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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. ).42/$5##)/ǳ . '%.%2!, 

 Proteínas 

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

ǇǊƻǘŜƝƴŀǎ όŘŜƭ ƎǊƛŜƎƻ ˉˊ˖ˍʶ ˇˌΣ άǇǊǁǘŜƞƻǎέΣ ǇǊƻƳƛƴŜƴǘŜύΣ ƭƭŀƳŀŘŀǎ ŀǎƝ ǇƻǊ ǎǳ ŎŀǊłŎǘŜǊ 

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.[1ς8] 

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

ŎƻƴŦƻǊƳŀƴŘƻ ƭƻ ǉǳŜ ǎŜ ŎƻƴƻŎŜ ŎƻƳƻ άǎŜŎǳŜƴŎƛŀέ ƻ ŎŀŘŜƴŀ ŀƳƛƴƻŀŎƝŘƛŎŀΦ 9ƭ ŀƳƛƴƻłŎƛŘƻΣ Ŝǎ ƭŀ 

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 

ǎǳŜƭŜ ƭƭŀƳŀǊ άǇƭŜƎŀƳƛŜƴǘƻέ ŘŜ ƭŀ ǇǊƻǘŜƝƴŀΦ 

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.[11ς14] 

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[15ς25]. 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.   

 

CƛƎǳǊŀ мΥ ŜǎǘǊǳŎǘǳǊŀ ŘŜ ƭŀ ǇƻǊŦƛǊƛƴŀΣ ƭƻǎ łǘƻƳƻǎ ŘŜ ƘƛŘǊƽƎŜƴƻ ȅ ƭƻǎ ƎǊǳǇƻǎ ƭŀǘŜǊŀƭŜǎ ŦǳŜǊƻƴ ƻƳƛǘƛŘƻǎ ǇŀǊŀ ƳŀȅƻǊ 
ŎƭŀǊƛŘŀŘΦ 

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).[26ς28] 

 
CƛƎǳǊŀ нΥ ŜǎǘǊǳŎǘǳǊŀ ƎŜƴŜǊŀƭ ŘŜƭ ƎǊǳǇƻ ƘŜƳƻ ō Ŏƻƴ Ŝƭ łǘƻƳƻ ŘŜ CŜ ŎƻƻǊŘƛƴŀŘƻ ǇƻǊ ǳƴ ŀƳƛƴƻłŎƛŘƻ Ŝƴ ƭŀ ŎŀǊŀ ǇǊƻȄƛƳŀƭ 

όƘƛǎǘƛŘƛƴŀύ ȅ ǳƴ ƭƛƎŀƴŘƻ ƎŜƴŞǊƛŎƻ [Σ Ŝƴ ƭŀ ŎŀǊŀ Řǳǎǘŀƭ όŀŘŜƳłǎ ŘŜ ƭƻǎ ŎǳŀǘǊƻ łǘƻƳƻǎ ŘŜ ƴƛǘǊƽƎŜƴƻ ŘŜ ƭƻǎ ŀƴƛƭƭƻǎ 
ǇƛǊǊƽƭƛŎƻǎύΦ {Ŝ ƳǳŜǎǘǊŀƴ ǘŀƳōƛŞƴ ƭƻǎ ƎǊǳǇƻǎ ƭŀǘŜǊŀƭŜǎ ƳŜǘƛƭŞƴƛŎƻǎΣ ǾƛƴƝƭƛŎƻǎ ȅ ǇǊƻǇƛƽƴƛŎƻǎ ǳƴƛŘƻǎ ŀ ƭŀ ǇƻǊŦƛǊƛƴŀΦ 

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

coordinación de ligandos. Se deŦƛƴŜ ŜƴǘƻƴŎŜǎ ǳƴ ŜƴǘƻǊƴƻ ƻ άǎƛǘƛƻέ ǇǊƻȄƛƳŀƭ ŀ ƭŀ Ȋƻƴŀ ǉǳŜ 

contiene al denominado quinto sitio de coordinación ȅ ǳƴ ŜƴǘƻǊƴƻ ƻ άsitioέ Řƛǎǘŀƭ ŀ ƭŀ Ȋƻƴŀ ǉǳŜ 

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 άо ǎƻōǊŜ оέ ό3/3); constituido por 3 hélices ʰ 

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

(ver Figura 3). Este grupo de 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] 

 

CƛƎǳǊŀ оΥ tƭŜƎŀƳƛŜƴǘƻ оκо ǘƝǇƛŎƻ ŘŜ Ǝƭƻōƛƴŀǎ όƘŞƭƛŎŜǎ !Σ .Σ 9 Ŝƴ ŀȊǳƭ ȅ CΣ DΣ I Ŝƴ ǊƻƧƻύ Ŏƻƴ Ŝƭ ƎǊǳǇƻ ƘŜƳƻ όŜƴ ƴŜƎǊƻύ 

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 

ŘŜ ƘŜƳƻǇǊƻǘŜƝƴŀǎ ǎŜ ƭƻ ƭƭŀƳŀ άн ǎƻōǊŜ нέ όнκнΣ ǾŜǊ CƛƎǳǊŀ пύΦ  
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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 t²pico de hemoglobinas truncadas (h®lices B, E en azul y G, H en rojo) con su grupo hemo 

(en negro) 

Para diferenciar las distintas hemoglobinas truncadas que posee un mismo organismo 

se las identifica con una letra accesoria: N, O 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 

άŎŀƴŀƭŜǎέ ŘŜ ƳƛƎǊŀŎƛƽƴ[39ς41], 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[36,42ς46] (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 migraci·n (puerta E7, STG8 y LT) observado en general en las 

hemoglobinas truncadas. 

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

mioglobina y hemoglobina [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[48ς50] 

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[51ς55]. 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[18,56ς58]. Por ejemplo, debido a una interacción 

específica con el hierro (llamada retrodonación “), 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]  

9ƴ ƎŜƴŜǊŀƭΣ Ŝǎ Ƙŀōƛǘǳŀƭ ǊŜŦŜǊƛǊǎŜ ŀ ƭŀ άǳƴƛƽƴέ ŘŜƭ ƭƛƎŀƴŘƻ Ŏomo al proceso global que 

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

ƘŜƳƻ ŘŜ ƭŀ ƘŜƳƻǇǊƻǘŜƝƴŀΦ aƛŜƴǘǊŀǎ ǉǳŜ ƭŀ άŘƛǎƻŎƛŀŎƛƽƴέ 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 Ὧ  es la constante cinética (bimolecular) de unión del ligando con la proteína y Ὧ  es 

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

Según la reacción anterior, Ὧ  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, Ὧ  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[61ς64]. 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 (ЎὋ ) 

de la reacción: 

Ὧ
Ὧ Ὕ

Ὤ
Ȣ Ὡ

Ў
  

(I.1) 

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

las constantes de Boltzmann y de Plank, respectivamente. ЎὋ  es el cambio de energía libre 

entre reactivos y el estado de transición de la reacción.  

Por otro lado, ЎὋ  representa una medida del tǊŀōŀƧƻ ǊŜǾŜǊǎƛōƭŜ όƻ ŘŜ άŎƻǎǘƻ 

ŜƴŜǊƎŞǘƛŎƻέύ para que los reactivos arriben a la conformación del estado de transición. En 

ǘŞǊƳƛƴƻǎ ŎƻƭƻǉǳƛŀƭŜǎΣ ǎŜ ƭŜ ǎǳŜƭŜ ŘŜƴƻƳƛƴŀǊ άōŀǊǊŜǊŀέ ŘŜ ŜƴŜǊƎƝŀ ƭƛōǊŜΦ [ŀǎ ǊŜŀŎŎƛƻƴŜǎ que 

tengan mayores ЎὋ  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 Ὧ  y las barreras de la etapa de disociación y 

migración en Ὧ . 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 
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activo, son los principales factores que determinan el valor de Ὧ , y además, los valores de Ὧ  

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 Ὧ  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 

Ὧ , 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 

άŀŦƛƴƛŘŀŘέ ŘŜƭ ƭƛƎŀndo por la proteína como el valor numérico de la constante de equilibrio que 

según la ecuación química planteada adquiere la forma ὑ ὖὶὒ ὖὶ Ȣ ὒϳ , donde la 

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

estas condiciones ὑ ὓ Ὧ Ὧϳ .  

La definición de ὑ  permite tener una noción más concreta de la άafinidadέ 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 ὑ 109 M-1[70], mientras que ὑ 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 ὑ  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 dŜǎǘŀŎŀōƭŜ άŀǾƛŘŜȊέ ŘŜ ƭŀ ƘŜƳƻƎƭƻōƛƴŀ L ŘŜ [Φ 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 Ὧ  para un mismo ligando suelen 

ser menores que las barreras asociadas a Ὧ . 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 Ὧ y Ὕ. 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 Ὧ vs T o ÌÎ Ὧ  vs ρ Ὕϳ ) y por lo tanto para 

las cuales el mecanismo asociado al proceso de estudio sufre una modificación sustancial.[61ς64] 

 Mediciones experimentales de las constantes de 

asociación (▓▫▪  y disociación (▓▫██  

Para medir experimentalmente las constantes cinéticas Ὧ  y Ὧ  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 Ὧ  se realiza a partir de 

la mezcla rápida entre soluciones de ligando y de la proteína[71ς77], 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 Ὧ  se suele usar experimentos denominados 

ŘŜ άŘŜǎǇƭŀȊŀƳƛŜƴǘƻέΤ Ŝƴ ƭƻǎ ŎǳŀƭŜǎ ǳƴ ǎŜƎǳƴŘƻ ƭƛƎŀƴŘƻ ŘŜǎǇƭŀȊŀ ŀƭ ƭƛƎŀƴŘƻ ŘŜ ƛƴǘŜǊŞǎ ŘŜƭ 

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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ŘŜ ǊŜŀŎǘƛǾƻǎΦ [ŀ ŘŜǎǾŜƴǘŀƧŀ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭ ǊŜǎǳƭǘŀ Ŝƴ Ŝƭ ǘƛŜƳǇƻ ŘŜ ƳŜȊŎƭŀŘƻ όƭƭŀƳŀŘƻ άǘƛŜƳǇƻ 

ƳǳŜǊǘƻέύΣ ǉǳŜ Ŝǎ Ŝƭ ǘƛŜƳǇƻ ƳƝƴƛƳƻ ǇŀǊŀ ǉǳŜ ǎŜ Ƴezclen 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).[79ς

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 Ὧ  

y Ὧ  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 

Ὧ  y Ὧ , sin embargo bajo determinadas condiciones se pueden medir independientemente 

cada una de las constantes. 

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

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

conocida de ligando (ὒ ), 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 (ὖὶ ὒ ὸ ) y de proteína (ὖὶ ὸ ) 

estará dada entonces por las siguientes relaciones: 
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ὖὶ ὒ ὸ
ὖὶ Ȣ Ὧ Ȣ ὒ Ȣ ρ Ὡ Ȣ Ȣ

Ὧ Ȣ ὒ Ὧ
 

(I.2) 

ὖὶ ὸ
ὖὶ Ȣ Ὧ Ὧ Ȣ ὒ Ȣ Ὡ Ȣ Ȣ

Ὧ Ȣ ὒ Ὧ
 

(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, ὒ  es constante). 

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

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

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

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

valores de Ë  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 Ὧ Ȣ ὒ  es mucho más grande que el 

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

ὖὶ ὒ ὸ ὖὶ Ȣ ρ Ὡ Ȣ Ȣ  (I.4) 

ὖὶ ὸ ὖὶ Ȣ
ρ

ὑ
Ὡ Ȣ Ȣ  

(I.5) 

Lo anterior muestra que la evolución temporal de las especies intervinientes (ὖὶ ὒ ὸ  y 

ὖὶ ὸ  o equivalentemente, complejo hexacoordinado y pentacoordinado, respectivamente) 

estarán determinadas por el valor de Ὧ Ȣ ὒ  exclusivamente. Este valor se llama constante 

άŀǇŀǊŜƴǘŜέ ŘŜ ƭŀ ǊŜŀŎŎƛƽƴΦ 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 ὒ , es posible entonces obtener el 

valor de Ὧ .  

 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 

ǇǊƻŎŜǎƻ ǉǳŜ ǎŜ ƭƭŀƳŀ άŘŜǎƴŀǘǳǊŀƭƛȊŀŎƛƽƴέ ŘŜ ƭŀ ǇǊƻǘŜƝƴŀ. 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.[85ς87] 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[91ς98] y plantas.[99ς102]  

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[105ς107], a metaloproteínas[108] y en particular a hemoproteínas[109ς111], 

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[112ς115].  

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[70,72,109,116ς
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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 especiaci·n del H2S en soluci·n 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 ЎὋ ) 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.  

 

CƛƎǳǊŀ тΥ ŘƛŀƎǊŀƳŀ ƎŜƴŜǊŀƭ ŘŜ ǳƴ ǇŜǊŦƛƭ ŘŜ ŜƴŜǊƎƝŀ ƭƛōǊŜ ǇŀǊŀ Ŝƭ ǇŀǎŀƧŜ ŘŜ ǊŜŀŎǘƛǾƻǎ όwύ ŀ ǇǊƻŘǳŎǘƻǎ όtύΣ ŀ ǘǊŀǾŞǎ ŘŜ 
ǳƴ ŜǎǘŀŘƻ ŘŜ ǘǊŀƴǎƛŎƛƽƴ ό¢{ύ 

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 άǇƻǊŎƛƽƴ 

ǊŜŀŎǘƛǾŀέ ŘŜƭ ǎƛǎǘŜƳŀ όǊŜƎƛƽƴ Ŝƴ ŘƻƴŘŜ ǎŜ ŦƻǊƳŀƴ ȅ ǎŜ ǊƻƳǇŜƴ ŜƴƭŀŎŜǎύ 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.  

[ƻ ŀƴǘŜǊƛƻǊ Ŝǎ ƭŀ ƛŘŜŀ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭ ŘŜ ƭƻǎ ƳŞǘƻŘƻǎ ŘŜ ǎƛƳǳƭŀŎƛƽƴ ŘŜƴƻƳƛƴŀŘƻǎ άǎŜǎƎŀŘƻǎέΣ 

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 (ὡ ) 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)). 

Ὡ Ў ὰὭά
ᴼ

ộὩ Ớ  (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 ὕ  (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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.a/ .ƛƻƭƻƎȅ нлмрΣ мо όмύΦ 

όоύ  aƻƭŜŎǳƭŀǊ /Ŝƭƭ .ƛƻƭƻƎȅΣ рǘƘ ŜŘΦΤ [ƻŘƛǎƘΣ IΦ CΦΣ 9ŘΦΤ ²ΦIΦ CǊŜŜƳŀƴΥ bŜǿ ƻ̧ǊƪΣ нллуΦ 
όпύ  aƻƭŜŎǳƭŀǊ .ƛƻƭƻƎȅ ƻŦ ǘƘŜ /ŜƭƭΣ пǘƘ ŜŘΦΤ !ƭōŜǊǘǎΣ .ΦΣ 9ŘΦΤ DŀǊƭŀƴŘ {ŎƛŜƴŎŜΥ bŜǿ ¸ƻǊƪΣ нллнΦ 
όрύ  tǊǳǎƛƴŜǊΣ {Φ .Φ tǊƛƻƴ 5ƛǎŜŀǎŜǎ ŀƴŘ /ŜƴǘǊŀƭ bŜǊǾƻǳǎ {ȅǎǘŜƳ 5ŜƎŜƴŜǊŀǘƛƻƴΦ /ƭƛƴƛŎŀƭ wŜǎŜŀǊŎƘ 

мфутΣ ор όоύΣ мттςмфмΦ 
όсύ  !ƎǳȊȊƛΣ !ΦΤ /ŀƭŜƭƭŀΣ !Φ aΦ tǊƛƻƴǎΥ tǊƻǘŜƛƴ !ƎƎǊŜƎŀǘƛƻƴ ŀƴŘ LƴŦŜŎǘƛƻǳǎ 5ƛǎŜŀǎŜǎΦ 

tƘȅǎƛƻƭƻƎƛŎŀƭ wŜǾƛŜǿǎ нллфΣ уф όпύΣ ммлрςммрнΦ 
όтύ  [ǳŎŀǎΣ ²Φ ±ƛǊŀƭ /ŀǇǎƛŘǎ ŀƴŘ 9ƴǾŜƭƻǇŜǎΥ {ǘǊǳŎǘǳǊŜ ŀƴŘ CǳƴŎǘƛƻƴΦ Lƴ 9ƴŎȅŎƭƻǇŜŘƛŀ ƻŦ [ƛŦŜ 

{ŎƛŜƴŎŜǎΤ WƻƘƴ ²ƛƭŜȅ ϧ {ƻƴǎΣ [ǘŘΣ 9ŘΦΤ WƻƘƴ ²ƛƭŜȅ ϧ {ƻƴǎΣ [ǘŘΥ /ƘƛŎƘŜǎǘŜǊΣ ¦YΣ нлмлΦ 
όуύ  {ƘƻǊǎΣ ¢Φ ¦ƴŘŜǊǎǘŀƴŘƛƴƎ ±ƛǊǳǎŜǎΤ WƻƴŜǎ ŀƴŘ .ŀǊǘƭŜǘǘ tǳōƭƛǎƘŜǊǎΥ {ǳŘōǳǊȅΣ aŀǎǎΣ нллфΦ 
όфύ  YŜƴŘǊŜǿΣ WΦ /ΦΤ .ƻŘƻΣ DΦΤ 5ƛƴǘȊƛǎΣ IΦ aΦΤ tŀǊǊƛǎƘΣ wΦ DΦΤ ²ȅŎƪƻŦŦΣ IΦΤ tƘƛƭƭƛǇǎΣ 5Φ /Φ ! ¢ƘǊŜŜπ

5ƛƳŜƴǎƛƻƴŀƭ aƻŘŜƭ ƻŦ ǘƘŜ aȅƻƎƭƻōƛƴ aƻƭŜŎǳƭŜ hōǘŀƛƴŜŘ ōȅ ·πwŀȅ !ƴŀƭȅǎƛǎΦ bŀǘǳǊŜ мфруΣ 
мум όпсмлύΣ сснςсссΦ 

όмлύ  tŜǊǳǘȊΣ aΦ CΦΤ wƻǎǎƳŀƴƴΣ aΦ DΦΤ /ǳƭƭƛǎΣ !Φ CΦΤ aǳƛǊƘŜŀŘΣ IΦΤ ²ƛƭƭΣ DΦΤ bƻǊǘƘΣ !Φ /Φ {ǘǊǳŎǘǳǊŜ 
ƻŦ IŀŜƳƻƎƭƻōƛƴΥ ! ¢ƘǊŜŜπ5ƛƳŜƴǎƛƻƴŀƭ CƻǳǊƛŜǊ {ȅƴǘƘŜǎƛǎ ŀǘ рΦрπ!Φ wŜǎƻƭǳǘƛƻƴΣ hōǘŀƛƴŜŘ 
ōȅ ·πwŀȅ !ƴŀƭȅǎƛǎΦ bŀǘǳǊŜ мфслΣ мур όптммύΣ пмсςпннΦ 

όммύ  .ǊŜŘǘΣ 5Φ {ΦΤ {ƴȅŘŜǊΣ {Φ IΦ bƛǘǊƛŎ hȄƛŘŜΥ ! tƘȅǎƛƻƭƻƎƛŎ aŜǎǎŜƴƎŜǊ aƻƭŜŎǳƭŜΦ !ƴƴǳŀƭ wŜǾƛŜǿ 
ƻŦ .ƛƻŎƘŜƳƛǎǘǊȅ мффпΣ со όмύΣ мтрςмфрΦ 

