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Prefacio

Un poco de ciencia aleja de Dios, pero mucha ciencia devuelve a El.

Louis Pasteur (1822-1895) Quimico y microbidlogo francés.

Concepto de modelado molecular.

En la historia de la ciencia, se puede encontrar que muchas veces el hombre empleé mode-
los o teorias aproximadas para entender o predecir fenomenos. Por ejemplo, a lo largo de la
historia, se propusieron distintos modelos del sistema solar para explicar el periodo de las es-
taciones, el comportamiento del sol y las estrellas, como los de Kepler, Copérnico, Galileo y
demas. Mientras, en el caso de la quimica, la estructura atomica tuvo varias explicaciones
sobre la base de los modelos de Thompson, Rutherford y Bohr, hasta llegar al actual que logra

dar respuesta a mayor cantidad de preguntas y observaciones experimentales.

Segun una de las acepciones de la Real Academia Espafiola, se define modelo como
(13 r . . . .
esquema teorico, generalmente en forma matemdtica, de un sistema o de una realidad
compleja, como la evolucion economica de un pais, que se elabora para facilitar su
comprension y el estudio de su comportamiento”. El diccionario inglés de Oxford agrega a la

definicion que “es la descripcion simplificada o idealizada de un sistema o proceso...”.!

Es asi que podemos definir la Quimica computacional como el estudio de los procesos
quimicos a través del empleo de modelos para simular el comportamiento de sistemas
moleculares." A su vez, el “Modelado Molecular” es el area que se enfoca en proponer
modelos cada vez mas eficientes.” Mediante el mismo se estudian sistemas de diversos
tamafnos mediante el uso de modelos expresados en algoritmos matematicos. Estos algoritmos
estan escritos en un cierto lenguaje de programacion, a través del cual se realiza el calculo.
Los modelos pueden emplear Mecéanica Molecular (MM) o Mecénica Cuantica (QM), o una

combinacion de ambos (QM/MM).



Debido a que en mecdnica cuantica muy pocos problemas pueden ser resueltos en forma
exacta (atomo de hidrogeno), en la mayoria de los casos son necesarias aproximaciones
tedricas de diferente nivel y caracteristicas. Estas aproximaciones se denominan métodos. Los
métodos de la Mecéanica Molecular se llaman campos de fuerza y permiten realizar
simulaciones de tipo Monte Carlo y de Dindmica Molecular. Dentro de los basados en la
Mecanica Cuantica, encontramos los semi-empiricos y los ab initio como Hartree-Fock, Post-

Hartree-Fock y la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT), entre otros.

El Modelado Molecular puede, en algunos casos, realizarse mediante un lapiz, un papel y
una calculadora de mano, como en el caso de método de Hiickel-n aplicado a una molécula de
eteno, cation propilio o benceno. Sin embargo, las técnicas computacionales han
revolucionado dicha area al punto de que la mayoria de los calculos no pueden ser
desarrollados sin el uso de una computadora (o procesador). Esto no implica que un modelo
mas sofisticado es mejor que uno mas simple. Por otra parte las computadoras han ampliado
el campo de aplicabilidad de los modelos (el tamafio molecular del sistema).' Por ejemplo, en
1985, Dewar et al propusieron el método semi-empirico AM1, con el cual se podian calcular
moléculas organicas de menos de 20 atomos,’ mientras que en la actualidad el namero de
atomos llega a centenas con los métodos semi-empiricos comunes y a miles de &tomos con los

métodos de escaleo lineal, como LocalSCF.*

En la actualidad, los métodos semi-empiricos dejaron el paso a otros mas exactos, como lo
son los métodos de DFT. Esto ultimo se logrd gracias a que la capacidad de calculo de las
computadoras es cada vez mayor, permitiendo emplear métodos cada vez mas costosos. En
conjuncion con este hecho, va asociada la sorprendente rapidez del desarrollo tecnologico,
que produce computadoras cada vez mas rapidas y de costos mucho menores a los requeridos
para la investigacion experimental. En la actualidad, ademés de computadoras se cuenta con
el importante desarrollo de placas graficas (GPUs) y el lenguaje de programacioén adecuado

para ellas.

Otro hecho, el cual no habria que dejar de considerar, es que junto con el desarrollo de
computadoras mas potentes y de menor tamafio, crece en la misma proporcion el de los
dispositivos de almacenamiento. Estos dispositivos son cada vez mas pequefios y de mas

rapida escritura.

vi



Desarrollo de modelos y teorias sobre bases experimentales

La comparacion entre los resultados experimentales y los obtenidos mediante un modelo
pueden indicar discrepancias entre la prediccion tedrica y los experimentos. Este hecho puede
deberse tanto a las caracteristicas del modelo como a las aproximaciones de las teorias en las
cuales se enmarca dicho modelo. La comparacion de los resultados experimentales y de los
teoricos, obtenidos mediante simulacion, representan un método valioso para la verificacion

de las teorias’.

Desde otro punto de vista, es posible utilizar la simulacion como un método de evaluacion
del modelo o de la aproximacion utilizada. Si los resultados de la simulacion son comparables
con los experimentales podremos establecer, sobre la base de la concordancia, el grado de
confiabilidad del método para representar la realidad. Este aspecto es de primordial
importancia ya que se presentan grandes posibilidades para simulacion. Consideremos, por
ejemplo, que se analiza un modelo de agua y, mediante simulacion, encontramos que el
mismo satisface adecuadamente los resultados experimentales disponibles. A partir del mismo
seria posible simular aspectos y situaciones de dificil realizacion experimental (agua
confinada en estrechos capilares o capas delgadas, presiones y temperaturas extremas, etc.).
La simulacion en esas circunstancias tiene poder predictivo. Puesto que la prediccion es una
de las caracteristicas de la ciencia, la potencialidad de la simulacion resulta enorme dentro del
marco del método cientifico. Dado que la simulacién no es teoria ni tampoco experimento, se

podria sugerir como un tercer método en la ciencia.’

