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Cuatro Soles fueron anteriores a esta era en que vivimos, los que tuvieron por
objeto la evolucién que cada vez permitiera el mejoramiento de los seres hu-
manos, de los animales y las plantas, hasta llegar a la Quinta Epoca llamada del

Sol de Movimiento.
A muchos milenios de tiempo esta la primera fundamentacién de la tierra.

Mas estos afios que cobijan nuestra existencia, segin los dioses de nuestros
antepasados, constituyen la edad maravillosa de la Perfeccién, de la Armonia
que habia sido forjada con el aprovechamiento de las experiencias de anteriores

épocas.

Pero tal vez la agitada vida de esta era del Quinto Sol, se esté acercando a su

final. Tal vez algin dia no muy lejano termine...

Este Sol, su nombre Cuarto Movimiento,

este es nuestro Sol, en el que vivimos ahora.

Y aqui estd su senal, como cay6 en el fuego el Sol,

en el fogén divino, alla en Teotihuacan.

Igualmente fue este el Sol de nuestro principe,

en Tula, o sea de Quetzalcoatl.

El Quinto Sol, Cuarto Movimiento su signo,

se llama Sol de Movimiento porque se mueve, sigue su camino.
Y como andan diciendo los viejos,

en él habrd movimiento de tierra,

habra hambre y con esto pereceremos.

Cuando esto suceda, cuando no exista ni una brizna de paja sobre la tierra, atin

existird el mundo maégico de los dioses.

Y allé en la inmensidad de los trece cielos, después del cataclismo que destruya el
Quinto Sol, los dioses volveran a pensar en forjar otro mundo mejor, un mundo
en el que no existan las ambiciones humanas, en el que el hermano ame con
verdad al hermano, en donde desaparezcan las guerras fraticidas, en el que los
guiadores de los pueblos sean hombres justicieros y honrados, y la desmedida

fiebre del oro, aquella que todo lo prostituye, sea erradicada.

— Otilia Meza






Resumen

Esta tesis presenta un estudio tedrico sobre la reactividad quimica de sistemas macro-
moleculares de interés biolégico. A partir de los conceptos de reactividad, definidos en la
Teoria de Funcionales de la Densidad, se analizaron las propiedades reactivas de dos toxinas
bloqueadoras de canales de potasio: la toxina BgK y la caribdotoxina. Para obtener estas
propiedades, se calculé la estructura electrénica de las macromoléculas usando un méto-
do basado en las técnicas tipo Car-Parrinello, el cual es eficiente para modelar sistemas
moleculares con cientos e incluso miles de dtomos. Los resultados obtenidos concuerdan
aceptablemente con las observaciones experimentales, pero adema&s, muestran nuevas evi-

dencias para explicar la reactividad quimica de estos sistemas.
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Introduccion

Clarity in writing is everything: As scientists, our job
1 to explain why or how some phenomena happens,
and the better we do this the better the work is.

— Walter Kohn

En el estado actual del conocimiento humano, la mecdnica cudntica es la teoria fun-
damental para el estudio de los fenémenos atémicos. Esta teoria ha tenido un impacto
importante en la concepcién del mundo porque permite describir, correlacionar y predecir
el comportamiento de una amplia variedad de sistemas, desde particulas elementales hasta
sélidos pasando por atomos y moléculas. El desarrollo de la mecanica cuantica ha hecho
posible generar conceptos y modelos que, hoy en dia, conforman el campo tedrico de la

quimica y la fisica.

El éxito de la mecanica cuantica — en lo que a la quimica tedrica corresponde — consiste
en que permite describir y racionalizar las propiedades geométricas y de reactividad de un
sistema a partir de su estructura electrénica. Determinar la estructura electrénica de un
sistema implica resolver la ecuaciéon de Schrodinger! y obtener la funcién de onda (%) co-
rrespondiente de dicho sistema, el cual se encuentra inmerso en un potencial externo (v(r))

generado por la distribucién en el espacio de los nicleos atémicos; en algunos casos, el
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potencial externo también incluye el efecto de un campo eléctrico o magnético. La solucién
de la ecuaciéon de Schrodinger se puede obtener usando técnicas basadas en uno o mas
determinantes de Slater,? como el método de Hartree-Fock (HF), el método de interaccién
de configuraciones (CI), entre otros, o usando a la densidad electrénica como la variable

fundamental, como es el caso de la Teoria de Funcionales de la Densidad (TFD).3

Si bien es cierto que el objetivo principal de la quimica tedrica es determinar la estruc-
tura electrénica de un sistema, en su estado de minima energia, otro objetivo no menos
importante es el aportar criterios de reactividad para entender las propiedades quimicas de
dicho sistema. En este sentido, la TFD ofrece el marco tedrico apropiado para lograr estos
objetivos. Propuesta por Thomas* y Fermi® en 1927, la TFD obtuvo caracter formal con los
teoremas de Hohenberg y Kohn® en 1964 y adquiri6 la forma de un método practico para,
el calculo de la estructura electrénica, con el método de Kohn-Sham.” Hoy en difa, se puede
identificar un area conceptual dentro de la TFD en la cual se han definido, con formali-

dad matemaética,®?

varios conceptos de reactividad como la electronegatividad, la dureza
quimica y la blandura quimica, originalmente propuestos en forma intuitiva por los quimi-
cos experimentales. En este marco conceptual, la TFD también ha permitido racionalizar
algunos principios usados tradicionalmente como el principio de igualacion de electronega-
tividades de Sanderson'® o el principio de dcidos y bases duros y blandos de Pearson;'! pero
ademas, se han definido nuevos conceptos para describir la reactividad y selectividad de

sitios especificos en una molécula, como la funcion de Fukui, la blandura local, la electrofilia

local, etc.?

Los conceptos de reactividad definidos en la TFD se han aplicado a una gran variedad de
sistemas quimicos; sin embargo, todos esos sistemas se caracterizan porque estan formados
por un nimero pequefio de dtomos (< 100 dtomos). El estudio de la reactividad quimica

de sistemas de gran tamano, como biomoléculas o sistemas extendidos, implica calcular su

2F] formalismo matemaético en estas definiciones incluye el uso de relaciones de Maxwell.®
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estructura electrénica, lo que representa un problema desde el punto de vista computacional.

Esta tesis presenta un estudio sobre la reactividad quimica de biomoléculas, usando una

metodologia eficiente para calcular la estructura electrénica de sistemas de gran tamano.

El objetivo principal de esta tesis es aplicar los conceptos de reactividad, definidos en
la TFD, para describir las propiedades quimicas de dos toxinas bloqueadoras de canales
de potasio: la toxina BgK y la caribdotoxina (ChTX). Estas toxinas son polipéptidos que
tienen una alta afinidad por los canales iénicos; tales canales son proteinas, ubicadas en la
membrana celular, que permiten el flujo selectivo y regulado de iones metélicos (K+, Ca*t?)

de la region extracelular hacia la regién intracelular o viceversa.

Para alcanzar este objetivo, la tesis estd estructurada de la siguiente manera: en el
primer capitulo se describen en forma general, los conceptos fundamentales de la TFD,
incluyendo el problema de la autointeraccién electrénica y los métodos para resolverlo. El
interés en las correcciones de la autointeraccion electrénica se debe a que en esta tesis
se analizan los efectos de dicha correccién en la reactividad quimica. En este capitulo
también se describe un método para resolver las ecuaciones de Kohn-Sham, alternativo al
procedimiento convencional que usa funciones de base localizadas. Este método, conocido
como el Método de la Energia Total por Pseudopotenciales (METP), se basa en el uso de
ondas planas como funciones de base para resolver las ecuaciones de Kohn-Sham en espacio
reciproco y ademas utiliza la aproximacién por pseudopoteciales. El método es eficiente para
calcular la estructura electrénica de sistemas con cientos o miles de dtomos. Este primer
capitulo se termina con una revisién detallada y completa de los conceptos (indices) usados

para estudiar la reactividad quimica de moléculas.

El segundo capitulo de esta tesis muestra la forma practica, usada actualmente, para
calcular los indices de reactividad en moléculas pequenas. Para este propdsito, en el capitulo

se presenta un estudio detallado sobre la reactividad de perdxidos de la forma XOOH, con
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X = H, NO2, CO; y SO3 e incluyendo el efecto del solvente. El estudio ilustra el uso de
los conceptos de reactividad en un sentido global y local. Cabe mencionar que los indices
globales describen el cardcter reactivo de una molécula como un todo, mientras que los
indices locales permiten describir la reactividad y selectividad de sitios especificos de la
molécula. En este capitulo se usa la forma convencional para estudiar la reactividad de
moléculas pequenas, entendiendo por convencional el hecho de que las ecuaciones de Kohn-
Sham se resuelven usando funciones de base localizadas. Esta caracteristica contrasta con
el método usado para el estudio de la reactividad de las toxinas, como se mostrard en los

capitulos siguientes.

El tercer capitulo esta dedicado al estudio de la reactividad de la toxina BgK. Esta
toxina, segregada por una anémona marina, es un polipéptido que inhibe el funcionamiento
de los canales de KT. La geometria de esta toxina permite la coexistencia, en una misma
region, de dos aminoacidos cargados positivamente. En este capitulo se estudia el efecto de
esta propiedad estructural sobre la reactividad quimica de la toxina. El estudio se basa en
el uso del METP para describir la estructura electrénica de la toxina BgK. En el capitulo
se muestran las ventajas de usar técnicas basadas en funciones de base deslocalizadas (on-
das planas), para calcular la estructura electrénica de sistemas moleculares con cientos de

atomos.

En el cuarto capitulo se hace un estudio detallado de la reactividad de la caribdotoxina
(ChTX) y seis de sus mutantes. Esta toxina, aislada del veneno del alacrén, se ha usado
experimentalmente para explicar las propiedades del vestibulo de los canales de KT. De-
bido a la alta afinidad de la toxina por el canal, se han hecho experimentos de mutagénesis
dirigida con los que se ha obtenido informacién sobre la cinética del proceso de asociacién
y disociacién de la toxina con el canal. En este capitulo se correlacionan los indices globales
de reactividad calculados para la ChTX y seis de sus mutantes, con los resultados experi-

mentales de cinética. Adicionalmente, en el capitulo se estudian las propiedades locales de
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reactividad de estas toxinas.

Finalmente, las conclusiones generales y las perspectivas de esta tesis se presentan en

las dos ultimas secciones.

Cabe mencionar que excepto el capitulo 1, el resto de los capitulos de esta tesis son
contribuciones originales de investigacién, publicadas o en proceso de publicacién (capitulo

4) en revistas con arbitraje internacional.?

2En el apéndice A se presenta la lista completa de publicaciones, a la fecha, hechas por el autor de esta
tesis.






Capitulo 1

Fundamento tedrico

En este capitulo se presentan los conceptos de la Teoria de Funcionales de la Densidad
(TFD) en los que se basan los estudios hechos en esta tesis. En la primera seccién se
describe el método de Kohn-Sham y se hace una breve discusién sobre el funcional de
energia de intercambio y correlacién; después se plantea el problema de la autointeraccién
electronica y se revisan dos modelos para resolverlo. Los efectos de la autointeraccion en la
estructura electronica de biomoléculas son un tema de interés en esta tesis. En la segunda
seccion de este capitulo, se presenta un método para resolver las ecuaciones de Kohn-Sham
basado en las técnicas tipo Car-Parrinello, conocido como el Método de la Energia Total por
Pseudopotenciales (METP). Este método es una forma practica para obtener la estructura
electrénica de sistemas como solidos, superficies, macromoléculas y moléculas pequenas.
En esta tesis, el METP se usa para calcular las propiedades electrénicas de biomoléculas.
Finalmente, en la ultima seccién de este capitulo se presentan los conceptos de reactividad,
definidos en el marco de la TFD, que se usan para describir la reactividad quimica de los

sistemas estudiados.
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1.1. Teoria de funcionales de la densidad

La Teoria de Funcionales de la Densidad (TFD), es una representacién de la mecénica
cudntica que utiliza a la densidad electrénica, p(r), como variable fundamental para des-
cribir las propiedades de un sistema, el cual puede ser cualquier coleccién de ntcleos y
electrones como un atomo, una molécula o un sélido. El uso de la densidad electrénica

como variable se sustenta en los teoremas de Hohenberg y Kohn (HK).6

En la TFD definida por Hohenberg y Kohn, la energia total de un sistema se puede

escribir como?®

Blp(r)] = Flo(r)] + / p(r)u(r) dr, (L1)

donde F[p(r)] es un funcional universal® y v(r) es el potencial externo generado por los
ntcleos atémicos del sistema. Este potencial también puede contener los efectos de un

campo eléctrico o magnético.

Hohenberg y Kohn mostraron que la densidad electronica del estado basal de un sistema,
Po(r), es la densidad que minimiza al funcional de la ecuacién (1.1). El valor minimo de
E[p(r)] es la energia del estado basal (E,) de dicho sistema. La ecuacién (1.1) es un resultado
exacto, sin embargo, los teoremas de HK no son constructivos en el sentido de que no dan

informacion acerca de la forma analitica del funcional universal.

En 1965, Kohn y Sham (KS)7 propusieron que el comportamiento de un sistema, real
(sistema de electrones interactuantes) se puede aproximar mediante un sistema de electrones

no interactuantes que se mueven en un potencial externo, vis(r). Con esta idea escribieron

2Excepto cuando se especifique lo contrario, todas las ecuaciones en esta tesis estdn escritas en unidades
atomicas.

PUn funcional es una regla matemética que transforma una funcién en un nimero. Una funcién es una
regla matematica que transforma una variable en un nimero.
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el funcional universal como

Flp(r)] = Ts[p(r)] + J{p(r)] + Exc[p(r)], (1.2)

donde Ts[p(r)] es la energia cinética de un sistema de electrones no interactuantes en el

estado basal, con densidad p(r), J[p(r)] es la energia coulémbica cldsica definida como

Jp(r)] = ;// Wdrdr', (1.3)

y Eyc[p(r)] es la energia de intercambio y correlacién, representada como

Egelp(r)] = Tp(r)] = Ts[p(r)] + Eee[p(r)] = J[p(r)]. (1.4)

donde T'[p(r)] y Eec[p(r)] son la energia cinética y la energia de interaccién de los electrones
del sistema real, respectivamente. Asi, la energia de intercambio y correlacién contiene
la diferencia entre la energia cinética de los electrones del sistema real y del sistema de
electrones no interactuantes, ademds de la parte no clasica de F..[p(r)]. En otras palabras,
el funcional de energia E,.[p(r)]| contiene los efectos de interaccién entre todos los electrones

(efectos de muchos cuerpos) involucrados en un sistema microscépico.

A partir de las ideas de KS, la energia de un sistema se puede escribir como un funcional

de la densidad electrénica en la forma

Elp(r)] = Ts[p(r)] + J[p(r)] + Eaclp(r)] + /ﬂ(r)v(r) dr. (1.5)

Ademds de la particién de la energia total representada por la ltima ecuacién, otra con-

tribucién de KS fue expresar a la densidad electrénica en términos de un conjunto de
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orbitales {1;(r)} (orbitales de Kohn-Sham), en la forma
p(r) = filvi(r), (1.6)
donde f; es el nimero de ocupacién de cada orbital.?

Expresando la ecuacién (1.5) en el lenguaje orbital y minimizando el funcional resultante
con respecto a los orbitales de Kohn-Sham, con la restriccion de que los orbitales sean

ortonormales,” se obtiene un conjunto de ecuaciones de la forma

( a %VZ + vef(r)>1/)¢(r) = eithi(r), (1.7)

donde vef(r) es el potencial efectivo de Kohn-Sham, definido como

p(r')

= dr’ + v (r). (1.8)

ug0) = o)+ [ 250
En esta ecuacién, v(r) es el potencial externo, el segundo sumando es el potencial coulémbi-

co clésico y v (r) es el potencial de intercambio y correlacién. Este ltimo potencial se

determina mediante la ecuacion

(1.9)

Las ecuaciones (1.7) y (1.8) son la base del método de Kohn-Sham; la ecuacién (1.7)
se resuelve iterativamente mediante un proceso autoconsistente.®” En esencia, el método
de Kohn-Sham transforma el problema de modelar un sistema de muchas particulas en el

problema de resolver un conjunto de ecuaciones de una particula.

2f; = 2 para estados ocupados y 0 para estados virtuales en un esquema de espin restringido.
"La condicién de ortonormalidad es: [ v} (r)y;(r) = &;;
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1.1.1. Energia de intercambio y correlacion

El método de Kohn-Sham es una implementacion practica de la TFD en el que para
determinar la energia total de un sistema electrénico es necesario conocer la energia de
intercambio y correlacién, como lo establece la ecuacién (1.5); para ello se requiere la energia
cinética (T) y la energia de interaccién entre los electrones (Ee.) del sistema real. Como
estos términos no se conocen, es necesario hacer aproximaciones al funcional E,.[p(r)] de
la ecuacién (1.4). La primera y mds simple es la Aproximacion Local de la Densidad (LDA,

por sus siglas en inglés).” Esta aproximacién define a Eg.[p(r)] como

EEMp(w)] = [ eaclp)o)a, (1.10)

donde e,.(p) es la energia de intercambio y correlacién de un gas homogéneo de electrones
con densidad p(r). Es importante notar que €4, es una funcién de p(r) y no un funcional.

Esta funcién se puede expresar como

Exc(p) = €2(p) +ec(p), (1.11)

donde la parte de intercambio (e,) se calcula mediante la ecuacién de Dirac para la energia

de intercambio X
3/3\3 1
o) =5 (2) oo, (1.12)

y la parte de correlacién (e.) se calcula usando técnicas de Monte Carlo cudntico. %13

A pesar de su simplicidad, el método LDA permite calcular geometrias, frecuencias de
vibracién y otras propiedades estructurales de sistemas fuertemente enlazados (moléculas
y sélidos) con un error menor al 1% de su valor experimental.'* Sin embargo, si se desea
calcular la geometria de sistemas débilmente enlazados (sistemas con puentes de hidrégeno

o con interacciones de van der Waals) o si se calculan energias de ionizaciéon de atomos,
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energias de disociacién de moléculas y energias de cohesién en sélidos, la aproximacién LDA

genera errores del orden de 10-20 %.

No existe una forma sistemédtica para mejorar la aproximacién LDA, pero el primer
intento para superar sus deficiencias fue hacer una expansién completa de FE.[p(r)] en
potencias del gradiente de la densidad y considerar a EchA como el primer término de dicha
expansién. Para sistemas con densidad homogénea o con cambios ligeros en la densidad,
esta aproximacion es mejor que la LDA, pero para sistemas reales la expansion completa
en gradientes de la densidad falla porque la serie de potencias es divergente y los términos

de segundo o mayor orden violan la regla de la suma.

Los problemas de la expansién en gradientes se resuelven parcialmente con la Aproxi-
macion de Gradientes Generalizados (GGA, por sus siglas en inglés).'01? Esta aproxi-
macién satisface la regla de la suma para el hueco de intercambio y correlacién, pero no
describe correctamente el comportamiento asintético del potencial v,. en las regiones le-
janas a los nucleos atomicos. Los funcionales de intercambio y correlacién GGA mejoran
la descripcién energética de los sistemas quimicos, con errores de 5-7 kcal/mol (por cada

enlace) respecto al valor experimental. 14

La combinacién de la energia de correlacién exacta de Hartree-Fock? con las aproxi-
maciones LDA o GGA, dio origen a los funcionales hibridos®® de los cuales el funcional
B3LYP es el més utilizado. Los funcionales hibridos pueden reducir el error en el calculo de

la energfa de sistemas quimicos hasta el orden de 2-3 kcal /mol, 4

respecto al valor experi-
mental. Esta condicién no es general, porque algunos funcionales hibridos se parametrizan

para reproducir la energética de un conjunto particular de moléculas.
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1.1.2. Autointeraccion electronica

Uno de los problemas importantes de la quimica tedrica es entender el comportamiento
de atomos, moléculas o sélidos, los cuales son sistemas que tienen varios electrones. En
estos sistemas, desde el punto de vista clasico, la energia de interaccién de un electrén con
el resto de los electrones se puede describir mediante la ley de Coulomb, cuyo operador

tiene la forma

ZZ T rj‘ (1.13)

En 1934, Thomas y Fermi*® propusieron aproximar el valor esperado de V.. mediante el

funcional de energia coulémbica

Jlp(r)] = ;//’mdrdr'. (1.14)

Es evidente que un electréon no puede interaccionar coulémbicamente consigo mismo
(autointeraccién). En la ecuacion (1.13), las contribuciones a la energia coulémbica debidas
a la autointeraccion electrénica no se consideran, sin embargo, no ocurre lo mismo con
el funcional de energia coulémbica J[p(r)], de la ecuacién (1.14). Esto implica que, por

definicidn, el funcional J[p(r)] no es libre de autointeraccion.