όмнύ  {ŎƘǳƭȊΣ IΦΤ IŜƴƴŜŎƪŜΣ IΦΤ ¢ƘǀƴȅπaŜȅŜǊΣ [Φ tǊƻǘƻǘȅǇŜ ƻŦ ŀ IŜƳŜ /ƘŀǇŜǊƻƴŜ 9ǎǎŜƴǘƛŀƭ ŦƻǊ 
/ȅǘƻŎƘǊƻƳŜ Ŏ aŀǘǳǊŀǘƛƻƴΦ {ŎƛŜƴŎŜ мффуΣ нум όроулύΣ ммфтςмнллΦ 

όмоύ  IƻǳΣ {ΦΤ [ŀǊǎŜƴΣ wΦ ²ΦΤ .ƻǳŘƪƻΣ 5ΦΤ wƛƭŜȅΣ /Φ ²ΦΤ YŀǊŀǘŀƴΣ 9ΦΤ ½ƛƳƳŜǊΣ aΦΤ hǊŘŀƭΣ DΦ ²ΦΤ !ƭŀƳΣ 
aΦ aȅƻƎƭƻōƛƴπƭƛƪŜ !ŜǊƻǘŀȄƛǎ ¢ǊŀƴǎŘǳŎŜǊǎ ƛƴ !ǊŎƘŀŜŀ ŀƴŘ .ŀŎǘŜǊƛŀΦ bŀǘǳǊŜ нлллΣ пло 
όстсфύΣ рплςрппΦ 

όмпύ  vƛΣ ½ΦΤ IŀƳȊŀΣ LΦΤ hΩ.ǊƛŀƴΣ aΦ wΦ IŜƳŜ Lǎ ŀƴ 9ŦŦŜŎǘƻǊ aƻƭŜŎǳƭŜ ŦƻǊ LǊƻƴπ5ŜǇŜƴŘŜƴǘ 
5ŜƎǊŀŘŀǘƛƻƴ ƻŦ ǘƘŜ .ŀŎǘŜǊƛŀƭ LǊƻƴ wŜǎǇƻƴǎŜ wŜƎǳƭŀǘƻǊ όLǊǊύ tǊƻǘŜƛƴΦ tǊƻŎŜŜŘƛƴƎǎ ƻŦ ǘƘŜ 
bŀǘƛƻƴŀƭ !ŎŀŘŜƳȅ ƻŦ {ŎƛŜƴŎŜǎ мфффΣ фс όноύΣ молрсςмолсмΦ 

όмрύ  9ǇǎǘŜƛƴΣ CΦ IΦΤ IǎƛŀΣ /Φ /Φ ²Φ wŜǎǇƛǊŀǘƻǊȅ CǳƴŎǘƛƻƴ ƻŦ IŜƳƻƎƭƻōƛƴΦ bŜǿ 9ƴƎƭŀƴŘ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ 
aŜŘƛŎƛƴŜ мффуΣ ооу όпύΣ нофςнпуΦ 

όмсύ  tƻǳƭƻǎΣ ¢Φ [Φ IŜƳŜ 9ƴȊȅƳŜ {ǘǊǳŎǘǳǊŜ ŀƴŘ CǳƴŎǘƛƻƴΦ /ƘŜƳƛŎŀƭ wŜǾƛŜǿǎ нлмпΣ ммп όтύΣ офмфς
офснΦ 

όмтύ  tŀƻƭƛΣ aΦΤ aŀǊƭŜǎπ²ǊƛƎƘǘΣ WΦΤ {ƳƛǘƘΣ !Φ {ǘǊǳŎǘǳǊŜςCǳƴŎǘƛƻƴ wŜƭŀǘƛƻƴǎƘƛǇǎ ƛƴ IŜƳŜπtǊƻǘŜƛƴǎΦ 
5b! ŀƴŘ /Ŝƭƭ .ƛƻƭƻƎȅ нллнΣ нм όпύΣ нтмςнулΦ 

όмуύ  .ƛǊǳƪƻǳΣ LΦΤ {ŎƘǿŜŜǊǎΣ wΦ [ΦΤ hƭǎƻƴΣ WΦ {Φ 5ƛǎǘŀƭ IƛǎǘƛŘƛƴŜ {ǘŀōƛƭƛȊŜǎ .ƻǳƴŘ hн ŀƴŘ !Ŏǘǎ ŀǎ ŀ 
DŀǘŜ ŦƻǊ [ƛƎŀƴŘ 9ƴǘǊȅ ƛƴ .ƻǘƘ {ǳōǳƴƛǘǎ ƻŦ !Řǳƭǘ IǳƳŀƴ IŜƳƻƎƭƻōƛƴΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ .ƛƻƭƻƎƛŎŀƭ 
/ƘŜƳƛǎǘǊȅ нлмлΣ нур όмнύΣ ууплςуурпΦ 

όмфύ  {ŎƻǘǘΣ 9Φ 9ΦΤ DƛōǎƻƴΣ vΦ IΦΤ hƭǎƻƴΣ WΦ {Φ aŀǇǇƛƴƎ ǘƘŜ tŀǘƘǿŀȅǎ ŦƻǊ hн 9ƴǘǊȅ Lƴǘƻ ŀƴŘ 9Ȅƛǘ 
ŦǊƻƳ aȅƻƎƭƻōƛƴΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ .ƛƻƭƻƎƛŎŀƭ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ нллмΣ нтс όтύΣ рмттςрмууΦ 

όнлύ  ±ƛƴƻƎǊŀŘƻǾΣ {Φ bΦΤ aƻŜƴǎΣ [Φ 5ƛǾŜǊǎƛǘȅ ƻŦ Dƭƻōƛƴ CǳƴŎǘƛƻƴΥ 9ƴȊȅƳŀǘƛŎΣ ¢ǊŀƴǎǇƻǊǘΣ {ǘƻǊŀƎŜΣ 
ŀƴŘ {ŜƴǎƛƴƎΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ .ƛƻƭƻƎƛŎŀƭ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ нллуΣ нуо όмпύΣ уттоςутттΦ 

όнмύ  !ƴŘŜǊǎŜƴΣ WΦ CΦΤ 5ƛƴƎΣ ·Φ 5ΦΤ .ŀƭŦƻǳǊΣ /ΦΤ {ƘƻƪƘƛǊŜǾŀΣ ¢Φ YΦΤ /ƘŀƳǇŀƎƴŜΣ 5Φ 9ΦΤ ²ŀƭƪŜǊΣ CΦ !ΦΤ 
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aƻƴǘŦƻǊǘΣ ²Φ wΦ YƛƴŜǘƛŎǎ ŀƴŘ 9ǉǳƛƭƛōǊƛŀ ƛƴ [ƛƎŀƴŘ .ƛƴŘƛƴƎ ōȅ bƛǘǊƻǇƘƻǊƛƴǎ мҍпΥ 9ǾƛŘŜƴŎŜ 
ŦƻǊ {ǘŀōƛƭƛȊŀǘƛƻƴ ƻŦ ŀ bƛǘǊƛŎ hȄƛŘŜҍCŜǊǊƛƘŜƳŜ /ƻƳǇƭŜȄ ǘƘǊƻǳƎƘ ŀ [ƛƎŀƴŘπLƴŘǳŎŜŘ 
/ƻƴŦƻǊƳŀǘƛƻƴŀƭ ¢ǊŀǇ ϞΦ .ƛƻŎƘŜƳƛǎǘǊȅ нлллΣ оф όооύΣ млммуςмлмомΦ 

όннύ  aŀǊǘƝΣ aΦ !ΦΤ [ŜōǊŜǊƻΣ aΦ /Φ DΦΤ wƻƛǘōŜǊƎΣ !Φ 9ΦΤ 9ǎǘǊƛƴΣ 5Φ !Φ .ƻƴŘ ƻǊ /ŀƎŜ 9ŦŦŜŎǘΥ Iƻǿ 
bƛǘǊƻǇƘƻǊƛƴǎ ¢ǊŀƴǎǇƻǊǘ ŀƴŘ wŜƭŜŀǎŜ bƛǘǊƛŎ hȄƛŘŜΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ ǘƘŜ !ƳŜǊƛŎŀƴ /ƘŜƳƛŎŀƭ 
{ƻŎƛŜǘȅ нллуΣ мол όрύΣ мсммςмсмуΦ 

όноύ  .ƻƻƴΣ 9Φ aΦΤ aŀǊƭŜǘǘŀΣ aΦ !Φ [ƛƎŀƴŘ 5ƛǎŎǊƛƳƛƴŀǘƛƻƴ ƛƴ {ƻƭǳōƭŜ DǳŀƴȅƭŀǘŜ /ȅŎƭŀǎŜ ŀƴŘ ǘƘŜ 
Iπbh· CŀƳƛƭȅ ƻŦ IŜƳŜ {ŜƴǎƻǊ tǊƻǘŜƛƴǎΦ /ǳǊǊŜƴǘ hǇƛƴƛƻƴ ƛƴ /ƘŜƳƛŎŀƭ .ƛƻƭƻƎȅ нллрΣ ф όрύΣ 
ппмςппсΦ 

όнпύ  tŜǊǳǘȊΣ aΦ CΦΤ tŀƻƭƛΣ aΦΤ [ŜǎƪΣ !Φ aΦ CƛȄ [Σ ŀ IŀŜƳƻƎƭƻōƛƴ ¢Ƙŀǘ !Ŏǘǎ ŀǎ ŀƴ hȄȅƎŜƴ {ŜƴǎƻǊΥ 
{ƛƎƴŀƭƭƛƴƎ aŜŎƘŀƴƛǎƳ ŀƴŘ {ǘǊǳŎǘǳǊŀƭ .ŀǎƛǎ ƻŦ Lǘǎ IƻƳƻƭƻƎȅ ǿƛǘƘ t!{ 5ƻƳŀƛƴǎΦ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ 
ϧ .ƛƻƭƻƎȅ мфффΣ с όммύΣ wнфмςwнфтΦ 

όнрύ  LōǊŀƘƛƳΣ aΦΤ YǳŎƘƛƴǎƪŀǎΣ aΦΤ ƻ̧ǳƴΣ IΦΤ YŜǊōȅΣ wΦ [ΦΤ wƻōŜǊǘǎΣ DΦ tΦΤ tƻǳƭƻǎΣ ¢Φ [ΦΤ {ǇƛǊƻΣ ¢Φ DΦ 
aŜŎƘŀƴƛǎƳ ƻŦ ǘƘŜ /hπ{ŜƴǎƛƴƎ IŜƳŜ tǊƻǘŜƛƴ /ƻƻ!Υ bŜǿ LƴǎƛƎƘǘǎ ŦǊƻƳ ǘƘŜ ¢ǊǳƴŎŀǘŜŘ 
IŜƳŜ 5ƻƳŀƛƴ ŀƴŘ ¦±ww {ǇŜŎǘǊƻǎŎƻǇȅΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ LƴƻǊƎŀƴƛŎ .ƛƻŎƘŜƳƛǎǘǊȅ нллтΣ млм όммς
мнύΣ мттсςмтурΦ 

όнсύ  DǳƳƛŜǊƻΣ !ΦΤ aŜǘŎŀƭŦŜΣ /Φ [ΦΤ tŜŀǊǎƻƴΣ !Φ wΦΤ wŀǾŜƴΣ 9Φ [ΦΤ aƻƻŘȅΣ tΦ /Φ 9Φ bŀǘǳǊŜ ƻŦ ǘƘŜ 
CŜǊǊȅƭ IŜƳŜ ƛƴ /ƻƳǇƻǳƴŘǎ L ŀƴŘ LLΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ .ƛƻƭƻƎƛŎŀƭ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ нлммΣ нус όнύΣ мнслς
мнсуΦ 

όнтύ  hŜǊǘƭƛƴƎΣ ²Φ !ΦΤ YŜŀƴΣ wΦ ¢ΦΤ ²ŜǾŜǊΣ wΦΤ .ŀōŎƻŎƪΣ DΦ ¢Φ CŀŎǘƻǊǎ !ŦŦŜŎǘƛƴƎ ǘƘŜ LǊƻƴπhȄȅƎŜƴ 
±ƛōǊŀǘƛƻƴǎ ƻŦ CŜǊǊƻǳǎ hȄȅ ŀƴŘ CŜǊǊȅƭ hȄƻ IŜƳŜ tǊƻǘŜƛƴǎ ŀƴŘ aƻŘŜƭ /ƻƳǇƻǳƴŘǎΦ 
LƴƻǊƎŀƴƛŎ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ мффлΣ нф όмпύΣ нсооςнспрΦ 

όнуύ  IƻƘŜƴōŜǊƎŜǊΣ WΦΤ wŀȅΣ YΦΤ aŜȅŜǊΣ YΦ ¢ƘŜ .ƛƻƭƻƎȅ ŀƴŘ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ ƻŦ IƛƎƘπ±ŀƭŜƴǘ LǊƻƴςƻȄƻ ŀƴŘ 
LǊƻƴςƴƛǘǊƛŘƻ /ƻƳǇƭŜȄŜǎΦ bŀǘǳǊŜ /ƻƳƳǳƴƛŎŀǘƛƻƴǎ нлмнΣ оΣ тнлΦ 

όнфύ  {ŀǿŀƛΣ IΦΤ aŀƪƛƴƻΣ aΦΤ aƛȊǳǘŀƴƛΣ Φ̧Τ hƘǘŀΣ ¢ΦΤ {ǳƎƛƳƻǘƻΣ IΦΤ ¦ƴƻΣ ¢ΦΤ YŀǿŀŘŀΣ bΦΤ ƻ̧ǎƘƛȊŀǘƻΣ 
YΦΤ YƛǘŀƎŀǿŀΣ ¢ΦΤ {ƘƛǊƻΣ Φ̧ {ǘǊǳŎǘǳǊŀƭ /ƘŀǊŀŎǘŜǊƛȊŀǘƛƻƴ ƻŦ ǘƘŜ tǊƻȄƛƳŀƭ ŀƴŘ 5ƛǎǘŀƭ IƛǎǘƛŘƛƴŜ 
9ƴǾƛǊƻƴƳŜƴǘ ƻŦ /ȅǘƻƎƭƻōƛƴ ŀƴŘ bŜǳǊƻƎƭƻōƛƴΦ .ƛƻŎƘŜƳƛǎǘǊȅ нллрΣ пп όплύΣ монртςмонсрΦ 

όолύ  tŜǎŎŜΣ !ΦΤ bŀǊŘƛƴƛΣ aΦΤ !ǎŎŜƴȊƛΣ tΦΤ DŜǳŜƴǎΣ 9ΦΤ 5ŜǿƛƭŘŜΣ {ΦΤ aƻŜƴǎΣ [ΦΤ .ƻƭƻƎƴŜǎƛΣ aΦΤ wƛƎƎǎΣ 
!Φ CΦΤ IŀƭŜΣ !ΦΤ 5ŜƴƎΣ tΦΤ bƛŜƴƘŀǳǎΣ DΦ ¦ΦΤ hƭǎƻƴΣ WΦ {ΦΤ bƛŜƴƘŀǳǎΣ YΦ ¢ƘǊπ9мм wŜƎǳƭŀǘŜǎ hн 
!ŦŦƛƴƛǘȅ ƛƴ /ŜǊŜōǊŀǘǳƭǳǎ [ŀŎǘŜǳǎ aƛƴƛπIŜƳƻƎƭƻōƛƴΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ .ƛƻƭƻƎƛŎŀƭ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ нллпΣ 
нтф όонύΣ оосснςоостнΦ 

όомύ  wƻǿƭŀƴŘΣ tΦΤ .ƭŀƴŜȅΣ CΦ 9ΦΤ {ƳȅǘƘΣ aΦ DΦΤ WƻƴŜǎΣ WΦ WΦΤ [ŜȅŘƻƴΣ ±Φ wΦΤ hȄōǊƻǿΣ !Φ YΦΤ [ŜǿƛǎΣ /Φ 
WΦΤ ¢ŜƴƴŀƴǘΣ aΦ DΦΤ aƻŘƛΣ {ΦΤ 9ƎƎƭŜǎǘƻƴΣ 5Φ {ΦΤ /ƘŜƴŜǊȅΣ wΦ WΦΤ .ǊƛŘƎŜǎΣ !Φ aΦ /Ǌȅǎǘŀƭ {ǘǊǳŎǘǳǊŜ 
ƻŦ IǳƳŀƴ /ȅǘƻŎƘǊƻƳŜ tпрл н5сΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ .ƛƻƭƻƎƛŎŀƭ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ нллсΣ нум όммύΣ тсмпς
тсннΦ 

όонύ  aŜƭƛƪπ!ŘŀƳȅŀƴΣ ²ΦΤ .ǊŀǾƻΣ WΦΤ /ŀǊǇŜƴŀΣ ·ΦΤ {ǿƛǘŀƭŀΣ WΦΤ aŀǘŞΣ aΦ WΦΤ CƛǘŀΣ LΦΤ [ƻŜǿŜƴΣ tΦ /Φ 
{ǳōǎǘǊŀǘŜ Cƭƻǿ ƛƴ /ŀǘŀƭŀǎŜǎ 5ŜŘǳŎŜŘ ŦǊƻƳ ǘƘŜ /Ǌȅǎǘŀƭ {ǘǊǳŎǘǳǊŜǎ ƻŦ !ŎǘƛǾŜ {ƛǘŜ ±ŀǊƛŀƴǘǎ ƻŦ 
ItLL ŦǊƻƳ 9ǎŎƘŜǊƛŎƘƛŀ /ƻƭƛΦ tǊƻǘŜƛƴǎ нллмΣ пп όоύΣ нтлςнумΦ 

όооύ  YŀƪŀǊΣ {ΦΤ IƻŦŦƳŀƴΣ CΦ DΦΤ {ǘƻǊȊΣ WΦ CΦΤ CŀōƛŀƴΣ aΦΤ IŀǊƎǊƻǾŜΣ aΦ {Φ {ǘǊǳŎǘǳǊŜ ŀƴŘ wŜŀŎǘƛǾƛǘȅ 
ƻŦ IŜȄŀŎƻƻǊŘƛƴŀǘŜ IŜƳƻƎƭƻōƛƴǎΦ .ƛƻǇƘȅǎƛŎŀƭ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ нлмлΣ мрн όмςоύΣ мςмпΦ 

όопύ  .ƛƪƛŜƭΣ 5Φ 9ΦΤ .ƻŜŎƘƛΣ [ΦΤ /ŀǇŜŎŜΣ [ΦΤ /ǊŜǎǇƻΣ !ΦΤ 5Ŝ .ƛŀǎŜΣ tΦ aΦΤ 5ƛ [ŜƭƭŀΣ {ΦΤ DƻƴȊłƭŜȊ 
[ŜōǊŜǊƻΣ aΦ /ΦΤ aŀǊǘƝΣ aΦ !ΦΤ bŀŘǊŀΣ !Φ 5ΦΤ tŜǊƛǎǎƛƴƻǘǘƛΣ [Φ [ΦΤ {ŎƘŜǊƭƛǎΣ 5Φ !ΦΤ 9ǎǘǊƛƴΣ 5Φ !Φ 
aƻŘŜƭƛƴƎ IŜƳŜ tǊƻǘŜƛƴǎ ¦ǎƛƴƎ !ǘƻƳƛǎǘƛŎ {ƛƳǳƭŀǘƛƻƴǎΦ tƘȅǎƛŎŀƭ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ /ƘŜƳƛŎŀƭ 
tƘȅǎƛŎǎΦ нллсΣ у όпуύΣ рсммςрснуΦ 

όорύ  ±ƛƴƻƎǊŀŘƻǾΣ {Φ bΦΤ IƻƻƎŜǿƛƧǎΣ 5ΦΤ .ŀƛƭƭȅΣ ·ΦΤ aƛȊǳƎǳŎƘƛΣ YΦΤ 5ŜǿƛƭŘŜΣ {ΦΤ aƻŜƴǎΣ [ΦΤ 
±ŀƴŦƭŜǘŜǊŜƴΣ WΦ wΦ ! aƻŘŜƭ ƻŦ Dƭƻōƛƴ 9ǾƻƭǳǘƛƻƴΦ DŜƴŜ нллтΣ офу όмςнύΣ монςмпнΦ 