Los alcances del modelado, no terminan en el poder predictivo, sino que permiten entender
detalles atomisticos, que dificilmente se puedan observar experimentalmente, como el tipo de
interacciones involucrados en la union de un inhibidor a una proteina y qué aminoacidos de la
misma participan en tal interaccion. En otros casos, permite desacoplar dos eventos
independientes que un experimento ve solapados, como es el caso de la espectroscopia UV-
Vis, donde existen acoples vibracionales, efectos de solvente, distintos estados excitados
involucrados, etc. Ademads, mediante el modelado, se pueden conocer de qué origen son las
transiciones observadas, cuales son los orbitales moleculares involucrados, de qué tipo son,

qué grado de transferencia de carga involucran, etc.

Vil
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1. Introduccién y Objetivos

1. Introduccion y Objetivos

Un cientifico debe tomarse la libertad de plantear cualquier cuestion, de dudar de cualquier

afirmacion, de corregir errores.

Julius Robert Oppenheimer (1904-1967) Fisico estadounidense.

1.1. Resistencia a Multiples Drogas

La capacidad de una célula, procariota o eucariota, de resistir a un tratamiento de drogas
citotOxicas y estructuralmente diversas, se conoce como resistencia a multiples drogas (MDR,
multidrug resistance). Esta resistencia presenta un problema clinico, que afecta a los
tratamientos quimioterapéuticos en infecciones por bacterias u hongos."* Ademas de su efecto
en el tratamiento de infecciones microbianas, la MDR tiene un impacto muy importante en la

quimioterapia contra cancer.’

1.1.1. Mecanismos de MDR

Existen varios mecanismos de accion por el cual se produce la MDR. En el caso de
bacterias, se pueden mencionar: mutaciones cromosomicas (el antimicrobiano pierde afinidad
por la proteina blanco por una o mas mutaciones en el sitio de union) y resistencia adquirida
(ejemplo, produccién de PB-lactamasas’);' en células tumorales: ADN topoisomeras II y
mecanismos de reparacion del ADN.? Sin embargo, el mecanismo de resistencia de mayor
relevancia en los tres reinos es aquel que involucra a proteinas de transmembrana,
comunmente conocidas como bombas de eflujo (BE). Su accion consiste en transportar

diferentes drogas citotoxicas hacia el exterior celular, utilizando algin tipo de fuerza

i Enzimas bacterianas que pueden transferirse a través de elementos genéticos moviles e hidrolizan
antibidticos [-lactamicos, como la penicilina.
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impulsora para actuar en contra del gradiente de concentracion del sustrato. Dichos sustratos

pueden ser compuestos estructuralmente muy diferentes.

1.1.2. Transportadores ABC

Las BEs estan constituidas por cinco superfamilias de proteinas: SMR (Small Multidrug
Resistance), MF (Major Facilitator), RND (Resistance/Nodulation/cell Division), MATE
(Multidrug and toxic compound extrusion) y ABC (ATP-Binding Cassette). La superfamilia
ABC utiliza como fuerza impulsora de su actividad la hidrolisis de ATP, mientras que las
restantes, usan el gradiente de protones (Figura 1). En bacterias, la mayoria de las BEs que
confieren resistencia, pertenecen a las superfamilias que utilizan el gradiente de protones o
cationes sodio en el caso de la superfamilia MATE. En contraste, en eucariotas, la mayoria de
las BEs expresadas son de la superfamilia ABC, atin cuando éstas también estan presentes en

procariotas y arcaeas.’ En el reino animal, s6lo la superfamilia ABC se encuentra presente.

Familia
RND

|
Familia MFS Familia
MATE acriflavina SMR Membrana | .
L belzanconio acriflavina | Externa Superfamilia
aminoglicésidos TR ) )f ABC
fluoroquinolonas  ¢lorhexida belzanconio
drogas catiénicas  pentamidina cetrimida ‘ - Multiplesdrogas

\
v.
L

$

t/

Membrana r II a
Citoplasma

Na* H* H* ‘ H* |

ATP ADP
+Pi

Figura 1: Las cinco superfamilias de transportadores de transmembrana. Las primeras cuatro superfamilias
tienen como fuerza impulsora el gradiente de cationes. La superfamlia ABC utiliza la hidrdlisis de ATP.

La superfamilia ABC es la mayor de las mencionadas, y estd compuesta de siete

subfamilias, las cuales se encuentran designadas con las letras de la A a la G (por ejemplo,
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ABCE), de acuerdo a su homologia estructural y secuencial.” Entre los miembros de esta
familia se encuentran proteinas transportadoras de hongos patégenos (conocidos como
Resistencia Pleiotropica de Drogas o PDR), que confieren resistencia a antimicrobianos, por
ejemplo, CDR1 de Candida albicans.®” Muchos de los hongos patogenos que producen MDR
son oportunistas, generando un gran inconveniente en pacientes inmunodeprimidos (ejemplo,

pacientes con SIDA o bajo terapia antitumoral).®

Si bien la primera funcion que se conocié de las PDR fue la de MDR, estudios sobre las
proteinas CDR1 y CDR2 de C. albicans, demostraron que su funcién fisiologica es la de
transportar fosfolipidos y esteroides a través de la membrana. Muy posiblemente, este

comportamiento sea asi para los genes ortologos” de otros hongos patdgenos.’