En la TFD, comtinmente se expresa a la energia de intercambio y correlaciéon como la
suma de una parte de intercambio y otra de correlacién, F,. = FE, + E.. En un sistema
de un electrén no hay energia de correlaciéon (E. = 0), por lo que el término de energia
coulémbica J[p(r)], de la ecuacién (1.5), se debe cancelar completamente con la energia de
intercambio del funcional F,. en la misma ecuacién.? En un sistema de varios electrones,

en el lenguaje de KS, la contribucién a la energia coulémbica debida a la interaccion de un

“En el método de Hartree-Fock ocurre lo mismo para sistemas de cualquier nimero de electrones,
porque la parte diagonal de las integrales coulémbicas J;; se cancela exactamente con la parte diagonal de
las integrales de intercambio K;;. Por esta razén el método de Hartree-Fock es libre de autointeraccion.
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electrén consigo mismo, se debe cancelar con su correspondiente contribucion a la energia
de intercambio, mientras que la energia de correlacién del electron consigo mismo debe ser
exactamente cero. Esto implica que el funcional E,.[p(r)] exacto debe cumplir con estas
condiciones, por tanto debe ser libre de autointeraccién. Sin embargo, en la practica esto
no ocurre porque las aproximaciones LDA y GGA no cancelan correctamente el término de

autointeraccion coulémbica.

A pesar de que la forma exacta del funcional E,.[p(r)] no se conoce, hay algunas
propiedades bien establecidas que debe cumplir el potencial asociado a dicho funcional.

Una de estas propiedades es el comportamiento asintético de v,.(r), definido como

SE 1
lm —% ~ —— +k, 1.15
lr—oo| dp(r) x| (1.15)

donde k es una constante.?'?* Debido a la autointeraccién electrénica, los potenciales
obtenidos con los funcionales LDA y GGA no tiene el comportamiento asintético correc-

1.25 Como consecuencia, algunas

to; en lugar de ello muestran un decaimiento exponencia
propiedades de los sistemas quimicos no se describen apropiadamente.?%2” Por ejemplo, si
se usara el funcional de intercambio y correlacion exacto, la energia del orbital mas alto
ocupado (HOMO) serfa igual al negativo del potencial de ionizacién (I).283% Sin embargo,
las energias HOMO obtenidas con las aproximaciones LDA y GGA subestiman los valo-
res experimentales del I.3132 Algunos funcionales hibridos, como el B3LYP, mejoran la
comparacién entre los potenciales de ionizacién y las energias HOMO,33 pero no corrigen

completamente el error.3*

En la literatura existen varios métodos para hacer la correccién de la autointeraccion
(SIC) entre los que se encuentran el método de Perdew y Zunger (SIC-PZ) '3 y el método de
Krieger, Li e Iafrate (KLI) con un Potencial Efectivo Optimizado (SIC-OEP).3%37 Estos dos

métodos se usaron en uno de los estudios hechos en esta tesis, por lo que en las siguientes
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lineas se describen sus caracteristicas; para mayor claridad se incluye explicitamente la

variable de espin (o = a o0 ().

En el método de Perdew y Zunger (SIC-PZ), la autointeraccién electrénica se corrige

de la siguiente manera:

B pe sl = B [pas pg] — Y Z (B2 [pic, 0] + J[pio)); (1.16)

o 1=1

aprox

donde p;, es la densidad del i-esimo espin-orbital de KS y E;¢ — es cualquier aproximacion
al funcional de intercambio y correlacién no libre de autointeraccién. La caracteristica de
esta aproximacién es que la correccion se aplica a cada espin-orbital, lo cual implica que
se obtienen potenciales diferentes para cada uno de ellos. La dependencia del potencial
con los espin-orbitales hace que estos pierdan ortogonalidad, la cual se tiene que recuperar

posteriormente. Otro hecho importante es que la correccién SIC-PZ sélo se aplica a los

estados ocupados.

El método SIC-PZ se ha usado para obtener la energia total, la energia de orbitales y los
potenciales de intercambio y correlacién de dtomos.'3 También se ha usado para estudiar
el efecto del SIC en la energia de moléculas diatémicas®® y para calcular la diferencia de

energia entre la banda de valencia y la banda de conduccién de sélidos y semiconductores.

39,40

Por otra parte, existe un método diferente para aproximar la interaccion no clasica entre
los electrones, conocido como el método del Potencial Efectivo Optimizado (OEP). 4142 Este
método se basa en la idea de encontrar un potencial, el mismo para todos los electrones, tal
que cuando dicho potencial sufra una pequena variacién, la energia del sistema permanezca

inalterada. Esta aproximacién implica resolver un conjunto de ecuaciones similares a las
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ecuaciones de KS, de la forma

1
( — §v2 + VUOEP(r)>@Z)iU(r) = cigWio(r), (1.17)
donde el potencial efectivo optimizado VUOEP (r), se obtiene imponiendo la condicién

SE P [{tia, ¥js}]
dV,(r)

=0, (1.18)

VOEP

con

B [{ia, ja}] =
To[{ias i6}) + T{ias i5}) + Buel{ia, 5] + / p(ryu(r)dr. (1.19)

La ecuacién (1.19) tiene la misma forma que el funcional de energia de Kohn-Sham (ec.

1.5), donde la energfa total es un funcional de la densidad y p(r) se determina con los

espin-orbitales {9;q, 13}

Usando la regla de la cadena para las derivadas funcionales, la ecuacién (1.18) se puede

escribir como

5 [l B i) Sele) (120
J

01hjo (1) OVIPP(x)

A pesar de que el significado fisico de la aproximacién OEP es claro, esta tltima ecuacion es
una ecuacién integral dificil de resolver. Krieger, Li e Tafrate (KLI) propusieron una solucién
a este problema, simplificando el cédlculo de VUOEP mediante la soluciéon de ecuaciones li-

neales simples. 3737

Estos autores mostraron que el comportamiento asintético correcto del
funcional E,.[p(r)] se puede obtener empleando un funcional de intercambio y correlacién

dependiente explicitamente de un conjunto de espin-orbitales de KS, en lugar de depen-
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der de la densidad electrénica. El método de KLI permite obtener un potencial efectivo
optimizado libre de autointeraccién. De acuerdo al procedimiento propuesto por KLI, la

ecuacién diferencial que se debe resolver es

_lg p(r) r +v OEP—KLI (1) = e, b (T
( 2V +/ |I'—I'/|d * ( )+ VICU ( )>¢1U( ) 5101/}10( ), (121)

donde el potencial VwOCf;P ~KLI g obtiene por

4 OEP—KLI _ +io
Vzggp KLI(y )_;Pw(pa)( )( )+ Z pio(r )[VI‘;:"( ) %6]7 (1.22)
z;éHOMOa
con
‘r_r _ ‘W7 (1.23)
y

o = [ 0w (r)dlo) (1.24)

La constante onc?f KLI g obtiene al resolver el siguiente sistema de ecuaciones lineales:

Noe—HOMO,
Z (8ijr — Mji o) (VLT R — 9oy = V5, — 007,
1=1
j=1,2,..,(Ny — HOMO,) (1.25)
donde
Mj; 5 = /Pjo(r)%(r)dr (1.26)
po(r)

No o, r)vi (r
Vio= [t 3 LA g, (1.27)

i—1 Po (I‘)

Para encontrar el potencial efectivo optimizado se sigue un proceso iterativo autocon-
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sistente de la siguiente manera: dado un conjunto inicial de espin-orbitales, se evalian las

constantes definidas por la ecuaciones (1.24), (1.26) y (1.27) y se determina el valor de

OEP—KLI

oo con la ecuacién (1.25). El valor de VOLP=KLL g6 ysa para calcular el poten-

xc,no

cial efectivo optimizado VwOC:E,P KLI de la ecuacién (1.22). Sustituyendo este potencial en
la ecuacién (1.21) se obtiene un nuevo conjunto de espin-orbitales y el proceso iterativo

autoconsistente continua hasta alcanzar convergencia en el potencial.

43,44

Tong y Chu propusieron combinar el método OEP-KLI y el modelo de SIC-PZ,

generando el método SIC-OEP. Este método define el funcional de energia SIC como:

B {Yia, vip}] = B9 [{ia, ig}] — ZZ (B [pio, 0]+ Jlpic]),  (1.28)

o i1=1

donde el funcional EOFF[{1;,,15}] estd definido por la ecuacién (1.19) y el potencial

efectivo optimizado se obtiene al resolver la ecuacién (1.22) con

v r
|r — 1| 0pis(r)

xrc

: i (r' Bzl [pio,
ZO’(r):_/p’LO'(r)d/ 6—[p0] (129)

Existen dos formas préacticas para resolver las ecuaciones KLI en el método SIC-OEP:

43,44

la primera fue propuesta por Tong y Chu y se basa en la idea de que como la ecuacion

(1.21) se resuelve autoconsistentemente, es suficiente con proponer un valor inicial de

 OEP—KLI

i , sin necesidad de resolver el sistema de ecuaciones (1.25) ni calcular las cons-
bl

tantes Mj; , y Vs

ze,o- Este procedimiento genera el mismo resultado convergido que el

obtenido al evaluar las constantes. %344 La segunda forma prictica, propuesta por Garza y
45,46

consiste en evaluar algebraicamente las constantes Mj; , y VS

colaboradores, zc,o

Una caracteristica importante del método SIC-OEP es que permite obtener el mis-
mo potencial local para todos los orbitales (ocupados y virtuales), con el comportamiento

asintotico correcto. Esta es una diferencia importante del método OEP con respecto al méto-
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do HF, porque en éste 1ltimo, el potencial efectivo para los estados ocupados es diferente
respecto al de los estados virtuales. Ademads, por la sumatoria involucrada en la ecuacién
(1.22), con el método SIC-OEP se puede obtener un potencial efectivo con todos los or-
bitales ocupados o con un conjunto de ellos (espacio activo). De esta manera, se puede

corregir la autointeraccién de los orbitales en un espacio activo de interés.

El método SIC-OEP se ha usado para calcular el la diferencia de energia HOMO-LUMO
de atomos y moléculas pequenas; los resultados obtenidos son una buena estimacion de la
primera ener-gia de excitacién de estos sistemas?. Sin embargo, no se han estudiado los
efectos de la correccién de la autointeraccién en la geometria y en la densidad electréonica
de moléculas de gran tamano, como las biomoléculas. En esta tesis se presenta un estudio

de los efectos de la autointeraccién electrénica en sistemas biolégicos.

1.2. Meétodo de la energia total por pseudopotenciales

La ventaja de usar a la densidad electrénica como variable fundamental es que sélo
depende de tres coordenadas espaciales, a diferencia de la funciéon de onda que depende de
3N coordenadas, donde N es el nimero total de electrones. Sin embargo, al representar a la
densidad en términos de orbitales de acuerdo con el método de Kohn-Sham, la complejidad
del problema aumenta. La razén es que se requiere un conjunto completo de funciones de
base para representar a los orbitales de KS {¢;(r)}, lo que implica que la minimizacién
de la ecuacién (1.7) se debe hacer sobre NM grados de libertad, donde M es el nimero de
funciones de base usadas. Estas funciones de base pueden ser orbitales atémicos, funciones
gaussianas u ondas planas. En la literatura hay varios trabajos que muestran el uso de
orbitales atémicos y funciones gaussianas para resolver las ecuaciones de Kohn-Sham. 47

Debido a que es poco comin el uso de ondas planas como funciones de base en problemas

de interés quimico, en las siguientes secciones se presentan las caracteristicas de un método
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que utiliza estas funciones de base.

1.2.1. Ecuaciones de Kohn-Sham en espacio reciproco

Si se quiere estudiar un sistema que se repite peridédicamente en todo el espacio, las
ecuaciones de Kohn-Sham se pueden resolver en espacio reciproco.*®49 En un sistema,
con condiciones de frontera periddicas, el potencial efectivo es invariante con respecto a las
traslaciones, ves(r + R) = v.f(r). Esto permite usar el teorema de Bloch®® por medio del

cual los orbitales 1;(r) se pueden expresar como un conjunto de ondas planas, en la forma

Vix(r) = Z Ci k+G el(kt+G)r (1.30)
G

donde G son los vectores de la red reciproca definidos por la ecuacién G -1 = 27wm, para
todo 1, donde 1 es un vector de red en espacio real, m es un nimero entero y k es cualquier
vector dentro de la primera zona de Brillouin.” En principio, el conjunto de base para un
k dado es infinito, pero en la préactica el conjunto de ondas planas se restringe a una esfera
en espacio reciproco definida por un parametro conocido como energia de truncamiento o
energia de corte, g..°' Para todos los valores de G usados en la expansién de la ecuacién

(1.30) se cumple que

1
Sk + Gl < g, (1.31)

De esta manera, la convergencia de un cédlculo con respecto al conjunto de ondas planas
se puede controlar variando tnicamente el valor de ¢.. Esta es una ventaja muy impor-

tante respecto a muchos otros métodos en los cuales las propiedades calculadas muestran

*Espacio formado por el conjunto de vectores de onda que satisfacen la ecuacién '€ FTR) = ¢iG* harg

toda R = ¢11; + c2lp + csls, donde ¢; son nimeros enteros y {1;} son los vectores que definen la celda
unitaria en espacio real o malla de Bravais.
PCelda unitaria en el espacio reciproco.
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frecuentemente una alta sensibilidad a pequenos cambios en el conjunto de base.

Cuando se usan ondas planas como conjunto de base, las ecuaciones de Kohn-Sham
toman una forma particularmente simple. Substituyendo la ecuacién (1.30) en la ecuacién

(1.7) e integrando sobre r, se obtiene la ecuacién secular

1
Z |:2|k + G|25GG’ + 'UJ(G' — G,) + UIC(G — G/) + U(G — G/) Ci k+G = €iCik+G-
G/
(1.32)

En esta ecuacién, el término de energfa cinética (1|k + G|*dga’) es diagonal y los
diferentes potenciales se representan por su transformada de Fourier. Especificamente, el

potencial coulémbico clasico en espacio reciproco se calcula como

p(G)
G2’

vy (G) = 4r (1.33)

donde p(QG) es la transformada de Fourier de la densidad electrénica. El término v,.(G—G')
es la transformada de Fourier del potencial de intercambio y correlacion que se obtiene
calculando este potencial en una malla en espacio real, mediante la ecuacién (1.9), y después
se hace la transformada de Fourier numérica sobre la misma malla. La representacion en
espacio reciproco del potencial externo v(G — G’) de la ecuacién (1.32) se analiza en la

siguiente seccién.

La solucién de la ecuacién (1.32) implica la diagonalizacién de una matriz hamiltoniana
cuyos elementos estdn definidos por los términos en el corchete de esta ecuacion. El tamano

de esta matriz depende del valor de ¢, seleccionado.

En principio, la densidad electrénica p(r) se obtiene como un promedio del valor de esta

cantidad en cada punto k de la primera zona de Brillouin (ZB)

p(r)dk, (1.34)
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donde pk(r) = Zf\il filbi(r)[2. En la practica, la densidad se calcula como

N
p(r) = wne > feilthis (v) (1.35)
K i=t

donde la primera suma se realiza sobre un conjunto discreto de vectores k (conjunto de
puntos k) a los cuales se les asigna un cierto peso, wg. El conjunto de puntos k se debe
seleccionar con cuidado para asegurar la convergencia de los resultados.’? El paso de la
ecuacion 1.34 a la ecuacién 1.35 se basa en el hecho de que la variacion entre las eigenfun-
ciones correspondientes a un conjunto de vectores k, cercanos en el espacio reciproco, es

muy pequena.

El ntimero de puntos k necesarios para tener una descripcién adecuada de un sistema,
varia inversamente con el volumen de la celda unitaria.? En la literatura, existe una amplia
discusion sobre el nimero éptimo de puntos k necesarios para los calculos en sistemas sin
condiciones peridédicas. Se sabe que una molécula aislada no presenta mucha dispersién,
i.e., no hay variaciones importantes en £ y en p con respecto al conjunto de puntos k.53
Por tanto, se pueden calcular estas cantidades en moléculas usando un sélo punto k. En los
calculos de la estructura electréonica de los sistemas estudiados en esta tesis, utilizamos el

punto I'(0,0,0), que se define como el origen en el espacio k.

El uso de ondas planas y condiciones de frontera periédicas para resolver las ecuaciones
de Kohn-Sham en espacio reciproco es lo més adecuado cuando se estudian las propiedades
electrénicas de sélidos, los cuales tienen simetria traslacional, pero si se desea estudiar
sistemas sin simetria traslacional como las moléculas, es necesario introducir condiciones
de frontera periddicas de forma artificial. Esto se logra mediante la construccién de una
supercelda, como se muestra en la figura (1.1). En la apoximacién de supercelda, los célculos

se hacen para un arreglo periédico de moléculas, separadas por amplias regiones de vacio.

2El volumen de la primera zona de Brillouin es inversamente proporcional al volumen de la celda unitaria
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En el limite cuando el espacio vacio es muy grande, los resultados corresponden a los de
una molécula aislada. Sin embargo, se debe tener cuidado al convergir los resultados con el

tamano de una supercelda de volumen finito.

D (
—O O—4
b q

Figura 1.1: Representacién esquematica de una molécula en una supercelda. La su-
percelda es la regién encerrada entre las lineas punteadas.

El problema mas importante al usar ondas planas como funciones de base, es el gran
numero de funciones que se requieren para representar a los orbitales de Kohn-Sham. Este

problema se resuelve utilizando pseudopotenciales.

1.2.2. Pseudopotenciales

Si todos los electrones de un sistema se incluyen explicitamente en un célculo y si el
potencial externo se construye usando el potencial coulémbico completo, el costo computa-
cional es muy elevado al usar ondas planas como conjunto de base. La razén de lo anterior
es que se requiere un numero muy grande de ondas planas para representar a los orbitales

de los electrones internos y para describir las rapidas oscilaciones de las funciones de on-
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da de los electrones de valencia en la regién cercana al nicleo atémico. Estas oscilaciones
se deben al fuerte potencial iénico que hay en la regién ocupada por los electrones inter-
nos, y garantizan la ortogonalidad de las funciones de valencia con los estados electrénicos

internos.

La mayoria de las propiedades de un sistema quimico dependen de los electrones de
valencia mas que de los electrones internos, por lo que el fuerte potencial iénico, debido
a la interaccién de los electrones internos con los nucleos, se puede reemplazar por un
pseudopotencial méas débil, que actie sobre un conjunto de pseudofunciones de onda de
valencia en lugar de la funciones de onda de valencia verdaderas. Asi, el pseudopotencial
se construye para cada dtomo tomando en cuenta los efectos del ntcleo y de los electrones
internos.%* Las pseudofunciones correspondientes a este potencial modificado no tienen las
oscilaciones de las funciones de onda verdaderas, por lo que se reduce de manera importante
el nimero de ondas planas necesarias para su representacion. De esta forma, en la solucién
de la ecuacién (1.32) solo se consideran explicitamente a los electrones de valencia y el
potencial externo v(G — G') se sustituye por la tranformada de Fourier del pseudopotencial

total del sistema, v,s(G — G’).5!

Para un atomo «, la forma general de un pseudopotencial es

’Uzl)ys = Z| Ylm>vgs7l<yvlm|a (136)
Im

«

sl €S el pseudopotencial que actia sobre la compo-

donde |Y},,,) son esféricos arménicos y v

nente de la funcién de onda con momento angular [. Esta es la forma de un pseudopotencial

55,56

no local.*Kleinman y Bylander propusieron dividir el pseudopotencial de la ecuacion

2A diferencia de los pseudopotenciales no locales, los pseudopotenciales locales no dependen de la com-
ponente angular y sélo son funcién de la distancia a los ntcleos.
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(1.36) en una parte local y una parte no local factorizable, de la forma

IU;?S = U]?s,loc + Z(’U;s,l - U]?s,loc)Plymv (137)
l,m

[0}

donde el término Vps loc

es alguno de los Upsy ¥ €l segundo sumando es la parte no local.
b
P, ,, son operadores de proyeccién de las funciones de onda sobre las eigenfunciones con

diferente momento angular. La eleccién de v< es arbitraria y cuando es igual a alguno

ps,loc

de los v2, ;, se elimina la necesidad de usar el conjunto de proyectores de momento angular.

ps,b

Para un sistema quimico, el pseudopotencial total en espacio real se expresa como*?

ps(r) =D D wufi(r —1-Ry) (1.38)
l @

donde R, denota las posiciones de los d4tomos en la celda unitaria y 1 son los vectores de

la malla de Bravais. En espacio reciproco el pseudopotencial se escribe como
vps(k + G,k + G') = S(G)[vps,10c(G) + vps.i(k + G, k + G')], (1.39)

con S(G) =Y, e G Ra (factor de estructura).®® Las transformadas de Fourier de la parte

local y no local del pseudopotencial son

Ups,loc(G) = Z / e*iG'rv;”s’loc(r —R,)dr (1.40)

vpsi(k+ G, k+G') = Z/ ¢ kHG)T 0 le_i(k+Gl)'rdr, (1.41)

ps,
(03

respectivamente.

Gran parte de los cdlculos en esta tesis se hicieron con pseudopotenciales con conser-

vacién de la norma®”®® los cuales cumplen con las siguientes propiedades:
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= La parte radial de la pseudofuncién de onda Rf *(r) con momento angular [, es igual a
la parte radial de la funcién de onda atémica R;(r), a partir de un radio de core (r.)

medido desde el nicleo atémico; esto es, R’ (r) = R;(r) para r > r.. (Ver fig. 1.2)

= La densidad de carga de la funcién atéomica y de la pseudofuncién deben ser iguales
dentro del re; esto es, [i° |RY*(r)[*r?dr = [;°|Ri(r)|*r?dr. Esta propiedad se conoce

como conservacion de la norma.