όосύ  aƛƭŀƴƛΣ aΦΤ tŜǎŎŜΣ !ΦΤ bŀǊŘƛƴƛΣ aΦΤ hǳŜƭƭŜǘΣ IΦΤ hǳŜƭƭŜǘΣ Φ̧Τ 5ŜǿƛƭŘŜΣ {ΦΤ .ƻŎŜŘƛΣ !ΦΤ !ǎŎŜƴȊƛΣ 
tΦΤ DǳŜǊǘƛƴΣ aΦΤ aƻŜƴǎΣ [Φ {ǘǊǳŎǘǳǊŀƭ .ŀǎŜǎ ŦƻǊ IŜƳŜ .ƛƴŘƛƴƎ ŀƴŘ 5ƛŀǘƻƳƛŎ [ƛƎŀƴŘ 
wŜŎƻƎƴƛǘƛƻƴ ƛƴ ¢ǊǳƴŎŀǘŜŘ IŜƳƻƎƭƻōƛƴǎΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ LƴƻǊƎŀƴƛŎ .ƛƻŎƘŜƳƛǎǘǊȅ нллрΣ фф όмύΣ 
фтςмлфΦ 

όотύ  ²ƛǘǘŜƴōŜǊƎΣ WΦ .ΦΤ .ƻƭƻƎƴŜǎƛΣ aΦΤ ²ƛǘǘŜƴōŜǊƎΣ .Φ !ΦΤ DǳŜǊǘƛƴΣ aΦ ¢ǊǳƴŎŀǘŜŘ IŜƳƻƎƭƻōƛƴǎΥ 
! bŜǿ CŀƳƛƭȅ ƻŦ IŜƳƻƎƭƻōƛƴǎ ²ƛŘŜƭȅ 5ƛǎǘǊƛōǳǘŜŘ ƛƴ .ŀŎǘŜǊƛŀΣ ¦ƴƛŎŜƭƭǳƭŀǊ 9ǳƪŀǊȅƻǘŜǎΣ ŀƴŘ 
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tƭŀƴǘǎΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ .ƛƻƭƻƎƛŎŀƭ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ нллнΣ нтт όнύΣ утмςутпΦ 
όоуύ  YǊŀǳǎΣ 5Φ ²ΦΤ ²ƛǘǘŜƴōŜǊƎΣ WΦ .Φ IŜƳƻƎƭƻōƛƴǎ ƻŦ ǘƘŜ [ǳŎƛƴŀ tŜŎǘƛƴŀǘŀκōŀŎǘŜǊƛŀ {ȅƳōƛƻǎƛǎΦ LΦ 

aƻƭŜŎǳƭŀǊ tǊƻǇŜǊǘƛŜǎΣ YƛƴŜǘƛŎǎ ŀƴŘ 9ǉǳƛƭƛōǊƛŀ ƻŦ wŜŀŎǘƛƻƴǎ ǿƛǘƘ [ƛƎŀƴŘǎΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ 
.ƛƻƭƻƎƛŎŀƭ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ мффлΣ нср όнтύΣ мслпоςмслроΦ 

όофύ  aƛƭŀƴƛΣ aΦ aȅŎƻōŀŎǘŜǊƛǳƳ ¢ǳōŜǊŎǳƭƻǎƛǎ IŜƳƻƎƭƻōƛƴ b 5ƛǎǇƭŀȅǎ ŀ tǊƻǘŜƛƴ ¢ǳƴƴŜƭ {ǳƛǘŜŘ 
ŦƻǊ hн 5ƛŦŦǳǎƛƻƴ ǘƻ ǘƘŜ IŜƳŜΦ ¢ƘŜ 9a.h WƻǳǊƴŀƭ нллмΣ нл όмрύΣ офлнςофлфΦ 

όплύ  9ƭōŜǊΣ wΦ [ƛƎŀƴŘ 5ƛŦŦǳǎƛƻƴ ƛƴ DƭƻōƛƴǎΥ {ƛƳǳƭŀǘƛƻƴǎ ǾŜǊǎǳǎ 9ȄǇŜǊƛƳŜƴǘΦ /ǳǊǊŜƴǘ hǇƛƴƛƻƴ ƛƴ 
{ǘǊǳŎǘǳǊŀƭ .ƛƻƭƻƎȅ нлмлΣ нл όнύΣ мснςмстΦ 

όпмύ  tŜǊǳǘȊΣ aΦ CΦΤ aŀǘƘŜǿǎΣ CΦ {Φ !ƴ ·πwŀȅ {ǘǳŘȅ ƻŦ !ȊƛŘŜ aŜǘƘŀŜƳƻƎƭƻōƛƴΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ 
aƻƭŜŎǳƭŀǊ .ƛƻƭƻƎȅ мфссΣ нм όмύΣ мффςнлнΦ 

όпнύ  .ƻǊƻƴΣ LΦΤ .ǳǎǘŀƳŀƴǘŜΣ WΦ tΦΤ 5ŀǾƛŘƎŜΣ YΦ {ΦΤ {ƛƴƎƘΣ {ΦΤ .ƻǿƳŀƴΣ [Φ !ΦΤ ¢ƛƴŀƧŜǊƻπ¢ǊŜƧƻΣ aΦΤ 
/ŀǊōŀƭƭŀƭΣ {ΦΤ wŀŘƛΣ wΦΤ tƻƻƭŜΣ wΦ YΦΤ 5ƛƪǎƘƛǘΣ YΦΤ 9ǎǘǊƛƴΣ 5Φ !ΦΤ aŀǊǘƛΣ aΦ !ΦΤ .ƻŜŎƘƛΣ [Φ [ƛƎŀƴŘ 
¦ǇǘŀƪŜ ƛƴ aȅŎƻōŀŎǘŜǊƛǳƳ ¢ǳōŜǊŎǳƭƻǎƛǎ ¢ǊǳƴŎŀǘŜŘ IŜƳƻƎƭƻōƛƴǎ Lǎ /ƻƴǘǊƻƭƭŜŘ ōȅ .ƻǘƘ 
LƴǘŜǊƴŀƭ ¢ǳƴƴŜƭǎ ŀƴŘ !ŎǘƛǾŜ {ƛǘŜ ²ŀǘŜǊ aƻƭŜŎǳƭŜǎΦ CмлллwŜǎŜŀǊŎƘ нлмрΦ 

όпоύ  /ǊŜǎǇƻΣ !ΦΤ aŀǊǘƝΣ aΦ !ΦΤ YŀƭƪƻΣ {Φ DΦΤ aƻǊǊŜŀƭŜΣ !ΦΤ hǊƻȊŎƻΣ aΦΤ DŜƭǇƛΣ WΦ [ΦΤ [ǳǉǳŜΣ CΦ WΦΤ 
9ǎǘǊƛƴΣ 5Φ !Φ ¢ƘŜƻǊŜǘƛŎŀƭ {ǘǳŘȅ ƻŦ ǘƘŜ ¢ǊǳƴŎŀǘŜŘ IŜƳƻƎƭƻōƛƴ IōbΥ 9ȄǇƭƻǊƛƴƎ ǘƘŜ aƻƭŜŎǳƭŀǊ 
.ŀǎƛǎ ƻŦ ǘƘŜ bh 5ŜǘƻȄƛŦƛŎŀǘƛƻƴ aŜŎƘŀƴƛǎƳΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ ǘƘŜ !ƳŜǊƛŎŀƴ /ƘŜƳƛŎŀƭ {ƻŎƛŜǘȅΦ 
нллрΣ мнт όмнύΣ ппооςппппΦ 

όппύ  CŀōƻȊȊƛΣ DΦΤ !ǎŎŜƴȊƛΣ tΦΤ wŜƴȊƛΣ {Φ 5ΦΤ ±ƛǎŎŀΣ tΦ ¢ǊǳƴŎŀǘŜŘ IŜƳƻƎƭƻōƛƴ Dƭōh ŦǊƻƳ 
aȅŎƻōŀŎǘŜǊƛǳƳ [ŜǇǊŀŜ !ƭƭŜǾƛŀǘŜǎ bƛǘǊƛŎ hȄƛŘŜ ¢ƻȄƛŎƛǘȅΦ aƛŎǊƻōƛŀƭ tŀǘƘƻƎŜƴŜǎƛǎ нллсΣ пл 
όрύΣ нммςннлΦ 

όпрύ  .ƻŜŎƘƛΣ [ΦΤ aŀƷŜȊΣ tΦ !ΦΤ [ǳǉǳŜΣ CΦ WΦΤ aŀǊǘƛΣ aΦ !ΦΤ 9ǎǘǊƛƴΣ 5Φ !Φ ¦ƴǊŀǾŜƭƛƴƎ ǘƘŜ aƻƭŜŎǳƭŀǊ 
.ŀǎƛǎ ŦƻǊ [ƛƎŀƴŘ .ƛƴŘƛƴƎ ƛƴ ¢ǊǳƴŎŀǘŜŘ IŜƳƻƎƭƻōƛƴǎΥ ¢ƘŜ ǘǊIōh .ŀŎƛƭƭǳǎ {ǳōǘƛƭƛǎ /ŀǎŜΦ 
tǊƻǘŜƛƴǎΥ {ǘǊǳŎǘǳǊŜΣ CǳƴŎǘƛƻƴΣ ŀƴŘ .ƛƻƛƴŦƻǊƳŀǘƛŎǎ нлмлΣ ту όпύΣ фснςфтлΦ 

όпсύ  .ƛŘƻƴπ/ƘŀƴŀƭΣ !ΦΤ aŀǊǘƝΣ aΦ !ΦΤ /ǊŜǎǇƻΣ !ΦΤ aƛƭŀƴƛΣ aΦΤ hǊƻȊŎƻΣ aΦΤ .ƻƭƻƎƴŜǎƛΣ aΦΤ [ǳǉǳŜΣ 
CΦ WΦΤ 9ǎǘǊƛƴΣ 5Φ !Φ [ƛƎŀƴŘπLƴŘǳŎŜŘ 5ȅƴŀƳƛŎŀƭ wŜƎǳƭŀǘƛƻƴ ƻŦ bh /ƻƴǾŜǊǎƛƻƴ ƛƴ 
aȅŎƻōŀŎǘŜǊƛǳƳ ¢ǳōŜǊŎǳƭƻǎƛǎ ¢ǊǳƴŎŀǘŜŘ IŜƳƻƎƭƻōƛƴπbΦ tǊƻǘŜƛƴǎΥ {ǘǊǳŎǘǳǊŜΣ CǳƴŎǘƛƻƴΣ ŀƴŘ 
.ƛƻƛƴŦƻǊƳŀǘƛŎǎ нллсΣ сп όнύΣ пртςпспΦ 

όптύ  .ƻŜŎƘƛΣ [ΦΤ !ǊǊŀǊΣ aΦΤ aŀǊǘƛΣ aΦ !ΦΤ hƭǎƻƴΣ WΦ {ΦΤ wƻƛǘōŜǊƎΣ !Φ 9ΦΤ 9ǎǘǊƛƴΣ 5Φ !Φ IȅŘǊƻǇƘƻōƛŎ 
9ŦŦŜŎǘ 5ǊƛǾŜǎ hȄȅƎŜƴ ¦ǇǘŀƪŜ ƛƴ aȅƻƎƭƻōƛƴ Ǿƛŀ IƛǎǘƛŘƛƴŜ 9тΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ .ƛƻƭƻƎƛŎŀƭ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ 
нлмоΣ нуу όфύΣ стрпςстснΦ 

όпуύ  hǳŜƭƭŜǘΣ IΦΤ aƛƭŀƴƛΣ aΦΤ [ŀ.ŀǊǊŜΣ aΦΤ .ƻƭƻƎƴŜǎƛΣ aΦΤ /ƻǳǘǳǊŜΣ aΦΤ DǳŜǊǘƛƴΣ aΦ ¢ƘŜ wƻƭŜǎ ƻŦ 
¢ȅǊό/5мύ ŀƴŘ ¢ǊǇόDуύ ƛƴ aȅŎƻōŀŎǘŜǊƛǳƳ ¢ǳōŜǊŎǳƭƻǎƛǎ ¢ǊǳƴŎŀǘŜŘ IŜƳƻƎƭƻōƛƴ h ƛƴ [ƛƎŀƴŘ 
.ƛƴŘƛƴƎ ŀƴŘ ƻƴ ǘƘŜ IŜƳŜ 5ƛǎǘŀƭ {ƛǘŜ !ǊŎƘƛǘŜŎǘǳǊŜ Ϟ Σ ϟΦ .ƛƻŎƘŜƳƛǎǘǊȅ нллтΣ пс όпмύΣ ммпплς
ммпрлΦ 

όпфύ  .ƻŜŎƘƛΣ [ΦΤ aŀǊǘƝΣ aΦ !ΦΤ aƛƭŀƴƛΣ aΦΤ .ƻƭƻƎƴŜǎƛΣ aΦΤ [ǳǉǳŜΣ CΦ WΦΤ 9ǎǘǊƛƴΣ 5Φ !Φ {ǘǊǳŎǘǳǊŀƭ 
5ŜǘŜǊƳƛƴŀƴǘǎ ƻŦ [ƛƎŀƴŘ aƛƎǊŀǘƛƻƴ ƛƴ aȅŎƻōŀŎǘŜǊƛǳƳ ¢ǳōŜǊŎǳƭƻǎƛǎ ¢ǊǳƴŎŀǘŜŘ IŜƳƻƎƭƻōƛƴ 
hΦ tǊƻǘŜƛƴǎΥ {ǘǊǳŎǘǳǊŜΣ CǳƴŎǘƛƻƴΣ ŀƴŘ .ƛƻƛƴŦƻǊƳŀǘƛŎǎ нллуΣ то όнύΣ отнςотфΦ 

όрлύ  DǳŀƭƭŀǊΣ ±ΦΤ [ǳΣ /ΦΤ .ƻǊǊŜƭƭƛΣ YΦΤ 9ƎŀǿŀΣ ¢ΦΤ ¸ŜƘΣ {ΦπwΦ [ƛƎŀƴŘ aƛƎǊŀǘƛƻƴ ƛƴ ǘƘŜ ¢ǊǳƴŎŀǘŜŘ 
IŜƳƻƎƭƻōƛƴπLL ŦǊƻƳ aȅŎƻōŀŎǘŜǊƛǳƳ ¢ǳōŜǊŎǳƭƻǎƛǎΥ ǘƘŜ ǊƻƭŜ ƻŦ Dу ǘǊȅǇǘƻǇƘŀƴΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ 
.ƛƻƭƻƎƛŎŀƭ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ нллфΣ нуп όрύΣ омлсςоммсΦ 

όрмύ  [ƛΣ ½ΦΤ [ŀȊŀǊƛŘƛǎΣ ¢Φ ¢ƘŜ 9ŦŦŜŎǘ ƻŦ ²ŀǘŜǊ 5ƛǎǇƭŀŎŜƳŜƴǘ ƻƴ .ƛƴŘƛƴƎ ¢ƘŜǊƳƻŘȅƴŀƳƛŎǎΥ 
/ƻƴŎŀƴŀǾŀƭƛƴ !Φ ¢ƘŜ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ tƘȅǎƛŎŀƭ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ . нллрΣ млф όмύΣ сснςстлΦ 

όрнύ  [ƛΣ ½ΦΤ [ŀȊŀǊƛŘƛǎΣ ¢Φ ¢ƘŜǊƳƻŘȅƴŀƳƛŎ /ƻƴǘǊƛōǳǘƛƻƴǎ ƻŦ ǘƘŜ hǊŘŜǊŜŘ ²ŀǘŜǊ aƻƭŜŎǳƭŜ ƛƴ IL±πм 
tǊƻǘŜŀǎŜΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ ǘƘŜ !ƳŜǊƛŎŀƴ /ƘŜƳƛŎŀƭ {ƻŎƛŜǘȅ нллоΣ мнр όннύΣ ссосςссотΦ 

όроύ  aƛŎƘŜƭΣ WΦΤ ¢ƛǊŀŘƻπwƛǾŜǎΣ WΦΤ WƻǊƎŜƴǎŜƴΣ ²Φ [Φ tǊŜŘƛŎǘƛƻƴ ƻŦ ǘƘŜ ²ŀǘŜǊ /ƻƴǘŜƴǘ ƛƴ tǊƻǘŜƛƴ 
.ƛƴŘƛƴƎ {ƛǘŜǎΦ ¢ƘŜ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ tƘȅǎƛŎŀƭ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ . нллфΣ ммо όплύΣ мооотςмоопсΦ 

όрпύ  !ōŜƭΣ wΦΤ ¸ƻǳƴƎΣ ¢ΦΤ CŀǊƛŘΣ wΦΤ .ŜǊƴŜΣ .Φ WΦΤ CǊƛŜǎƴŜǊΣ wΦ !Φ wƻƭŜ ƻŦ ǘƘŜ !ŎǘƛǾŜπ{ƛǘŜ {ƻƭǾŜƴǘ ƛƴ 
ǘƘŜ ¢ƘŜǊƳƻŘȅƴŀƳƛŎǎ ƻŦ CŀŎǘƻǊ ·ŀ [ƛƎŀƴŘ .ƛƴŘƛƴƎΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ ǘƘŜ !ƳŜǊƛŎŀƴ /ƘŜƳƛŎŀƭ 
{ƻŎƛŜǘȅ нллуΣ мол όфύΣ нумтςнуомΦ 

όррύ  {ŎƘƳƛŘǘƪŜΣ tΦΤ [ǳǉǳŜΣ CΦ WΦΤ aǳǊǊŀȅΣ WΦ .ΦΤ .ŀǊǊƛƭΣ ·Φ {ƘƛŜƭŘŜŘ IȅŘǊƻƎŜƴ .ƻƴŘǎ ŀǎ {ǘǊǳŎǘǳǊŀƭ 
5ŜǘŜǊƳƛƴŀƴǘǎ ƻŦ .ƛƴŘƛƴƎ YƛƴŜǘƛŎǎΥ !ǇǇƭƛŎŀǘƛƻƴ ƛƴ 5ǊǳƎ 5ŜǎƛƎƴΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ ǘƘŜ !ƳŜǊƛŎŀƴ 
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/ƘŜƳƛŎŀƭ {ƻŎƛŜǘȅ нлммΣ моо όпсύΣ муфлоςмуфмлΦ 
όрсύ  !ǊǊƻȅƻ aŀƷŜȊΣ tΦΤ [ǳΣ /ΦΤ .ƻŜŎƘƛΣ [ΦΤ aŀǊǘƝΣ aΦ !ΦΤ {ƘŜǇƘŜǊŘΣ aΦΤ ²ƛƭǎƻƴΣ WΦ [ΦΤ tƻƻƭŜΣ wΦ YΦΤ 

[ǳǉǳŜΣ CΦ WΦΤ ¸ŜƘΣ {ΦπwΦΤ 9ǎǘǊƛƴΣ 5Φ !Φ wƻƭŜ ƻŦ ǘƘŜ 5ƛǎǘŀƭ IȅŘǊƻƎŜƴπ.ƻƴŘƛƴƎ bŜǘǿƻǊƪ ƛƴ 
wŜƎǳƭŀǘƛƴƎ hȄȅƎŜƴ !ŦŦƛƴƛǘȅ ƛƴ ǘƘŜ ¢ǊǳƴŎŀǘŜŘ IŜƳƻƎƭƻōƛƴ LLL ŦǊƻƳ /ŀƳǇȅƭƻōŀŎǘŜǊ WŜƧǳƴƛΦ 
.ƛƻŎƘŜƳƛǎǘǊȅ нлммΣ рл όмфύΣ офпсςофрсΦ 