1.1.3. P-glicoproteina humana

Otra proteina relacionada con las PDR, es la P-glicoproteina humana (P-gp; MDRI;
ABCBI1, ver Figura 2), la cual tiene un efecto importante en la resistencia a drogas

antitumorales. Al igual que las PDR en hongos, la P-gp, ademas de su actividlad MDR,

Dominio de
Transmembrana (TMD)

Nucleétidos(NBD)

Dominio de Union de

Figura 2 a) La P-gp estda compuesta por dos dominios TMD y dos NBD. La coloracion empieza en el rojo (N-
terminal) y sigue hasta el azul (C-terminal). b) en rojo se muestran los TMs del TMD1 y en azul del TMD2.

ii  Gen ortdlogo: gen proveniente de un ancestro en comun que deriva en genes homologos de dos especies
diferentes.
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cumpliria la funcién fisiologica de proteger al organismo de las toxinas en la dieta y las
provenientes del ambiente, por eso naturalmente se encuentra sobreexpresada en higado,
rifiones e intestino.*”'° Ademas, también podria tener un rol fundamental en la regulacion de

la diferenciacion celular, proliferacion e inhibicion de la apoptosis."

Su expresion,
relativamente alta en los oOrganos mencionados anteriormente, puede afectar la
farmacocinética y la eficacia de varios medicamentos, como los anti-neoplasicos y antivirales.
A su vez, la sobre-expresion de P-gp en algunas células tumorales es un obstaculo importante
en regimenes de quimioterapia contra el cancer.'>" Por lo tanto, su principal funcion natural

dificulta el tratamiento terapéutico de muchas enfermedades relevantes'>'*'*,

Debido a los inconvenientes que genera en el tratamiento del cancer y otras enfermedades
humanas, la P-gp es, probablemente, la més conocida de la superfamilia ABC vy, por lo tanto,
puede ser considerada como un modelo paradigmatico de esta familia de

131617181920 Qg 1,280 aminoacidos se organizan como una sola cadena

transportadores.
peptidica con dos mitades homdlogas las que poseen una identidad de secuencia del 43%. Las
dos regiones homologas estdn unidas por aproximadamente 60 aminodcidos, los que
constituyen la region de union.?' Cada mitad tiene seis a-hélices de transmembrana (TM) que
conforman un sélo dominio de transmembrana (TMD), y un dominio hidrofilico, ubicado en
el citosol, que contiene un sitio de unién a ATP, conocido como dominio de uniéon de

2 22,23,24,25,26

nucleodtidos (NBD), ver Figura

1.1.3.1. Mecanismo de funcionamiento de la P-gp

El mecanismo de accion de la P-gp es bastante discutido. Todavia no esta bien esclarecido
si la P-gp se comporta como un “hydrophobic vacuum cleaner” (aspiradora hidrofobica),
tomando el sustrato desde la membrana y expulsandolo al exterior celular, o como una flipasa,
moviendo el sustrato desde la capa citoplasmatica de la membrana lipidica hacia la capa
extracelular.”’*° Mas alld de las discrepancias, los siguientes aspectos estin generalmente
aceptados: el mecanismo de accion comienza con la union del sustrato a la P-gp libre de
nucleodtido (estado de reposo o relajado), que en este estado tiene una gran afinidad por el
sustrato. La unién se produce en la region TMD inserta en la membrana. Loo et al.
propusieron, sobre la base de datos experimentales, que los pares de TMs 2-11 y 5-8 actiian

como puertas de ingreso de los sustratos a la region TMD. La union de los sustratos provoca
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cambios conformacionales en los NBDs que permiten la unidon de una o las dos moléculas de
ATP y posterior dimerizacion de los dos NBDs (es decir se acercan hasta acoplarse),” seguida
por la hidrolisis consecutiva de dos moléculas de ATP (Figura 3).” Estas dos hidrolisis
producen una re-acomodacion del sustrato a un estado de baja afinidad y luego su expulsion.

Por 1ltimo, la proteina vuelve a su estado de reposo, tras la liberacion de ADP y fosfato.'**’

Espacio extracelular A

Citosol Estado de reposo Estado cerrado Estado de reposo

Figura 3: Mecanismo general de la P-gp, en el que se muestran que esta proteina adopta al menos dos estados
estructuralmente distintos a lo largo de su mecanismo de accion

1.1.3.2. Sustratos y Moduladores

La P-gp puede interaccionar con una gran variedad de compuestos estructuralmente
distintos. (Figura 4). Entre los sustratos naturales que esta proteina transporta, se encuentran
drogas quimioterapéuticas, esteroides, colorantes fluorescentes, iondforos, péptidos lineales y
ciclicos (Figura 4).”° Entre los mas conocidos se encuentran los de la familia de las rodaminas
(rodamina 123, 6G y B), las cuales han sido muy utilizadas a nivel experimental debido a que,
por su propiedad fluorescente, se puede cuantificar la cantidad de rodamina que es retenida
dentro de la célula si la P-gp es inhibida, asi como también en estudios de transporte de
sustratos.’**'** Como se mencion6 anteriormente, las drogas antivirales y antitumorales (como
los mostrados a la izquierda de la Figura 4) también son sustratos de la P-gp, hecho que le

atribuye la relevancia farmacologica mencionada.