= Deben ser iguales los eigenvalores obtenidos con la pseudofunciéon Rf *(r) y con la

funcién de onda Ry(r); esto es, e = ;.

» Las derivadas logaritmicas de la funcién de onda verdadera y de la pseudofuncién,
asi como sus primeras derivadas con respecto a la energia, deben ser iguales después

de r..

Hay varios esquemas para generar pseudopotenciales de este tipo, como el método de
Troullier y Martins®® y el método de Rappe y colaboradores (RRKJ).??%° Estos procedi-
mientos generan pseudopotenciales transferibles entre una amplia variedad de ambientes

quimicos, lo que caracteriza a los pseudopotenciales con conservacién de la norma.

En este punto es importante mencionar que la aproximacion por pseudopotenciales tiene
la ventaja de que la remocion de los electrones internos implica el célculo de un menor
nimero de funciones de onda electrénicas. Sin embargo, esta aproximacién también tiene
la desventaja de no describir correctamente las propiedades que dependen de los electrones

internos, como las propiedades 6pticas y magnéticas.

1.2.3. Técnicas de minimizacion

Los problemas de eigenvalores cominmente se resuelven mejorando sucesivamente una

funcién de onda de prueba. Las ecuaciones de Kohn-Sham en espacio real (ec. 1.7) y en



1.2. Método de la energia total por pseudopotenciales 27

Figura 1.2: Representacién esquemética de un potencial real y un pseudopotencial con
sus correspondientes funciones de onda. El punto en el cual el potencial verdadero y
el pseudpotencial coinciden se conoce como radio de core, ..

espacio reciproco (ec. 1.32), son un ejemplo de este tipo de problemas. Una forma de
resolver estas ecuaciones consiste en construir una densidad electrénica a partir de las
funciones de prueba y calcular el v.y. El hamiltoniano efectivo resultante se diagonaliza
para encontrar sus eigenestados y eigenfunciones. Con estas funciones se construye una
nueva densidad electrénica la cual se usa en el ciclo autoconsistente hasta que la densidad
obtenida es consistente con la iteracion previa. En este procedimiento el costo de cada
iteracion estd dominado por la diagonalizacién del hamiltoniano efectivo, el cual es O(M?),
donde M es el nimero de funciones de base. La diagonalizacién produce M eigenestados,
pero el calculo de la energia total solo requiere los N/2 estados mdas bajos, donde N es
el numero de electrones. Como N es mucho mé&s pequenio que M, este procedimiento es

ineficiente a medida que el conjunto de base crece.
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El uso de pseudopotenciales reduce considerablemente el niimero de ondas planas nece-
sarias para describir un sistema, pero a pesar de esta reduccién, el nimero de ondas planas
necesarias para estudiar sistemas con pocos dtomos (~ 10) es del érden de miles,?! lo que
vuelve inconveniente el uso de las técnicas tradicionales de diagonalizacién de matrices en
la solucién de las ecuaciones de Kohn-Sham en espacio reciproco (ec. 1.32). Sin embargo, se
pueden resolver estas ecuaciones usando las técnicas de minimizacién iterativa, propuestas
originalmente por Car y Parinello.%! La idea bésica de estas técnicas es buscar directamente
el conjunto de coeficientes ¢; ki de la funcién 1); k(r), definida en la ecuacién (1.30), que
sean solucién de la ecuacién (1.32). Estas técnicas se han implementado eficientemente a

5162 En esta

través de dinamicas electrénicas ficticias o mediante gradientes conjugados.
tesis, las ecuaciones de Kohn-Sham en espacio reciproco se resolvieron usando la técnica
de gradientes conjugados. Payne y col.®! hacen una revisién detallada de las técnicas tipo

Car-Parrinelo y muestran que son computacionalmente mas eficientes porque escalan como

MinM, donde M es el nimero de funciones de base (ondas planas).

1.2.4. Calculo de las fuerzas

Cuando se calcula la energia total de un sistema utilizando la aproximacién de pseudo-
potenciales, es comtn que se desee conocer las fuerzas sobre los iones.? Estas fuerzas se
pueden calcular mediante el teorema de Hellman-Feynmann,% el cual es valido sélo cuando
la energia del sistema corresponde exactamente a la del estado basal. Las fuerzas se pueden
usar para dos propésitos: el primero es para resolver las ecuaciones clasicas de movimiento
de los iones, lo que permite hacer dindamica molecular; el segundo es para determinar las
posiciones de los iones en el estado basal, lo cual implica encontrar una configuraciéon de

los iones tal que las fuerzas entre ellos sea igual a cero (minimizacion ionica).

La fuerza sobre un ion «, F,, es el negativo de la derivada de la energia del sistema con

“En el METP, un ion estd formado por los niicleos y los electrones internos de un atomo.
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respeto a la posicion R del ion
dE

Fop=——".
AR,

(1.42)

Cuando un ion se mueve de una posicién a otra, las funciones de onda deben cambiar
para reproducir los eigenestados de Kohn-Sham correspondientes a la nueva posicién. Los
cambios en las funciones de onda electrénicas contribuyen a las fuerzas entre los iones, como

se puede ver si la ecuacién (1.42) se representa en la forma ?

OF OF o OF oy
Fom— 02 OB 00 L 14
R, Z 90; 9R, Z 907 OR.a (143)

Si el conjunto {1} es el del estado basal del sistema, los dos términos de la tltima ecuacién
deben ser igual a cero. Cuando el conjunto {v;} se representa con funciones de bases
localizadas en los nucleos atémicos, los dos tltimos términos de la ecuacién (1.43) no son
exactamente cero debido al truncamiento de la base y a los errores numéricos del proceso
autoconsistente. Para eliminar este error, es necesario incluir la correcciones de Pulay,%*
lo que implica que el célculo requiera mayor esfuerzo computacional. Sin embargo, si el
conjunto {1; } se representa con ondas planas, los dos ultimos términos de la ecuacién (1.43)

son exactamente cero, porque las ondas planas no dependen de las posiciones nucleares.

El uso de ondas planas como funciones de base tiene ventajas con respecto a los otros
conjuntos; por ejemplo: la simplicidad de las funciones, la ausencia del error de superposicion
de base y la facilidad para calcular eficientemente las fuerzas entre los 4&tomos. Sin embargo,
también tiene desventajas importantes como la dificultad para calcular cargas idénicas u

ordenes de enlace.

2Esta forma se obtiene con el mismo procedimiento para deducir la expresién tradicional del teorema,

F, = (7] afRI;S |¥), pero usando un conjunto de funciones de base {1;(r)} para representar a la funcién de
onda V.
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1.3. Reactividad quimica

La TFD es un modelo tedrico 1til para el estudio de las propiedades electrénicas de

65

sistemas moleculares.? En esta teorfa se ha desarrollado un marco teérico® con el que se

pueden formalizar muchos conceptos intuitivos utilizados por los quimicos experimentales,

66,67 v la electrofilia, w.%® Estas ideas

como la electronegatividad, x,® la dureza quimica, 7,
describen la reactividad de una molécula como un todo, por lo que se les conoce como
parametros globales de reactividad. Por otra parte, como la densidad electronica contiene
toda la informacién necesaria para describir a un sistema en su estado basal, en la TFD se
han propuesto diferentes parametros de reactividad local basados en esta variable, como la
funcién de Fukui, f(r),%" la blandura local, s(r),”! y la electrofilia local, w(r),” entre
otros. Estos indices de reactividad permiten evaluar la selectividad de los sitios atémicos
de una molécula en una reaccién quimica.™ ™ Ademds, la blandura local y la funcién de
Fukui, calculadas en dos estados diferentes de una molécula, se pueden usar para definir un

modelo de activacién de sitios. 37

1.3.1. Reactividad global

Dentro de la formulacién de Parr y Yang de la DFT,3 la energfa es una funcién del
numero total de electrones, N, y es un funcional del potencial externo, v(r). En esta for-
mulacién, los cambios en la energia se deben a variaciones tanto en N como en v(r). Estos

cambios se expresan mediante la siguiente ecuacién

dE = pdN + /p(r)dv(r)dr, (1.44)
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donde u es el potencial quimico electrénico definido como?

OF

Esta cantidad es el descriptor natural de la transferencia de carga; el negativo de u
se relaciona con el concepto cldsico de electronegatividad (1 = —x).>® En este punto es
conveniente mencionar que cuando un sistema interacciona con su entorno, los electrones
fluyen de una regién de baja electronegatividad (u grande) hacia una regién de alta elec-
tronegatividad (p pequena). Los cambios de u con respecto al nimero de electrones, a
potencial externo constante, estan asociados con el concepto de dureza quimica propuesto

66,67 v definido como

L B O0’E

El inverso de la dureza quimica es la blandura global, S = 1/n, que es una cantidad

por Pearson

vinculada con la polarizabilidad de los sistemas. "®7” Mientras 7 se puede interpretar como
una medida de la resistencia del sistema para intercambiar densidad de carga con su entorno,
67 S es una medida de la habilidad del sistema para dicho intercambio. Tanto el potencial
quimico electronico como la dureza se pueden expresar, por diferencias finitas, en términos
del potencial de ionizacién (I) y de la afinidad electrénica (A) del sistema, en la forma

p~—I+A)/2yn~ (I —A) >0, respectivamente. Otro indice de reactividad es la

electrofilia global, definida por Parr y col.%® como

W= (1.47)

Este indice mide la estabilizacién en energia que logra un sistema cuando obtiene carga
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adicional de su entorno, ANy,qx = —%. La electrifilia global describe simultaneamente la
capacidad de un sistema (electréfilo) para obtener carga adicional (12) y la resistencia del
mismo para intercambiar carga con su entorno (n). En este sentido, un buen electréfilo se

caracteriza por un valor grande de p y un valor pequenio de 7.

1.3.2. Reactividad local

Las funciones de respuesta local estan asociadas con la selectividad de los sitios reactivos

73775 i e. son cantidades que describen cémo se manifiesta el cardcter

en las moléculas,
reactivo de una molécula, definido por los pardmetros globales, en regiones especificas de

la misma. Uno de los indices de reactividad local més 1til es la funcion de Fukui, definida

Fr) = ( 5fé‘r)>N _ (ig}p)v(r). (1.48)

Esta cantidad mide qué tan sensible es el potencial quimico electrénico frente a una per-

como %970

turbacién externa localizada, dv(r). La funcién de Fukui también cuantifica las variaciones
sobre la densidad electrénica, en cada punto del espacio, cuando el sistema recibe o dona

AN electrones mientras interacciona con su entorno.

Otra cantidad importante es la blandura local, definida como™

s(r) = <6gg)>v(r). (1.49)

La blandura local y la funcién de Fukui estan relacionadas por s(r) = f(r)S; esto es,
s(r) es una medida de cémo la blandura global se distribuye en una molécula de acuerdo a
la funcién de Fukui. s(r) y f(r) tienen la misma informacién acerca de los sitios reactivos en
una molécula, pero la blandura local contiene informacion adicional sobre la polarizabilidad

global de dicha molécula.
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Un indice de reactividad local que da informacion sobre la maxima cantidad de carga

que puede aceptar un sitio £ en un molécula es la electrofilia local, definida como ™

w(r) = p?s(r). (1.50)
1.3.3. Selectividad y activacion

La selectividad de una molécula se puede expresar en términos de la funcién de Fukui
condensada.” Hay varios métodos para calcular esta cantidad,® uno de los cuales usa la

aproximacion

1:0 = Zf;f = Z |:‘Cu<,0|2 + C/Mp Z CI/(,DS,UJ/:|7 (151)

uEk uek vEu
donde ¢, son los coeficientes del orbital molecular de frontera ¢y S, son los elementos de
la matriz de traslape de los orbitales atémicos. La ecuacién (1.51) es la aproximacién de la
funcién de Fukui condensada propuesta por Contreras y col.”80 como f(r)¥ ~ |¢‘I’}S(r)|2,
donde ¢ es el LUMO para un ataque nucleofilico (¢ = +) o el HOMO para un ataque elec-

trofilico (p = f)‘81,82

En este punto es importante mencionar que el caracter electrofilico
local de un sitio k£ en una molécula, que se mide por el indice f,j , revela la capacidad de
este sitio para recibir ataques nucleofilicos, mientras que el caracter nucleofilico local de
otro sitio k revela la capacidad de ese sitio para recibir ataques electrofilicos, capacidad que

se mide por el indice f, . Con la funcién de Fukui regional calculada, la blandura local se

puede obtener como sy = f7S.

La activacién de sitios en una molécula se puede obtener analizando las variaciones de
la blandura local entre dos estados del sistema; por ejemplo, el estado basal y estado de

transicién.® Estas variaciones se pueden calcular como

Asp ~ [FFAS + S° A, (1.52)
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donde las propiedades de los dos estados se toman en cuenta al definir AS = S# — S° y
= fi — f°. Asi, la activacién de sitios en una molécula incluye las propiedades globales

A #_ f2. Asi, la activacion de siti lécula, incluye las propiedades global

y locales del estado basal (0) y de otro estado (#), que puede ser el estado de transicién si

la molécula participa en una reaccion.



Capitulo 2

Reactividad quimica de moléculas

pequenas

En este capitulo se presenta un estudio sobre la reactividad quimica de perdxidos de la
forma XOOH, donde X = H, NO2, CO; y SO; . Son dos objetivos los que se persiguen con
este capitulo: el primero es mostrar la forma como se calculan los indices de reactividad en
moléculas pequenas y el segundo es ilustrar el caracter reactivo de los perédxidos, incluyendo
los efectos del solvente. En relacion con el primer objetivo, en este capitulo se describe
c6mo el uso de funciones de base localizadas, para resolver las ecuaciones de Kohn-Sham, es
eficiente para estudiar la reactividad de moléculas pequenas. Respecto al segundo propdsito,
el interés particular en los perdxidos se debe a que son sistemas que pueden presentar una
reaccion de desplazamiento interno de hidrégeno, generando moléculas reactivas, que pueden

ser utiles en procesos de oxidacién.?

“Este capitulo estd basado en el articulo Global and Local Reactivity and Activation Patterns of HOOX
(X = H, NO2, CO;, SO3 ) Perozides with Solvent Effects por Felipe Aparicio, Renato Contreras, Marcelo
Galvan y Andrés Cedillo J. Phys. Chem. A 2003, 107, 10098-10104.

35
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2.1. Planteamiento del problema

Las reacciones de oxidacion son un grupo importante de tranformaciones quimicas y en
particular las reacciones de transferencia de oxigeno que involucran la ruptura de un enlace
oxigeno—oxigeno (transferencia ozo), tienen un papel importante en la quimica organica.
84,85 Fstas reacciones también se han propuesto como posibles mecanismos de oxidacién en
sistemas biolégicos.®¢ Aiin cuando el mecanismo de oxidacién no se conoce completamente,
se sabe que algunos reactivos como el perdéxido de hidrégeno (HOOH), el dcido peroxi-
nitrico (HOONOy), el ion peroximonocarbonato (HOOCO; ) y el ion peroximonosulfato

(HOOSO3 ) estén involucrados en este tipo de reacciones.®

El HOOH despierta particular interés por su actividad en los procesos de oxidacién, sin
embargo, también un isémero estructural de este peréxido empieza a ganar la atencién de
los quimicos, porque puede existir como intermediario en estos procesos. Este isémero se
conoce como oziagua u oxido de agua (HoO-0).87 A diferencia del peréxido de hidrégeno,

8893 como experimentalmente, %4191 la, oxi-

que se ha estudiado ampliamente tanto tedrica
agua rara vez se menciona en la literatura. La primera evidencia experimental de que esta
especie puede existir proviene de los experimentos de Bain y Giguere,®” sobre el espec-
tro infrarrojo del peréxido de hidrégeno usando sustituciones isotépicas. Estos autores no
pudieron observar la frecuencia caracteristica del enlace O—O en el perdxido de hidrégeno,
lo que les llevo a la conclusion de que podria existir una forma tautomérica de la molécu-
la de HOOH con la forma HoO-O. En 1996, Schréder y col.'%? usando espectroscopia de

103

masas de neutralizacion y reionizacion, ~° mostraron la existencia de la oxiagua neutra.

Hay varios estudios teéricos para demostrar que la oxiagua existe. 14 El primero de ellos
fue hecho en 1966 por Kalder y Shavitt.'% En 1983, Pople y colaboradores'% estudiaron
varias reacciones de desplazamiento intramolecular de hidrégeno, incluyendo la reacciéon

HOOH — Hs0-0 y concluyeron que la oxiagua no puede existir porque esta especie no es
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un mimino en la superficie de energia potencial de la reaccién. Estos autores basaron su
conclusién en estudios tedricos hechos a un nivel MP4SQD/6-31G**//HF /6-31G*. Sin em-
bargo, Meredith y col. 07 establecieron que la conclusién de Pople no era definitiva, porque
la optimizacion de la estructura de la oxiagua no se hizo con un nivel de teoria mejor a HF.
Bach y col. 190108 gptimizaron las estructuras del peréxido de hidrégeno y de la oxiagua con
un mejor nivel de teoria (post Hartree-Fock) y concluyeron que la oxiagua si es un minimo
de la superficie de energia potencial. En 1996, Huang, Xie y Schaefer,'% con un calculo a
nivel CCSD(T)/TZ2P-+{, concluyeron que la oxiagua puede existir el tiempo suficiente para
ser detectada experimentalmente. Recientemente, Schalley y colaboradores 'Y calcularon la
superficie de energia potencial de los sistemas '[H3,02] y 3[H2,02], a un nivel B3LYP/6-
311++G(d,p) y demostraron que la oxiagua esta contenida en esta superficie. Estos autores

predijeron que la oxiagua neutra con multiplicidad singulete es estable en fase gas.

La oxiagua puede tener importantes aplicaciones en quimica. Esta molécula no sélo es
interesante desde el punto de vista académico por el atomo hipervalente que tiene, sino
porque se ha propuesto como un posible intermediario en la oxidacién de aminas y com-

11 en reacciones de oxidacién en el drea de

puestos azufrados con peréxido de hidrégeno?
la bioquimica. 1?13 Por esta razén, es interesante estudiar la reactividad y los patrones
de activacién del peréxido de hidrégeno y de la oxiagua, ademaés de otros perdxidos que
presentan la reaccién de desplazamiento interno de hidrégeno, tales como el acido peroxi-

nitrico (HOONO3), el ion peroximonocarbonato (HOOCO; ) y el ion peroximonosulfato

(HOOSO3).

El 4cido peroxinitrico tiene especial importancia en quimica atmosférical® y reciente-
mente ha aumentado el interés sobre su reactividad en solucién acuosa.!'® En medio acuoso,
el HOONOs es un fuerte oxidante que reacciona rapidamente con nucledfilos cargados como
los haluros (I7, Br~ y Cl7) y el benceno. ' El mecanismo para la oxidacién de haluros no

se conoce completamente, sin embargo se sabe que este involucra un ataque nucleofilico del
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ion haluro sobre el oxigeno enlazado al hidrégeno en la molécula de HOONOg, generando
HOX (X =1, Cl, Br) y NO3 como productos primarios. Los resultados experimentales
muestran que el HOONO3 presenta una cinética similar a la del HOOSO; como oxidante
de haluros. Experimentalmente se sabe que el HOONO; es mas reactivo que el HOOH en

los procesos de oxidacion de haluros.

Por otra parte, generalmente se considera que la oxidacién de sulfuros orgénicos por
peroxidos procede via un ataque nucleofilico del azufre sobre el oxigeno electrofilico del
perdxido. Los experimentos de cinética de esta reaccién muestran que el ion peroximono-
carbonato es moderadamente reactivo frente a sulfuros. Esta reactividad es intermedia entre
aquella mostrada por el HOOH y por el ion peroximonosulfato.''® Las reacciones de oxi-
dacién usando HOOCO, son de interés debido a que esta especie actia como donador de
oxigeno no radical en sistemas biolégicos, un hecho importante pero raramente mencionado

en la literatura. 17

El ion peroximonosulfato es un oxidante anidnico y soluble en agua, muy versatil para
transformar sulfuros orgdnicos en sulféxidos y eventualmente hasta sulfonas y tioésteres.
18120 Ryff and Kucsman 2! propusieron un probable mecanismo de oxidacién de sulfuros
por el ion IO, , el cual se puede interpretar como un ataque nucleofilico del azufre sobre el
atomo de oxigeno, con posterior desplazamiento de IO;. Un mecanismo similar se puede
considerar para la oxidacién de los mismos sulfuros usando HOOSOyg, incluyendo una

transferencia de protén al mismo tiempo o después de la transferencia de oxigeno.