όртύ  aŀǊǘƝΣ aΦ !ΦΤ /ŀǇŜŎŜΣ [ΦΤ .ƛƪƛŜƭΣ 5Φ 9ΦΤ CŀƭŎƻƴŜΣ .ΦΤ 9ǎǘǊƛƴΣ 5Φ !Φ hȄȅƎŜƴ !ŦŦƛƴƛǘȅ /ƻƴǘǊƻƭƭŜŘ 
ōȅ 5ȅƴŀƳƛŎŀƭ 5ƛǎǘŀƭ /ƻƴŦƻǊƳŀǘƛƻƴǎΥ ¢ƘŜ {ƻȅōŜŀƴ [ŜƎƘŜƳƻƎƭƻōƛƴ ŀƴŘ ǘƘŜ tŀǊŀƳŜŎƛǳƳ 
/ŀǳŘŀǘǳƳ IŜƳƻƎƭƻōƛƴ /ŀǎŜǎΦ tǊƻǘŜƛƴǎΥ {ǘǊǳŎǘǳǊŜΣ CǳƴŎǘƛƻƴΣ ŀƴŘ .ƛƻƛƴŦƻǊƳŀǘƛŎǎ нллтΣ су 
όнύΣ пулςпутΦ 

όруύ  .ƻǳōŜǘŀΣ CΦ aΦΤ .ŀǊƛΣ {Φ 9ΦΤ 9ǎǘǊƛƴΣ 5Φ !ΦΤ .ƻŜŎƘƛΣ [Φ !ŎŎŜǎǎ ŀƴŘ .ƛƴŘƛƴƎ ƻŦ I н { ǘƻ 
IŜƳŜǇǊƻǘŜƛƴǎΥ ¢ƘŜ /ŀǎŜ ƻŦ IōL ƻŦ [ǳŎƛƴŀ tŜŎǘƛƴŀǘŀΦ ¢ƘŜ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ tƘȅǎƛŎŀƭ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ . 
нлмсΣ мнл όосύΣ фспнςфсроΦ 

όрфύ  !ǊŎƻƴΣ WΦ tΦΤ wƻǎƛΣ tΦΤ tŜǘǊǳƪΣ !Φ !ΦΤ aŀǊǘƛΣ aΦ !ΦΤ 9ǎǘǊƛƴΣ 5Φ !Φ aƻƭŜŎǳƭŀǊ aŜŎƘŀƴƛǎƳ ƻŦ 
aȅƻƎƭƻōƛƴ !ǳǘƻȄƛŘŀǘƛƻƴΥ LƴǎƛƎƘǘǎ ŦǊƻƳ /ƻƳǇǳǘŜǊ {ƛƳǳƭŀǘƛƻƴǎΦ ¢ƘŜ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ tƘȅǎƛŎŀƭ 
/ƘŜƳƛǎǘǊȅ . нлмрΣ ммф όрύΣ мулнςмумоΦ 

όслύ  .ƛƪƛŜƭΣ 5Φ 9ΦΤ CƻǊǘƛΣ CΦΤ .ƻŜŎƘƛΣ [ΦΤ bŀǊŘƛƴƛΣ aΦΤ [ǳǉǳŜΣ CΦ WΦΤ aŀǊǘƝΣ aΦ !ΦΤ 9ǎǘǊƛƴΣ 5Φ !Φ wƻƭŜ ƻŦ 
IŜƳŜ 5ƛǎǘƻǊǘƛƻƴ ƻƴ hȄȅƎŜƴ !ŦŦƛƴƛǘȅ ƛƴ IŜƳŜ tǊƻǘŜƛƴǎΥ ¢ƘŜ tǊƻǘƻƎƭƻōƛƴ /ŀǎŜΦ ¢ƘŜ WƻǳǊƴŀƭ 
ƻŦ tƘȅǎƛŎŀƭ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ . нлмлΣ ммп όнрύΣ уросςурпоΦ 

όсмύ  aŀȅƻǊΣ ¦ΦΤ WƻƘƴǎƻƴΣ /Φ aΦΤ 5ŀƎƎŜǘǘΣ ±ΦΤ CŜǊǎƘǘΣ !Φ wΦ tǊƻǘŜƛƴ CƻƭŘƛƴƎ ŀƴŘ ¦ƴŦƻƭŘƛƴƎ ƛƴ 
aƛŎǊƻǎŜŎƻƴŘǎ ǘƻ bŀƴƻǎŜŎƻƴŘǎ ōȅ 9ȄǇŜǊƛƳŜƴǘ ŀƴŘ {ƛƳǳƭŀǘƛƻƴΦ tǊƻŎŜŜŘƛƴƎǎ ƻŦ ǘƘŜ 
bŀǘƛƻƴŀƭ !ŎŀŘŜƳȅ ƻŦ {ŎƛŜƴŎŜǎ нлллΣ фт όнрύΣ мормуςморннΦ 

όснύ  {ƘŀǊƳŀΣ DΦΤ CƛǊǎǘΣ 9Φ !Φ ¢ƘŜǊƳƻŘȅƴŀƳƛŎ !ƴŀƭȅǎƛǎ wŜǾŜŀƭǎ ŀ ¢ŜƳǇŜǊŀǘǳǊŜπ5ŜǇŜƴŘŜƴǘ 
/ƘŀƴƎŜ ƛƴ ǘƘŜ /ŀǘŀƭȅǘƛŎ aŜŎƘŀƴƛǎƳ ƻŦ .ŀŎƛƭƭǳǎ {ǘŜŀǊƻǘƘŜǊƳƻǇƘƛƭǳǎ ¢ȅǊƻǎȅƭπǘwb! 
{ȅƴǘƘŜǘŀǎŜΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ .ƛƻƭƻƎƛŎŀƭ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ нллфΣ нуп όтύΣ пмтфςпмфлΦ 

όсоύ  YǿƻƴΣ YΦΤ {ǘǊŜŀƪŜǊΣ 9Φ 5ΦΤ .ŜŎƪŜǘǘΣ 5Φ .ƛƴŘƛƴƎ {ǇŜŎƛŦƛŎƛǘȅ ŀƴŘ ǘƘŜ [ƛƎŀƴŘ 5ƛǎǎƻŎƛŀǘƛƻƴ 
tǊƻŎŜǎǎ ƛƴ ǘƘŜ 9Φ /ƻƭƛ .ƛƻǘƛƴ IƻƭƻŜƴȊȅƳŜ {ȅƴǘƘŜǘŀǎŜΦ tǊƻǘŜƛƴ {ŎƛŜƴŎŜ нллфΣ мм όоύΣ рруς
ртлΦ 

όспύ  DǳƭΣ {ΦΤ aŜƭƭƻǊΣ DΦ ²ΦΤ ¢ƘƻƳŀǎΣ 9Φ ²ΦΤ .ǊƻŎƪƭŜƘǳǊǎǘΣ YΦ ¢ŜƳǇŜǊŀǘǳǊŜπ5ŜǇŜƴŘŜƴŎŜǎ ƻŦ ǘƘŜ 
YƛƴŜǘƛŎǎ ƻŦ wŜŀŎǘƛƻƴǎ ƻŦ tŀǇŀƛƴ ŀƴŘ !ŎǘƛƴƛŘƛƴ ǿƛǘƘ ŀ {ŜǊƛŜǎ ƻŦ wŜŀŎǘƛǾƛǘȅ tǊƻōŜǎ 5ƛŦŦŜǊƛƴƎ 
ƛƴ YŜȅ aƻƭŜŎǳƭŀǊ wŜŎƻƎƴƛǘƛƻƴ CŜŀǘǳǊŜǎΦ .ƛƻŎƘŜƳƛŎŀƭ WƻǳǊƴŀƭ нллсΣ офс όмύΣ мтςнмΦ 

όсрύ  CƻǊǘƛΣ CΦΤ .ƻŜŎƘƛΣ [ΦΤ 9ǎǘǊƛƴΣ 5Φ !ΦΤ aŀǊǘƛΣ aΦ !Φ /ƻƳǇŀǊƛƴƎ ŀƴŘ /ƻƳōƛƴƛƴƎ LƳǇƭƛŎƛǘ [ƛƎŀƴŘ 
{ŀƳǇƭƛƴƎ ǿƛǘƘ aǳƭǘƛǇƭŜ {ǘŜŜǊŜŘ aƻƭŜŎǳƭŀǊ 5ȅƴŀƳƛŎǎ ǘƻ {ǘǳŘȅ [ƛƎŀƴŘ aƛƎǊŀǘƛƻƴ tǊƻŎŜǎǎŜǎ 
ƛƴ IŜƳŜ tǊƻǘŜƛƴǎΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ /ƻƳǇǳǘŀǘƛƻƴŀƭ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ нлммΣ он όмлύΣ ннмфςнномΦ 

όссύ  .ǳǎǘŀƳŀƴǘŜΣ WΦ tΦΤ wŀŘǳǎƪȅΣ [ΦΤ .ƻŜŎƘƛΣ [ΦΤ 9ǎǘǊƛƴΣ 5Φ !ΦΤ ǘŜƴ IŀǾŜΣ !ΦΤ aŀǊǘƝΣ aΦ !Φ 
9ǾƻƭǳǘƛƻƴŀǊȅ ŀƴŘ CǳƴŎǘƛƻƴŀƭ wŜƭŀǘƛƻƴǎƘƛǇǎ ƛƴ ǘƘŜ ¢ǊǳƴŎŀǘŜŘ IŜƳƻƎƭƻōƛƴ CŀƳƛƭȅΦ t[h{ 
/ƻƳǇǳǘŀǘƛƻƴŀƭ .ƛƻƭƻƎȅ нлмсΣ мн όмύΣ ŜмллптлмΦ 

όстύ  .ǳǎǘŀƳŀƴǘŜΣ WΦ tΦΤ {ȊǊŜǘǘŜǊΣ aΦ 9ΦΤ {ǳŜŘΣ aΦΤ aŀǊǘƝΣ aΦ !ΦΤ 9ǎǘǊƛƴΣ 5Φ !ΦΤ .ƻŜŎƘƛΣ [Φ ! 
vǳŀƴǘƛǘŀǘƛǾŜ aƻŘŜƭ ŦƻǊ hȄȅƎŜƴ ¦ǇǘŀƪŜ ŀƴŘ wŜƭŜŀǎŜ ƛƴ ŀ CŀƳƛƭȅ ƻŦ IŜƳŜǇǊƻǘŜƛƴǎΦ 
.ƛƻƛƴŦƻǊƳŀǘƛŎǎ нлмсΣ ōǘǿлуоΦ 

όсуύ  DƘƻǎƘΣ !Φ ¢ƘŜ {ƳŀƭƭŜǎǘ .ƛƻƳƻƭŜŎǳƭŜǎΥ 5ƛŀǘƻƳƛŎǎ ŀƴŘ ¢ƘŜƛǊ LƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴǎ ǿƛǘƘ IŜƳŜ 
tǊƻǘŜƛƴǎΤ 9ƭǎŜǾƛŜǊΥ !ƳǎǘŜǊŘŀƳΤ [ƻƴŘƻƴΣ нллуΦ 

όсфύ  5Ω!ƳƛŎƻΣ {Φ !ŎǘƛǾƛǘȅπ{ǘŀōƛƭƛǘȅ wŜƭŀǘƛƻƴǎƘƛǇǎ ƛƴ 9ȄǘǊŜƳƻǇƘƛƭƛŎ 9ƴȊȅƳŜǎΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ .ƛƻƭƻƎƛŎŀƭ 
/ƘŜƳƛǎǘǊȅ нллоΣ нту όмлύΣ туфмςтуфсΦ 

όтлύ  tƛŜǘǊƛΣ wΦΤ wƻƳłƴπaƻǊŀƭŜǎΣ 9ΦΤ [ƽǇŜȊπDŀǊǊƛƎŀΣ WΦ IȅŘǊƻƎŜƴ {ǳƭŦƛŘŜ ŀƴŘ IŜƳŜǇǊƻǘŜƛƴǎΥ 
YƴƻǿƭŜŘƎŜ ŀƴŘ aȅǎǘŜǊƛŜǎΦ !ƴǘƛƻȄƛŘŀƴǘǎ ϧ wŜŘƻȄ {ƛƎƴŀƭƛƴƎ нлммΣ мр όнύΣ офоςплпΦ 

όтмύ  .ƛŜȊŀΣ {Φ !ΦΤ .ƻǳōŜǘŀΣ CΦΤ CŜƛǎΣ !ΦΤ {ƳǳƭŜǾƛŎƘΣ DΦΤ 9ǎǘǊƛƴΣ 5Φ !ΦΤ .ƻŜŎƘƛΣ [ΦΤ .ŀǊƛΣ {Φ 9Φ wŜŀŎǘƛǾƛǘȅ 
ƻŦ LƴƻǊƎŀƴƛŎ {ǳƭŦƛŘŜ {ǇŜŎƛŜǎ ǘƻǿŀǊŘ ŀ IŜƳŜ tǊƻǘŜƛƴ aƻŘŜƭΦ LƴƻǊƎŀƴƛŎ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ нлмрΣ рп 
όнύΣ рнтςрооΦ 

όтнύ  tƛŜǘǊƛΣ wΦΤ [ŜǿƛǎΣ !ΦΤ [ŜƽƴΣ wΦ DΦΤ /ŀǎŀōƻƴŀΣ DΦΤ YƛƎŜǊΣ [ΦΤ ¸ŜƘΣ {ΦπwΦΤ CŜǊƴŀƴŘŜȊπ!ƭōŜǊǘƛΣ {ΦΤ 
aŀǊŘŜƴΣ aΦ /ΦΤ /ŀŘƛƭƭŀΣ /Φ [ΦΤ [ƽǇŜȊπDŀǊǊƛƎŀΣ WΦ CŀŎǘƻǊǎ /ƻƴǘǊƻƭƭƛƴƎ ǘƘŜ wŜŀŎǘƛǾƛǘȅ ƻŦ 
IȅŘǊƻƎŜƴ {ǳƭŦƛŘŜ ǿƛǘƘ IŜƳŜǇǊƻǘŜƛƴǎΦ .ƛƻŎƘŜƳƛǎǘǊȅ нллфΣ пу όннύΣ пуумςпуфпΦ 

όтоύ  {ǳΣ WΦΤ DǊƻǾŜǎΣ WΦ ¢Φ aŜŎƘŀƴƛǎƳǎ ƻŦ tŜǊƻȄȅƴƛǘǊƛǘŜ LƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴǎ ǿƛǘƘ IŜƳŜ tǊƻǘŜƛƴǎΦ 
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LƴƻǊƎŀƴƛŎ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ нлмлΣ пф όмпύΣ сомтςсонфΦ 
όтпύ  hǿŜƴǎΣ /Φ tΦΤ 5ǳΣ WΦΤ 5ŀǿǎƻƴΣ WΦ IΦΤ DƻǳƭŘƛƴƎΣ /Φ ²Φ /ƘŀǊŀŎǘŜǊƛȊŀǘƛƻƴ ƻŦ IŜƳŜ [ƛƎŀǘƛƻƴ 

tǊƻǇŜǊǘƛŜǎ ƻŦ wǾлнлоΣ ŀ {ŜŎǊŜǘŜŘ IŜƳŜ .ƛƴŘƛƴƎ tǊƻǘŜƛƴ LƴǾƻƭǾŜŘ ƛƴ aȅŎƻōŀŎǘŜǊƛǳƳ 
¢ǳōŜǊŎǳƭƻǎƛǎ IŜƳŜ ¦ǇǘŀƪŜΦ .ƛƻŎƘŜƳƛǎǘǊȅ нлмнΣ рм όтύΣ мрмуςмромΦ 

όтрύ  ²ƛƴǘŜǊΣ aΦ .ΦΤ IŜǊȊƛƪΣ aΦ !ΦΤ YǳǊƛȅŀƴΣ WΦΤ aŀǊƭŜǘǘŀΣ aΦ !Φ ¢ǳƴƴŜƭǎ aƻŘǳƭŀǘŜ [ƛƎŀƴŘ CƭǳȄ ƛƴ 
ŀ IŜƳŜ bƛǘǊƛŎ hȄƛŘŜκƻȄȅƎŜƴ .ƛƴŘƛƴƎ όIπbh·ύ 5ƻƳŀƛƴΦ tǊƻŎŜŜŘƛƴƎǎ ƻŦ ǘƘŜ bŀǘƛƻƴŀƭ 
!ŎŀŘŜƳȅ ƻŦ {ŎƛŜƴŎŜǎ нлммΣ млу όпоύΣ 9уумς9ууфΦ 

όтсύ  ½ƘŀƻΣ Φ̧Τ .ǊŀƴŘƛǎƘΣ tΦ 9ΦΤ .ŀƭƭƻǳΣ 5Φ tΦΤ aŀǊƭŜǘǘŀΣ aΦ !Φ ! aƻƭŜŎǳƭŀǊ .ŀǎƛǎ ŦƻǊ bƛǘǊƛŎ hȄƛŘŜ 
{ŜƴǎƛƴƎ ōȅ {ƻƭǳōƭŜ DǳŀƴȅƭŀǘŜ /ȅŎƭŀǎŜΦ tǊƻŎŜŜŘƛƴƎǎ ƻŦ ǘƘŜ bŀǘƛƻƴŀƭ !ŎŀŘŜƳȅ ƻŦ {ŎƛŜƴŎŜǎ 
мфффΣ фс όнсύΣ мптроςмптруΦ 

όттύ  [ŀƴƎŜΣ wΦΤ IŜƛōŜǊπ[ŀƴƎŜǊΣ LΦΤ .ƻƴŦƛƭǎΣ /ΦΤ CŀōǊŜΣ LΦΤ bŜƎƛǎƘƛΣ aΦΤ .ŀƭƴȅΣ /Φ !ŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ±ƻƭǳƳŜ 
ŀƴŘ 9ƴŜǊƎŜǘƛŎ tǊƻǇŜǊǘƛŜǎ ƻŦ ǘƘŜ .ƛƴŘƛƴƎ ƻŦ /h ǘƻ IŜƳƻǇǊƻǘŜƛƴǎΦ .ƛƻǇƘȅǎƛŎŀƭ WƻǳǊƴŀƭ мффпΣ 
сс όмύΣ уфςфуΦ 

όтуύ  YŀƭƛŘŀǎΣ /Φ /ƘŜƳƛŎŀƭ YƛƴŜǘƛŎ aŜǘƘƻŘǎΥ tǊƛƴŎƛǇƭŜǎ ƻŦ Cŀǎǘ wŜŀŎǘƛƻƴ ¢ŜŎƘƴƛǉǳŜǎ ŀƴŘ 
!ǇǇƭƛŎŀǘƛƻƴǎΤ bŜǿ !ƎŜ LƴǘŜǊƴŀǘƛƻƴŀƭΥ bŜǿ 5ŜƭƘƛΣ нллрΦ 

όтфύ  !ōōǊǳȊȊŜǘǘƛΣ {ΦΤ ¢ƛƭƭŜƳŀƴΣ [ΦΤ .ǊǳƴƻΣ {ΦΤ ±ƛŀǇǇƛŀƴƛΣ /ΦΤ 5ŜǎƳŜǘΣ CΦΤ ±ŀƴ 5ƻƻǊǎƭŀŜǊΣ {ΦΤ /ƻƭŜǘǘŀΣ 
aΦΤ /ƛŀŎŎƛƻΣ /ΦΤ !ǎŎŜƴȊƛΣ tΦΤ bŀǊŘƛƴƛΣ aΦΤ .ƻƭƻƎƴŜǎƛΣ aΦΤ aƻŜƴǎΣ [ΦΤ 5ŜǿƛƭŘŜΣ {Φ [ƛƎŀǘƛƻƴ 
¢ǳƴŜǎ tǊƻǘŜƛƴ wŜŀŎǘƛǾƛǘȅ ƛƴ ŀƴ !ƴŎƛŜƴǘ IŀŜƳƻƎƭƻōƛƴΥ YƛƴŜǘƛŎ 9ǾƛŘŜƴŎŜ ŦƻǊ ŀƴ !ƭƭƻǎǘŜǊƛŎ 
aŜŎƘŀƴƛǎƳ ƛƴ aŜǘƘŀƴƻǎŀǊŎƛƴŀ !ŎŜǘƛǾƻǊŀƴǎ tǊƻǘƻƎƭƻōƛƴΦ t[ƻ{ hb9 нлмнΣ т όоύΣ ŜоосмпΦ 