Ademas de sus sustratos naturales, la P-gp puede unirse a otro tipo de drogas, a menudo
llamadas moduladores de MDR, que presentan el interesante potencial de inhibir o modular
su actividad (Figura 4). Los moduladores de MDR son objeto de intensa investigacion
farmacéutica, debido a que podrian ser co-administrados con el sustrato (droga citotoxica) a
fin de controlar o inhibir la extrusién de las mismas. El disefio de los mismos ha sido un

desafio importante en los tltimos tiempos,*-43%36:3738-39:40

Uno de los mayores objetivos actuales dentro de la problematica de MDR, es encontrar las
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Figura 4: Algunos compuestos que tiene actividad como sustratos o como moduladores de la P-gp. Los

sustratos mostrados son drogas antitumorales.

caracteristica fisico-quimicas que determinan a un compuesto como modulador o como un
mal sustrato,” es decir hallar caracteristicas que asistan al disefio racional de moduladores.
Entre los descriptores postulados, se pueden hallar el tamafio molecular, la hidrofobicidad, el
momento dipolar, la capacidad aceptora o donora de puentes hidrégeno, cantidad de grupos

aromaticos, etc.>**

Si bien hay una cantidad considerable de estudios fisioldégicos y bioquimicos
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relacionados con la actividad de P-gp,*™*

el disefio de farmacos eficaces capaces de
controlar la actividad MDR tiene dos obstaculos principales. En primer lugar, es una tarea
intrinsecamente compleja debido a que la P-gp reconoce una amplia variedad de compuestos
(sean sustratos o moduladores) estructuralmente diferentes, lo que no permite emplear
extensamente relaciones de estructura-actividad. Su capacidad para interaccionar con un
gran numero de compuestos puede ser atribuida a la existencia de varios sitios de union de
drogas separados o a un sitio de union de drogas grande y flexible.”® Por otra parte, la
ausencia de una descripcion detallada de su estructura a nivel atomico impididé por mucho

tiempo el uso de muchas herramientas de modelado computacional para hacer frente a estos

estudios.

Inicialmente los moduladores de P-gp fueron drogas conocidas y aplicadas a otros
tratamientos, como, por ejemplo, el verapamil (bloqueador del canal de calcio), la reserpina
(antipsicoético y antihipertensivo) y la cicloporina A (inmunodepresor). Debido a que fueron
los primeros en ser probados, se los conoce como moduladores de 1ra generacién. Estos
resultaron ser efectivos in vitro. Sin embargo, presentaron importantes efectos colaterales
propios ya que los compuestos no fueron especificamente disefiados para combatir MDR, y
las dosis requeridas para generar inhibicion eran demasiado toxicas.””** Posteriormente,
surgio una segunda generacion de moduladores de MDR, basada sobre los compuestos de la
primera, los cuales fueron quimicamente modificados de forma de reducir los efectos
colaterales y la elevada toxicidad. Por ejemplo, el enantiomero R del verapamil mostré ser
un bloqueador de canales de calcio mas débil que el estereoisomero S, pero
aproximadamente igual de efectivo en la modulacion de P-gp. Lamentablemente, esta
generacion de compuestos no resultaron ser mejores inhibidores de MDR en los ensayos

clinicos, ya que no produjeron una inhibicion significativa in vivo de la P-gp.*

La tercera generacion de moduladores estd caracterizada por su alta afinidad de union a
P-gp (u otros BEs ABC) logrando, en ensayos in vitro, la inhibicién en concentraciones de
droga de escala nanomolar. Estos compuestos surgen de programas de desarrollo de drogas y
actualmente se encuentran en etapas de investigacion clinica sobre formas especificas de
cancer avanzado.” Entre los moduladores de tercera generacion, se encuentra el XR9576 o
tariquidar (estudiado en el capitulo 3), el cual es uno de los compuestos mas prometedores de
la generacion. Este superd con éxito de pruebas clinicas de fase I y II, debido a que tiene una

potencia 100 o 1000 veces mayor que los compuestos de las otras generaciones. Ademas,
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tiene la habilidad de discriminar entre la P-gp y la MRP1 (otro transportador humano ABC)

y tiene larga duracion de su accion.**%

En el disefio de moduladores, un estudio de mapeo de los farmacdforos sugirié que la
interaccion P-gp/modulador estd mayormente determinada por la distribucién de parametros
fisico-quimicos de los compuestos, como interacciones =-m, dipolares, hidrofébicas,
capacidad aceptora o donora de puentes de hidrogeno, etc., y no tanto por las caracteristicas
estructurales o grupos funcionales.* En este contexto, Ecker et al. propusieron que la
capacidad aceptora de puentes de hidrogeno era un parametro importante que indicaba la

potencialidad de un modulador.*>*

Es importante entender qué tipo de inhibicion producen los moduladores. Al igual que
otros aspectos de la P-gp, la respuesta no es clara. Algunos estudios experimentales
proponen una inhibicion competitiva y otros alostérica.*****~**' En 2003, Clarke et al.
propusieron que la inhibicion se basa en que los moduladores inducen cambios
conformacionales que se transmiten hacia la region de NBDs provocando que éstos no se

acerquen lo suficiente o de la forma adecuada para que la hidrolisis de ATP ocurra.’”