En resumen y como es de esperarse para ataques nucleofilicos sobre oxidantes electrofili-
cos, se observa una oxidacion méas rapida si se incrementa el poder nucleofilico o electrofilico
de las especies. En este sentido, la oxiagua y los productos de la reaccién de desplazamien-
to interno de hidrégeno en el HOONO3, el HOOCO; y el HOOSO3 , pueden ser mejores

oxidantes en los procesos donde participan estos perdxidos.
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Debido a que la principal actividad quimica de reactivos oxidantes como el HOOH,
el HOONOg, el HOOCO; y el HOOSO; se lleva a cabo en solucién acuosa, es necesario
incluir los efectos del solvente. En el caso particular de las especies que presentan la reaccién
de desplazamiento de hidrégeno, los solventes polares juegan un papel importante en sus

estabilizacién. 196

2.2. Detalles computacionales

El estado basal de cada uno de los peréxidos se optimizé a nivel B3LYP/6-311G**,
con el programa gaussian98.'?? Los estados de transicién y las estructuras tipo oxiagua
de cada perdxido se determinaron con el mismo nivel de teoria. El estado de transicién
de cada perdxido se caracterizé por un andlisis de frecuencias. Este andlisis mostré que
cada estado de transicion tenia una sola frecuencia negativa (un solo valor negativo en la
matriz Hessiana). Se realizaron cdlculos de la coordenada de reaccion intrinseca (IRC, por
sus siglas en inglés), con los cuales se demostré que cada estado de transicién es parte de

la reaccién de desplazamiento interno de hidrégeno correspondiente.

Existen dos grandes grupos de métodos para incluir los efectos del solvente en los calcu-
los de estructura electrénica: los modelos de solvente continuo'?® y los modelos de solvente

discreto. 124

En los modelos continuos, el solvente se describe como un dieléctrico isotrépi-
co infinito, rodeando a la molécula de soluto la cual se coloca en una cavidad. En las
aproximaciones discretas, las moléculas de solvente se tratan explicitamente tomando en
cuenta las interacciones especificas entre el solvente y el soluto. En este estudio, los efectos
del solvente se incluyeron usando un modelo continuo de campo de reaccién representado
por el Modelo de Isosuperficie de Densidad Continua (IPCM, por sus siglas en inglés). 2

El método IPCM se ha usado ampliamente para el estudio de moléculas neutras e iones

sencillos. 126127 Las geometrias optimizadas en fase gas se utilizaron en los célculos con el
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campo de reacciéon. En el modelo IPCM se usé la constante dieléctrica del agua (¢ =78.39)
para definir el solvente y se usé el valor de 0.001 electrones por bohr ctibico como valor de

127

isodensidad. Recientemente, Zhan y Chipman-“’ mostraron que este valor de isodensidad

es apropiado para obtener una buena precisiéon en los cdlculos con el modelo IPCM.

El andlisis de la reactividad global y local se hizo con la estructura optimizada del estado
basal, del estado de transicién y del complejo tipo oxiagua de cada perdxido. La dureza
quimica se calculé para cada estructura, usando el teorema de Koopmans,? comiinmente
expresado en términos de los valores propios de los orbitales moleculares de frontera HOMO
(H) y LUMO (L), esto es como nn = (I — A) =~ €1, — eg. La blandura global se obtuvo como
1/n. Las funciones de Fukui condensadas electrofilicas (4), nucleofilicas (-) y de radical
libre (0), se calcularon tanto para el estado basal como para el estado de transicién, usando
la ecuacién (1.51) de la pagina 33. Con las propiedades en el estado basal y en el estado de
transicion en mano, se calculé la activacién de los atomo de oxigeno que forman el enlace

peroxo en cada especie, usando la ecuacién (1.52) descrita en la pagina 33.

2.3. Resultados y discusion

Dentro de los modelos de solvente continuo, existen varios que permiten incluir los
efectos del solvente en un célculo de estructura electrénica, entre ellos el modelo IPCM y
el Modelo de Isosuperficie de Densidad Continua Autoconsistente (SCIPCM, por sus siglas
en inglés). 237127 El primer modelo permite incluir el efecto del solvente en calculos de un
solo punto® sobre la superficie de energia potencial (PES, por sus siglas en inglés), mientras
que el segundo método permite hacer optimizaciones de geometria. Con la finalidad de

mostrar los efectos acoplados de la optimizacion y del solvente, se calculé el estado basal del

2Adn cuando el teorema de Koopmans solo esté definido en el método de Hartree-Fock, en la TFD se
ha usado una aproximacién de este teorema con resultados aceptables. 128
PSignifica que el cdlculo se hace para una geometria especifica de la molécula.
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HOOH usando el modelo SCIPCM. En la figura 2.1 se muestran los pardmetros geométricos
de este sistema, obtenidos en fase gas y con el modelo SCIPCM. Se puede ver que no
hay variaciones importantes en las distancias y angulos de enlace obtenidos con ambos
métodos. Adicionalmente, los calculos con el modelo SCIPCM requieren més tiempo de
computo respecto a los calculos IPCM. Por esta razén, en este trabajo se incluyo el efecto

del solvente con el modelo IPCM usando las estructuras optimizadas en fase gas.

El estudio de la PES correspondiente a la transferencia interna de un atomo de hidrégeno
(reaccién de desplazamiento de hidrégeno) en los peréxidos HOOH, HOONOy, HOOCO;
y HOOSOg, revela que en el estado basal, la sustitucién de un dtomo de hidrégeno por un
grupo NOj, CO; o SOz induce pequenos cambios en la geometria de la regiéon O-O-H,
como se muestra en la figura 2.1. El estado basal del HOOH no tiene una conformacion
cis ni trans, sino una conformacién conocida como skew (torcida)?? con respecto al enlace
0O-0, mientras que el estado basal de los otros perdxidos tiene una conformacién cis. Esto se
debe a que los peréxidos HOONO2, HOOCO; y HOOSO; logran una estabilizacién extra

por la formacién de un puente de hidrégeno intramolecular entre el 4&tomo de hidrégeno de

la regién O—O-H y un atomo de oxigeno del sustituyente correspondiente.

Otro aspecto importante de la PES del HOOH, HOONO,, HOOCO; y del HOOSO3
es que todos estos sistemas presentan transferencia interna de hidrégeno para formar com-
plejos tipo oxiagua. 097108 Para los sistemas HOOH, HOOCO; y HOOSOj las barreras
de isome-rizacién son de aproximadamente 50.0 kcal/mol. La barrera energética para la
isomerizaciéon del HOONO; es 8.7 kcal/mol més alta. Las caracteristicas estructurales y
energéticas de la reaccién de isomerizacién de los cuatro perdxidos en fase gas y en solu-
cién, se presenta en la figura 2.2. Esta figura incluye la estructura del estado basal (I),
del estado de transicién (II) y del complejo tipo oxiagua (IIT) de los perdxidos estudiados
en este trabajo. Los cdlculos predicen que el solvente polar induce una estabilizacién de al

menos 3 kcal/mol en los complejos tipo oxiagua, lo que sugiere que un solvente polar puede



42 REACTIVIDAD QUIMICA DE MOLECULAS PEQUENAS

Z[HOOH) = 120.3
=119.4°

1.454 A
1.451T A

1.399 A
1.466 A

1.527 A 0.070 A

1.453 A 103.1°
1094 °
1.736 A 109.7 ° 95.7

. 0.978 A
- H
108.6° 0 J

Figura 2.1: Parametros geométricos del estado basal del (a) peréxido de hidrégeno y
(b) de las moléculas XOOH (X = NO,, CO; o SO;) en fase gas. Estos pardmetros
se obtuvieron a nivel B3LYP/6-311G** y se usaron en los cdlculos con el campo de
reaccion IPCM. Los valores en italica en el peréxido de hidrégeno corresponden a los
parametros obtenidos con el modelo SCIPCM.
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jugar un papel importante en este tipo de reaccién de isomerizacién. Este resultado coincide
con el trabajo reportado por Okajima,'% quien estudié la isomerizacién del peréxido de
hidrégeno a oxiagua con un conjunto n de moléculas de agua (n = 0,...,3) y demostré que

un solvente prético como el HoO juega un papel significativo en la formacién de la oxiagua.

Es importante notar que el estado de transicién involucrado en las reacciones de iso-
merizacién de los diferentes peréxidos tiene un enlace de tres centros y dos electrones.'%®
Gritsenko y col. 1?9 mostraron que algunos funcionales GGA sobrestiman la estabilidad del
estado de transicion de reacciones que involucran enlaces de tres centros y dos o cuatro elec-
trones; sin embargo, estos mismos autores concluyeron que los funcionales hibridos como el
B3LYP mejoran la descripcién energética de estos sistemas. Para aumentar la confianza en
los céalculos reportados en esta tesis, se compararon los resultados obtenidos en este trabajo
con la PES calculada por Schaefer y colaboradores, 197199 hecha a nivel CCSD(T)/TZ2P+,
para la reaccion HOOH — H30-O en fase gaseosa. Los calculos de Schaefer predicen una
energia de activacién de 52.4 kcal/mol. En esta tesis se predice un valor de 53.2 kcal/mol

(figura 2.2). Ademés, la diferencia de energia entre el estado de transicién y la oxiagua es

de 5.7 kcal/mol en el trabajo de Schaefer y 5.0 kcal/mol en este trabajo.

En este punto es importante mencionar que el estado basal, el estado de transicién y
los complejos tipo oxiagua de los cuatro perdxidos son singulete, por lo que la reaccién de
isomerizaciéon de estos perdxidos ocurre via un canal singulete. Las diferencias de energia
vertical singulete-triplete se muestran en la tabla 2.1. De los datos de esta tabla se puede
ver que el estado de transicién singulete es mas estable que el estado de transicién triplete
vertical para la reaccién de transferencia de hidrégeno en todos los peréxidos (AE > 37.0
kcal/mol). Cabe mencionar que el triplete optimizado, andlogo a la oxiagua, corresponde a
un complejo de van der Waals formado por una molécula de agua y un dtomo de oxigeno
triplete. Este complejo de van der Waals es ~ 15 kcal/mol més estable que la oxiagua

singulete.
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Figura 2.2: Conformacién estructural y superficie de energia potencial para la reaccion
de desplazamiento interno de hidrégeno en peréxidos, calculada a nivel B3LYP/6-
311G** y con efectos de un solvente polar, modelado con el método IPCM. Se muestran
las estructuras del estado basal (I), del estado de transicién (II) y del complejo tipo
oxiagua (III) para cada perdxido. Los valores de energia son relativos al estado basal
y no incluyen correcciones de punto cero en la energia. Los valores de energia en
paréntesis fueron calculados en fase gaseosa.
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Tabla 2.1: Diferencias de energia vertical singulete-
triplete* para el estado basal (I), el estado de tran-
sicién (II) y el complejo tipo oxi-agua (III). La quinta
columna muestra la frecuencia de vibracién arménica
del estado de transicién (ET) singulete involucrado en
la reaccién de isomerizacién.”

Frecuencia del ET¢

APFEyerticar (kcal/mol) singulete
Molécula I IT IT1 (em™1)
HOOH 107.2 37.0 47.9 1000.85¢
HOONO, 103.5 63.7 125 1629.004
HOOCO, 954 518 73.1 1126.68¢
HOOSO3 96.7 46.4 68.4 1222.871

& Sin correcciones de punto cero en la energia.

b Los calculos del estado sigulete y triplete de cada perdxido
incluyen el efecto del solvente.

¢ El estado de transicién en todas las reacciones tiene sélo
una frecuencia imaginaria.

2.3.1. Analisis de la reactividad global

La reactividad global de las moléculas se puede describir convenientemente en términos
de las funciones de respuesta global tales como la dureza y la blandura quimicas, %67y y S
respectivamente, asi como la electrofilia global, w.%® Estas cantidades se evaluaron para las
estructuras del estado basal y el estado de transicién asociadas con el rearreglo interno de
los perdxidos considerados en este estudio. Los resultados se muestran en la tabla 2.2. De
los datos en esta tabla se observa que la dureza del estado basal para los cuatro peréxidos
es mayor que la dureza correspondiente a los estados de transicién, un resultado consistente
con el principio de méxima dureza. ' En la misma tabla se reportan los valores de la blan-
dura global de activacién, AS = S# — S°. Se puede ver que el HOONO, presenta el valor
mas alto de la blandura de activacién para la formacion del correspondiente complejo tipo
oxiagua con NOo; ademads, esta especie presenta al mismo tiempo la mas alta energia de ac-

tivacion para el proceso de isomerizacién. Este resultado se puede deber a una polarizacion
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importante de la estructura del estado de transiciéon inducida por el comportamiento elec-
troatractor fuerte del grupo NOg. Para el resto de los sistemas sutituidos, la carga negativa
de los grupos CO, y SO3 ejerce un efecto electrodonador que influye en la activacién, por

lo que sus energias de activacién son menores que la correspondiente al peréxido con NOs.

Tabla 2.2: Indices globales de reactividad de los perdéxidos, incluyen-
do los efectos del solvente polar (agua). Las etiquetas I, IT y III se
refieren al estado basal, estado de transicién y complejo tipo oxiagua,
respectivamente.?

Molécula  estado egomo €rumo 7 n S AS w
1 -0.28 0.01 -0.13 0.29 343 0.81
HOOH 1I -0.28 -0.09 -0.18 0.20 5.09 1.67 2.35
111 -0.23 -0.02 -0.13 0.21 4.66 1.00
I -0.33 -0.08 -0.21 0.24 4.11 2.38
HOON, 1I -0.28 -0.11  -0.20 0.17 5.87 1.76 3.10
11T -0.26 -0.14 -0.20 0.12 8.34 4.63
I -0.24 0.03 -0.10 0.27 3.67 0.54
HOOCO, 1II -0.23 -0.02 -0.13 0.20 4.91 1.23 1.07
11T -0.18 0.04 -0.07 0.23 4.44 0.30
I -0.27 0.00 -0.14 0.27 3.74 0.95
HOOSO; II -0.26 -0.06 -0.16 0.21 4.85 1.11 1.67
11T -0.22 -0.04 -0.13 0.18 5.59 1.24

& Todas las cantidades estdn expresadas en unidades atémicas, excepto la electro-
filia global w, que se expresa en eV.

El andlisis de la electrofilia global muestra que mientras el estado basal del HOOH es
moderadamente electrofilico, el estado basal del HOONO; es altamente electrofilico (ver
tabla 2.2). Para el caso de los perdxidos cargados HOOCO; y HOOSOj, los resultados
muestran que son electréfilos moderados. Un hecho importante es que la electrofilia tanto del
HOOH como del HOONO3 se incrementa fuertemente en la estructura de transicién (IT) que
conecta a estos dos peroxidos con sus correspondientes compejos tipo oxiagua. Sin embargo,

la estructura del estado de transiciéon asociada con cada uno de los peréxidos cargados
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HOOCO,; y HOOSO; tiene pequenos valores de electrofilia. Por otra parte, la oxiagua
muestra una ligera activacion electrofilica con respecto al estado basal del HOOH, mientras
que el correspondiente complejo tipo oxiagua derivado del HOONOg (ITI) muestra un gran
incremento en su electrofilia, ain mayor que el valor mostrado por la estructura de transicién
de este sistema. Este resultado se debe probablemente al fuerte efecto electroatractor del

grupo NOg sobre el sitio Oy.

2.3.2. Anadlisis de reactividad local

Para caracterizar los sitios electrofilicos, nucleofilicos o de tipo radical del estado basal y
las formas activadas de los peréxidos, se hizo un anélisis de la reactividad local en términos
de la funciéon de Fukui. Es importante mencionar que el efecto del solvente en la funcién
de Fukui condensada en sitios atémicos, se ha discutido ampliamente en la literatura; por
ejemplo, Fuentealba y col.®% usando un modelo de campo de reaccién continuo, y Bal-

131 ysando un modelo discreto, mostraron que el solvente no tiene un efecto

awender y col.
significativo en la funcién de Fukui. Esto significa que la naturaleza electrofilica, nucleofilica
o de radical libre de un determinado sitio en una moléculas en fase gas, se mantiene cuando

dicha molécula se encuentra en presencia de un solvente.

La tabla 2.3 muestra los resultados obtenidos para la serie completa de perdxidos con-
siderados en este estudio. En esta tabla se puede ver que la simetria del estado basal del
HOOH se mapea sobre la funcién de Fukui; esto es, en el estado I del HOOH, las funciones
de Fukui sobre los 4tomos de oxigeno son idénticas. Sin embargo, la estructura del estado de
transiciéon asimétrico (IT) muestra una alta selectividad para recibir ataques electrofilicos
sobre el O, que es el sitio que se desprotona al formar el complejo oxiagua. Este atomo de
oxigeno también es un sitio activo para recibir ataques nucleofilicos y de radicales libres,
aunque en menor proporcién que los ataques electrofilicos. La oxiagua (III) es de particular

interés porque esta estructura se ha propuesto como un intermediario en varios procesos
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132 Con los resultados obtenidos en este

quimicos, incluyendo la epoxidacién de alquenos.
trabajo se puede afirmar que la oxiagua se caracteriza por tener una alta electrofilia en los
protones acidos (70 % del caracter electrofilico estd distribuido en los dtomos de hidrégeno
unidos al centro Ogz) y una completa desactivaciéon del O;. El comportamiento nucleofili-
co local, medido por el indice f,, revela que el sitio Oy es altamente propenso a recibir
ataques electrofilicos. La actividad como radical libre de este sitio es menor que aquella
presentada por el estado de transicién (IT). Este resultado sugiere que es probable que la
oxiagua esté involucrada en procesos idénicos mas que en procesos de radicales libres; este

resultado es consistente con la reactividad conocida y reportada para esta especie.??

Tabla 2.3: Funcién de Fukui regional electrofilica (4), nucleofilica (-) y de
radical libre (0) para las especies involucradas en la reaccién de transferencia
interna de hidrégeno en peréxidos (isomerizacién).” Ver el texto para los

detalles.
I 11 11T
Molécula  sitio fT  f— O fT  f~ o ft f 10
HOOH O; 033 048 041 026 0.11 0.19 0.00 0.04 0.02

Oy 033 048 041 063 0.87 0.75 0.30 0.95 0.62

HOONO, O; 0.04 0.16 0.10 0.25 0.17 0.21 0.20 0.08 0.14
Oy 0.00 047 024 0.11 0.74 042 0.27 0.50 0.39

HOOCO, O; 041 039 040 031 0.14 0.22 0.01 0.09 0.04
O 035 042 039 0.58 0.77 0.68 0.13 0.86 0.50

HOOSO; Oy 037 0.00 0.18 0.27 0.10 0.19 0.13 0.07 0.10
Oy 0.36 0.00 0.18 0.60 0.84 0.72 0.10 0.86 0.48

& Todas las cantidades estdn expresadas en unidades atémicas.

Otra observacién interesante relacionada con la reactividad local de la oxiagua es que
esta especie posiblemente participa en el mecanismo de epoxidacién de alquenos, como lo
ha propuesto Jursic.'®? El autor sugiere que el mecanismo de esta reaccién implica un

ataque electrofilico del dtomo Oo de la oxiagua sobre el doble enlace de los alquenos, a
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partir de la informacién que obtuvo con célculos a nivel semiempirico AM1. Este resultado
es consistente con el hecho de que la funcién de Fukui nucleofilica, en el Oy de la oxiagua,
tiene un valor excepcionalmente grande como se muestra en la tabla 2.3. Adicionalmente,
en la misma tabla se puede notar que la estructura del estado de transicién (IT) también es
una forma activada del peréxido de hidrégeno que puede participar en ataques electrofilicos

sobre el sistema 7 (rico en electrones) de los alquenos.

Para el peréxido HOONO; neutro, el andlisis de la reactividad local también se muestra
en la tabla 2.3. El estado basal de esta molécula se predice que es activo para ataques
electrofilicos sobre el sitio Oz. Sin embargo, el caracter nucleofilico del sitio Oy es ligeramente
menor que aquel presentado por el sitio similar en la molécula de HOOH, por lo que se
puede concluir que la sustitucion de un dtomo de hidrégeno por un grupo NOs neutro tiene
un efecto muy ligero (marginal) de desactivacién de este sitio. La actividad electrofilica
local de los dtomos involucrados en el enlace peroxo, medida por el indice f]j , es marginal
y mucho menor que el caracter electrofilico local predicho para la molécula de HOOH.
Ademds, el grupo sustituyente NOg tiene un efecto de desactivador de estos sitios para
ataques nucleofilicos. La estructura del estado de transicién de este perdéxido muestra una
importante activacion nucleofilica del sitio Og, la cual es mucho menor que la activacién
nucleofilica del mismo sitio en la molécula de HOOH. Se puede notar que el sitio Oy del

complejo tipo oxiagua, NHO20-0O, se activa menos que el mismo sitio de la molécula HoO—

0.

Para los dos peréxidos cargados negativamente, HOOCO,; y HOOSOg3, el sitio Oy se
predice como ligeramente electrofilico. Ademds, de los resultados presentados en la tabla
2.3 se puede ver que, en el estado de transicién de estos perdxidos, el sitio Oy es més activo
para ataques electrofilicos. El caracter electrofilico en este sitio, medido por el indice f,j ,
es mas cercano a aquel mostrado por el estado de transicién del HOOH que del HOONOs.

