura 

en las proteínas, este capítulo establece una interpretación más directa de la relación entre el 

comportamiento estructural de las proteínas adaptadas y no adaptadas con su actividad, frente 

a cambios de temperatura.[13,14,24] 
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VI. CONCLUSIONES GENERALES 

Los sistemas biorelevantes, como las hemoproteínas, representan un continuo desafío 

en la fisicoquímica 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 proteínas, 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, metodologías, experimentos y desarrollos teóricos que se 

enmarcan en distintas disciplinas.  

El continuo aprendizaje de los alcances y las limitaciones de cada tipo de herramienta y 

la intercomunicación entre los resultados obtenidos a partir de distintas disciplinas permite un 

efecto sinérgico que finalmente acerca a una interpretación global, paradigmática y 

contextualizada acerca del sistema estudiado. 

En este contexto, el presente trabajo de tesis intentó integrar diversas áreas: desarrollos 

teóricos/matemáticos, la utilización de métodos computacionales a partir de la química teórica 

y la realización de experimentos.  

En particular, se profundizó en la mejora en la estimación de perfiles de energía libre 

usando la técnica de dinámica molecular guiada; el estudio de la migración, unión y especiación 

de las especies de sulfuro; y el estudio del efecto de la temperatura en los procesos de migración 

y unión de pequeños ligandos en hemoproteínas. Estos enfoques, desarrollados a lo largo de los 

capítulos III, IV y V, centrados en la migración y unión de pequeños ligandos en hemoproteínas, 

resultaron de gran utilidad para la descripción de las bases moleculares y estructurales de los 

procesos químicos estudiados. 

El capítulo III, presenta un estudio teórico acerca de distintos estimadores usados en las 

simulaciones de dinámica molecular guiada. Se mostró además, que la caracterización del tipo 

de distribución de trabajos resulta crucial para la determinación de un perfil de energía libre 

preciso. Finalmente, se aplicó este estudio a la migración y unión del anión superóxido en 

MnSOD, demostrando que la elección del estimador de los perfiles de energía libre calculados 

resulta crucial, pudiendo llevar a conclusiones químicas erróneas y discrepancias con los 

experimentos. Además, como se mostró en el capítulo IV, para el perfil de migración de las 
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especies de sulfuro en hemoglobina I de L. pectinata, cuando los valores de trabajo presentan 

dispersiones pequeñas (del orden de 𝑘𝐵𝑇), las diferencias entre los estimadores no son 

significativas.  

En el capítulo IV, además del análisis mencionado anteriormente, se abordó un estudio 

acerca de la migración, unión y especiación del sulfuro de hidrógeno (H2S) en hemoproteínas, 

tomando como caso paradigmático la interacción de las especies de sulfuro con HbI de L. 

pectinata. En este capítulo, se usó una batería de técnicas de simulación computacional para 

postular un mecanismo de interacción de la especies de sulfuro con dicha proteína. 

Finalmente, en el capítulo V, se decidió ampliar el estudio de los procesos de migración 

y unión de ligandos en hemoproteínas incluyendo un estudio de la influencia de la temperatura 

en los procesos reactivos mencionados. Se abordó entonces un estudio acerca de cómo afecta 

la temperatura en la migración y unión de ligandos en tres hemoglobinas truncadas 

pertenecientes a organismos adaptados a diferentes temperaturas.  

Los resultados mostraron que las tres proteínas estudiadas no evidenciaron un 

comportamiento diferencial en las constantes de unión (𝑘𝑜𝑛), y además que éstas respondieron 

al modelo de Eyring. Esto permitió concluir que cada proteína presenta un mismo mecanismo 

de unión independientemente de la temperatura, y  preserva los factores principales que 

modulan la migración y unión de ligandos. Finalmente, se postuló que si la actividad de estas 

hemoproteínas frente a pequeños ligandos, están moduladas apreciablemente por la 

temperatura, dicha modulación no se evidencia en la etapa de migración y unión de los ligandos. 

En resumen, las preguntas planteadas, los diversos enfoques abordados y las diversas 

herramientas utilizadas en esta tesis, nos permitieron aportar nueva información acerca de los 

puntos de vista a tener en cuenta para estudiar los procesos reactivos mencionados y adquirir 

además un entrenamiento profundo, tanto en el empleo de diferentes técnicas, como en la 

interpretación de los resultados, objetivos fundamentales en mi formación académica.  
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