1.1.3.3. Sitios de union

A diferencia de la mayoria de las proteinas, la P-gp no tiene un sitio activo claro donde
se unen los sustratos. En cambio, toda la region de TMD es un sitio de unién donde el
compuesto se une, se re-orienta (después de la hidrolisis de ATP) y desde el cual es
expulsado. Se cree que los dos TMDs (TMDI1 y 2) participan de la union del sustrato, ya
que el sitio de unidn pareciera estar en la interfaz entre ambos. Por otro lado, no se logra dar
una explicacion univoca a la capacidad de la P-gp de reconocer una gran diversidad de
compuestos. Se han propuesto dos mecanismos posibles: un ajuste inducido (induced fif)
debido a la flexibilidad del sitio o la existencia multiples sitios de union.***** Dentro de este
ultimo, algunos estudios proponen que existen varios sitios para los distintos sustratos y
moduladores. Algunos de estos sitios pueden producir una inhibicion alostérica 6
competitiva, esto ultimo en el caso de que el sustrato y el modulador compartan el mismo
sitio.”* Mediante escaneo mutagénico de cisteinas y marcado de fotoafinidad se encontr6 que
todos los TMs parecen participar de la unién con distintos ligandos.” Algunos de los

aminoacidos mds importantes pertenecientes a estos TMs, y que participan de la union son:
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S222 del TM4;* 1306 del TMS5;**° L339, 1340, A342, F343 y G346 del TM6;**7°%° F942 y
T945(TM11);>" 1975, V982 y A985 (TM12).**® El aminoacido F343(TM6) ha sido
propuesto para participar en la union de rodamina B, mientras que I306(TMS) y
V982(TM12) en la de verapamil, proponiendo los autores diferentes sitios de union para el
sustrato y el modulador.®® En la propuesta de estos sitios de unién, TM6 seria de suma
importancia, ya que la interacciéon de un sustrato o modulador con este TM produciria
cambios conformacionales que alterarian la hidrélisis de ATP, ya que el TM6 esta unido
directamente con NBDI1. En el caso de la interaccion con moduladores la actividad ATPasa
de la P-gp se veria reducida, y en el caso de los sustratos incrementada.’®**' Algunas de
estas propuestas podran ser evaluadas a lo largo de la tesis empleando las herramientas del

Modelado Molecular.

1.1.4. P-gp como modelo de BE tipo ABC

El conocimiento sobre los sitios de union de la P-gp, su mecanismo de BE, asi como los
compuestos que modulan su actividad pueden aplicarse en el estudio de otros transportadores
ABCs tanto procariotas como eucariotas, debido a que el mecanismo por el cual reconocen
sustratos y llevan su actividad seria muy similar. Asimismo, fue demostrado que muchos de
los compuestos que son capaces de modular o inhibir a la P-gp son capaces de inhibir a
transportadores de las otras superfamilias.”” Por ejemplo, la reserpina y el verapamil logran

inhibir a NorA, perteneciente a la superfamilia MF.*

Este hecho motivo la realizacién de un trabajo en colaboracién con el Dr. George Tegos
(Universidad de loannina, Ioannina, Grecia) quien estudié metabolitos secundarios de plantas
que posean potenciales capacidades antimicrobianas o moduladoras de MDR. Al parecer, las
plantas producen compuestos antimicrobianos que serian de un espectro reducido o poco
eficaces. Sin embargo, en uno de sus trabajos mostr6 que, en realidad, la actividad
antimicrobiana de muchos compuestos naturales, como la berberina, se encuentra
enmascarada debido a las BEs. En dicho trabajo, mostr6 también que la actividad
antimicrobiana de tales metabolitos secundarios puede incrementarse, si se administran
conjuntamente con inhibidores de BEs.**® En estos trabajos, se emplea la berberina, no solo
porque es buen modelo de un antimicrobiano proveniente de planta, sino también porque sirve

como marcador fluorescente, pudiendo monitorear su acumulacién dentro de la célula.
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Conjuntamente con estos hallazgos, otros trabajos independientes, ponderan el uso de

metabolitos secundarios de plantas como inhibidores de BEs, por ejemplo los flavonoides.®

Dos metabolitos secundarios, neohesperidésidos poliacetilados de Geranium caespitosum,
presentan una importante actividad de inhibicion de BEs bacterianas, segin los resultados
experimentales del Dr. Tegos. En aporte al trabajo en colaboracion, se estudid mediante
técnicas de modelado molecular la interaccion de ambos metabolitos con la P-gp y cual seria
el sitio de mayor afinidad de ambos, asi como también la dindmica de la interaccion. Los
resultados encontrados fueron comparados con los encontrados para moduladores de primera

y tercera generacion.

1.1.5. Otras estrategias para eludir la MDR

La estrategia que presenta mayores esfuerzos de investigacion es la de disefar
moduladores que puedan inhibir a la proteina causante de la MDR, permitiendo que la droga
antimicrobiana o antitumoral produzca su efecto citotoxico. Sin embargo, debido a las
dificultades para encontrar pardmetros que permitan tal disefio y a la complejidad de la MDR
que puede deberse a otras causas, ademds de la expresion de BEs, surgieron otras estrategias

para inhibir la MDR o eludir su mecanismo.