Con este resultado, se puede esperar que tanto el HOOCO; como el HOOSOj3 sean agentes



50 REACTIVIDAD QUIMICA DE MOLECULAS PEQUENAS

epoxidantes eficientes cuando reaccionan con alquenos. Por otra parte, los complejos tipo
oxiagua con los sustituyentes CO; y SO3 (estructuras ITI) muestran una importante acti-

vacién nucleofilica en el sitio Os.

Tabla 2.4: Anélisis de la activacién local electrofilica (4), nucleofilica (-) y de radical libre
(0) de los peréxidos. *P
Molécula  sitio f,jAS SAf,j' As,’: f AS  SAf,  Asy f,SAS SAf,S Asg
HOOH O 0.55 -0.23 031 0.81 -1.27  -046 068 -0.75 -0.07
O2 0.55 1.04 159 0.81 1.32 213 0.68 1.18 1.86

HOONO,; Oy 0.01 044 045 0.28 0.05 0.33 0.17 0.45 0.63
O2 0.07 0.85 093 0.83 1.10 1.93 042 0.77  1.19

HOOCO, 0Oy 0.50 -0.36  0.14 048 -0.92 -044 049 -0.64 -0.15
Oq 0.44 0.88 131 0.52 1.29 1.81 048 1.08 1.56

HOOSO; Oy 0.41 -0.36  0.056  0.00 0.38  0.38 0.2 0.01 0.21
O2 0.40 091 131 0.00 3.11 3.11 0.2 2.01 221

8 Todas las cantidades estdn expresadas en unidades atémicas.
b Tas cantidades involucradas en esta tabla se definen en la péagina 33, después de la ecuacion 1.52

(capitulo 1).

En general, se puede notar que la serie completa de peréxidos estudiados en este trabajo
muestra un patrén de reactividad local que es marcadamente idnico. Este es un resultado
que es consistente con la actividad observada de estos compuestos, que les permite ser

considerados como oxidantes ionicos eficientes. %3

El analisis de la activacién de sitios basado en la blandura local permite obtener una
descripcién complementaria de los patrones de reactividad local de los sistemas estudiados
en esta tesis. Este andlisis introduce, ademads de las variaciones en la funciéon de Fukui del
estado basal a cualquier forma activada de la molécula incluyendo el estado de transicién,
el efecto de la activacion global el cual es medido por los cambios en la blandura global. La

ecuacion 1.52 es un ejemplo de cémo se puede realizar un anélisis de activacién de sitios. En
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la tabla 2.4 se muestran los valores de la activacion de sitios electrofilicos, nucleofilicos y de
radical libre, representados por la cantidad As{ la cual esta definida por la ecuacién 1.52.
Los dos primeros renglones corresponden a los patrones de activacion de los sitios O y Oq
del HOOH. A partir de estos datos se puede establecer que la activacién electrofilica del
centro Oq, se debe principalmente a una activacion local originada por un incremento en el
valor de la funcién de Fukui electrofilica en este sitio. Por otra parte, el sitio O; muestra una
ligera activacion electrofilica, resultado de una moderada activacién electrofilica global y
una ligera desactivacion electrofilica local en ese sitio. El anélisis de la activacién nucleofilica
sobre el mismo sistema muestra una fuerte activacién del sitio Og, que es principalmente

de naturaleza local.

De los resultados en la tabla 2.4, se puede ver que el HOONO, muestra una baja
activacion electrofilica en el sitio Oz, en comparacién con los perdéxidos cargados HOOCO,
y HOOSOj3. Con los resultados de la activacion electrofilica en el centro Oz, que incluye la
activacién global debida a los cambios en la blandura global del estado basal al estado de
transicion, se puede suponer que estos peroxidos cargados actuaran como reactivos eficientes
en las reacciones de transferencia de oxigeno. Con los resultados reportados en la tabla 2.4
se puede ver que el modelo de activacion de sitios basado en los cambios de la blandura

local, predice que el HOONO, tiene una ligera activacion electrofilica en el sitio Os.

En conclusion, con este trabajo mostramos la existencia de los complejos tipo oxiagua
de otros perdxidos diferentes al HOOH. Las barreras energéticas de la reaccién de desplaza-
miento interno de hidrégeno, que conduce a estos complejos, se modifican por la inclusién
de un solvente polar. Mostramos que la oxiagua y los complejos tipo oxiagua de los otros
tres perdxidos son un minimo en su correspondiente superficie de energia potencial. El
analisis desarrollado en este trabajo puede ser una guia 1til en la bisqueda de estructuras
de estados de transicién de aquellos procesos donde se ha sugerido la presencia de complejos

tipo oxiagua, tal es el caso de las reacciones de epoxidacién de alquenos. 32
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Finalmente, este estudio permitié mostrar la forma cémo se calculan los diferentes
indices de reactividad definidos en la TFD. Hoy en dia, esta es la forma convencional para
estudiar la reactividad de moléculas pequenias. Esto es, usando funciones de base locali-
zadas para obtener la estructura electrénica de un sistema, se puede evaluar la reactividad
a un nivel atémico de dicho sistema. Esta forma para estudiar la reactividad constrasta
con aquella que se puede usar en el estudio de la reactividad quimica de moléculas de gran

tamano, como las biomoléculas. Este contraste se mostrara en los proximos capitulos.



Capitulo 3

Reactividad de la toxina BgK

En este capitulo se presenta un estudio sobre la reactividad quimica de la toxina BgK. En
la primera parte se describe la importancia biolégica de esta toxina y el interés por el estu-
dio de su reactividad. En la segunda seccién se explican los célculos realizados para obtener
la estructura electréonica de este sistema. En contraste con el capitulo anterior, donde se
mostro el andlisis detallado que hoy en dia se puede hacer para estudiar la reactividad de
sistemas pequernios, en este capitulo se describen las dificultades al usar funciones de base
localizadas para estudiar la reactividad de sistemas con cientos de atomos; adicionalmente,
se muestra la ventaja de usar ondas planas como funciones de base para estudios de reac-
tividad. En la tercera parte se presentan los resultados, mostrando la existencia de estados
electronicos intersticiales. En la tltima seccién se discute el papel que juegan los estados

intersticiales en la reactividad quimica de la toxina BgK.?

“Este capitulo se basa en el articulo On the Existence of Electronic States Confined by Charged Groups
in Proteins por Felipe Aparicio, Joel Ireta, Arturo Rojo, Laura Escobar, Andrés Cedillo y Marcelo Galvan
J. Phys. Chem. B 2003, 107, 1692-1697.
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3.1. Planteamiento del problema

Uno de los objetivos principales de toda teoria en quimica es dar informacion sobre la
estabilidad relativa entre las moléculas y describir sus propiedades reactivas bajo ciertas
condiciones. La teoria de reactividad definida en la TFD cumple con este objetivo. Esta
teoria permite describir la reactividad de un sistema a partir del calculo de su estructura
electronica. Sin embargo, dentro de la quimica tedrica, en particular en la TFD, el problema
practico mas importante para obtener la estructura electrénica de una molécula es el tamano

de la misma.

Como se mencioné en la seccién 1.2.3 del capitulo 1, las ecuaciones de Kohn-Sham
representan un problema de eigenvalores que se resuelve autoconsistentemente en forma
iterativa, donde el esfuerzo de cémputo de cada iteracién estd dominado por la diagonali-
zacién del hamiltoniano efectivo. Cuando se usan funciones de base localizadas,* a medida
que se incrementa el nimero de dtomos, el niimero de electrones se incrementa y por tanto
el ntimero de funciones de base M se incrementa, por lo que el esfuerzo computacional es
del orden de O(M*?). El uso de métodos basados en funciones de base localizadas, permite
estudiar la reactividad quimica al nivel de detalle como se describié en el capitulo anterior,
porque en estos métodos el procedimiento para determinar propiedades localizadas en los

atomos esta bien definido.

El Método de la Energia Total por Pseudopotenciales (METP) es una alternativa titil
para superar la dificultad del tamano del sistema, porque el esfuerzo computacional de este
método escala como MInM, donde M es el conjunto de funciones de base usado. Como se
mencioné en el capitulo 1, el METP se basa en el uso de ondas planas como conjunto de

funciones de base, donde el tamano de este conjunto no depende directamente del niimero

#Las funciones de base localizadas son un conjunto de funciones centradas en los nticleos atémicos, como
los orbitales tipo Slater o las funciones gaussianas.
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de atomos del sistema, sino del parametro g.. Con el METP y el poder de cémputo en
paralelo actual, se puede calcular la estructura electrénica de sistemas con cientos e incluso
miles de 4&tomos. Esto hace posible estudiar la reactividad quimica de sistemas tan grandes

como algunas de las biomoléculas.

En particular, la reactividad quimica de biomoléculas como las toxinas bloqueadoras
de canales i6nicos es un tema de interés en areas como la fisiologia celular y la farma-
cologfa. '3 El interés se basa en el hecho de que estas toxinas bloquean selectivamente los
canales i6nicos, como los canales conductores de iones potasio, alterando procesos bioldgicos

esenciales. 133

Los canales de potasio conducen iones KT a través de la membrana celular y estdn
involucrados en procesos celulares como la regulacién del volumen de las células, la secre-
cién de hormonas y la generacién de impulsos en células excitables eléctricamente.3* Las
caracteristicas mas importantes de los canales de K™ son: una selectividad casi perfecta
por los iones K™ respecto de los iones Na™ y una alta velocidad de conduccién de los iones
potasio. 3® Dependiendo de la forma en la que los canales se abren, estos se clasifican en
canales controlados por ligantes y en canales controlados por voltaje (Kv). En el primer
grupo, la apertura del canal estd energéticamente acoplada a la unién de un ion, de una
molécula orgénica pequeiia o incluso en algunos casos, de una proteina.'®6 En el segundo
grupo, la apertura del poro estd energéticamente acoplada al movimiento de un sensor de

voltaje dentro del campo eléctrico de la membrana. 37

Las toxinas bloqueadoras de canales de potasio son una familia de polipéptidos que
tienen una alta afinidad por estos canales.'3® Ademds de su selectividad por una familia
de canales de K™, las toxinas bloqueadoras acttian en una estequiometria 1:1 y se unen
a la misma regién del canal (regién P). Las toxinas bloqueadoras se encuentran en el

veneno de viboras, alacranes, caracoles y anémonas marinas y se han usado para estudios
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de estructura—funcién de los canales de KT, particularmente en canales tipo Kv, como los

de la subfamilia Kv1.139:140

3.1.1. Toxina BgK

La toxina BgK es un polipéptido producido por una anémona marina llamada Buno-
dosoma granulifera y pertenece a una clase de toxinas que se unen a los canales sensibles
a iones potasio.!3® Esta toxina tiene 37 aminoécidos (581 4tomos), un punto isoeléctrico
bésico y una carga neta de +5 debido a la existencia de 3 grupos cargados negativamente
y 8 grupos cargados positivamente, ademds de la regién carboxilica inicial (negativa) y la
regién amino terminal (positiva). En la figura 3.1 se muestra una de las 15 estructuras de
la BgK, determinadas por experimentos de resonancia magnética nuclear y reportadas por

1. en el Protein Data Bank (www.rcsb.org/pdb), con cédigo 1BGK. Esta

Dauplais y co
estructura contiene dos a-hélices que van de los residuos 9 al 16 y del 24 al 31, ademas
de 3 puentes disulfuro que unen los residuos 20-34, 11-30 y 2-37.14! Las caracteristicas es-

tructurales de la BgK la hacen una toxina globular compacta y rigida. La rigidez se debe

principalmente a los puentes disulfuro.

La estructura de la toxina BgK muestra la complejidad de las cadenas polipeptidicas.
Esta complejidad puede incluir la existencia de una estructura secundaria formada por
hélices a y hojas (3, ademas de la asociaciéon de subunidades y la posibilidad de formar
enlaces covalentes entre regiones independientes, conocidos como puentes disulfuro.4? Un
hecho importante es que estos sistemas complejos pueden tener regiones intersticiales, que
son zonas sin atomos rodeadas por grupos funcionales especificos. Estas regiones intersti-
ciales se pueden encontrar como cavidades internas o superficiales y pueden jugar un papel
importante desde el punto de vista de la estructura electrénica. La existencia de grupos car-
gados en estas regiones intersticiales da lugar a diferentes situaciones: regiones intersticiales

rodeadas por grupos funcionales positivos, negativos o una mezcla de residuos positivos y
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Figura 3.1: Estructura de la toxina BgK. La secuencia de aminoacidos es: VCRDWFKE-
TACRHAKSLGNCRTSQKYRANCAKTCELC (ver Apéndice B para la nomenclatu-
ra). La estructura secundaria de la toxina estd formada por dos a-hélices representadas
en color rojo y por tres puentes disulfuro mostrados en color amarillo. Los grupos ter-
minales amino y carboxilo se representan con las letras N y C respectivamente. Para
resaltar las caracteristicas de la estructura, no se presentan explicitamente los A&tomos
de hidrégeno.

negativos. 43 La interaccién entre estos grupos cargados es parte de la complejidad de los
polipéptidos. Generalmente, las interacciones electrostaticas entre grupos cargados son im-
portantes para determinar la estructura y funcién de proteinas en una amplia variedad de
procesos celulares y biolégicos. 4 Se han reportado varias proteinas con grupos cargados

cercanos entre si y formando cavidades; estos sistemas se han estudiado ampliamente. 145

La toxina BgK posee una region intersticial formada por dos residuos de arginina, que
son grupos cargados positivamente, ubicados en la posicion 21 y 27 de la secuencia de esta
toxina (fig. 3.1). Experimentalmente se sabe que los residuos serina 23 (Ser23), lisina 25

(Lys25) y tirosina 26 (Tyr26)®* determinan la afinidad de la toxina por los canales de potasio

En este capitulo se usardn los simbolos en el idioma inglés para representar a los aminodcidos. Ver
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del tipo Kv1. En particular, cuando el residuo Lys25 se remueve, la afinidad de la BgK por
estos canales decrece draméticamente. 46 Cabe mencionar que la regién intersticial de la

BgK estan localizada en la misma zona donde se encuentra la Lys25.

En este trabajo se analiza la estructura electronica y la reactividad quimica de la toxi-
na BgK, poniendo especial atencion en la regién intersticial. En general, para evaluar la
estructura electrénica de un polipéptido de este tipo es necesario tomar en cuenta las
siguientes restricciones: el polipeptido debe ser pequeno para que sea posible calcular la
estructura electronica del sistema completo; se debe conocer la geometria experimental de
la macromolécula para evitar la necesidad de buscar su conformacién de equilibrio; en el
caso particular de las toxinas con regiones intersticiales, los grupos cargados que forman

estas cavidades deben tener la conformacién apropiada.

3.2. Detalles computacionales

Los calculos de la estructura electronica de la BgK hechos en este trabajo se basan en el
Método de la Energia Total por Pseudopotenciales (METP)?!, descrito en la pagina 19. Las
ecuaciones de Kohn-Sham en espacio reciproco se resolvieron con el método desarrollado
por Arias y col.'4” La implementacién préactica de este método se encuentra en el cédigo
desarrollado por Joannopoulos y colaboradores. 51148 Para tener una descripcién cualitativa,
de la estructura electronica de la toxina completa, se hizo un calculo de un solo punto
usando una de las 15 estructuras de RMN determinadas experimentalmente.!4! Se usé la
aproximaciéon LDA de Vosko, Wilk y Nusair (VWN)? para el funcional de intercambio y
correlacion. La expansion en ondas planas se truncé a una energia de 6 Ry.* Atun cuando
esta energia de truncamiento representa un bajo nivel de cédlculo, se ha mostrado que con

este valor se pueden describir apropiadamente muchos aspectos de la estructura electronica

Apéndice B
*En el METP la energfa de truncamiento cominmente se expresa en Rydberg (Ry). 1Ry = 0.5 Hartree.
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de sistemas moleculares. 19150 Por otra parte, la toxina se colocé dentro de una supercelda
de 26.6A x 23.3A x 27.0A , 1a cual cumple con la condicién de que la distancia minima entre
dtomos de celdas vecinas es de 5A.5 Por las dimensiones de la supercelda utilizada, es
suficiente con usar un solo punto k para resolver las ecuaciones de Kohn-Sham en espacio
reciproco.? En el presente trabajo, todos los cdlculos se realizaron evaluando la funcién
de onda en el punto I'(0,0,0) de la primera zona de Brillouin. Ademas, como el METP
sélo considera a los electrones de valencia, se disenaron pseudopotenciales con conservacién
de la norma usando el método de Rappe y col. (método RRKJ),% con una energia de
truncamiento de 40 Ry. Estos pseudopotenciales son del tipo s local y p no local para los
atomos de H, C, N y O, mientras que para el a&tomo de S son del tipo s local, p y d no local

de acuerdo con la representacién de Kleinman y Bylander.?®

En este trabajo se analiza la estructura electrénica de la toxina BgK poniendo especial
atencion en una regién intersticial formada por dos argininas. Esta region se muestra en
la figura 3.1. Para una regién como ésta se puede esperar que las ondas planas, que son
funciones de base deslocalizadas, den una descripciéon aceptable. Sin embargo, cuando la
expansion en ondas planas se trunca, se obtiene una descripcion pobre de la regién cercana
a los ntcleos porque en esa regién la densidad cambia rapidamente. Para verificar que la
energia de truncamiento de 6 Ry no genere resultados espurios en este estudio, se hicieron
varias pruebas. La primera de ellas fue calcular la estructura electrénica de un fragmento
de 7 aminodcidos, que incluye los residuos arginina 21 (Arg21) y arginina 27 (Arg27); para
este cédlculo se conservaron las coordenadas de los 7 residuos tal y como se encuentran en
la secuencia de la BgK. Los residuos 22 al 26 se sustituyeron por alaninas y se saturaron
los enlaces de los fragmentos extremos para completar los residuos de arginina. El sistema
resulté con carga 42. Para el calculo de este fragmento se us6 una expansién en ondas planas
con una energia de truncamiento de 20 Ry, lo que representa un mejor nivel de calculo

para describir apropiadamente las regiones internas y externas de la densidad electrénica
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de valencia. 9190 Para este fragmento se usé una supercelda de 15.9A x 12.4A x 16.7A
que cumple con el criterio de 5A de distancia entre 4tomos de celdas vecinas. La segunda
prueba consistié en calcular la estructura electrénica del mismo fragmento usando el método
B3LYP/6-31G**, con el programa gaussian98.1%? La razén de esta segunda prueba fue usar
un funcional de intercambio y correlacién hibrido, més alld de la aproximacién LDA, y un
conjunto de funciones de base localizadas. Si se obtiene una descripcién cualitativamente
similar de la regién de interés con ambas pruebas, entonces se puede tener confianza, al
menos cualitativamente, en los resultados del calculo de ondas planas de la toxina completa.
Una tercera prueba consistié en evaluar el efectos del solvente en la estructura electrénica
de un modelo de 2 argininas. Este modelo se construyé usando la conformacién original
de la Arg21 y Arg27 en la secuencia de la BgK. En este sistema se usaron los siguientes
niveles de teorfa: B3LYP/6-31G** y LDA /pseudopotenciales/ondas planas con una energia

de truncamiento de 20 Ry y una supercelda de 10.3A x 12.6A x 13.1A.

H ; NH,
{HN-———C——N——CHy—CHy —CHy—CH
S s : : ‘

HN 5 c—o
2 H ‘
o

Figura 3.2: Estructura del residuo de arginina. El grupo guanidinio esta en la zona del
rectangulo punteado.

Finalmente, para evaluar los efectos de la autointeraccién electrénica en los estados
intersticiales, se calculé la estructura electrénica de los grupos guanidinio de la Arg2l y
Arg27 (fig. 3.2) en la conformacién de la BgK. Para este estudio se usaron los métodos

HF/6-31G**, SIC-OEP LDA /cc-pVTZ y SIC-PZ LDA /ondas planas/40 Ry.
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Figura 3.3: Densidad de estados (DOS) de la toxina BgK. E; es el nivel de Fermi y L
la banda LUMO.