όулύ  ¢ƛƭƭŜƳŀƴΣ [ΦΤ !ōōǊǳȊȊŜǘǘƛΣ {ΦΤ /ƛŀŎŎƛƻΣ /ΦΤ 5Ŝ {ŀƴŎǘƛǎΣ DΦΤ bŀǊŘƛƴƛΣ aΦΤ tŜǎŎŜΣ !ΦΤ 5ŜǎƳŜǘΣ CΦΤ 
aƻŜƴǎΣ [ΦΤ ±ŀƴ 5ƻƻǊǎƭŀŜǊΣ {ΦΤ .ǊǳƴƻΣ {ΦΤ .ƻƭƻƎƴŜǎƛΣ aΦΤ !ǎŎŜƴȊƛΣ tΦΤ /ƻƭŜǘǘŀΣ aΦΤ ±ƛŀǇǇƛŀƴƛΣ 
/ΦΤ 5ŜǿƛƭŘŜΣ {Φ {ǘǊǳŎǘǳǊŀƭ .ŀǎŜǎ ŦƻǊ ǘƘŜ wŜƎǳƭŀǘƛƻƴ ƻŦ /h .ƛƴŘƛƴƎ ƛƴ ǘƘŜ !ǊŎƘŀŜŀƭ 
tǊƻǘƻƎƭƻōƛƴ ŦǊƻƳ aŜǘƘŀƴƻǎŀǊŎƛƴŀ !ŎŜǘƛǾƻǊŀƴǎΦ t[h{ hb9 нлмрΣ мл όсύΣ ŜлмнрфрфΦ 

όумύ  DƛƻǊŘŀƴƻΣ 5ΦΤ .ƻǊƻƴΣ LΦΤ !ōōǊǳȊȊŜǘǘƛΣ {ΦΤ ±ŀƴ [ŜǳǾŜƴΣ ²ΦΤ bƛŎƻƭŜǘǘƛΣ CΦ tΦΤ CƻǊǘƛΣ CΦΤ .ǊǳƴƻΣ {ΦΤ 
/ƘŜƴƎΣ /ΦπIΦ /ΦΤ aƻŜƴǎΣ [ΦΤ Řƛ tǊƛǎŎƻΣ DΦΤ bŀŘǊŀΣ !Φ 5ΦΤ 9ǎǘǊƛƴΣ 5ΦΤ {ƳǳƭŜǾƛŎƘΣ DΦΤ 5ŜǿƛƭŘŜΣ 
{ΦΤ ±ƛŀǇǇƛŀƴƛΣ /ΦΤ ±ŜǊŘŜΣ /Φ .ƛƻǇƘȅǎƛŎŀƭ /ƘŀǊŀŎǘŜǊƛǎŀǘƛƻƴ ƻŦ bŜǳǊƻƎƭƻōƛƴ ƻŦ ǘƘŜ LŎŜŦƛǎƘΣ ŀ 
bŀǘǳǊŀƭ YƴƻŎƪƻǳǘ ŦƻǊ IŜƳƻƎƭƻōƛƴ ŀƴŘ aȅƻƎƭƻōƛƴΦ /ƻƳǇŀǊƛǎƻƴ ǿƛǘƘ IǳƳŀƴ bŜǳǊƻƎƭƻōƛƴΦ 
t[ƻ{ hb9 нлмнΣ т όмнύΣ ŜппрлуΦ 

όунύ  aŀǊŎŜƭƭƛΣ !ΦΤ !ōōǊǳȊȊŜǘǘƛΣ {ΦΤ .ǳǎǘŀƳŀƴǘŜΣ WΦ tΦΤ CŜƛǎΣ !ΦΤ .ƻƴŀƳƻǊŜΣ !ΦΤ .ƻŦŦƛΣ !ΦΤ DŜƭƭƛƴƛΣ /ΦΤ 
{ŀƭǾƛΣ tΦ wΦΤ 9ǎǘǊƛƴΣ 5Φ !ΦΤ .ǊǳƴƻΣ {ΦΤ ±ƛŀǇǇƛŀƴƛΣ /ΦΤ CƻƎƎƛΣ tΦ CƻƭƭƻǿƛƴƎ [ƛƎŀƴŘ aƛƎǊŀǘƛƻƴ 
tŀǘƘǿŀȅǎ ŦǊƻƳ tƛŎƻǎŜŎƻƴŘǎ ǘƻ aƛƭƭƛǎŜŎƻƴŘǎ ƛƴ ¢ȅǇŜ LL ¢ǊǳƴŎŀǘŜŘ IŜƳƻƎƭƻōƛƴ ŦǊƻƳ 
¢ƘŜǊƳƻōƛŦƛŘŀ CǳǎŎŀΦ t[ƻ{ hb9 нлмнΣ т όтύΣ ŜофуупΦ 

όуоύ  DŀōōŀΣ aΦΤ !ōōǊǳȊȊŜǘǘƛΣ {ΦΤ {ǇȅǊŀƪƛǎΣ CΦΤ CƻǊǘƛΣ CΦΤ .ǊǳƴƻΣ {ΦΤ aƻȊȊŀǊŜƭƭƛΣ !ΦΤ [ǳǉǳŜΣ CΦ WΦΤ 
±ƛŀǇǇƛŀƴƛΣ /ΦΤ /ƻȊȊƛƴƛΣ tΦΤ bŀǊŘƛƴƛΣ aΦΤ DŜǊƳŀƴƛΣ CΦΤ .ƻƭƻƎƴŜǎƛΣ aΦΤ aƻŜƴǎΣ [ΦΤ 5ŜǿƛƭŘŜΣ {Φ 
/h wŜōƛƴŘƛƴƎ YƛƴŜǘƛŎǎ ŀƴŘ aƻƭŜŎǳƭŀǊ 5ȅƴŀƳƛŎǎ {ƛƳǳƭŀǘƛƻƴǎ IƛƎƘƭƛƎƘǘ 5ȅƴŀƳƛŎ wŜƎǳƭŀǘƛƻƴ 
ƻŦ LƴǘŜǊƴŀƭ /ŀǾƛǘƛŜǎ ƛƴ IǳƳŀƴ /ȅǘƻƎƭƻōƛƴΦ t[ƻ{ hb9 нлмоΣ у όмύΣ ŜпфттлΦ 

όупύ  ¢ŀƎǳŎƘƛΣ {Φ .ƛƴŘƛƴƎ ƻŦ hȄȅƎŜƴ ŀƴŘ /ŀǊōƻƴ aƻƴƻȄƛŘŜ ǘƻ ŀ IŜƳŜπwŜƎǳƭŀǘŜŘ 
tƘƻǎǇƘƻŘƛŜǎǘŜǊŀǎŜ ŦǊƻƳ 9ǎŎƘŜǊƛŎƘƛŀ /ƻƭƛΥ ƪƛƴŜǘƛŎǎ ŀƴŘ ƛƴŦǊŀǊŜŘ ǎǇŜŎǘǊŀ ƻŦ ǘƘŜ ŦǳƭƭπƭŜƴƎǘƘ 
ǿƛƭŘπǘȅǇŜ ŜƴȊȅƳŜΣ ƛǎƻƭŀǘŜŘ Ǉŀǎ ŘƻƳŀƛƴΣ ŀƴŘ ƳŜǘπфр ƳǳǘŀƴǘǎΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ .ƛƻƭƻƎƛŎŀƭ 
/ƘŜƳƛǎǘǊȅ нллоΣ нтф όрύΣ ооплςооптΦ 

όурύ  CƛŜƭŘǎΣ tΦ !Φ wŜǾƛŜǿΥ tǊƻǘŜƛƴ CǳƴŎǘƛƻƴ ŀǘ ¢ƘŜǊƳŀƭ 9ȄǘǊŜƳŜǎΥ .ŀƭŀƴŎƛƴƎ {ǘŀōƛƭƛǘȅ ŀƴŘ 
CƭŜȄƛōƛƭƛǘȅΦ /ƻƳǇŀǊŀǘƛǾŜ .ƛƻŎƘŜƳƛǎǘǊȅ ŀƴŘ tƘȅǎƛƻƭƻƎȅ tŀǊǘ !Υ aƻƭŜŎǳƭŀǊ ϧ LƴǘŜƎǊŀǘƛǾŜ 
tƘȅǎƛƻƭƻƎȅ нллмΣ мнф όнςоύΣ пмтςпомΦ 

όусύ  {ƻƳŜǊƻΣ DΦ bΦ ¢ƘŜ tƘȅǎƛƻƭƻƎȅ ƻŦ /ƭƛƳŀǘŜ /ƘŀƴƎŜΥ Iƻǿ tƻǘŜƴǘƛŀƭǎ ŦƻǊ !ŎŎƭƛƳŀǘƛȊŀǘƛƻƴ ŀƴŘ 
DŜƴŜǘƛŎ !ŘŀǇǘŀǘƛƻƴ ²ƛƭƭ 5ŜǘŜǊƳƛƴŜ ά²ƛƴƴŜǊǎέ ŀƴŘ ά[ƻǎŜǊǎΦέ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ 9ȄǇŜǊƛƳŜƴǘŀƭ 
.ƛƻƭƻƎȅ нлмлΣ нмо όсύΣ фмнςфнлΦ 

όутύ  CƛŜƭŘǎΣ tΦ !ΦΤ 5ƻƴƎΣ Φ̧Τ aŜƴƎΣ ·ΦΤ {ƻƳŜǊƻΣ DΦ bΦ !ŘŀǇǘŀǘƛƻƴǎ ƻŦ tǊƻǘŜƛƴ {ǘǊǳŎǘǳǊŜ ŀƴŘ 
CǳƴŎǘƛƻƴ ǘƻ ¢ŜƳǇŜǊŀǘǳǊŜΥ ¢ƘŜǊŜ Lǎ aƻǊŜ ǘƘŀƴ hƴŜ ²ŀȅ ǘƻ ά{ƪƛƴ ŀ /ŀǘΦέ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ 
9ȄǇŜǊƛƳŜƴǘŀƭ .ƛƻƭƻƎȅ нлмрΣ нму όмнύΣ мулмςмуммΦ 

όууύ  CŜƭƭŜǊΣ DΦ tǊƻǘŜƛƴ {ǘŀōƛƭƛǘȅ ŀƴŘ 9ƴȊȅƳŜ !ŎǘƛǾƛǘȅ ŀǘ 9ȄǘǊŜƳŜ .ƛƻƭƻƎƛŎŀƭ ¢ŜƳǇŜǊŀǘǳǊŜǎΦ 
WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ tƘȅǎƛŎǎΥ /ƻƴŘŜƴǎŜŘ aŀǘǘŜǊ нлмлΣ нн όонύΣ ономлмΦ 

όуфύ  WŀŜƴƛŎƪŜΣ wΦ tǊƻǘŜƛƴ {ǘŀōƛƭƛǘȅ ŀƴŘ aƻƭŜŎǳƭŀǊ !ŘŀǇǘŀǘƛƻƴ ǘƻ 9ȄǘǊŜƳŜ /ƻƴŘƛǘƻƴǎΦ 9ǳǊƻǇŜŀƴ 
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WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ .ƛƻŎƘŜƳƛǎǘǊȅ мффмΣ нлн όоύΣ тмрςтнуΦ 
όфлύ  .ŜǊŜȊƻǾǎƪȅΣ LΦ bΦΤ {ƘŀƪƘƴƻǾƛŎƘΣ 9Φ LΦ tƘȅǎƛŎǎ ŀƴŘ 9Ǿƻƭǳǘƛƻƴ ƻŦ ¢ƘŜǊƳƻǇƘƛƭƛŎ !ŘŀǇǘŀǘƛƻƴΦ 

tǊƻŎŜŜŘƛƴƎǎ ƻŦ ǘƘŜ bŀǘƛƻƴŀƭ !ŎŀŘŜƳȅ ƻŦ {ŎƛŜƴŎŜǎ нллрΣ млн όосύΣ мнтпнςмнтптΦ 
όфмύ  ²ŀǊŜƴȅŎƛŀΣ aΦ ²ΦΤ DƻƻŘǿƛƴΣ [Φ wΦΤ .ŜƴƛǎƘƛƴΣ /Φ DΦΤ wŜƛŦŦŜƴǎǘŜƛƴΣ wΦ WΦΤ CǊŀƴŎƻƳΣ 5Φ aΦΤ 

¢ŀȅƭƻǊΣ WΦ 5ΦΤ 5ƛŜƪŜƴΣ CΦ tΦ !ŎǳǘŜ IȅŘǊƻƎŜƴ {ǳƭŦƛŘŜ tƻƛǎƻƴƛƴƎΦ 5ŜƳƻƴǎǘǊŀǘƛƻƴ ƻŦ {ŜƭŜŎǘƛǾŜ 
¦ǇǘŀƪŜ ƻŦ {ǳƭŦƛŘŜ ōȅ ǘƘŜ .ǊŀƛƴǎǘŜƳ ōȅ aŜŀǎǳǊŜƳŜƴǘ ƻŦ .Ǌŀƛƴ {ǳƭŦƛŘŜ [ŜǾŜƭǎΦ .ƛƻŎƘŜƳƛŎŀƭ 
tƘŀǊƳŀŎƻƭȅ мфуфΣ оу όсύΣ фтоςфумΦ 

όфнύ  DƻƻŘǿƛƴΣ [Φ wΦΤ CǊŀƴŎƻƳΣ 5ΦΤ 5ƛŜƪŜƴΣ CΦ tΦΤ ¢ŀȅƭƻǊΣ WΦ 5ΦΤ ²ŀǊŜƴȅŎƛŀΣ aΦ ²ΦΤ wŜƛŦŦŜƴǎǘŜƛƴΣ wΦ 
WΦΤ 5ƻǿƭƛƴƎΣ DΦ 5ŜǘŜǊƳƛƴŀǘƛƻƴ ƻŦ {ǳƭŦƛŘŜ ƛƴ .Ǌŀƛƴ ¢ƛǎǎǳŜ ōȅ Dŀǎ 5ƛŀƭȅǎƛǎκLƻƴ 
/ƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀǇƘȅΥ tƻǎǘƳƻǊǘŜƳ {ǘǳŘƛŜǎ ŀƴŘ ¢ǿƻ /ŀǎŜ wŜǇƻǊǘǎΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ !ƴŀƭȅǘƛŎŀƭ 
¢ƻȄƛŎƻƭƻƎȅ мфуфΣ мо όнύΣ млрςмлфΦ 

όфоύ  CǳǊƴŜΣ WΦΤ {ŀŜŜŘΣ !ΦΤ [ŜǾƛǘǘΣ aΦ 5Φ ²ƘƻƭŜ ¢ƛǎǎǳŜ IȅŘǊƻƎŜƴ {ǳƭŦƛŘŜ /ƻƴŎŜƴǘǊŀǘƛƻƴǎ !ǊŜ 
hǊŘŜǊǎ ƻŦ aŀƎƴƛǘǳŘŜ [ƻǿŜǊ ǘƘŀƴ tǊŜǎŜƴǘƭȅ !ŎŎŜǇǘŜŘ ±ŀƭǳŜǎΦ !WtΥ wŜƎǳƭŀǘƻǊȅΣ LƴǘŜƎǊŀǘƛǾŜ 
ŀƴŘ /ƻƳǇŀǊŀǘƛǾŜ tƘȅǎƛƻƭƻƎȅ нллуΣ нфр όрύΣ wмптфςwмпурΦ 

όфпύ  LǎƘƛƎŀƳƛΣ aΦΤ IƛǊŀƪƛΣ YΦΤ ¦ƳŜƳǳǊŀΣ YΦΤ hƎŀǎŀǿŀǊŀΣ Φ̧Τ LǎƘƛƛΣ YΦΤ YƛƳǳǊŀΣ IΦ ! {ƻǳǊŎŜ ƻŦ 
IȅŘǊƻƎŜƴ {ǳƭŦƛŘŜ ŀƴŘ ŀ aŜŎƘŀƴƛǎƳ ƻŦ Lǘǎ wŜƭŜŀǎŜ ƛƴ ǘƘŜ .ǊŀƛƴΦ !ƴǘƛƻȄƛŘŀƴǘǎ ϧ wŜŘƻȄ 
{ƛƎƴŀƭƛƴƎ нллфΣ мм όнύΣ нлрςнмпΦ 

όфрύ  ²ƛƴǘƴŜǊΣ 9Φ !ΦΤ 5ŜŎƪǿŜǊǘƘΣ ¢Φ [ΦΤ [ŀƴƎǎǘƻƴΣ ²ΦΤ .ŜƴƎǘǎǎƻƴΣ !ΦΤ [ŜǾƛǘŜƴΣ 5ΦΤ IƛƭƭΣ tΦΤ LƴǎƪƻΣ aΦ 
!ΦΤ 5ǳƳǇƛǘΣ wΦΤ ±ŀƴŘŜƴ9ƪŀǊǘΣ 9ΦΤ ¢ƻƻƳōǎΣ /Φ CΦΤ {ȊŀōƻΣ /Φ ! aƻƴƻōǊƻƳƻōƛƳŀƴŜπ.ŀǎŜŘ 
!ǎǎŀȅ ǘƻ aŜŀǎǳǊŜ ǘƘŜ tƘŀǊƳŀŎƻƪƛƴŜǘƛŎ tǊƻŦƛƭŜ ƻŦ wŜŀŎǘƛǾŜ {ǳƭǇƘƛŘŜ {ǇŜŎƛŜǎ ƛƴ .ƭƻƻŘΥ 
aƻƴƻōǊƻƳƻōƛƳŀƴŜ !ǎǎŀȅ ŦƻǊ {ǳƭǇƘƛŘŜ 5ŜǘŜŎǘƛƻƴΦ .ǊƛǘƛǎƘ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ tƘŀǊƳŀŎƻƭƻƎȅ нлмлΣ 
мсл όпύΣ фпмςфртΦ 

όфсύ  !ōŜΣ YΦΤ YƛƳǳǊŀΣ IΦ ¢ƘŜ tƻǎǎƛōƭŜ wƻƭŜ ƻŦ IȅŘǊƻƎŜƴ {ǳƭŦƛŘŜ ŀǎ ŀƴ 9ƴŘƻƎŜƴƻǳǎ 
bŜǳǊƻƳƻŘǳƭŀǘƻǊΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ bŜǳǊƻǎŎƛŜƴŎŜ мффсΣ мс όоύΣ млссςмлтмΦ 

όфтύ  IƻǎƻƪƛΣ wΦΤ aŀǘǎǳƪƛΣ bΦΤ YƛƳǳǊŀΣ IΦ ¢ƘŜ tƻǎǎƛōƭŜ wƻƭŜ ƻŦ IȅŘǊƻƎŜƴ {ǳƭŦƛŘŜ ŀǎ ŀƴ 
9ƴŘƻƎŜƴƻǳǎ {ƳƻƻǘƘ aǳǎŎƭŜ wŜƭŀȄŀƴǘ ƛƴ {ȅƴŜǊƎȅ ǿƛǘƘ bƛǘǊƛŎ hȄƛŘŜΦ .ƛƻŎƘŜƳƛŎŀƭ ŀƴŘ 
.ƛƻǇƘȅǎƛŎŀƭ wŜǎŜŀǊŎƘ /ƻƳƳǳƴƛŎŀǘƛƻƴǎ мффтΣ нот όоύΣ рнтςромΦ 