Una de las estrategias para la inhibicion de MDR es la utilizacion de oligonucleo6tidos
antisentido™ para regular genéticamente la expresion (disminuyéndola) de las BEs. En tanto,
otra es la de controlar diversos mecanismos fisiologicos involucrados en la regulacion de las
proteinas MDR. La induccién de la expresion del gen MDRI en las células tumorales ocurre
después del tratamiento con drogas citotoxicas, mientras que esta respuesta es inhibida

mediante inhibidores de la sefial dependiente de calcio.*

A diferencia de estas estrategias, otras no buscan inhibir la MDR, sino eludirla. Entre estas,
se pueden encontrar, 1) disefio de drogas citotoxicas que sean malos sustratos para las BEs 2)

inmunizacion con vacunas disefiadas a partir de células tumorales autélogas™ 3) terapia anti-

iii Los oligonucleodtidos antisentido son cadenas simples de ADN o ARN que son complementarios a una
secuencia elegida. En el caso de ARN antisentido que impiden la traduccién de proteinas de ciertas cadenas
de ARN mensajero por su union a ellos. E1 ADN antisentido puede ser utilizado para apuntar un especifico,
complementario (codificacion o no codificacion-) ARN. Si el enlace tiene lugar este ADN / ARN hibrido
puede ser degradado por la enzima ARNasa H.

iv Célula cancerosa del propio tumor de un individuo.
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angiogénica,” a través de compuestos que lograrian evitar la proliferacion de vasos sanguineos
que nutren al tumor.” Estas opciones se comienzan a discutir en el ambito de la MDR en

cancer, pero no son alternativas para infecciones microbianas resistentes.

1.2. Terapia Fotodinamica como estrategia para infecciones
resistentes (MDR de patogenos).

Una estrategia que propone una alternativa al uso de inhibidores de MDR como método de
superar esta problematica es la terapia fotodindmica (PDT). Este es un tratamiento que utiliza
un compuesto quimico no toéxico, denominado fotosensibilizador (PS), el cual, en
combinacion con luz visible de baja intensidad y en presencia de oxigeno, produce especies
citotoxicas que provocan la muerte celular, mediante un dafio oxidativo. Al no ser toxico, no
produce efectos adversos. La PDT solo tiene efecto en la zona irradiada, por lo que es un

tratamiento localizado.

1.2.1. Mecanismos de accion de la PDT

El proceso de la PDT involucra la formacion del estado singlete excitado del PS ('S),
mediante la absorcion de un fotdn con la frecuencia apropiada (usualmente en rango visible) y
posterior decaimiento hacia el estado triplete (*S) mediante un entrecruzamiento de sistemas
(Esquema 1). El estado triplete puede reaccionar posteriormente con las biomoléculas
circundantes o con el oxigeno enddgeno de la célula. En el primer caso, se denominan
reacciones de Tipo I (Esquema 1), las cuales son radicalarias o redox, donde el estado triplete
reacciona con una biomolécula vecina A (puede ser ADN, proteina, lipidos, etc.), a través de
transferencia de un electrén o de un 4tomo de hidrogeno:

3S+A —>» S +A
A< +°0, —> A

o también
S« +°0,—» S +0,

Oz.—+A —> on

v El tratamiento antiangiogénico realizaria una accion antitumoral de forma indirecta mediante la inhibicion de
la vascularizacion del tumor e impidiendo que se le aporten los nutrientes necesarios para su crecimiento y
desarrollo.

11
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En ambos casos, Aox es la biomolécula A oxidada.

Una via alternativa a las reacciones fotoquimicas Tipo I es la reaccion del estado triplete
con el oxigeno molecular, resultando en la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),

tales como, superoxido, radicales hidroxilo y peroxido de hidrogeno, quedando entonces:
38 + 302 > S.+ + 020_
So+ + A —> SO + A’+

Los procesos de Tipo II involucran la transferencia de energia desde el estado triplete hacia
la molécula de oxigeno en su estado fundamental, es decir triplete (*02), dando la formacion

de oxigeno singlete (‘O,) el cual es muy reactivo, como se muestra en la ecuacion siguiente:
8+°0, —» S,+'0,
1
+
Oz A — on

En este caso, el oxigeno singlete es una especie de vida relativamente corta dentro de la

célula (menos de 0,05us) y es el que ocasiona el dafio celular, mediante la oxidacion de

biomoléculas.®”*%%
1 S*
Tipo 1
hy 3g e
— ==
1
1S 02
fundamental Tipo I1

Esquema 1: La formacion del estado triplete del PS a través del entrecruzamiento de sistemas.
Una buena produccion del estado triplete es necesaria para una buen tratamiento de PDT,
debido a que es éste, quien lleva a cabo las posteriores reacciones fotoquimicas.

Este proceso produce importantes dafios dentro de la célula y no siempre son reparables o
reparables a tiempo. El dafio en el ADN, puede producir considerables modificaciones en vias
tanto catabolicas como anabdlicas esenciales para la vida o la replicacion. Otro ejemplo, es el
dafio en los lipidos o esteroides, el cual causa dafios estructurales significativos. Ademas,

tanto las reacciones de Tipo I como de Tipo II, pueden generar reacciones en cadena

terminando en la muerte celular.

12
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En resumen, un PS es una molécula no téxica que al ser irradiada por luz visible, genera un
estado triplete capaz de reaccionar directa o indirectamente (produccion de oxigeno singlete)
con biomoléculas presentes en el medio de reaccion (ejemplo, membrana celular, nucleo
celular, etc.) para hacerlas muy activas quimicamente y generar procesos en cadena que lleven

a la muerte celular (Esquema 2).

PS /fv/{/
M
L, A ,

Célula viable Célula viable + PS Muerte celular

Esquema 2: Accion de un fotosensibilizador (PS) en la terapia fotodinamica

1.2.2. PDT en el tratamiento del cancer

En los ultimos 30 afios, la PDT ha sido usada clinicamente en el tratamiento de diferentes

tipos de cancer localizados.