3.3. Resultados

3.3.1. Estados intersticiales

En sistemas soélidos, polimeros y superficies, el lenguaje de bandas es la forma natural
para referirse a la estructura electrénica de estos sistemas, porque el ntimero de estados
electrénicos es tan grande que no se alcanzan a distinguir en forma individual. En una
escala de energia, la distribucién de las bandas es la huella digital de cada sistema y ésta se
puede representar mediante una grafica de densidad de estados (DOS).'5! La densidad de
estados de la toxina BgK se presenta en la figura 3.3. Esta grafica muestra un patrén similar
a la DOS de una toxina del veneno de alacran'®? y a la DOS de nanotubos construidos con

aminoécidos. 192

Un hecho importante es que el concepto de orbitales frontera, cominmente usado en
estudios de reactividad quimica, se ha extendido al concepto de bandas frontera; !> esta
extension es muy ttil en el andlisis de la estructura electrénica de protefnas.'®® Para la
toxina BgK, la primera banda de estados desocupados (banda LUMO) tiene un ancho de
3.1 €V e integra a 30 estados virtuales. La mayoria de estos estados se localizan alrededor
de los aminoacidos cargados positivamente, como se ve en la figura 3.4, y algunos estédn
localizados en la region de los puentes disulfuro. La superficie amarilla en la figura 3.4

muestra las regiones donde la densidad orbital de la banda LUMO es mayor que 0.1 u.a.
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La caracteristica mds importante en el comportamiento local de la banda LUMO es que
muestra una acumulacién de densidad orbital, en una regién libre de 4tomos, entre la Arg21
y la Arg27. Esta region estd dentro del circulo punteado de la figura 3.4. Los aminoacidos
Arg21 y Arg27 se encuentran muy cercanos entre si, debido al plegamiento particular de la
toxina, formando una pequena region intersticial entre ellos. La distancia entre los atomos
més cercanos de estos dos residuos es de 2.24 A, como se ve en la figura 3.5. La isosuperficie
de la banda LUMO muestra que la densidad orbital se localiza sobre una regién sin enlaces
ni dtomos, ademds de que en esa region no hay posibilidad de formacién de puente de

hidrégeno de acuerdo con el criterio estdndar para este tipo de enlaces. %4

Figura 3.4: Isosuperficie de densidad orbital de la banda LUMO, formada por 30 estados
virtuales, de la toxina BgK. La isosuperficie se cre6 usando un valor de 0.1 u.a. Para
tener puntos de referencia en la estructura, se etiquetaron los aminoacidos con carga
positiva y se muestran completas sus cadenas laterales. El resto de los aminoacidos se
ocultaron para simplificar la presentacién de la estructura. Los puentes disulfuro estan
marcados en color purpura. La regién de interés en este trabajo se resalta con el circulo
punteado.
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En la figura 3.6 se muestra el comportamiento de la densidad orbital LUMO para el
fragmento que contiene siete aminodcidos. Se puede ver que los estados interticiales aparecen
tanto a nivel ondas planas/20 Ry como a nivel B3LYP/6-31G**. Con estos resultados se
puede afirmar que la existencia de los estados intersticiales no es un efecto artificial de las

ondas planas, porque los estados existen atin cuando se usa un conjunto de bases localizadas.

3.3.2. Influencia de la ocupacion en los estados interticiales

Para el andlisis de los estados intersticiales, se calculd la estructura electrénica de un
modelo de dos argininas, Arg2l y Arg27, a nivel B3LYP/6-31G** y a nivel LDA con
pseudopotenciales, ondas planas y una energia de truncamiento de 20 Ry. Este modelo
resulté con una carga de +2. Se analizaron los estados desocupados cuyos eigenvalores
quedaron incluidos en el rango de 2.0 eV por arriba del LUMO. Los resultados mostraron
que para ambos niveles de cédlculo, los primeros dos orbitales de Kohn-Sham desocupados
son degenerados y la densidad orbital se localiza en los grupos guanidinio de las argini-
nas. Ademas, estos calculos mostraron que el tercer estado virtual es el estado intersticial.
Es importante mencionar que este estado tiene un comportamiento local similar a aquel

encontrado en el modelo de siete aminodcidos.

En este punto cabe mencionar que el comportamiento de los estados virtuales estd de-
terminado por el potencial efectivo de Kohn-Sham generado por los estados ocupados. A
diferencia de los estados ocupados, los estados virtuales no estan bajo la influencia de re-
pulsiones coulémbicas ni por interacciones de intercambio y correlacion. Estas interacciones
pueden cambiar el comportamiento local de los estados virtuales, particularmente si estos se
localizan lejos de la influencia de los niicleos atémicos. Una forma de evaluar esta situacion
consiste en ocupar los estados virtuales y analizar los cambios inducidos. Para ocupar el
estado intersticial, se hizo un célculo con ondas planas/20 Ry y seis electrones adicionales,

para asegurar la ocupacion del tercer orbital desocupado, en el modelo de dos argininas. El
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ARG21 ARG27

A ARG27

Figura 3.5: Conformaciéon de la Arg21 y la Arg27 en 6 de las 15 estructuras de RMN
de la BgK, donde se encontraron los estados intersticiales. (a) Superposicién de las
seis estructuras, tomando al grupo guanidinio de la Arg21 como punto de referencia.
El residuo Arg27 muestra claramente dos patrones de conformacién: (b) conformacién
1 y (c¢) conformacién 2. La estructura estudiada en esta tesis tiene la conformacién 1.
Para obtener estos modelos, la estructura de la BgK se simplificé removiemdo todos los
atomos mas alla del sitio marcado con la letra R. Los enlaces modificados se saturaron
con atomos de hidrégeno.
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(b)

Figura 3.6: Isosuperficie de la banda LUMO del fragmento de siete aminoacidos (Arg21
a la Arg27) de la BgK. Los cilculos se hicieron con (a) el METP usando una expan-
sién en ondas planas con una energia de truncamiento de 20 Ry y (b) con el método
B3LYP/6-31G**. La secuencia de este fragmento es RAAAAAR y se conserva en la
geometria original de la BgK. Este sistema tiene una carga neta de +2. Para ambos
casos, el valor de la isosuperficie es de 0.15 u.a.
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Figura 3.7: Contornos de la densidad orbital del HOMO para el modelo de dos amino-
acidos (Arg2l y Arg27), calculada con seis electrones adicionales. La geometria de
los residuos es la misma que tienen en la estructura completa de la BgK. El sistema
tiene una carga de -4. El calculo se hizo con el METP usando una expansién en ondas
planas con una energia de truncamiento de 20 Ry. El plano del contorno pasa por los
tres atomos de hidrégeno mas cercanos en la regién intersticial. Los contornos tienen
valores de 0.015, 0.017, 0.019, 0.021 y 0.023 u.a.

nuevo sistema idénico tiene una carga de -4 y el HOMO corresponde al estado intersticial.
En la figura 3.7 se muestra un diagrama de contornos de la densidad orbital del HOMO del
sistema anidnico. El plano de contornos contiene a los 3 &tomos de hidrégeno mas cercanos
de las dos argininas. En esta figura es claro que el orbital HOMO se mantiene localizado
en la regién intersticial lo cual indica que las interacciones electron—electron involucradas

en este estado no eliminaron su naturaleza.

3.3.3. Efectos del solvente en los estados intersticiales

La geometria de la toxina BgK usada en este estudio proviene de experimentos de

RMN;, lo que implica que la estructura corresponde a la de una especie solvatada. Por esta
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razon, es importante incluir los efectos del solvente y analizar su impacto en los estados
intersticiales. Para este propdsito, se hizo un célculo a nivel B3LYP/6-31G** del sistema
de dos argininas con carga +2 y usando el modelo de campo de reaccién continuo (PCM),
con agua como solvente.'%® En la figura 3.8(a) se muestra el comportamiento del estado
intersticial con el campo de reaccion y se compara con el estado intersticial obtenido en
vacio de la figura 3.8(b). Se puede ver que el estado intersticial se localiza en la misma
regién pero con pequeias diferencias en su comportamiento local. Cabe mencionar que el
eigenvalor correspondiente a este estado se estabiliza en 0.6 eV respecto del mismo estado
sin el campo de reaccién. Es claro que esta estabilizacion se debe a la presencia del solvente

polar.

3.3.4. Efecto de la autointeraccion electronica en los estados intersticiales

El método Hartree-Fock no contiene autointeraccion porque la contribucion a la energia
total debida al término de energia de interaccion couldémbica cldsica entre los electrones,
se cancela exactamente con la parte diagonal de la energfa de intercambio.? Sin embargo,
en la TFD los funcionales LDA y B3LYP usados en los cédlculos anteriores, contienen el
efecto espurio de la autointeraccion. Para evaluar el efecto de la autointeraccién en los
estados intersticiales, se calculd la estructura electrénica del modelo de 2 argininas a nivel
HF/6-31G**. Los resultados muestran que el estado intersticial se mantiene. Adem4s, el

comportamiento local de este estado es similar al obtenido a nivel B3LYP /6-31G**.

Por otra parte, el calculo de la estructura electrénica de un modelo de dos guanidinios
a nivel LDA /cc-pVTZ, con correcciones SIC-OEP, muestra que el estado intersticial se
preserva, pero con cambios apreciables en su comportamiento local, como se puede ver en
la figura 3.9. Un caracteristica importante del método SIC-OEP es que permite corregir
la autointeraccion usando el conjunto completo de orbitales ocupados o un subconjunto de

ellos (espacio activo). El uso de un espacio activo representa una ventaja porque requiere



68 REACTIVIDAD DE LA TOXINA BGK

Figura 3.8: Comportamiento local del estado intersticial en (a) vacio y (b) con solvente
(agua). Las graficas de contornos estan en el mismo plano que en la figura 3.7. Los
valores de los contornos son 0.020, 0.022, 0.024, 0.026 y 0.028 u.a.
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Figura 3.9: Isosuperficie de densidad del tercer estado desocupado (LUMO+2) del
modelo de dos guanidinios (a) sin correccién de la autointeraccién y (b) con correccién
usando el método SIC-OEP. Los cédlculos se hicieron a nivel LDA /cc-pVTZ.
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menos tiempo de calculo del que seria necesario si se corrigen todos los orbitales. Esto se
debe a que en cada ciclo autoconsistente del método SIC-OEP, es necesario resolver las
integrales de las ecuaciones (1.26) y (1.27) de la pagina 17. En este trabajo se corrigié la
autointeraccién en el HOMO, en 5 y en 10 de los orbitales méas altos ocupados. En la figura
3.10 se puede ver que el orbital HOMO en el modelo de dos guanidinios se estabiliza por
13.55 kcal/mol (0.0216 u.a.) cuando se corrige la autointeraccién de dicho orbital. Si se
corrigen los cinco orbitales més altos ocupados, el HOMO se estabiliza en 15.19 kcal /mol,
respecto del mismo estado sin correccion. Si el espacio activo es de los 10 orbitales mas altos
ocupados, el HOMO se estabiliza en 22.34 kcal/mol, respecto del HOMO sin correccion.
Estos resultados muestran que la correcciéon del HOMO impacta en mayor medida en la
distribucién de los estados electronicos que si se usa un espacio activo mayor. En estudios
hechos sobre atomos, se ha reportado que cuando se corrige la autointeraccién usando
tnicamente el orbital HOMO, se obtiene una buena descripcién de la primera energia de
excitacién experimental.® Esto es consecuencia de que los orbitales HOMO y LUMO estén
mejor descritos que con cualquier aproximacién sin correccion SIC. Cabe senalar que en
los estudios de reactividad es muy importante tener una buena descripcién de los orbitales

frontera, porque muchas de las aproximaciones se basan en ellos.

Finalmente, el calculo de la estructura electréonica de los dos guanidinios con el método
SIC-PZ/ondas planas/40 Ry, mostré que los estados intersticiales se conservan. Sin em-
bargo, es conveniente recordar que el método SIC-PZ no corrige la autointeraccién en los
estados virtuales. Este hecho es evidente en la DOS del sistema de dos guanidinios (fig.
3.11) obtenida con y sin correccién. Se puede ver que la banda LUMO no presenta cambios
en la distribucién de sus estados; el inico cambio apreciable es el incremento en la energia
del gap ( gap = erumo — emomo). Las correcciones SIC-PZ hacen que el gap del sistema
aumente de 3.1 eV a 4.2 eV. Este aumento se debe a que los estados ocupados sufren una

estabilizacién por la correcciéon SIC, mientras los estados virtuales permanecen inalterados.
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Figura 3.10: Comportamiento de los 10 estados mas altos ocupados y mas bajos desocu-
pados del modelo de dos guanidinios (a) sin correccién de la autointeraccién, (b) con
correcciéon del HOMO, (c) con correccién de los 5 orbitales mds altos ocupados y (d)
con correcciéon de los 10 orbitales mas altos ocupados. Los calculos se hicieron a nivel
LDA /cc-pVTZ con el modelo SIC-OEP. Se muestran explicitamente los eigenvalores
del HOMO y LUMO en u.a.

3.4. Discusion

Los resultados de este trabajo muestran que una caracteristica importante de la banda
LUMO es que contiene estados cercanos al nivel de Fermi, localizados alrededor de la regién
intersticial del polipéptido. Esta region esta rodeada por grupos cargados positivamente. Se
puede establecer que las cargas favorecen la estabilizacion de los estados desocupados cer-
canos a los grupos cargados, independientemente del nivel de teoria que se use. Al parecer,
la distribucién de la carga positiva en las cadenas laterales de Arg21 y Arg27, genera un

potencial que estabiliza a los estados desocupados dentro de la regién intersticial. En este
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Figura 3.11: Densidad de estados (DOS) del modelo de dos guanidinios. (a) representa
el cdlculo a nivel LDA /ondas planas/40 Ry sin correcciones de la autointeraccién y (b)
es el calculo con el mismo nivel de teoria pero con correcciones SIC-PZ. Los valores de
energia son relativos al nivel de Fermi.
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punto es importante recordar que la toxina BgK se enlaza al vestibulo externo del canal
de potasio que contiene varios grupos cargados negativamente. %6 Debido a que el estado
intersticial es uno de los primeros orbitales desocupados de Kohn-Sham y es espacialmente
accesible porque estd localizado en la parte externa de la toxina, este estado puede par-
ticipar en interacciones con los sitios activos del canal. En este contexto, es importante
notar que la naturaleza intersticial del estado no se ve modificada por la posibilidad de ser
ocupado, tal como lo muestra la figura 3.7. Aiin cuando no se ha demostrado, es posible
que ocurra una transferencia de carga en el proceso de interaccion toxina—canal; si es asi,
el estado intersticial puede estar involucrado en este proceso. Por esta razon es relevante
la existencia de los estados intersticiales. Como se mencioné en la introduccién de este
capitulo, la Ser23, la Lys25 y la Tyr26 son los sitios activos de la toxina BgK. La regién

intersticial estd ubicada junto a estos residuos y en la misma cara de la toxina.

En la literatura se ha documentado el efecto de desplazamiento en la energia de los
orbitales debido al solvente.®® En este trabajo se observa un desplazamiento similar, pero
ademads, como se ve en la figura 3.6, el comportamiento local del estado intersticial per-

manece cualitativamente igual en presencia del solvente.

Una consecuencia directa en la quimica de la BgK, debido a la presencia de los estados
intersticiales, es el incremento del caracter electrofilico de la regiéon marcada por el circulo en
la figura 3.4 (pdgina 62). Esto se debe al hecho de que, ademés de los estados desocupados
localizados en los sitios atémicos, hay otro estado en una regién intersticial disponible para
procesos de transferencia de carga, logrando un efecto acumulativo de carga positiva en la

misma region.

Los resultados presentados en este trabajo muestran lo importante que es hacer el
analisis de reactividad quimica a una escala que no necesariamente coincide con el tamano de

los grupos funcionales. Ademas, para estudiar la estructura electrénica de proteinas en busca
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de estados intersticiales, es recomendable usar un conjunto de base de ondas planas o incluir
orbitales flotantes en los conjuntos estandar de bases localizadas. Es importante notar que el
conjunto de base de ondas planas, con un valor pequeinio de energia de truncamiento, describe
cualitativamente bien la estructura electrénica de los estados intersticiales en proteinas, lo
que implica una reduccién importante en el esfuerzo computacional necesario para estudiar

estas propiedades en sistemas complejos.

El andlisis de los efectos dinamicos sobre los estados intersticiales no es parte de los
objetivos de este trabajo, sin embargo, para explorar preliminarmente en esta direccién
se calculd la densidad orbital LUMO, a nivel B3LYP/6-31G**, de las 6 estructuras de la
figura 3.5. El anélisis de esta densidad mostré que existe el estado intersticial en todas
estas estructuras. El hecho de que 6 de las 15 estructuras experimentales presenten estados
intersticiales, es un indicio de que las fluctuaciones térmicas pueden influir en la formacién
de estos estados. Saber si los estados intersticiales solo existen en la BgK o si son carac-
teristicos de las proteinas con empaquetamiento globular compacto es un tema que requiere
mas trabajo. Hasta ahora, los estados intersticiales se han identificado en la BgK y en la
caribdotoxina (ChTX), 7 una toxina aislada del veneno del alacrdn. En esta tltima toxina,
el estado intersticial se localizé en una region interna entre la Lys27 y la Arg34. La BgK y
la ChTX pertenecen a una familia de toxinas pequenas y de estructura compacta con gru-
pos cargados y varios puentes disulfuro que generan importantes restricciones estructurales.

Este puede ser el tipo de sistemas donde se podrian encontrar estados intersticiales.

En este punto es importante mencionar que las interacciones electrostaticas juegan un
papel fundamental para determinar la estructura y funcién de las protefnas. 44 Los estudios
sobre las interacciones electrostaticas en proteinas se basan principalmente en el modelo

159-162 Py ejemplo, se

electrostatico clasico, 1°® que ha alcanzado un alto nivel de precision.
han estudiado las interacciones electrostaticas entre dos argininas, que son residuos cargados

positivamente. 143:145,163-166 Fstog pares iénicos se han encontrado en muchas proteinas (en
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particular se localizan en regiones expuestas al solvente) y se ha propuesto que tales pares
deben tener un efecto importante en la estructura y estabilidad de estas moléculas, sin
embargo no existe una explicacién convincente del fenémeno.®” Es conveniente resaltar
que los estados intersticiales no se pueden identificar con aproximaciones clasicas; tales

estados sélo se pueden obtener con un tratamiento mecanico cudntico.

La actividad bioldgica de la BgK y de la familia de toxinas bloqueadoras de canales
de KT, estd relacionada con la naturaleza electrofilica de la macromolécula porque esta
interacciona con el vestibulo externo del canal de potasio, que es un mar de electrones.
150 Saber si el caracter electrofilico extra de una toxina es relevante o no en su actividad

bioldgica, es un tema que se analiza en el capitulo 4.

Por 1ltimo, el andlisis de la densidad orbital de la banda LUMO revela una carac-
teristica interesante relacionada con la reactividad quimica de proteinas: el fuerte caracter
electrofilico de los puentes disulfuro. Esto explica la gran labilidad de los puentes disulfuro

frente a procesos de reduccién. 168

Con los resultados en este capitulo, se muestra la existencia de estados electrénicos
interticiales en proteinas de estructura compacta y con grupos cargados positivamente en
una misma regién. Estos estados deben tener un efecto importante en la electrofilia de la
toxina. Los resultados sugieren que para obtener una descripciéon completa de la reactividad

quimica de polipéptidos, es muy recomendable analizar las regiones intersticiales.






Capitulo 4

Reactividad de la caribdotoxina

En este capitulo se presenta un estudio de la reactividad quimica de la caribdotoxina
(ChTX) y seis de sus mutantes. En la primera seccién se describe la importancia biolégica
de la Ch'TX y sus caracteristicas estructurales. Los detalles de los cédlculos realizados para
obtener la estructura electrénica de estos sistemas se presentan en la segunda parte. En
la tercera seccién se muestran los resultados de la reactividad global y local de las toxinas
estudiadas. Finalmente, en la tltima seccién se analiza la relaciéon entre los parametros
de reactividad calculados y los resultados experimentales sobre la cinética de interaccién

toxina—canal.?

4.1. Planteamiento del problema

Muchos fenémenos biolégicos estan gobernados por procesos de reconocimiento proteina—

proteina; sin embargo, no se han explicado satisfactoriamente las causas de estos procesos a

*Este capitulo se basa en el articulo Prediction of Chemical Reactivity of Charybdotoxin, a Kt Channel
Blocker por Felipe Aparicio, Nelly Gonzélez, Joel Ireta, Arturo Rojo, Laura Escobar, Andrés Cedillo y
Marcelo Galvan en preparacion

7
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nivel molecular. En particular, se sabe que una proteina se puede unir a diferentes receptores
y a su vez un receptor puede interaccionar con proteinas de similar o diferente estructura,
pero no se conoce el mecanismo que rige estas interacciones. !9 Entre los sistemas que mas
se han usado para investigar los fendmenos moleculares que ocurren en las interacciones
proteina—proteina, estan los canales idnicos y las toxinas bloqueadoras de estos canales.
Especificamente, se han utilizado los canales de potasio controlados por voltaje (Kv) y las
toxinas contenidas en el veneno de alacranes, viboras, anemonas marinas y caracoles. '3 Los
estudios hechos sobre estos sistemas han permitido conocer que los factores que determinan
la funcién de una proteina y su afinidad por otra, generalmente se asocian con un nimero

pequeno de aminoacidos activos.

En la interaccion entre las toxinas y los canales de potasio del tipo Kv, hay controversia
respecto a los aminoacidos involucrados. Por una parte, se ha propuesto que un residuo
de lisina (Lys)?, localizado en la regién g de las toxinas, interacciona directamente con un
residuo tirosina (Tyr) del vestibulo del canal de potasio Kv.17™® Adems4s, se ha observado que
varias toxinas bloqueadoras, con estructura y origen diferentes, poseen una diada formada
por la lisina que interacciona con el vestibulo y por un residuo aromatico.*%71 Algunos
autores sugieren que la conservacién de esta diada es el resultado de la evolucion de las
toxinas y es el factor més importante en el proceso de interaccién de estas macromoléculas
con los canales de K'. Sin embargo, hay otras toxinas que no poseen esta diada pero
bloquean los canales Kv e incluso hay toxinas que tienen la diada pero no inhiben el
funcionamiento de los canales. 7%173 Esto sugiere la idea de que ademds de la diada, existen

otros residuos que participan en la interaccién toxina—canal.