όфуύ  aƻƻǊŜΣ tΦ YΦΤ ²ƘƛǘŜƳŀƴΣ aΦ /ƘŜƳƛǎǘǊȅΣ .ƛƻŎƘŜƳƛǎǘǊȅ ŀƴŘ tƘŀǊƳŀŎƻƭƻƎȅ ƻŦ IȅŘǊƻƎŜƴ 
{ǳƭŦƛŘŜΤ нлмрΦ 

όффύ  ½ƘŀƴƎΣ IΦΤ ¢ŀƴƎΣ WΦΤ [ƛǳΣ ·ΦπtΦΤ ²ŀƴƎΣ Φ̧Τ ¸ǳΣ ²ΦΤ tŜƴƎΣ ²Φπ̧ ΦΤ CŀƴƎΣ CΦΤ aŀΣ 5ΦπCΦΤ ²ŜƛΣ ½ΦπWΦΤ IǳΣ 
[Φπ̧ Φ IȅŘǊƻƎŜƴ {ǳƭŦƛŘŜ tǊƻƳƻǘŜǎ wƻƻǘ hǊƎŀƴƻƎŜƴŜǎƛǎ ƛƴ LǇƻƳƻŜŀ .ŀǘŀǘŀǎΣ {ŀƭƛȄ 
aŀǘǎǳŘŀƴŀ ŀƴŘ DƭȅŎƛƴŜ aŀȄΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ LƴǘŜƎǊŀǘƛǾŜ tƭŀƴǘ .ƛƻƭƻƎȅ нллфΣ рм όмнύΣ млусς
млфпΦ 

όмллύ  ½ƘŀƴƎΣ IΦΤ IǳΣ [Φπ̧ ΦΤ IǳΣ YΦπ5ΦΤ IŜΣ Φ̧π5ΦΤ ²ŀƴƎΣ {ΦπIΦΤ [ǳƻΣ WΦπtΦ IȅŘǊƻƎŜƴ {ǳƭŦƛŘŜ tǊƻƳƻǘŜǎ 
²ƘŜŀǘ {ŜŜŘ DŜǊƳƛƴŀǘƛƻƴ ŀƴŘ !ƭƭŜǾƛŀǘŜǎ hȄƛŘŀǘƛǾŜ 5ŀƳŀƎŜ ŀƎŀƛƴǎǘ /ƻǇǇŜǊ {ǘǊŜǎǎΦ WƻǳǊƴŀƭ 
ƻŦ LƴǘŜƎǊŀǘƛǾŜ tƭŀƴǘ .ƛƻƭƻƎȅ нллуΣ рл όмнύΣ мрмуςмрнфΦ 

όмлмύ  WƛƴΣ ½ΦΤ tŜƛΣ ̧ Φ tƘȅǎƛƻƭƻƎƛŎŀƭ LƳǇƭƛŎŀǘƛƻƴǎ ƻŦ IȅŘǊƻƎŜƴ {ǳƭŦƛŘŜ ƛƴ tƭŀƴǘǎΥ tƭŜŀǎŀƴǘ 9ȄǇƭƻǊŀǘƛƻƴ 
ōŜƘƛƴŘ Lǘǎ ¦ƴǇƭŜŀǎŀƴǘ hŘƻǳǊΦ hȄƛŘŀǘƛǾŜ aŜŘƛŎƛƴŜ ŀƴŘ /ŜƭƭǳƭŀǊ [ƻƴƎŜǾƛǘȅ нлмрΣ нлмрΣ мςсΦ 

όмлнύ  tŀǇŜƴōǊƻŎƪΣ WΦΤ wƛŜƳŜƴǎŎƘƴŜƛŘŜǊΣ !ΦΤ YŀƳǇΣ !ΦΤ {ŎƘǳƭȊπ±ƻƎǘΣ IΦ bΦΤ {ŎƘƳƛŘǘΣ !Φ 
/ƘŀǊŀŎǘŜǊƛȊŀǘƛƻƴ ƻŦ /ȅǎǘŜƛƴŜπ5ŜƎǊŀŘƛƴƎ ŀƴŘ I н {πwŜƭŜŀǎƛƴƎ 9ƴȊȅƳŜǎ ƻŦ IƛƎƘŜǊ tƭŀƴǘǎ π 
CǊƻƳ ǘƘŜ CƛŜƭŘ ǘƻ ǘƘŜ ¢Ŝǎǘ ¢ǳōŜ ŀƴŘ .ŀŎƪΦ tƭŀƴǘ .ƛƻƭƻƎȅ нллтΣ ф όрύΣ рунςрууΦ 

όмлоύ  LŘŀΣ ¢ΦΤ {ŀǿŀΣ ¢ΦΤ LƘŀǊŀΣ IΦΤ ¢ǎǳŎƘƛȅŀΣ Φ̧Τ ²ŀǘŀƴŀōŜΣ Φ̧Τ YǳƳŀƎŀƛΣ Φ̧Τ {ǳŜƳŀǘǎǳΣ aΦΤ 
aƻǘƻƘŀǎƘƛΣ IΦΤ CǳƧƛƛΣ {ΦΤ aŀǘǎǳƴŀƎŀΣ ¢ΦΤ ¸ŀƳŀƳƻǘƻΣ aΦΤ hƴƻΣ YΦΤ 5ŜǾŀǊƛŜπ.ŀŜȊΣ bΦ hΦΤ ·ƛŀƴΣ 
aΦΤ CǳƪǳǘƻΣ WΦ aΦΤ !ƪŀƛƪŜΣ ¢Φ wŜŀŎǘƛǾŜ /ȅǎǘŜƛƴŜ tŜǊǎǳƭŦƛŘŜǎ ŀƴŘ {πtƻƭȅǘƘƛƻƭŀǘƛƻƴ wŜƎǳƭŀǘŜ 
hȄƛŘŀǘƛǾŜ {ǘǊŜǎǎ ŀƴŘ wŜŘƻȄ {ƛƎƴŀƭƛƴƎΦ tǊƻŎŜŜŘƛƴƎǎ ƻŦ ǘƘŜ bŀǘƛƻƴŀƭ !ŎŀŘŜƳȅ ƻŦ {ŎƛŜƴŎŜǎ 
нлмпΣ ммм όнмύΣ тслсςтсммΦ 

όмлпύ  YƛƳǳǊŀΣ IΦ tƘȅǎƛƻƭƻƎƛŎŀƭ wƻƭŜ ƻŦ IȅŘǊƻƎŜƴ {ǳƭŦƛŘŜ ŀƴŘ tƻƭȅǎǳƭŦƛŘŜ ƛƴ ǘƘŜ /ŜƴǘǊŀƭ bŜǊǾƻǳǎ 
{ȅǎǘŜƳΦ bŜǳǊƻŎƘŜƳƛǎǘǊȅ LƴǘŜǊƴŀǘƛƻƴŀƭ нлмоΣ со όрύΣ пфнςпфтΦ 

όмлрύ  DǊŜƛƴŜǊΣ wΦΤ tłƭƛƴƪłǎΣ ½ΦΤ .ŅǎŜƭƭΣ YΦΤ .ŜŎƘŜǊΣ 5ΦΤ !ƴǘŜƭƳŀƴƴΣ IΦΤ bŀƎȅΣ tΦΤ 5ƛŎƪΣ ¢Φ tΦ 
tƻƭȅǎǳƭŦƛŘŜǎ [ƛƴƪ I н { ǘƻ tǊƻǘŜƛƴ ¢Ƙƛƻƭ hȄƛŘŀǘƛƻƴΦ !ƴǘƛƻȄƛŘŀƴǘǎ ϧ wŜŘƻȄ {ƛƎƴŀƭƛƴƎ нлмоΣ мф 
όмрύΣ мтпфςмтсрΦ 

όмлсύ  CƛƭƛǇƻǾƛŎΣ aΦ wΦ tŜǊǎǳƭŦƛŘŀǘƛƻƴ ό{π{ǳƭŦƘȅŘǊŀǘƛƻƴύ ŀƴŘ Iн{Φ Lƴ /ƘŜƳƛǎǘǊȅΣ .ƛƻŎƘŜƳƛǎǘǊȅ ŀƴŘ 
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tƘŀǊƳŀŎƻƭƻƎȅ ƻŦ IȅŘǊƻƎŜƴ {ǳƭŦƛŘŜΤ aƻƻǊŜΣ tΦ YΦΣ ²ƘƛǘŜƳŀƴΣ aΦΣ 9ŘǎΦΤ {ǇǊƛƴƎŜǊ 
LƴǘŜǊƴŀǘƛƻƴŀƭ tǳōƭƛǎƘƛƴƎΥ /ƘŀƳΣ нлмрΤ ±ƻƭΦ нолΣ ǇǇ нфςрфΦ 

όмлтύ  hƴƻΣ YΦΤ !ƪŀƛƪŜΣ ¢ΦΤ {ŀǿŀΣ ¢ΦΤ YǳƳŀƎŀƛΣ Φ̧Τ ²ƛƴƪΣ 5Φ !ΦΤ ¢ŀƴǘƛƭƭƻΣ 5Φ WΦΤ IƻōōǎΣ !Φ WΦΤ bŀƎȅΣ tΦΤ 
·ƛŀƴΣ aΦΤ [ƛƴΣ WΦΤ CǳƪǳǘƻΣ WΦ aΦ wŜŘƻȄ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ ŀƴŘ /ƘŜƳƛŎŀƭ .ƛƻƭƻƎȅ ƻŦ Iн{Σ 
IȅŘǊƻǇŜǊǎǳƭŦƛŘŜǎΣ ŀƴŘ 5ŜǊƛǾŜŘ {ǇŜŎƛŜǎΥ LƳǇƭƛŎŀǘƛƻƴǎ ƻŦ ¢ƘŜƛǊ tƻǎǎƛōƭŜ .ƛƻƭƻƎƛŎŀƭ !ŎǘƛǾƛǘȅ 
ŀƴŘ ¦ǘƛƭƛǘȅΦ CǊŜŜ wŀŘƛŎŀƭ .ƛƻƭƻƎȅ ŀƴŘ aŜŘƛŎƛƴŜ нлмпΣ ттΣ унςфпΦ 

όмлуύ  bƛǎƘƛƳƻǊƛΣ LΦΤ ±ǳƭƭƻΣ 5ΦΤ aƛƴŀƪǳŎƘƛΣ ¢ΦΤ {ŎƻȊȊŀŦŀǾŀΣ !ΦΤ hǎƳŀƴΣ {Φ aΦΤ !ƭhǘƘƳŀƴΣ ½ΦΤ /ŀǇŀǎǎƻΣ 
/ΦΤ {ǳǇǳǊŀƴΣ /Φ ¢Φ !ƴƛƻƴ LƴƘƛōƛǘƛƻƴ {ǘǳŘƛŜǎ ƻŦ ¢ǿƻ bŜǿ ʲπ/ŀǊōƻƴƛŎ !ƴƘȅŘǊŀǎŜǎ ŦǊƻƳ ǘƘŜ 
.ŀŎǘŜǊƛŀƭ tŀǘƘƻƎŜƴ [ŜƎƛƻƴŜƭƭŀ tƴŜǳƳƻǇƘƛƭŀΦ .ƛƻƻǊƎŀƴƛŎ ϧ aŜŘƛŎƛƴŀƭ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ [ŜǘǘŜǊǎ 
нлмпΣ нп όпύΣ ммнтςммонΦ 

όмлфύ  YŀōƛƭΣ hΦΤ .ŀƴŜǊƧŜŜΣ wΦ wŜŘƻȄ .ƛƻŎƘŜƳƛǎǘǊȅ ƻŦ IȅŘǊƻƎŜƴ {ǳƭŦƛŘŜΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ .ƛƻƭƻƎƛŎŀƭ 
/ƘŜƳƛǎǘǊȅ нлмлΣ нур όнфύΣ нмфлоςнмфлтΦ 

όммлύ  YŀƧƛƳǳǊŀΣ aΦΤ CǳƪǳŘŀΣ wΦΤ .ŀǘŜƳŀƴΣ wΦ aΦΤ ¸ŀƳŀƳƻǘƻΣ ¢ΦΤ {ǳŜƳŀǘǎǳΣ aΦ LƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴǎ ƻŦ 
aǳƭǘƛǇƭŜ Dŀǎπ¢ǊŀƴǎŘǳŎƛƴƎ {ȅǎǘŜƳǎΥ IŀƭƭƳŀǊƪǎ ŀƴŘ ¦ƴŎŜǊǘŀƛƴǘƛŜǎ ƻŦ /hΣ bhΣ ŀƴŘ I н { Dŀǎ 
.ƛƻƭƻƎȅΦ !ƴǘƛƻȄƛŘŀƴǘǎ ϧ wŜŘƻȄ {ƛƎƴŀƭƛƴƎ нлмлΣ мо όнύΣ мртςмфнΦ 

όмммύ  [ƛΣ vΦΤ [ŀƴŎŀǎǘŜǊΣ WΦ wΦ /ƘŜƳƛŎŀƭ CƻǳƴŘŀǘƛƻƴǎ ƻŦ IȅŘǊƻƎŜƴ {ǳƭŦƛŘŜ .ƛƻƭƻƎȅΦ bƛǘǊƛŎ hȄƛŘŜ 
нлмоΣ орΣ нмςопΦ 

όммнύ  /ƻƻǇŜǊΣ /Φ 9ΦΤ .ǊƻǿƴΣ DΦ /Φ ¢ƘŜ LƴƘƛōƛǘƛƻƴ ƻŦ aƛǘƻŎƘƻƴŘǊƛŀƭ /ȅǘƻŎƘǊƻƳŜ hȄƛŘŀǎŜ ōȅ ǘƘŜ 
DŀǎŜǎ /ŀǊōƻƴ aƻƴƻȄƛŘŜΣ bƛǘǊƛŎ hȄƛŘŜΣ IȅŘǊƻƎŜƴ /ȅŀƴƛŘŜ ŀƴŘ IȅŘǊƻƎŜƴ {ǳƭŦƛŘŜΥ /ƘŜƳƛŎŀƭ 
aŜŎƘŀƴƛǎƳ ŀƴŘ tƘȅǎƛƻƭƻƎƛŎŀƭ {ƛƎƴƛŦƛŎŀƴŎŜΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ .ƛƻŜƴŜǊƎŜǘƛŎǎ ŀƴŘ .ƛƻƳŜƳōǊŀƴŜǎ 
нллуΣ пл όрύΣ рооςрофΦ 

όммоύ  IǳƎƘŜǎΣ aΦ bΦΤ /ŜƴǘŜƭƭŜǎΣ aΦ bΦΤ aƻƻǊŜΣ YΦ tΦ aŀƪƛƴƎ ŀƴŘ ²ƻǊƪƛƴƎ ǿƛǘƘ IȅŘǊƻƎŜƴ {ǳƭŦƛŘŜΦ 
CǊŜŜ wŀŘƛŎŀƭ .ƛƻƭƻƎȅ ŀƴŘ aŜŘƛŎƛƴŜ нллфΣ пт όмлύΣ мопсςмороΦ 

όммпύ  {ȊŀōƽΣ /Φ IȅŘǊƻƎŜƴ {ǳƭǇƘƛŘŜ ŀƴŘ Lǘǎ ¢ƘŜǊŀǇŜǳǘƛŎ tƻǘŜƴǘƛŀƭΦ bŀǘ wŜǾ 5ǊǳƎ 5ƛǎŎƻǾ нллтΣ с 
όммύΣ фмтςфорΦ 

όммрύ  ²ŀƎƴŜǊΣ CΦΤ !ǎŦŀǊΣ tΦΤ /ŀƭȊƛŀΣ 9ΦΤ wŀŘŜǊƳŀŎƘŜǊΣ tΦΤ {ȊŀōƽΣ /Φ .ŜƴŎƘπǘƻπ.ŜŘǎƛŘŜ wŜǾƛŜǿΥ 
IȅŘǊƻƎŜƴ {ǳƭŦƛŘŜ ς ǘƘŜ ¢ƘƛǊŘ DŀǎŜƻǳǎ ¢ǊŀƴǎƳƛǘǘŜǊΥ !ǇǇƭƛŎŀǘƛƻƴǎ ŦƻǊ /ǊƛǘƛŎŀƭ /ŀǊŜΦ /ǊƛǘƛŎŀƭ 
/ŀǊŜ нллфΣ мо όоύΣ нмоΦ 

όммсύ  ±ƛǘǾƛǘǎƪȅΣ ±ΦΤ ¸ŀŘŀǾΣ tΦ YΦΤ YǳǊǘƘŜƴΣ !ΦΤ .ŀƴŜǊƧŜŜΣ wΦ {ǳƭŦƛŘŜ hȄƛŘŀǘƛƻƴ ōȅ ŀ bƻƴŎŀƴƻƴƛŎŀƭ 
tŀǘƘǿŀȅ ƛƴ wŜŘ .ƭƻƻŘ /Ŝƭƭǎ DŜƴŜǊŀǘŜǎ ¢ƘƛƻǎǳƭŦŀǘŜ ŀƴŘ tƻƭȅǎǳƭŦƛŘŜǎΦ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ .ƛƻƭƻƎƛŎŀƭ 
/ƘŜƳƛǎǘǊȅ нлмрΣ нфл όмоύΣ уомлςуонлΦ 

όммтύ  aƛǎƘŀƴƛƴŀΣ ¢Φ ±ΦΤ [ƛōƛŀŘΣ aΦΤ .ŀƴŜǊƧŜŜΣ wΦ .ƛƻƎŜƴŜǎƛǎ ƻŦ wŜŀŎǘƛǾŜ {ǳƭŦǳǊ {ǇŜŎƛŜǎ ŦƻǊ {ƛƎƴŀƭƛƴƎ 
ōȅ IȅŘǊƻƎŜƴ {ǳƭŦƛŘŜ hȄƛŘŀǘƛƻƴ tŀǘƘǿŀȅǎΦ bŀǘǳǊŜ /ƘŜƳƛŎŀƭ .ƛƻƭƻƎȅ нлмрΣ мм όтύΣ пртςпспΦ 

όммуύ  tłƭƛƴƪłǎΣ ½ΦΤ CǳǊǘƳǸƭƭŜǊΣ tΦ DΦΤ bŀƎȅΣ !ΦΤ WŀƪƻǇƛǘǎŎƘΣ /ΦΤ tƛǊƪŜǊΣ YΦ CΦΤ aŀƎƛŜǊƻǿǎƪƛΣ aΦΤ WŀǎƴƻǎΣ 
YΦΤ ²ŀƭƭŀŎŜΣ WΦ [ΦΤ hōƛƴƎŜǊΣ /ΦΤ bŀƎȅΣ tΦ LƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴǎ ƻŦ IȅŘǊƻƎŜƴ {ǳƭŦƛŘŜ ǿƛǘƘ 
aȅŜƭƻǇŜǊƻȄƛŘŀǎŜΥ {ǳƭŦƛŘŜ Lǎ ŀ {ǳōǎǘǊŀǘŜ ŀƴŘ LƴƘƛōƛǘƻǊ ƻŦ aȅŜƭƻǇŜǊƻȄƛŘŀǎŜΦ .ǊƛǘƛǎƘ WƻǳǊƴŀƭ 
ƻŦ tƘŀǊƳŀŎƻƭƻƎȅ нлмрΣ мтн όсύΣ мрмсςмронΦ 