La PDT puede proveer un tratamiento alternativo para tumores con MDR, debido a que
los PSs se acumulan preferencialmente en la zona tumoral, posibilitando asi la muerte de
células cancerosas resistentes o la modulacion de su fenotipo MDR.*® Esta acumulacion se
debe a diferencias fisiologicas entre el tejido tumoral y el normal, como por ejemplo, los
tejidos tumorales tiene un volumen intersticial mayor que el de los tejidos normales y ademas

el pH extracelular es bajo en el caso de los tumores.®’

La preferencia de la acumulacion de los PSs en tejidos tumorales produce que la PDT sea
menos toxica que los tratamientos usando moduladores de MDR. Otra ventaja es que la PDT,
en principio, funciona sobre todos los tipos de cancer, a diferencia de la quimioterapia o la
radioterapia. Ademads, debido a que los PSs no tienen efectos acumulativos la PDT puede ser
repetida muchas veces, asi como también aplicada sobre personas mayores de edad o

demasiado débiles para enfrentar un tratamiento quirirgico.®®

Sin embargo, una de las principales desventajas es la sensibilizacion por parte de los
pacientes a la luz, viéndose obligados a evitar la exposicion en forma directa a la luz solar o la
luz brillante de interiores por al menos un lapso de 6 semanas. Otras de las principales

desventajas, es que para asegurar una cantidad de luz incidente suficiente en el tejido a

13
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irradiar, el rango de absorcion por parte de los PSs debe ser entre 600 y 800 nm. No puede ser
por debajo de 600 nm porque la hemoglobina absorbe luz entre 400 y 600 nm. Asimismo, no
puede ser mucho mayor que 800 nm por inconvenientes experimentales, aun cuando la
energia del singlete excitado del oxigeno molecular estd aun algo mas al infrarrojo (1270

nm).

Por otro lado, esta claro que los PSs pueden ser sustratos de las BEs y, por lo tanto, ser
expulsados por éstas (P-gp principalmente, en el caso de cancer), por lo tanto, una motivacion

es encontrar PSs que sean inadecuados sustratos para las BEs.®

Un potencial prometedor de la PDT, recientemente explorado, es su aplicacion en si
misma como inhibidor de la MDR. Esto seria en principio posible, puesto que la P-gp seria
una de las biomoléculas que sufre el dafio oxidativo.”® Asimismo, podria inhibir la MDR no
por inhibicion de la proteina en si, sino activando un regulador transcripcional, que

disminuiria el nivel de expresion del transportador.”

1.2.3. PDT en el tratamiento de infecciones resistentes

Si bien en los ultimos 30 afios la PDT tomd popularidad al haber sido usada clinicamente
en el tratamiento de diferentes tipos de cancer localizados, el concepto de PDT se inicié en
1900 cuando Raab describid la accidon antimicrobiana de la acridina y la luz sobre especies

1

Paramecium.”" La PDT aplicada a infecciones microbianas se conoce como PDT

antimicrobiana (photodynamic antimicrobial chemotherapy, PACT).%”

La utilizacion de la PACT ha tomado relevancia debido al uso indiscriminado de
compuestos antimicrobianos, lo que promoviod el surgimiento de cepas resistentes (bacterias,

hongos, parasitos y virus) a varios de éstos, provocando MDR microbiana.®

A diferencia de los antibidticos convencionales (naturales o sintéticos), el uso de PACT
presenta interesantes ventajas para infecciones localizadas no sélo por su caracter no invasivo,
sino porque se propone que no induce MDR a futuro, debido que los tratamientos en PACT
no son prolongados.” Lamentablemente, muchos colorantes utilizados como PSs en PACT,
son también sustratos de las BEs que producen MDR.”*” Del mismo modo que la terapia
antimicrobiana tradicional, la PACT también puede ser potenciada para células microbianas

con MDR adquirida si se combina el PS con inhibidores apropiados de MDR o si pueden

14
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encontrarse PSs que no sean sustratos de las bombas eflujo de MDR.”*™

Se refiere a compuestos antimicrobianos en general debido a que pueden ser aplicados a
bacterias (tanto Gram positivas como negativas), hongos, parasitos y hasta virus. En este
ultimo caso, se aplica en infecciones cutaneas, como el Herpes. Asimismo, actualmente existe
sumo interés en aplicar PACT sobre productos sanguineos para eliminar VIH (virus de la

inmunodeficiencia humana).”

Las contribuciones de la PACT a la mejora de la quimioterapia antimicrobiana de
infecciones localizadas incluyen la reduccion de los costos y tiempo del tratamiento, como asi
también la disminucion de los efectos adversos observados en administracion sistematica de

antibidticos.®

1.2.4. Fotosensibilizadores

La mayoria de los PSs que estdn en investigacion para el tratamiento de cancer y otras
enfermedades de tejido estan basados en un ntcleo tetrapirrélico, como por ejemplo,
porfirinas, clorinas, bacterioclorinas. ftalocianinas y texafirinas.” Estas moléculas han sido
seleccionadas por su especificidad hacia las células tumorales. Sin embargo, recientemente ha
aumentado el interés en el uso de PSs con aplicaciones en infecciones microbianas.”® Entre
¢éstos se pueden incluir los xantenos (ej. rosa de bengala), fenotiazinas (ej. violeta de metileno

y azul de metileno), acridinas (ej. naranja de acridina) y perilenquinonas (ej. hipericina).”