Existen varios trabajos experimentales dedicados a investigar las interacciones entre

174

los canales de potasio y las toxinas bloqueadoras, los cuales intentan describir estas

2A lo largo de este capitulo se usaran los simbolos en el idioma inglés para representar a los aminoécidos.
Ver Apéndice B



4.1. Planteamiento del problema 79

interacciones a partir de las propiedades de los canales y de las toxinas por separado. Para
este propdsito, usan técnicas como la mutagénesis'™® tanto en los canales como en las
toxinas. En estos experimentos, uno de los sistemas que mas se ha usado para estudiar las

propiedades de los canales de potasio es la caribdotoxina (ChTX).176:177

4.1.1. La caribdotoxina

La ChTX es una toxina que se encuentra en el veneno de alacran y es un potente
inhibidor de varios tipos de canales de Kt de la familia Kv, activados por iones Ca?*.
Esta toxina es un polipéptido globular pequefio de aproximadamente 20A x 20A x 25A,
formado por 37 aminoécidos; 7 tiene un punto isoeléctrico bésico y una carga neta de +6 a
pH neutro, debido a la existencia de 2 grupos cargados negativamente y 8 grupos cargados
positivamente. En la figura 4.1 se muestra la estructura de la Ch'TX usada en este trabajo,
la cual es un promedio de las 12 estructuras obtenidas experimentalmente por Bontems y
col.1™ En esta figura se puede ver que la estructura secundaria de la ChTX estéd formada
por una a-hélice (residuos 11 al 19) y una hoja [ triplemente trenzada (residuos 1 al 5, 25
al 29 y 32 al 36), ademds de que contiene 3 puentes disulfuro que unen los residuos 7-28,
13-33 y 17-35.178 Al igual que la BgK, la ChTX es una protefna compacta y rigida. La
estabilidad de su estructura se debe a los tres puentes disulfuro y a un cdmulo hidrofébico
formado por las cadenas laterales Thr3, Val5, Vall6 y Leu20. Experimentalmente se ha

demostrado que los residuos Lys27 y Tyr36 forman la diada en esta toxina.

La caribdotoxina ha sido una herramienta muy util en la elucidacion de las propiedades

y funcién de los canales de K™; en particular, los experimentos de mutagénesis en la ChTX

han permitido identificar la estructura del vestibulo externo de los canales de potasio!™ y

estimar las dimensiones del poro externo del mismo. 180:181

Existen varios estudios experimentales sobre el mecanismo de bloqueo de los canales
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Figura 4.1: Estructura de la toxina ChTX. Esta es el promedio de las 12 estructuras
reportadas por Bontems y col.17® en el Protein Data Bank (www.rcsb.org/pdb). La se-
cuencia de aminoacidos es: pQFTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTSRGKCMNKKCR-
CYS (ver Apéndice B para la nomenclatura). El primer residuo pQ es piroglutamina.
La a-hélice de la toxina se muestra en color rojo, las componentes de la hoja § en
color azul y los puentes disulfuro se muestran en color amarillo. Los grupos termi-
nales amino y carboxilo se representan con las letras N y C respectivamente. Para
resaltar las caracteristicas de la estructura, no se muestran explicitamente los atomos
de hidrégeno.

de Kt por la ChTX. En particular, Miller y colaboradores!'®? hicieron experimentos de

cinética de la reaccién

ChTX + Canal % ChTX - Canal (4.1)
of f

usando mutantes de ChTX. Estos autores encontraron que las mutaciones de residuos in-
dividuales alteran la constante de disociacién (k,ff) en mayor medida que la constante
de asocciacion (ko). Con esta informacién clasificaron los residuos de la toxina ChTX en

cruciales, accidentales e indiferentes. Un residuo crucial es aquel que al ser mutado por
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otro aminodcido quimicamente similar, cambia la constante de velocidad k. en 8 o mds
érdenes de magnitud, un residuo accidental es aquel que cambia la constante k,f; entre
3 y 8 érdenes de magnitud y un residuo indiferente al ser sustituido por un aminoacido
gimicamente diferente, altera la constante de velocidad k,fy en 3 veces o menos 6rdenes de
magnitud. Como cruciales estéan los residuos Serl0, Trpl4, Arg25, Lys27, Met29, Asn30,
Arg34 y Tyr36. A este grupo pertenece la diada Lys27-Tyr36. Los residuos accidentales
son pGlul, Phe2, Thr3 y Ser37 y los aminoacidos indiferentes son Asn4, Val5, Ser6, Thr8,
Lysll, Glul2, Serl6, GInl8, Argl9, Leu20, His21, Asn22, Ser24, Lys31 y Lys32. Aunque
esta clasificacién es arbitraria, los datos experimentales de cinética muestran que la reac-
cion 4.1 es de primer orden y la interacciéon entre la toxina y el canal es estrictamente
bimolecular. %183 Estos experimentos son de un alto nivel de precisién porque se hacen
manipulando un solo canal. 79182183 Experimentalmente se ha demostrado que la Lys27 es
determinante en la actividad de la Ch'TX. La mutacion de este residuo conduce a la pérdida

completa de la afinidad de la toxina por el canal de potasio. 82

El reconocimiento molecular entre la ChTX y el canal de K™ es un proceso complejo que
involucra interacciones estéricas, formacién de puentes de hidrégeno, afinidad hidrofébica,
interacciones electrostaticas y procesos de transferencia de carga.'®® Experimentalmente
se sabe que el vestibulo del canal estd cargado negativamente. Este hecho, aunado a la
evidencia de que la ChTX es una especie cargada positivamente, sugiere la idea de que
puede ocurrir un proceso de transferencia de carga desde el canal hacia la toxina. Para
estudiar efectos de transferencia de carga entre la ChTX y el canal, desde el punto de
vista de la quimica tedrica, es necesario conocer la geometria de ambas macromoléculas y
calcular la estructura electréonica de las mismas. Hasta la fecha, el tinico estudio tedrico
dedicado a elucidar las propiedades reactivas de la ChTX es el de Ireta y col.'®® En este
trabajo, ademds de mostrar la utilidad del Método de la Energia Total por Pseudopoten-

ciales para calcular la estructura electrénica de macromoléculas, los autores concluyen que
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para tener una descripcién apropiada de la interaccién entre la ChTX y los canales de KT,
es necesario analizar el potencial electrostatico y la blandura local como dos cantidades

complementarias.

El trabajo que se describe en este capitulo, lejos de dar una descripcién completa de las
interacciones en el complejo ChTX-canal, es un intento para determinar si los efectos de
corto alcance (transferencia de carga) juegan un papel importante en estas interacciones.

184 oy este

Aun cuando ya se conoce la primera estructura cristalina de un canal de potasio,
trabajo sdlo se utiliza a la ChTX y algunas de sus mutantes como moléculas de prueba para

estudiar estos efectos.

El objetivo principal es hacer un anélisis de la reactividad quimica de estos sistemas,
usando indices de reactividad global y local. En particular, se busca una relacion entre
la constante de velocidad experimental k,f; y el indice de electrofilia global, el cual ha
mostrado una buena correlacién con velocidades de reaccién en procesos biolégicos. 68185
Ademas, moléculas como la ChTX y sus mutantes pueden tener muchos sitios capaces de
recibir electrones, pero no todos ellos contribuyen de igual manera a estabilizar la carga
adicional que proviene del canal. Por esta razon, otro objetivo de este trabajo es identificar

los sitios en las toxinas que se pueden estabilizar en mayor medida durante un proceso de

transferencia de carga; para ello se evalia el indice de electrofilia local de estos sistemas.

4.2. Detalles computacionales

La estructura electrénica de cada uno de los sistemas estudiados en este capitulo se ob-
tuvo usando el METP.%! Las ecuaciones de Kohn-Sham en espacio reciproco (ec. 1.32 de la
pégina 21) se resolvieron con el método desarrollado por Arias y col. 7 y usando la aproxi-
macién LDA-VWN3 para el funcional de intercambio y correlacién. La implementacién

practica de este método se encuentra en el cédigo desarrollado por Joannopoulos y colabo-
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radores.®! En el METP sélo se considera a los electrones de valencia, por lo que se disefiaron
pseudopotenciales con conservacion de la norma usando el método de Rappe y colaboradores
(método RRKJ),% con una energia de truncamiento de 40 Ry. Para los 4tomos de H, C,
N y O los pseudopotenciales son del tipo s local y p no local, mientras que para el dtomo
de S son del tipo s local, p y d no local de acuerdo con la representacion de Kleinman y
Bylander.% Una de las limitaciones al utilizar el METP en el estudio de biomoléculas es
que estos sistemas contienen atomos del primer periodo de la tabla peridédica. Para generar
los pseudopotenciales de estos atomos con la metodologia de RRKJ, se necesitan valores
grandes en la energia de truncamiento (> 40Ry). Esto requiere que en la solucién de las
ecuaciones de Kohn-Sham en espacio reciproco se debe usar el mismo valor de energia de
truncamiento. % Cuando se estudian sistemas con cientos de dtomos como la ChTX y sus
mutantes, el uso de valores grandes de ¢, implica trabajar con cientos de miles de funciones
de base, lo cual hace que el método sea imposible de aplicar desde el punto de vista com-
putacional. Para salvar esta dificultad, hay dos alternativas posibles: la primera es recortar
a la biomolécula hasta obtener una fraccién de ella que conserve el comportamiento del
sistema real; la segunda es hacer el calculo con una energia de truncamiento menor al valor
usado para generar los pseudopotenciales. En este trabajo se usé un esquema combinado,
esto es, la estructura de la ChTX y de las mutante se recorté como se describe en la seccion
siguiente, y la expansién en ondas planas se truncd a una energia de 6 Ry. Aun cuando
este valor de ¢. representa un bajo nivel de célculo, se ha mostrado que es suficiente para
describir apropiadamente los aspectos importantes de la estructura electréonica de sistemas

moleculares. 149150

4.2.1. Modelo de la caribdotoxina y sus mutantes

La estructura inicial de la ChTX se obtuvo promediando las 12 estructuras reportadas

experimentalmente!™®(fig. 4.1). A partir de la estructura promedio se generaron seis nuevas
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estructuras (mutantes) mediante la sustitucion del residuo tirosina (Y), ubicado en la posi-
cién 36 de la secuencia original, por los siguientes aminodacidos: fenilalanina (F'), asparagina
(N), leucina (L), alanina (A), histidina (H) y prolina (P). La estructura de cada grupo
sustituyente, incluyendo el residuo Y36 en la ChTX original, se optimiz6 mediante técnicas
de dindmica molecular manteniendo fija la geometria del resto de los residuos en todas las
toxinas. La eleccion de estas mutantes se basd en los resultados experimentales que mues-
tran que la constante k,ry de la reaccién 4.1 con estas mutaciones se modifica entre 1 y

1900 veces, respecto del valor de la misma constante obtenida con la ChTX. 182

Para hacer factible el estudio de las propiedades electrénicas y reactividad de estas
toxinas, se disené un modelo reducido de cada estructura eliminando los residuos del 1 al
5y del 19 al 21 en la secuencia original de la ChTX y de cada mutante. Los residuos 6, 18
y 22 que resultan como aminodcidos terminales, se pasivaron con atomos de hidrégeno. La
eliminacién de estos residuos se hizo considerando que estan clasificados como indiferentes
para la actividad de la ChTX, ademéds de que al eliminarlos no se altera la estructura
secundaria de las toxinas. La carga neta de cada sistema es de +4. En la tabla 4.1 se muestra
comparativamente la secuencia de la ChTX y de las mutantes, asi como las nomenclatura

usada en este trabajo.

Es importante mencionar que para tener un punto de referencia, se calculd la estructura
electronica de la ChTX con geometria promedio, usando 6 Ry como valor de la energia de
truncamiento. La supercelda de este sistema es de 24.5A x 24.8A x 26.9A y cumple con la
condicién de que la distancia minima entre dtomos de celdas vecinas es de 5A.%9 Todas las
superceldas utilizadas en este trabajo cumplen con este criterio. Para el modelo simplificado
de ChTX (Y36Y) se usé una supercelda de 19.1A x 24.6A x 28.6A . Las superceldas para
el resto de las mutantes son de tamano similar. Por las dimensiones de las superceldas
utilizadas, es suficiente con usar un solo punto k para resolver las ecuaciones de Kohn-

Sham en espacio reciproco.? En este trabajo, todos los célculos se realizaron evaluando la
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funcién de onda en el punto I'(0,0,0) de la primera zona de Brillouin.

Tabla 4.1: Secuencia de la ChTX y sus mutantes. La secuencia de cada
mutante esta alineada con la secuencia de la ChTX, para mostrar los
residuos eliminados. La letra en negrita representa el sitio de mutacién.

Toxina Secuencia

ChTX pQFTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTSRGKCMNKKCRCY'S
Y36Y SCTTSKECWSVCQ NTSRGKCMNKKCRCYS
Y36F SCTTSKECWSVCQ NTSRGKCMNKKCRCFS
Y36N SCTTSKECWSVCQ NTSRGKCMNKKCRCNS
Y36L SCTTSKECWSVCQ NTSRGKCMNKKCRCLS
Y36A SCTTSKECWSVCQ NTSRGKCMNKKCRCAS
Y36H SCTTSKECWSVCQ NTSRGKCMNKKCRCHS
Y36P SCTTSKECWSVCQ NTSRGKCMNKKCRC PS

4.3. Resultados

4.3.1. Estructura electrénica de las toxinas

En la figura 4.2 se muestra la densidad de estados (DOS, por sus siglas en inglés),
calculada en el punto I' de la primera zona de Brillouin, de la ChTX original y del modelo
simplificado Y36Y; se puede ver que ambas son muy similares, lo cual implica que los
residuos eliminados en el modelo Y36Y no alteran la distribucién de los estados electrénicos
y por tanto se puede esperar que este modelo refleje adecuadamente la estructura electrénica

de la ChTX.

Una caracteristica importante en la DOS de la ChTX y del modelo Y36Y es que los
estados ocupados se agrupan en cinco regiones bien definidas, de las cuales tres forman una
banda ancha y las otras dos estan separadas entre si por al menos 2 eV. En la figura 4.2,
las regiones de la banda méas ancha estan delimitadas por el simbolo de asterisco. En ambos
sistemas, el andlisis de la densidad orbital de la primera regién a la izquierda del nivel de
Fermi (banda de valencia o banda 7lp) muestra que esta banda estd asociada con las nubes

7 de los aminodacidos aromaticos y con los pares libres de los atomos de nitrégeno, oxigeno y
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Figura 4.2: Densidad de estados (DOS) de la ChTX y del modelo simplificado Y36Y.
E; representa la energia del nivel de Fermi. La escala de energia es relativa al nivel de
Fermi. La banda LUMO esta etiquetada con la letra L e integra a 30 estados virtuales.

azufre. La segunda y tercera region, etiquetadas como cH y oC en la figura, estdn asociadas
con los enlaces sigma que involucran atomos de hidrégeno y carbon, respectivamente. Las
bandas de menor energia etiquetadas como oN y 0O, contienen los estados asociados con
los enlaces sigma que involucran atomos de nitrégeno y oxigeno, respectivamente. En este
punto es importante comentar que Ireta y colaboradores, usando un modelo reducido de la
ChTX original y 6 Ry de energia de truncamiento, obtuvieron los mismos resultados sobre

la naturaleza electrénica de cada banda.%?

Por otra parte, la DOS de cada una de las mutantes tiene un perfil similar que la DOS
para el modelo Y36Y, como se puede ver en la figura 4.3. Los resultados muestran que no

hay cambios apreciables en la distribucion de los estados electrénicos al cambiar el residuo
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Figura 4.3: DOS de la toxina Y36Y y de las seis mutantes. E; representa la energia del
nivel de Fermi. La energia de las bandas se representa relativa al nivel de Fermi.

de Tyr36 por Phe, Asn, Leu, Ala, His y Pro. El anilisis de la densidad orbital de cada

banda en las mutantes, muestra la misma naturaleza que la observada para la ChTX.

4.3.2. Reactividad global de la ChTX y sus mutantes

Las propiedades reactivas de las toxinas estudiadas en esta tesis se pueden describir
en términos de pardmetros globales como el potencial quimico, la dureza, la blandura y la
electrofilia global. Aun cuando estas cantidades se definieron en la seccién 1.3.1 (pagina 30
y siguientes), en este trabajo el potencial quimico se calculé como p = eg,, donde g, es

la energia de Fermi, la dureza global se determiné por n = €y, — ey, donde €1, y €5 son los
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eigenvalores del LUMO y HOMO respectivamente, la blandura global se calculé usando la
definién S = 1/n y la electrofilia global w se obtuvo con la ecuacién 1.47 de la pégina 31.

Los resultados de estos pardmetros globales se muestran en la tabla 4.2.

Tabla 4.2: Indices de reactividad global del
modelo Y36Y y de las seis mutantes. 2

Toxina I n(x1073)  S(x10%) w

Y36Y -2.504 0.38 2.605  8166.03
Y36F -2.779 0.67 1.493  5765.35
Y36N  -2.564 1.86 0.538  1767.99
Y36L -2.654 2.75 0.363  1279.76
Y36A -2.856 3.32 0.301 1229.71
Y36H -2.559 7.15 0.140 457.98
Y36P -2.532 15.88 0.063  201.88

& Todas las cantidades estdn expresadas en eV

Como se mencioné en el capitulo 1, la aproximacién LDA no describe correctamente las
propiedades energéticas de un sistema, por lo que los niimeros de la tabla 4.2 se deben
interpretar con precauciéon. Ademads, el nivel de calculo utilizado (6 Ry de energia de trun-
camiento) es otro factor que se debe considerar en la interpretacién de estos niimeros. En

estos calculos, las tendencias son mas importantes que el valor per se.

Para evaluar el efecto del nivel de calculo usado sobre las propiedades globales, se
determiné la electrofilia global de un conjunto de moléculas pequeinias usando expansiones
en ondas planas con energias de truncamiento de 6 Ry, 20 Ry y 40 Ry, y se compararon los
186,187

valores obtenidos con célculos a nivel B3LYP/6-311G** reportados en la literatura.

Los resultados se muestran en la tabla 4.3.
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Tabla 4.3: Electrofilia global de moléculas pequenas.?

Ondas planas B3LYP/6-311G**

Molécula 6Ry 20Ry 40Ry

CHj 12.40 17.81 18.33 9.98P
CHoNHCH; 3.66 592  6.62 8.97°
SO3 3.19 347 437 1.57°
CH,CHCHO 1.49 321 3.73 1.84¢
HCOH 110 2.32  2.88 0.81P
CyHy 1.06 1.30 1.37 0.73°
CH,CHN(CH3), 1.00 0.84 0.82 0.27°

@ Todas las cantidades estdn expresadas en eV.

b Valores obtenidos de la referencia 186

¢ Valores obtenidos de la referencia®”

Las moléculas de la tabla 4.3 se seleccionaron porque contienen atomos de C, H, O, N o
S en su estructura, los cuales también son constituyentes de las toxinas estudiadas en este
trabajo. Para estas moléculas pequeflas se construyeron superceldas con 10A de distan-
cia entre atomos de celdas vecinas, ademas de que el tamafnio de la supercelda para cada
molécula se mantuvo constante en los tres niveles de teoria. Excepto para la molécula de
SOg3, los resultados muestran que la tendencia en la electrofilia de las moléculas estudiadas
se describe apropiadamente, atin con 6 Ry de energia de truncamiento, respecto a la nat-
uraleza electrofilica de estos sistemas, reportada en la literatura. Con estos resultados, se

pueden interpretar con confianza los valores de la electrofilia global de las toxinas mutantes.

Considerando que la electrofilia global es una medida de la estabilizacion energética
que logra un sistema al recibir electrones, esta propiedad se puede usar para interpretar la
afinidad de las toxinas con el canal de potasio. En este punto es importante mencionar que
la constante de disociacién kgfy, en la reaccién 4.1, es una medida de la afinidad entre la
toxina y el canal. Un valor pequeno de ks, implica que el equilibrio en la reaccién 4.1 se
desplaza hacia la derecha, lo que significa que el complejo toxina—canal es cinéticamente mas

estable que las especies por separado; por otra parte, un valor grande de ks implica que el
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equilibrio de la misma reaccién se desplaza hacia la izquierda, por lo que la toxina y el canal
por separado son cinéticamente méas estables que el complejo. En la tabla 4.4 se presentan
los valores de la electrofilia global, de las constantes de velocidad de la reaccién 4.1 (kon vy
kofr) v de la constante de equlibrio de disociacion Kp = % Los resultados en esta tabla
muestran una relacién inversa entre la constante ks de cada toxina y su electrofilia global.
Esta relacién se muestra en la figura 4.4. La misma relacién se presenta entre la electrofilia
global y la Kp. Como se puede ver en la tabla 4.4, un hecho experimental interesante es

que los cambios en la constante k,, debidos a las mutaciones son muy pequenos.

Tabla 4.4: Electrofilia global y constantes de velocidad de disociacién
(kosyr), de asociacién (k,,) y de equilibrio (Kp) del modelo Y36Y y
de las seis mutantes.