όммфύ  aƛŎƘŜƭǎƻƴΣ 9Φ IΦΤ 5ǳ.ƻƛǎΣ [Φ LƴǘǊŀǎǇŜŎƛŦƛŎ ±ŀǊƛŀǘƛƻƴǎ ƛƴ ǘƘŜ IŜƳƻƭȅƳǇƘ ƻŦ .ƛƻƳǇƘŀƭŀǊƛŀ 
DƭŀōǊŀǘŀΣ ŀ {ƴŀƛƭ Iƻǎǘ ƻŦ {ŎƘƛǎǘƻǎƻƳŀ aŀƴǎƻƴƛΦ aŀƭŀŎƻƭƻƎƛŀ мфтрΣ мр όмύΣ млрςмммΦ 

όмнлύ  ²ŀƴƎΣ 5ΦΤ [ƛǳΣ [ΦΤ ²ŀƴƎΣ IΦΤ ·ǳΣ IΦΤ /ƘŜƴΣ [ΦΤ aŀΣ [ΦΤ [ƛΣ ½Φ /ƭǳŜǎ ŦƻǊ 5ƛǎŎƻǾŜǊƛƴƎ ŀ bŜǿ 
.ƛƻƭƻƎƛŎŀƭ CǳƴŎǘƛƻƴ ƻŦ ±ƛǘǊŜƻǎŎƛƭƭŀ IŜƳƻƎƭƻōƛƴ ƛƴ hǊƎŀƴƛǎƳǎΥ tƻǘŜƴǘƛŀƭ {ǳƭŦƛŘŜ wŜŎŜǇǘƻǊ 
ŀƴŘ {ǘƻǊŀƎŜΦ C9.{ [ŜǘǘŜǊǎ нлмсΣ рфл όуύΣ ммонςммпнΦ 

όмнмύ  ²ŀǘŀƴŀōŜΣ YΦΤ {ǳȊǳƪƛΣ ¢ΦΤ YƛǘŀƎƛǎƘƛΣ IΦΤ YŀƴƻΣ YΦ wŜŀŎǘƛƻƴ ōŜǘǿŜŜƴ ŀ IŀŜƳƻƎƭƻōƛƴ aƻŘŜƭ 
/ƻƳǇƻǳƴŘ ŀƴŘ IȅŘǊƻǎǳƭǇƘƛŘŜ ƛƴ !ǉǳŜƻǳǎ {ƻƭǳǘƛƻƴΦ /ƘŜƳƛŎŀƭ /ƻƳƳǳƴƛŎŀǘƛƻƴǎ нлмрΣ рм 
όмфύΣ плрфςплсмΦ 

όмннύ  tŀǾƭƛƪΣ WΦ ²ΦΤ bƻƭƭΣ .Φ /ΦΤ hƭƛǾŜǊΣ !Φ DΦΤ {ŎƘǳƭȊΣ /Φ 9ΦΤ {ŎƘŜƛŘǘΣ ²Φ wΦ IȅŘǊƻǎǳƭŦƛŘŜ όI{ ҍ ύ 
/ƻƻǊŘƛƴŀǘƛƻƴ ƛƴ LǊƻƴ tƻǊǇƘȅǊƛƴŀǘŜǎΦ LƴƻǊƎŀƴƛŎ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ нлмлΣ пф όоύΣ млмтςмлнсΦ 

όмноύ  /ƻƭƭƳŀƴΣ WΦ tΦΤ DƘƻǎƘΣ {ΦΤ 5ŜȅΣ !ΦΤ 5ŜŎǊŜŀǳΣ wΦ !Φ ¦ǎƛƴƎ ŀ CǳƴŎǘƛƻƴŀƭ 9ƴȊȅƳŜ aƻŘŜƭ ǘƻ 
¦ƴŘŜǊǎǘŀƴŘ ǘƘŜ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ ōŜƘƛƴŘ IȅŘǊƻƎŜƴ {ǳƭŦƛŘŜ LƴŘǳŎŜŘ IƛōŜǊƴŀǘƛƻƴΦ tǊƻŎŜŜŘƛƴƎǎ ƻŦ 
ǘƘŜ bŀǘƛƻƴŀƭ !ŎŀŘŜƳȅ ƻŦ {ŎƛŜƴŎŜǎ нллфΣ млс όрнύΣ ннлфлςннлфрΦ 

όмнпύ  bƛŎƻƭŜǘǘƛΣ CΦ tΦΤ /ƻƳŀƴŘƛƴƛΣ !ΦΤ .ƻƴŀƳƻǊŜΣ !ΦΤ .ƻŜŎƘƛΣ [ΦΤ .ƻǳōŜǘŀΣ CΦ aΦΤ CŜƛǎΣ !ΦΤ {ƳǳƭŜǾƛŎƘΣ 
DΦΤ .ƻŦŦƛΣ !Φ {ǳƭŦƛŘŜ .ƛƴŘƛƴƎ tǊƻǇŜǊǘƛŜǎ ƻŦ ¢ǊǳƴŎŀǘŜŘ IŜƳƻƎƭƻōƛƴǎΦ .ƛƻŎƘŜƳƛǎǘǊȅ нлмлΣ пф 
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όмлύΣ ннсфςннтуΦ 
όмнрύ  YƛǊƪǿƻƻŘΣ WΦ DΦ {ǘŀǘƛǎǘƛŎŀƭ aŜŎƘŀƴƛŎǎ ƻŦ CƭǳƛŘ aƛȄǘǳǊŜǎΦ ¢ƘŜ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ /ƘŜƳƛŎŀƭ tƘȅǎƛŎǎ 

мфорΣ о όрύΣ оллςомоΦ 
όмнсύ  YǳƳŀǊΣ {ΦΤ wƻǎŜƴōŜǊƎΣ WΦ aΦΤ .ƻǳȊƛŘŀΣ 5ΦΤ {ǿŜƴŘǎŜƴΣ wΦ IΦΤ YƻƭƭƳŀƴΣ tΦ !Φ ¢I9 ²ŜƛƎƘǘŜŘ 

IƛǎǘƻƎǊŀƳ !ƴŀƭȅǎƛǎ aŜǘƘƻŘ ŦƻǊ CǊŜŜπ9ƴŜǊƎȅ /ŀƭŎǳƭŀǘƛƻƴǎ ƻƴ .ƛƻƳƻƭŜŎǳƭŜǎΦ LΦ ¢ƘŜ aŜǘƘƻŘΦ 
WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ /ƻƳǇǳǘŀǘƛƻƴŀƭ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ мффнΣ мо όуύΣ млммςмлнмΦ 

όмнтύ  WŀǊȊȅƴǎƪƛΣ /Φ bƻƴŜǉǳƛƭƛōǊƛǳƳ 9ǉǳŀƭƛǘȅ ŦƻǊ CǊŜŜ 9ƴŜǊƎȅ 5ƛŦŦŜǊŜƴŎŜǎΦ tƘȅǎƛŎŀƭ wŜǾƛŜǿ [ŜǘǘŜǊǎ 
мффтΣ ту όмпύΣ нсфлςнсфоΦ 

όмнуύ  /ƻǎǎƛƴǎΣ .Φ tΦΤ CƻǳŎƘŜǊΣ {ΦΤ 9ŘƎŜΣ /Φ aΦΤ 9ǎǎŜȄΣ WΦ ²Φ !ǎǎŜǎǎƳŜƴǘ ƻŦ bƻƴŜǉǳƛƭƛōǊƛǳƳ CǊŜŜ 
9ƴŜǊƎȅ aŜǘƘƻŘǎΦ ¢ƘŜ WƻǳǊƴŀƭ ƻŦ tƘȅǎƛŎŀƭ /ƘŜƳƛǎǘǊȅ . нллфΣ ммо όмсύΣ ррлуςррмфΦ 

όмнфύ  /ƻƘŜƴΣ WΦΤ hƭǎŜƴΣ YΦ ²ΦΤ {ŎƘǳƭǘŜƴΣ YΦ CƛƴŘƛƴƎ Dŀǎ aƛƎǊŀǘƛƻƴ tŀǘƘǿŀȅǎ ƛƴ tǊƻǘŜƛƴǎ ¦ǎƛƴƎ 
LƳǇƭƛŎƛǘ [ƛƎŀƴŘ {ŀƳǇƭƛƴƎΦ Lƴ aŜǘƘƻŘǎ ƛƴ 9ƴȊȅƳƻƭƻƎȅΤ 9ƭǎŜǾƛŜǊΣ нллуΤ ±ƻƭΦ потΣ ǇǇ пофςпртΦ 

όмолύ  /ƻƘŜƴΣ WΦΤ !ǊƪƘƛǇƻǾΣ !ΦΤ .ǊŀǳƴΣ wΦΤ {ŎƘǳƭǘŜƴΣ YΦ LƳŀƎƛƴƎ ǘƘŜ aƛƎǊŀǘƛƻƴ tŀǘƘǿŀȅǎ ŦƻǊ hнΣ /hΣ 
bhΣ ŀƴŘ ·Ŝ LƴǎƛŘŜ aȅƻƎƭƻōƛƴΦ .ƛƻǇƘȅǎƛŎŀƭ WƻǳǊƴŀƭ нллсΣ фм όрύΣ муппςмуртΦ 
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II.  -%4/$/,/')ǳ! '%.%2!, 

  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 CuánticaΦ [ƻǎ ƭƭŀƳŀŘƻǎ άƳŞǘƻŘƻǎ ŎǳłƴǘƛŎƻǎέΣ ǎŜ ǳǘƛƭƛȊŀƴ 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 

ŎǳłƴǘƛŎƻπŎƭłǎƛŎƻǎ (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 

ŀōǎƻǊōƛŘŀ ƻ ŜƳƛǘƛŘŀ ǎƻƭƻ Ŝƴ ŦƻǊƳŀ ŘŜ άǇŀǉǳŜǘŜǎέ ŘƛǎŎǊŜǘƻǎΦ tƭŀƴƪ ōŀǳǘƛȊƽ ŀ Ŝǎƻǎ άǇŀǉǳŜǘŜǎέ Ŏƻƴ 

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 

ƳŜŎłƴƛŎŀ ŘŜ ƭƻǎ ŜƭŜŎǘǊƻƴŜǎ ŘŜƴǘǊƻ ŘŜ ƭƻǎ łǘƻƳƻǎΦ LƴǘǊƻŘǳƧƻ ƭŀǎ άǊŜƎƭŀǎ ŘŜ ŎǳŀƴǘƛȊŀŎƛƽƴέ 

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 

ƛƴŜǎǇŜǊŀŘŀΥ ƭŀ ƴŀǘǳǊŀƭŜȊŀ ƻƴŘǳƭŀǘƻǊƛŀ ŘŜ ƭŀǎ ƻǊōƛǘŀǎ ŎǳŀƴǘƛŦƛŎŀŘŀǎ ŘŜ .ƻƘǊ όƭŀǎ ƭƭŀƳƽ άƻƴŘŀǎ 

ǇƛƭƻǘƻέύΣ Ŏǳȅŀ ǾŜƭƻŎƛŘŀŘ ŘŜ ǇǊƻpagación y longitud de onda dependían de la velocidad de 

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

ŎǳłƴǘƛŎŀǎ ǇŜǊƳƛǘƛŘŀǎ ǇƻǊ Ŝƭ ƳƻŘŜƭƻ ŘŜ .ƻƘǊ ŜǊŀƴ ŀǉǳŜƭƭŀǎ Ŝƴ ƭŀǎ ŎǳŀƭŜǎ ǇƻŘƝŀ άŀŎƻƳƻŘŀǊǎŜέ ǳƴ 

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 

ȿɰἃ, 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 ὶ  y el tiempo ὸ , adquiriendo la forma matemática más habitual 

de ɰ ὶȟ ὸ .  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 ɰ ὶȟ ὸ  se obtiene de la resolución de la ecuación fundamental de la 

Mecánica Cuántica, la ecuación de Schrödinger dependiente del tiempo: 

Ὤ

Ὥ

‬  ὶȟ ὸ

‬ὸ

ᴐ

ςά
​   ὶȟ ὸ ὠ ὶȟ ὸ   ὶȟ ὸ  (II.1) 

donde ά es la masa de la partícula, y ὠ ὶȟ ὸ  es la función de energía potencial del 

sistema. 

Ahora bien, suponiendo que el potencial ὠ ὶȟ ὸ ὠ ὶ , es decir, para sistemas bajo 

fuerzas externas constantes en el tiempo, y que la función de onda ɰ ὶȟ ὸ  se puede desacoplar 

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

coordenadas temporales (es decir ɰ ὶȟ ὸ ‪ ὶ Ȣ Ὢ ὸ ), la ecuación (II.1) se transforma en: 

ᴐ

ςά
​ ‪ ὶ ὠ ὶ ‪ ὶ ὉȢ ‪ ὶ  (II.2) 

Se define entonces el operador Hamiltoniano Ὄ del sistema como: 

Ὄ
ᴐ

ςά
​ ὠ ὶ  

(II.3) 

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

potencial, resultando entonces en  
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Ὄȿ‪ ὶ ἃ Ὁȿ‪ ὶ ἃ 
(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 Ὄ. La resolución dará entonces una 

autofunción ‪ ὶ  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 ‪ ὶ  

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: 

Ὄ  
ρ

ς
​

ρ

ς

ρ

ά
​  

ὤ

ὶ

ρ

ὶ

ὤ ὤ

Ὑ
 

(II.5) 

 

donde Ὥ, Ὦ denotan electrones, A y B denotan núcleos, los valores de ὤ  y ά  

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

Ὑ  representan las distancias electrónπnúcleo, electrónπelectrón y núcleoπnúcleo.  

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

es la carga del protón, Ὡ , y la unidad del momento angular es ᴐ , simplificándose la expresión 

del Hamiltoniano. Se definen las unidades de energía, hartree: 1hartree Ὁ ḳ  Ὡ Ⱦ ὥ

 Ὡ Ⱦτ“‐ ὥ  y de longitud, Bohr: 1bohrḳ ᴐ Ⱦά Ὡ  ) 

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 Bornπ

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 



35 

 

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

función asociada a los núcleos (‪ ), 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 núcleoπnúcleo es una constante.  

Puede establecerse entonces un nuevo Hamiltoniano, llamado Hamiltoniano electrónico 

(Ὄ ) asociado a la función de onda electrónica: 

Ὄ ȿ‪ ἃ Ὁ ȿ‪ ἃ (II.6) 

 

Ὄ
ρ

ς
​

ὤ

ὶ

ρ

ὶ
 

(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 ὶ ), esto permite considerar a Ὄ  como suma de Hamiltonianos 

monoelectrónicos Ὤ  ǎƛƴ ǘŞǊƳƛƴƻǎ ǉǳŜ άŎǊǳȊŀƴέ ƭŀǎ ŎƻǊŘŜƴŀŘŀǎ ŘŜ ǳƴ ŜƭŜŎǘǊƽƴ ƛ Ŏƻƴ ƭƻǎ ŘŜ ǳƴ 

electrón j. 
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Ὄ  Ὤ  
(II.8) 

 

En estos casos, Ὤ  tendrá su propio conjunto de autovalores ‭  y autovectores …  , 

llamados spinπorbitales, siendo la función de onda total el producto de las funciones de onda 

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

‪ ὼ ȟ ὼ ȟ ȣ ȣ ȟ ὼ  … ὼ … ὼ ȣ ȣ … ὼ  
(II.9) 

Donde ὼ ȟ ὼ ȟ ȣ ȣ ȟ ὼ  representan las coordenadas espaciales y de spin de los 

electrones ρȟςȟ ȣ ȣ ȟ ὔ .  

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 

‪ ὼ ȟ ὼ ȟ ȣ ȟ ὼ ȟ ȣ ȟ ὼ ȟ ȣ ȟ ὼ ‪ ὼ ȟ ὼ ȟ ȣ ȟ ὼ ȟ ȣ ȟ ὼ ȟ ȣ ȟ ὼ  

donde ὼ ȟ  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 spinπorbital determinado. En 1929, Slater demostró que esta condición puede 

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

‪ ὼ ȟ ὼ ȟ ȣ ȣ ȟ ὼ
ρ

ὔȦ

ụ
Ụ
Ụ
ợ
… ὼ … ὼ Ễ … ὼ

… ὼ … ὼ Ễ … ὼ

ể ể Ệ ể
… ὼ … ὼ Ễ … ὼ Ứ

ủ
ủ
Ủ

 

(II.10) 

Este determinante contiene N electrones ocupando N spinπorbitales …  , 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:  

Ὄȿɮἃ Ὁȿɮἃ 
(II.11) 

donde Ὄ, el operador Hamiltoniano. 

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

es un operador hermítico, por lo tanto posee un conjunto completo de funciones de base ȿɮ ἃ  

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

Es decir:  

Ὄȿɮ ἃ Ὁ ȿɮ ἃ 

ɻ πȟ ρȟ ȣ Ȣ   Ù  Ὁ  ᶰ  ᴙ 

 ɮ ɮ ɿ  

(II.12) 

Por lo tanto, como ȿɮ ἃ  es un conjunto de funciones de base del espacio de soluciones 

de las ecuaciónes (II.12), cualquier función ȿɮ  normalizada, que llamaremos función de 

prueba, podrá escribirse como combinación lineal del conjunto de funciones ȿɮ ἃ , es decir 

ȿɮ Ã ȿɮ  (II.13) 

El teorema variacional establece que dada una función de prueba normalizada ȿɮ , 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, Ὁ ) de Ὄ en la base ȿɮ ἃ   . Esto es:  

ɮ Ὄ ɮ Ὁ  (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 Ὁ . 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 

ȿɮ  que minimice la energía del sistema.  

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

coeficientes reales) de N funciones conocidas ȿ‪ ἃ (llamadas habitualmente como άfunciones de 

baseέύΦ 

ȿɮ ὧ ȿ‪ ἃ (II.15) 

Es importante destacar que las funciones ȿ‪ ἃ no son necesariamente el conjunto de 

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

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

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

que  

ɮ Ὄ ɮ ὧ ὧ

ȟ

‪ Ὄ ‪  (II.16) 

 

La representación del operador Hamiltoniano en la base ȿ‪ ἃ  corresponde a una 

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

ῷ ‪ Ὄ ‪  (II.17) 

 

ɮ Ὄ ɮ ὧ ὧ

ȟ

‪ Ὄ ‪ ὧ ὧ ῷ

ȟ

 (II.18) 

 

Dado que la función de prueba ȿɮ  está normalizada y las funciones de base ȿ‪ ἃ  son 

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

ɮ ɮ ὧ ὧ ‪ ‪

ȟ

ὧ ρ (II.19) 

 

Entonces el problema consiste en encontrar un conjunto de parámetros ὧ  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. 

‗ ὧ ȟ ὧ ȟ ȣ ȣ ȟ ὧ ȟ Ὁ ɮ Ὄ ɮ ὉȢ ɮ ɮ ρ  
(II.20) 

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

‗ ὧ ȟ ὧ ȟ ȣ ȣ ȟ ὧ ȟ Ὁ ὧ ὧ ῷ

ȟ

Ὁ ὧ ρ  (II.21) 

 

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

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

‬‗

‬ὧ
π ὧ ῷ ὧ ῷ ςὉὧ         Ὧ ρȟ ȣ ȣ ȟ ὔ (II.22) 

Dado que la matriz ◘ es simétrica, es decir ῷ ῷ , resulta:  

ῷ Ὁὧ π              Ὥ ρȟ ȣ ȣ ȟ ὔ (II.23) 

 

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

c de elementos ὧ  , resultando:  

◘Ȣ Ἣ ╔Ȣ Ἣ (II.24) 

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

correspondientes autovalores Ὁ . Una vez encontrados los coeficientes ὧ  podemos escribir las 

autofunciones ȿɮ  como: 

ȿɮ ὧ ȿ‪ ἃ             ‌ πȟ ρȟ ȣ ȣ ȟ ὔ ρ (II.25) 

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

Hamiltoniano para cada una de las funciones ȿɮ :  

ɮ Ὄ ɮ ὧ ὧ ɮ Ὄ ɮ

ȟ

ὧ Ὄ ὧ

ȟ

ὧ Ὄὧ

Ὁ ὧ ὧ Ὁ ‏  

(II.26) 

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

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

espacio de funciones generado por el conjunto ȿ‪ ἃ .  
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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 Ὄ en 

una base finita conocida  ȿ‪ ἃ  y diagonalizando la matriz resultante  .  

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 …  monoelectrónicas, que llamaremos spin-

orbitales. 

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

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

Retornando a la expresión del Hamiltoniano electrónico: 

Ὄ
ρ

ς
ᶯ

ὤ

ὶ

ρ

ὶ
 

(II.27) 

 

y definiendo a los operadores de Coulomb (ὐ),  de Intercambio (ὑ), y el operador Ὤ según: 

ὐ … ρ Ὠὼ …ᶻ ς ὶ … ς … ρ  (II.28) 

 

ὑ … ρ Ὠὼ …ᶻ ς ὶ … ς … ρ  (II.29) 

 

Ὤ
ρ

ς
ᶯ

ὤ

ὶ
 (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.  



41 

 

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

pudiéndose asociarle un significado físico simple.  

Por otra parte, Ὤ 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: 

Ὁ ‪ Ὄ ‪ Ὤ ὐ ὑ  
(II.31) 

 

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

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

Hartree-Fock: 

Ὢȿ… ρ ἃ ‐ ȿ… ρ  (II.32) 

 

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

spin-orbitales … ρ  y Ὢ, es el operador de Fock, definido como: 

Ὢ  Ὤ  ὐ ὑ  (II.33) 

Haciendo un cambio de base de ȿ… ἃ  a ȿ… ἃ  puede diagonalizarse la matriz de 

multiplicadores de Lagrange, resultando: 

Ὢȿ… ρ ἃ ‐ ȿ… ρ ἃ (II.34) 

 
donde los ȿ… ρ ἃ  corresponden al conjunto de orbitales moleculares canónicos y los 

‐  a sus energías asociadas. De aquí en adelante, notaremos …  a los orbitales canónicos y ‐  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 

Ὢ 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, ȿɮ  en la que cada orbital tendrá un conjunto de coeficientes ὅ . 

Resulta entonces que: 
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ὅ Ὢȿɮ ‐ ὅ Ὢȿɮ   
(II.35) 

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

Aplicando ἂɮ ȿ a ambos lados de la ecuación anterior, se obtiene un sistema de 

ecuaciones homogéneas: 

ὅ ɮ Ὢ ɮ ‐ ɮ ɮ π             ‘ ρȟ ȣ ȣ ȟ ὓ 
(II.36) 

Esta ecuación puede escribirse de forma matricial, definiendo Ὢ ɮ Ὢ ɮ  como 

los elementos de matriz F y Ὓ ɮ ɮ  como los elementos de matriz de S: 

╕╒ ╢╒Ⱡ 
(II.37) 

 
siendo ╒ la matriz de coeficientes ὅ  y Ⱡ la matriz diagonal de los coeficientes ‐ . 

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

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

matriz de Fock ╕ 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: 

” ὶ ς ȿ‪ ὶ ȿ

Ⱦ

 
(II.38) 

 

de manera que ” ὶ Ὠὶ representa la probabilidad de encontrar un electrón dentro de 

un radio Ὠὶ 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: 

” ὶ ς ‪ᶻ ὶ ‪ ὶ

Ⱦ

ς ὅᶻ ɮᶻ ὶ ὅ

Ⱦ

ɮ ὶ  
(II.39) 
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” ὶ

ụ
Ụ
Ụ
ợ

ς ὅ ὅᶻ

Ứ
ủ
ủ
Ủ

ɮ ὶ ɮᶻ ὶ  

(II.40) 

 

” ὶ  ὖ ɮ ὶ ɮᶻ ὶ  (II.41) 

 

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

ὖ ς ὅ ὅᶻ  

(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 

ƭŀ ŎŀƴǘƛŘŀŘ ŘŜ ŜƭŜŎǘǊƻƴŜǎ άŀǎƻŎƛŀŘƻǎέ ŀ 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 ╟ y de la matriz de solapamiento ╢, 

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

ὔ ὖ Ὓ ╟╢ ὸὶ ╟╢  (II.43) 

 

Puede interpretarse entonces ╟╢  como la cantidad de electrones asociada al orbital 

ɮ .  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, ή  ὤ

В ╟╢ ). En donde ὤ  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 (Ὁ ) y la energía límite de HF, correspondiente a la energía calculada con una base 

completa, es decir Ὁ Ὁ  Ὁ  

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 ὼȟ ώȟ ᾀ  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 ” ὼȟ ώȟ ᾀ Ȣ[6]  

Puede verse también, que el potencial externo ‡ ὶ , es decir el potencial actuante sobre 

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

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

escribe Ὁ ” . El funcional energía puede escribirse entonces de la siguiente manera: 

Ὁ ” Ὕ ”  ὠ ”  ὠ ”  
(II.44) 

donde Ὕ ”  representa el funcional de energía cinética de los electrones, ὠ ”  el 

funcional de interacción entre los núcleos y los electrones, y ὠ ”  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 ” ὶ  que 

satisface  

” ὶ Ὠὶ ὲ     ” π ᶪὶ      Ὁ ” Ὁ  (II.45) 

donde ὲ es el número total de electrones. 

Es decir, ”  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 ‡ ὶ  tal que la 

densidad electrónica del sistema no interactuante ” ὶ  es igual a la densidad del estado 

fundamental del sistema real ” ὶ .  

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

como: 

Ὄ
ρ

ς
ᶯ ‡ ὶ Ὤ  

(II.46) 

 

donde Ὤ es 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 Ὤ , es decir los spin-orbitales  …  tal que: 
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Ὤ … ‐ …  
(II.47) 

 
Kohn y Sham definieron también: 

ɝὝ ” Ὕ ” Ὕ ”  
(II.48) 

 
 

ὠ ” ὠ ”
ρ

ς

” ὶ ” ὶ

ὶ
Ὠὶ Ὠὶ  (II.49) 

ɝὝ y ɝὠ  corresponden a la diferencia en la energía cinética y en la parte no clásica 

(expresada en el segundo término en la expresión de ɝὠ ” ) entre el sistema real y el sistema 

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

intercambio y correlación (Ὁ ” ) es decir: 

Ὁ ”  ɝὝ ” ɝὠ ”  
(II.50) 

 
Ὁ ”  contiene entonces las siguientes contribuciones: la energía cinética de 

correlación (ɝὝ ” ), 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 ὐ

ὑ  con lo cual los términos Ὥ= Ὦ 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: 

Ὁ ” Ὕ ” ὠ ”
ρ

ς

” ὶ ” ὶ

ὶ
Ὠὶ Ὠὶ Ὁ ”  (II.51) 

 

donde: 

Ὕ ”
ρ

ς
… В ᶯ …  (II.52) 
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Y 

ὠ ” ‡ ὶ ” ὶ Ὠὶ (II.53) 

 

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

siguiente derivada funcional e igualar a cero: 

‬Ὁ ” ὶ

‬” ὶ
π (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): 

ρ

ς
ᶯ

ὤ

ὶ

” ὶ

ὶ
Ὠὶ ‡ ρ … ρ ‐ … ρ  (II.55) 

 

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

término ‡ ρ  corresponde al potencial de intercambio y correlación, es decir la derivada 

funcional de Ὁ . 

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

de funciones de base ȿɮ , lo cual, en forma similar a lo explicado para HF, permite escribir el 

problema en forma matricial de la siguiente manera: 

▐╚╢╒ ╢ ╒ Ⱡ 
(II.56) 

 

donde ▐╚╢constituye la matriz formada por los elementos de matriz Ὤ

ɮ Ὤ ɮ   y ╒ es la matriz de coeficientes de los orbitales de KS en la base elegida. Los 

elementos de ▐╚╢  dependen de la densidad y por lo tanto de ╒, 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 ▐╚╢ y luego se 

resuelve la ecuación 2.1.47 hasta encontrar una matriz ╒ 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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Ὁ ” ” ὶ ‐ ” Ὠὶ (II.57) 

 

donde ‐ ”  corresponde a la energía de intercambio y correlación por electrón en un 

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

como: 

‐
σ

τ

σ

“
” ὶ  

(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 ᶯ” ὶ  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.[16ς18]  

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 ЎὉ  (pseudoatomic orbital energy shift) modificando así 

la calidad de los resultados obtenidos. Típicamente, valores de ЎὉ  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: 

Ὄ Ὕ ὠ ὶ ὠ ὶ ὠ ὶ ὠ ὶ  (II.59) 

 

donde ‌ 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 ὠ ὶ , que resulta de difícil 

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

define ὠ ὶ , el cual se suma al ὠ ὶ , de manera de generar un potencial de átomo 

neutro (NA). El potencial agregado ὠ ὶ  corresponde al potencial creado por la densidad 

electrónica de cada átomo aislado ” . Podemos definir entonces: 
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ὠ ὠ ὠ  
(II.60) 

 

” ὶ ” ὶ  (II.61) 

 

”‏ ὶ ” ὶ ” ὶ  
(II.62) 

 
En la ecuación (II.62), ‏” ὶ  corresponde a la diferencia entre la densidad electrónica 

autoconsistente y la de los átomos aislados, la cual es mucho más pequeña que ” ὶ . Siendo 

ὠ‏ ὶ  el potencial creado por ‏” ὶ , podemos rescribir el Hamiltoniano electrónico total 

como: 

Ὄ Ὕ ὠ ὶ ὠ ὶ ὠ‏ ὶ ὠ ὶ  (II.63) 

 

De esta manera, el ὠ ὶ  se reemplaza por una suma de potenciales de átomo 

neutro, más una pequeña corrección, que se agrega para corregir el efecto del agregado de 

ὠ ὶ .  

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 ȿ‪ ὶ ἃ  son la parte espacial de los spin-orbitales, las cuales pueden describirse como 

combinación lineal de las funciones de base: 

‪ ὶ ‰ ὶ ὅ  (II.64) 

 

Entonces, la densidad electrónica resulta: 

” ὶ ὲ ȿ‪ ὶ ȿ ” ‰ᶻ ὶ ‰ ὶ  (II.65) 

 

donde ὲ  corresponde al número de ocupación de ‪  y ”  a los elementos de matriz 

de la matriz densidad, dados por: 

” ὅ ὲ ὅ  (II.66) 

 

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

1. Definición de la base ȿ‰ ἃ a utilizar y cálculo de los elementos de matriz no 
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autoconsistentes correspondientes a los términos Ὕy ὠ . 

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

” ὶ ” ὶ ) 

Obtención de la densidad electrónica ” ὶ В ” ‰ᶻ ὶ ‰ ὶ  y de                                               

”‏ ὶ ” ὶ ” ὶ  

Cálculo de ‏ὠ ὶ  a través de la ecuación de Poisson (ᶯ ὠ
”

‐ ). 

3. Cálculo de ὠ  en la grilla. 

4. Evaluación de las integrales asociadas a ‏ὠ ὶ ȟ ὠ  ώ ὠ . 

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 ð Simulaciones 

atomísticas 

En los métodos de mecánica molecular atomística, la energía potencial viene dada por 

una función que se denomina άcampo de fuerzaέ, 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 άgrano gruesoέ, 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]ς el cual fue utilizado para los 

cálculos realizados en esta tesis ς 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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(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, Ὧ ȟ  corresponde a la constante 

de fuerza asociada a la unión i y ὶ  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 Ὧ ȟ  y valor de equilibro 

— . 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 Ὧ ȟ suelen ser menores que los de 

las constantes Ὧ ȟ .  

El tercer término, es el asociado a las torsiones o ángulos diedros y presenta tres 

parámetros: ὠ  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 ‎, 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, ὶ . La primera parte, corresponde al potencial 

de Lennard-Jones y contiene los parámetros ‐  , asociado a la profundidad del pozo de energía, 

y „ , 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 ή  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 

ŎƻǊǊŜŎŎƛƻƴŜǎ ƴŜŎŜǎŀǊƛŀǎ ŘŜōƛŘƻ ŀ ƭŀ ƛƴŎƻǊǇƻǊŀŎƛƽƴ ŘŜ ƭŀǎ ŘŜƴǎƛŘŀŘŜǎ άƴŜǳǘǊŀƭƛȊŀƴǘŜǎέΣ ǎŜ 

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 



56 

 

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 άtipoέ 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 ŎƻƳƻ ǳƴŀ άƧŀƭŜŀ ŜƭŜŎǘǊƻǎǘłǘƛŎŀέ ŎŀǊŀŎǘŜǊƛȊŀŘŀ ǇƻǊ ǳƴŀ ŎƻƴǎǘŀƴǘŜ ŘƛŜƭŞŎǘǊƛŎŀΦ 9ǎǘƻǎ 

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. 

 

CƛƎǳǊŀ нΥ 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.[28ς32] 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 (Ὄ ), el subsistema MM (Ὄ ) y un término de acoplamiento QM/MM 

(Ὄ Ⱦ ): 

Ὄ Ὄ Ὄ Ὄ Ⱦ  
(II.68) 

 
Para el cálculo de la energía Ὁ  (asociada al Ὄ ), 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 Ὁ  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: Ὄ Ⱦ . 

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

En forma general, Ὄ Ⱦ  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: 

Ὁ Ⱦ ή
” ὶ

ȿὶ † ȿ
Ὠὶ

ή ὤ

Ὑ †

τ‐
„

† Ὑ

„

† Ὑ
 

(II.69) 

 

donde, †  corresponde a las posiciones de los núcleos MM, Ὑ  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 (ή ).  El segundo término 

describe la interacción electrostática entre los núcleos QM, de carga  ὤ , 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 (‐  y „ ) 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 (ὃ ) y otro en el MM (ὃ ). 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 

(Ὄ ), se ubica en el enlace por el que atraviesa la frontera. De esta manera, el  Ὄ  completa 

la valencia del átomo cuántico ubicado en la frontera. La posición del Ὄ  está forzada a 

mantenerse en el enlace ὃ -ὃ . Para ello,  la fuerza sobre el Ὄ se descompone en una 
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componente perpendicular y otra paralela al enlace ὃ -ὃ . La componente perpendicular  

se redistribuye entre los átomos ὃ y ὃ . Por otra parte, para mantener el enlace ὃ -ὃ , 

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 ὃ , Ὄ , ὃ son 

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

 Por último, para evitar una sobrepolarización de la unión ὃ -Ὄ  debido a la corta 

distancia entre el Ὄ y el átomo ὃ , se anula la carga sobre el átomo ὃ . 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 ð 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 Ὂ ὼ ȟ ὼ ȟ ȣ ȣ ȟ ὼ  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 

ὼ ȟ ὼ ȟ ȣ ȣ ȟ ὼ  valen cero, y todas las derivadas segundas son positivas: 

‬Ὂ

‬ὼ
π          ώ         

‬ Ὂ

‬ὼ
π                    ᶪ Ὥ ᶰ ρ ȣ ȣ σὔ  (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: 

ὠ Ὧ ‚ ‚  
(II.71) 

 
La expresión (II.71) corresponde a un potencial armónico, de constante Ὧ, en donde ‚  

corresponde al valor deseado de la coordenada de transformación en un momento de la 

simulación, y ‚ corresponde al valor de la coordenada de transformación.  

En la práctica, el valor de ‚  se va modificando a lo largo del cálculo, lo que provoca que 

el valor de ‚ se vaya modificando. En cada movimiento de ‚ , 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: 

‬ ὼ

‬ὸ

Ὂ

ά
 (II.72) 

 

donde se describe el movimiento de una partícula de masa ά  en la coordenada ὼ , con 

Ὂ  la fuerza en la dirección ὼ .  

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 ‏ὸ. 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  ‏ὸ, la fuerza es considerada constante. En el algoritmo de Verlet, se utilizan 

las posiciones y aceleraciones al tiempo t (ὶ ὸ ) y las posiciones al tiempo ὸ ὸ, (ὶ‏ ὸ ὸ‏ ), 

para determinar las nuevas posiciones a ὸ  :ὸ, según‏

ὶ ὸ ὸ‏  ὶ ὸ ὸȢ‏ ’ ὸ
ρ

ς
ὸ‏ ὥ ὸ Ễ (II.73) 

 

ὶ ὸ ὸ‏  ὶ ὸ ὸȢ‏ ’ ὸ
ρ

ς
ὸ‏ ὥ ὸ Ễ (II.74) 
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Sumando las expresiones (II.73) y (II.74), despreciando los términos de orden superior, 

se obtiene: 

ὶ ὸ ὸ‏ ςὶ ὸ ὶ ὸ ὸ‏ ὸ‏ ὥ ὸ  
(II.75) 

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

manera:  

’ ὸ
ὶ ὸ ὸ‏ ὶ ὸ ὸ‏

ς‏ὸ
 (II.76) 

 

Debe tenerse especial cuidado en la elección del intervalo de tiempo ‏ὸ, 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 (ὑ), están relacionadas de la siguiente manera: 

ὑ
ά ’

ς

σὯ Ὕ

ς
ὔ 

(II.77) 

 

donde ’  y ά  corresponden a la velocidad y la masa de la partícula Ὥ y ὔ 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 Ὕ ὸ . Puede verse de la ecuación (II.77), que si las velocidades se escalan por un 

factor ‗, el cambio asociado en la temperatura resulta: 

ɝὝ ‗ ρ Ὕ ὸ  
(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: 

‬Ὕ ὸ

‬ὸ

ρ

†
Ὕ đ Ὕ ὸ  (II.79) 

 

donde † 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 ‏ὸ, corresponde a: 

ɝὝ
ὸ‏

 †
Ὕ đ Ὕ ὸ  (II.80) 

 

Con esta expresión, el factor de escalamiento de las velocidades ‗ resulta: 

‗ ρ
ὸ‏

 †

Ὕ đ

Ὕ ὸ
ρ  (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 ‗, lo que equivale a escalar las coordenadas 

atómicas en ‗ . Resulta entonces: 
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‗ ρ ‖
ὸ‏

 †
ὖ ὖ đ  (II.82) 

 

donde ‖ es la compresibilidad isotérmica, y †  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: 

ὙὓὛὈ
ρ

ὔ
‏  

(II.83) 

 

Donde ὔ corresponde al número de átomos en el sistema, y ‏  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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 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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 Introducción 

Como se mencionó en la introducción de la presente tesis, se han encontrado especies 

de sulfuro de hidrógeno endógenas en mamíferos[1ς8] y plantas.[9ς12] 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.[13ς15,23,24] 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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   Introducción 

En la naturaleza existen organismos adaptados a diferentes temperaturas. Estos 

organismos pǳŜŘŜƴ ǎŜǊ ŎƭŀǎƛŦƛŎŀŘƻǎ Ŝƴ άǇǎƛŎǊƽŦƛƭƻǎέ ŘŜ ŎǊŜŎƛƳƛŜƴǘƻ ƽǇǘƛƳƻ ŜƴǘǊŜ нсу Y ȅ нур YΣ 

άǘŜǊƳƽŦƛƭƻǎέΣ Ŏƻƴ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊŀs ŘŜ ŎǊŜŎƛƳƛŜƴǘƻ ƽǇǘƛƳƻ ŜƴǘǊŜ ооо Y ȅ оро YΤ άƘƛǇŜǊǘŜǊƳƽŦƛƭƻǎέΣ 

con crecimientos óptimos entre 353 K y 383 K, finalmente se encuentran los llamados 

άƳŜǎƽŦƛƭƻǎέΣ ǘŀƳōƛŞƴ ŘŜƴƻƳƛƴŀŘƻǎ άno-adaptadosέ, 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.[2ς9]  

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.[10ς15] 

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. 







































171 

 

VI. #/.#,53)/.%3 '%.%2!,%3 

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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