Toxina  w(eV)  kopr(x1073s71) @ ko (x10°s™ 1M 12 Kp(nM) 2

Y36Y 8166.03 62+3 7.0£1.1 8.8
Y36F  5765.35 72+5 4.7£0.3 15
Y36N  1767.99 9204220 3.5£0.7 260
Y36L  1279.76 560002000 7.9+0.9 7000
Y36A 1229.71 91000£3000 9.7£1.5 9400
Y36H  457.98 890001000 4.9£0.5 19000
Y36P  201.88 1200003000 1.3+0.1 94000

& Valores obtenidos de la referencia 182

4.3.3. Reactividad local de la ChTX y sus mutantes

En el proceso de reconocimiento molecular entre la ChTX y el canal de KT, se pueden
identificar dos tipos de interacciones: de largo alcance y de corto alcance. Basicamente, los
efectos de largo alcance son interacciones electrostaticas que deben ocurrir porque la toxina
es una especie cargada positivamente y el vestibulo del canal esta cargado negativamente.
En este punto es importante mencionar que 5 de los 8 grupos cargados positivamente en la
ChTX, se encuentran en la misma cara de la toxina, como se ve en la figura 4.5. Tres de

estos residuos son criticos (Arg25, Lys27 y Arg34) y dos son indiferentes (Lys11 y Lys31).
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Figura 4.4: Relacién entre la electrofilia global (w) y la constante de velocidad de
disociacién del complejo toxina-canal (koyy).

Por otra parte, las fuerzas de corto alcance estdn asociadas con la interaccién de regiones
especificas de las macromoléculas cuando estas entran en contacto. Estos efectos de corto
alcance pueden estar relacionados con procesos de transferencia de carga. Para evaluar estos
procesos en sitios especificos de las toxinas, se calculé la electrofilia local en el modelo de
Y36Y y de las mutantes. Este cdlculo se hizo a partir de la ecuacién 1.50 de la pagina 33
y usando la aproximacién de la blandura local s(r) en términos de la densidad local de
estados g(F,r).18 De esta forma la electrofilia local se puede evaluar, en un lenguaje de
bandas, como

,U2 utAp
w(r) = AM/ g(E,r)dE. (4.2)
I
donde p es el potencial quimico electrénico (energia de Fermi) y Ap estd asociado con el
ancho de la banda de frontera LUMO. La integral que aparece en el lado derecho de la
ecuacién (4.2) se calcula a través de diferencias finitas, tomando en cuenta la banda més

baja desocupada. Para todos los calculos de electrofilia local presentados en este trabajo,

Ap =21¢eV.
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Figura 4.5: Superficie de interaccion de la ChTX. En esta figura se muestra la cara
de la ChTX que se enlaza al canal de K™. En color azul se presentan los residuos con
carga positiva en esta cara, ademas del residuo critico Met29. El residuo Tyr36 que se
sustituyé para generar las mutaciones estudiadas en este trabajo, se muestra en color
rojo.

En la figura 4.6 se muestra la electrofilia local del modelo Y36Y y de las seis mutantes,
proyectada sobre una superficie de esferas traslapantes centradas en los nicleos atémicos
y con radio de 1.5 A. La orientacién de los polipéptidos es la misma de la figura 4.5 y que
corresponde a la cara activa de la Ch'TX. En esta figura se puede ver que la electrofilia local
en todas las toxinas se distribuye a lo largo de dos regiones bien definidas. La primera es
una linea que va del residuo Lysl1 hasta el residuo Arg34, incluyendo a los residuos Ser10
y Lys27 (ver fig. 4.5 para mayor claridad). La segunda regién estd formada por los residuos
Tyr36, Arg34, Met29 y Lys31. Cabe mencionar que el residuo Arg25 presenta concentracién
de la electrofilia local, aunque en menor proporcién que las dos regiones mencionadas. En

la cara de la toxina que no se muestra, se observaron regiones con valores de w(r) = 0.
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Figura 4.6: Electrofilia local w(r) de la toxina ChTX y sus mutantes, proyectada sobre
la superficie de esferas traslapantes centradas en los nicleos atémicos. El radio de las
esferas es de 1.5 A. Para tener puntos de referencia, se etiqueté el residuo Lys27 y se
marcé el residuo Met29 con un asterisco (*). Las regiones en azul corresponden a los
valores mas grandes de w(r), mientras que las regiones en rojo son los sitios donde w(r)
es practicamente cero.

4.4. Discusion

En este trabajo, el analisis de la reactividad de la ChTX se hizo calculando las propiedades
electrénicas de la toxina en fase gas. Sin embargo, el proceso de interaccién de la toxina
con el canal de KT tiene lugar en un ambiente celular con precencia de agua como sol-
vente. Es evidente que las propiedades reactivas de la ChTX pueden variar en presencia del
solvente. Sin embargo, es conveniente considerar que los residuos involucrados en la interac-
cién toxina—canal mantienen el complejo estable a través de interacciones de corto alcance,
porque alteran principalmente la velocidad de disociacién del sistema ChTX-canal. En este
punto es importante mencionar que cuando dos moléculas se encuentran en contacto cer-
cano, es poco probable que existan moléculas de solvente interaccionando directamente con

los sitios activos, de modo que la interaccion es dominada por las propiedades reactivas in-
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trinsecas de las moléculas aisladas. Por esta razén, la descripcién de la reactividad quimica

de la ChTX y sus mutantes, obtenida como moléculas aisladas, no es inapropiado.

Por otra parte, el cdlculo de la estructura electrénica de sistemas como la ChTX y
sus mutantes, es un reto para los métodos ab-initio disponibles actualmente, pero el uso
combinado del cémputo en paralelo y de técnicas tipo Car-Parrinello como el METP, son
una excelente alternativa para hacer esta tarea. Sin embargo, a pesar de que los recursos
metodolégicos y de cédmputo actuales hacen posible calcular la estructura electronica de la
ChTX y sus mutantes, en este trabajo fue necesario reducir el tamaifio de estos sistemas, para
hacer posible el estudio de todas las toxinas. Los resultados muestran que la distribucién de
los estados electrénicos de la ChTX y de las seis mutantes no se altera si se eliminan ocho
residuos indiferentes en su estructura. Es claro que por el perfil de las DOS mostradas en las
figuras 4.2 y 4.3, los estados electrénicos de los modelos Y36Y, Y36F, Y36N, Y36L, Y36A,
Y36H y Y36P tienen la misma naturaleza que los de la ChTX. La diferencia mas evidente
entre la DOS de la Ch'TX y del modelo Y36Y es que el area bajo la curva de la primera es
mayor que la segunda. Esto se debe a que el niimero de estados en la ChTX es mayor que
en la Y36Y porque este iltimo modelo es una simplificacién de la primera. También hay
variaciones en los estados cercanos al nivel de Fermi y en la diferencia de energia entre el
HOMO y el LUMO de la ChTX y del modelo Y36Y. Atn cuando no se observa separacién
entre la banda HOMO (banda 7lp) y la banda LUMO (banda L) en las grafica de DOS
de estos sistemas, la diferencia de energia entre estos dos estados de la toxina ChTX es
de 0.0023 eV, mientras que en el modelo Y36Y es de 0.0038 eV. Estos valores sélo tienen

significado cualitativo, porque se obtuvieron con un nivel de calculo de 6 Ry.

El anélisis de la reactividad global (tabla 4.2) muestra que el potencial quimico elec-
trénico es similar en todas las toxinas estudiadas y no presenta una tendencia particular.
Esto implica que en términos de pu, todas las toxinas tienen igual capacidad para la transfe-

rencia de carga. Sin embargo, los indices de dureza y blandura global, n y S respectivamente,
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son diferentes entre cada uno de los sistemas. En la tabla 4.2 se puede ver que el modelo
Y36Y, que representa a la toxina ChTX, es el sistema méas blando. Este resultado implica
que el vestibulo del canal debe ser una especie blanda de acuerdo con el principio de dcidos
y bases duros y blandos (HSAB) de Pearson, 18 el cual establece que las especies duras
prefieren enlazarse con especies duras y las especies blandas prefieren enlazarse con especies
blandas. Es importante mencionar que las interacciones duro—duro estan relacionadas prin-
cipalmente con efectos electrostaticos de largo alcance y que las interacciones blando—blando

controlan efectos de corto alcance como la transferencia de carga.?°

En el estudio de la reactividad global de la ChTX y sus mutantes, también se evalué la
electrofilia global w. Esta propiedad puede ser de utilidad para entender la estabilidad del
complejo toxina—canal. De acuerdo con su definicién, la electrofilia global es proporcional
a la blandura, donde el factor de proporcionalidad es el cuadrado del potencial quimico
(ver ecuacién 1.47 de la pagina 31). Si el potencial quimico de un conjunto de sistemas es
similar, entonces la electrofilia global permite establecer una escala relativa de estabilidad
entre esos sistemas, cuando se encuentran en un mismo entorno capaz de ceder electrones.
Este es el caso de las toxinas mutantes frente al canal de K*. Como se puede ver en la
tabla 4.2 la toxina Y36Y tiene el mayor valor de w en comparacién con el resto de las
mutantes. Esto significa que el sistema se estabilizard en mayor medida que el resto de
las mutantes cuando reciba carga de su entorno. Debido al nivel de calculo usado, podria
pensarse que la tendencia en la electrofilia grlobal, mostrada en la tabla 4.2, sea incorrecta.
Sin embargo, los resultados de la tabla 4.3 muestran que la tendencia de los valores de w,
para un conjunto de moléculas cuya naturaleza electrofilica estd bien definida, es apropiada
aln con una expansién en ondas planas con 6 Ry en energia de truncamiento. En la misma
tabla se puede ver que incluso los valores de electrofilia global calculados con el método de
ondas planas son del mismo 6rden de magnitud que aquellos obtenidos con un funcional

hibrido y funciones de base localizadas. Con estos 1ltimos resultados, las tendencias de w
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en las toxinas se pueden aceptar con confianza.

Cabe mencionar que la ChTX es la toxina que forma el complejo més estable con el canal
de potasio, como lo demuestra el valor pequeno de la constante de velocidad de disociacién
(kogf) o de la constante de equilibrio de disociacion (kp = kof¢/kon), presentadas en la tabla
4.4. Los resultados del analisis de reactividad global muestran que la pérdida de afinidad
de las toxinas mutantes por el canal se debe a que las mutaciones incrementan la dureza
global de la toxina. Ademads, la correlacién inversa entre w y k,sy es una evidencia de que
la primer cantidad permite describir comparativamente la afinidad de cada toxina por el
canal de K*. Un valor grande de w en una toxina significa que ésta se estabilizara en mayor
medida que aquella con un valor pequeno cuando reciba carga (AN) de su entorno. Este
es el caso de la toxina Y36Y con respecto al resto de las mutantes. Como se puede ver
en la tabla 4.4, la toxina Y36P es la que tiene el menor valor de electrofilia global entre
todas las mutantes, lo que significa que este sistema se estabilizard mucho menos cuando
reciba una cantidad de carga (AN) de su entorno similar a la que puede recibir la Y36Y.
Experimentalmente el complejo Y36Y—canal es el menos estable como lo muestra el valor

tan grande de k.

Finalmente, el andlisis de la electrofilia local muestra que la regién formada por los
residuos Met29 Lys31 y Arg34, es la que mas contribuird a la estabilizacién de la carga
adicional que la ChTX y las mutantes reciban del canal de K*. Esta regién es la que tiene
los valores més grandes de w(r), pintados en color azul en la figura 4.6. Después de esta
zona, la region formada por los residuos Serl0 y Lysll y Lys27 también pueden participar
en la estabilizacion energética de las toxinas frente al canal. De manera marginal el residuo
Arg25 participard en este proceso, lo que indica que este residuo es clave fundamentalmente
en interacciones electrostaticas. Es posible que este residuo tenga una funcién de orientador
en el proceso de la interaccion a largo alcance de la toxina y el canal. Este mapa coincide

con el reportado por Ireta y col. ' para la ChTX.
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Los resultados presentados en este trabajo permiten concluir que la electrofilia global
describe apropiadamente la afinidad de las toxinas bloqueadoras por los canales de potasio.
Esta propiedad se complementa con la descripcién que ofrece la blandura global. Aun
cuando la electrofilia global permite establecer una escala relativa de afinidad de las toxinas
por el canal, con los resultados de la electrofilia local no se puede proponer una escala entre
regiones similares de las mutantes. Para esto es necesario desarrollar un esquema de analisis
de la electrofilia local por regiones especificas de las toxinas, de tal manera que sea posible
hacer comparaciones cuantitativas entre ellas. Pero a pesar de no tener este esquema, el
andlisis de la electrofilia local proporciona una idea cualitativa de los sitios que contribuyen

en mayor medida a estabilizar la carga que provenga del canal.






CONCLUSIONES 99

Conclusiones

Las conclusiones de esta tesis se pueden ubicar en dos campos: el primero corresponde
a la metodologia usada y el segundo al analisis de la reactividad de las biomoléculas y los

perédxidos estudiados.

Respecto al primer campo, esta tesis ha permitido mostrar la versatilidad y eficiencia
del Método de la Energia Total por Pseudopotenciales (METP), basado en las técnicas
tipo Car-Parrinello, para calcular la estructura electrénica de biomoléculas o en general
sistemas con cientos de atomos. Se mostré que con esta metodologia, una vez definido el
sistema, es posible controlar la calidad de los calculos con un solo pardametro: la energia de
truncamiento o corte en la energia (q.). Este pardmetro determina el tamano del conjunto
de funciones de base, de tal manera que variando el valor de g., se puede ir de un calculo
cualitativo de la estructura electronica hasta un cédlculo que describa cuantitativamente la

energética del sistema.

En este punto es importante mencionar el papel del supercémputo en paralelo como
una herramienta 1til en el METP. Los resultados presentados en esta tesis muestran que
la combinacién del METP con el computo en paralelo, permite calcular la estructura elec-
trénica de sistemas de gran tamano, como las toxinas estudiadas. Esto implica que con el
METP y el poder de cémputo en paralelo actual es posible calcular la estructura electrénica

de sistemas cada vez mas cercanos a la nanoescala.
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En relacion con el segundo campo de conclusiones, los resultados presentados en esta
tesis muestran la importancia del analisis de las propiedades de reactividad globales y lo-
cales, para describir el comportamiento de las toxinas estudiadas. Respecto a las propiedades
globales, los resultados presentados en el capitulo 4 muestran que no hay una correlacién
lineal con los resultados experimentales, mientras que los resultados del anélisis local sugie-
ren que para obtener una descripcién completa de la reactividad quimica de polipéptidos,
es muy recomendable realizar el andlisis de reactividad quimica a una escala que no nece-

sariamente coincide con el tamano de los grupos funcionales.

Por otra parte, se puede concluir que un estudio detallado de la reactividad quimica de
biomoléculas, como el que se hizo para los perdxidos en el capitulo 2, hoy en dia ain no
se puede realizar. Esto se debe a dos razones principales. Por una parte, el tamano de los
sistemas bioldgicos es tal que el uso de funciones de base localizadas requiere un esfuerzo
de cémputo muy importante, en la medida en que el conjunto de funciones de base es mas
grande. La otra razon es que calculando la estructura electrénica de las macromoléculas
con funciones de base deslocalizadas (ondas planas), atn no es posible evaluar propiedades

condensadas o localizadas en regiones atémicas.

Finalmente, en relacién con los perdxidos estudiado en el capitulo 2, se puede concluir
que es posible la formacién de los complejos tipo oxiagua en perédxidos de la forma XOOH,
donde X = H, NOg2, CO; y SO;3. Estos complejos son claramente méas reactivos que los
perdxidos en su estado basal. Sin embargo, cabe mencionar que las barreras de activaciéon
en las reacciones de desplazamiento interno de hidrégeno, que dan lugar a estos complejos,
son muy grandes (~ 50.0 kcal/mol). Esto implica que debe haber otros caminos de reaccién

en donde el solvente, puesto en forma explicita, disminuya las barreras de activacién.



Perspectivas

Los resultados presentados en esta tesis indican que el estudio de la reactividad quimica
de sistemas biolégicos tiene un futuro promisorio. En este sentido, una de las lineas de
trabajo abiertas es el estudio de las interacciones de corto alcance entre las toxinas blo-
queadoras de canales de K™ (BgK, ChTX, etc.) y el canal. Esta linea de investigacién es
posible porque hoy en dia estdn bien caracterizadas las geometrias tanto de las toxinas y
como de un canal de potasio; ademads, en la literatura se han reportado estudios de dinami-
ca molecular que muestran la conformacién més estable del complejo toxina—canal. Aun
cuando este complejo es un sistema de miles de dtomos, como trabajo futuro se propone
disenar un modelo reducido del vestibulo del canal, usando métodos de mecanica molecular.
El modelo de toxina—vestibulo, junto con el Método de la Energia Total por Pseudopoten-
ciales, permitird evaluar procesos de transferencia de carga en el sistema toxina—canal. Otra

alternativa serd utilizar métodos tipo QM /MM.

Por otro lado, la existencia de los estados intersticiales localizados en la BgK, aunada a
la evidencia de que existen més de 100 proteinas con interacciones Arg—Arg cuyos grupos
guanidinio estdn a una distancia menor de 5A,1%% plantea otra linea de trabajo futuro.
El problema es estudiar si la presencia de las dos argininas en la misma vecindad de la
biomolécula y con una conformacién similar a la encontrada en la BgK, es condicién nece-

saria y suficiente para la existencia de los estados intersticiales. Si es asi, el trabajo futuro
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implica reconocer el papel que juegan los estados intersticiales en la estabilidad y reactivi-
dad de los sistemas biolégicos que los presenten, pero ademads, esta linea abierta implica
estudiar la posible participacién de los estados intersticiales en procesos de reconocimiento

protefna-proteina, como es el caso de la interaccién entre la BgK y los canales de K.

Finalmente, muchas de las aproximaciones usadas para describir la reactividad quimica
se basan en el concepto de orbitales frontera, por lo que es importante tener una buena
descripcién de los mismos estados para una buena descripcion de la reactividad. Los resul-
tados sobre los efectos de la autointeraccién electrénica en los orbitales frontera presentados
en esta tesis, muestran la importancia de eliminar la autointeraccién. Cuando se estudian
sistemas macromoleculares con técnicas tipo Car-Parrinello, los pseudopotenciales con con-
servacién de la norma usados en los calculos de la estructura electrénica, no deben contener
autointeraccion. Por esta razén, una tercera linea de trabajo futuro es la implementacién

del método SIC-PZ o SIC-OEP en la metodologia para disenar pseudopotenciales.



Apéndice A

Publicaciones del autor

Contribuciones originales de investigacién publicadas a la fecha, por el autor de la tesis,

en revistas con arbitraje internacional.
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Melin, J.; Aparicio, F.; Subramanian, V.; Galvan, M.; Chattaraj, P. K. Is the Fukui
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Aparicio, F.; Contreras, R.; Galvan, M.; Cedillo, A. Global and Local Reactivity
and Activation Patterns of HOOX (X = H, NO,, CO;, SO;) Peroxides
with Solvent Effects J. Phys. Chem. A 2003, 107, 10098-10104.

Melin, J.; Aparicio, F.; Galvan, M.; Fuentealba, P.; Contreras, R. Chemical Reac-
tivity in the {N, Ng, v(r)} J. Phys. Chem. A 2003, 107, 3831-3835.

Aparicio, F.; Ireta, J.; Rojo, A.; Escobar, L.; Cedillo, A.; Galvdn, M. On the Ex-
istence of Electronic States Confined by Charged Groups in Proteins J.
Phys. Chem. B 2003, 107, 1692-1697.

Ireta, J.; Aparicio, F.; Viniegra, M.; Galvan, M. The Role of the Protons and
the Electrostatic Potential in the Reactivity of the (110) Sulfated Zirconia
Surface J. Phys. Chem. B 2003, 107, 811-818.

Aparicio, F.; Garza, J.; Cedillo, A.; Galvan, M.; Vargas, R. The Local Multiplica-
tive Potential of the Self-Interaction Corrected Approximation, publicado en
Reviews of Modern Quantum Chemistry, A Celebration of the Contributions of Robert
G. Parr, Editado por K. D. Sen; World Scientific, Singapore, 2003, pp. 755-786.
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Apéndice B

Nomenclatura de aminoacidos

Tabla B.1: Nombre de los aminoéci-
dos y su representacion en simbolo
de una y tres letras.?

Nombre Simbolo
Glicina Gli (Gly) G
Alanina Ala  (Ala) A
Valina Val (Val) V
Leucina Leu (Leu) L
Isoleucina Ile (Ile) I
Serina Ser  (Ser) S
Treonina Tre (Thr) T
Cisteina Cis (Cys) C
Metionina Met (Met) M
Acido aspértico Asp (Asp) D
Asparagina Asn  (Asn) N
Acido glutdmico Glu (Glu) E
Glutamina Gln (Gln) Q
Arginina Arg (Arg) R
Lisina Lis (Lys) K
Histidina His (His) H
Fenilalanina Fen (Phe) F
Tirosina Tir (Tyr) Y
Triptéfano Trp  (Trp) W
Prolina Pro (Pro) P

& El simbolo en paréntesis corresponde a
la nomenclatura en inglés.
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