Algunos estudios han mostrado que las bacterias Gram-positivas son las mas susceptibles
hacia el tratamiento con PDT. Esta es también factible sobre bacterias Gram-negativas,
aunque algunos trabajos experimentales mostraron la existencia de resistencia hacia PDT por
parte de estas bacterias.”*’’ Esta resistencia puede ser superada mediante una adecuada
seleccion del PS. Entre estos, se encuentran los PSs cationicos que tienen un produccion
significativa de oxigeno singlete. Estos compuestos, debido a su carga positiva, pueden
ingresar en bacterias Gram-negativas, gracias al potencial negativo de la membrana de estos
organismos. Dentro de este grupo, las moléculas lideres en términos del descubrimiento de
drogas pertenecen a la familia de las fenotiazinas, las cuales, ademas son selectivamente
captadas por parte de las bacterias.”® Entre los grandes referentes de este grupo se encuentran
el azul de metileno y el azul de toluidina-O (TBQO), los cuales han mostrado una importante

actividad antimicrobiana.” Sin embargo, el Dr. Tegos en un trabajo del 2006, demostré que
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las fenotiazinas son también sustrato de las BEs. Esto abre la posibilidad de utilizar PSs en

conjuncién con moduladores de MDR.”

La desinfeccion de la sangre o de sus derivados usando PACT, ha atraido un gran interés
en investigaciones recientes.”® Esto se debe a que la transfusion de la sangre y el uso de
productos derivados de ella son esenciales en la medicina moderna.” La sangre estd
compuesta principalmente por tres fracciones: plasma, plaquetas y células rojas. Cada uno de
estos componentes son usados en el tratamiento de la hemofilia.® Por ejemplo, concentrados
de globulos rojos son utilizados en mejorar la capacidad portadora de oxigeno debida a la
pérdida de sangre luego de un trauma o una cirugia.”” Sin embargo, la sangre puede estar
contaminada con bacterias, parasitos, hongos o virus y, por lo tanto, se requiere métodos

eficaces de descontaminacion.”®®!

En nuestra region en particular, el azul de metileno se utiliza en bancos de sangre para la
foto-descontaminacion en prevencion de la enfermedad de Chagas, causada por el protozoo
flagelado Tripanosoma cruzi.”® Sin embargo, la PACT usando el azul de metileno produce una
elevada hemolisis. Otro inconveniente que tiene este PS es que no inactiva el VIH intracelular
o se desactiva poco en el caso del VSV (vesicular stomatitis virus). Esto se debe a que su
naturaleza hidrofilica es desfavorable para la penetracion celular. De este modo, para los casos
de inactivacion de virus intracelulares, resultan mucho mas eficiente moléculas mas
lipofilicas, como el violeta de metileno.*** Esta es una fenotiazina neutra que resulta ser
mucho mas efectiva contra los virus intracelulares de gldbulos rojos, que el azul de metileno

que es un cation hidrofilico.” 2

1.2.5. Violeta de metileno (VM)

El violeta de metileno de Bernthsen (VM, Esquema 3) es un colorante sintético,
perteneciente a la familia de las fenotiazinas. Han sido reportadas muchas aplicaciones, tanto
biologicas como no biologicas. Entre ellas, se ha investigado el VM como potencial PS para
la inactivacion "in situ" de agente bioldgicos en globulos rojos.®** La viabilidad de las
células también fue investigada usando el VM, el cual aparentemente sdlo puede penetrar
células muertas.* Por otro lado, el VM también fue usado para la deteccion amperométrica de
peréxido de hidrogeno (como indicador de estrés oxidativo) y de nicotinamida adenina

dinucledtido (NAD).* También es un inhibidor efectivo de corrosién de acero en medio
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Esquema 3:Estructuras de resonancia del Violeta de Metileno, junto con la numeracion de la nomenclatura
IUPAC con numeros en negrita.
acido.®

Ademas, una de las caracteristicas mas importantes del VM, es que tiene una potencial
aplicacion como cromoforo push-pull. Estas moléculas push-pull tienen un donor de
electrones acoplado a través de un sistema m con un aceptor de electrones. El estado basal de
estas moléculas estd representado por dos estructuras de resonancia: una completamente
neutra y otra zwitterionica, resultante de la deslocalizacion electronica (Esquema 3).* Las
moléculas push-pull presentan propiedades de Optica no lineal (ONL) y, por ello, tienen
potenciales aplicaciones en distintos materiales donde estas propiedades son muy importantes.
Algunas de las aplicaciones mas importantes son: tecnologia laser, telecomunicaciones,
dispositivos de memoria e interruptores Opticos (optical switches). **°' Las propiedades de
estos materiales estan fuertemente afectadas por acoplamientos electron-fonon y efectos de
solvente.””** El analisis del corrimiento solvatocromico de la frecuencia de absorcion y/o
emision es uno de los métodos mas usados para dar una estimacion del momento dipolar
mesomérico, el cual es la variacion del momento dipolar con la excitacion. Este es un
importante parametro para caracterizar el comportamiento ONL de cromoforos push-pull.
Ademas su determinacion resulta importante para propositos tedricos o experimentales.”

Las propiedades fotofisicas del VM (y de otros dos derivados cercanos) fueron
estudiados por Otsuki ef al. en solventes aproticos y mezclas de agua:dioxano.’*”* De acuerdo
con estos estudios, la fotofisica del VM mostrd particularidades significativas en lo referente
a su solvatocromismo, es decir el cambio de las energias de absorcion y fluorescencia con el
cambio de la polaridad del medio. Por ejemplo, un andlisis de Lippert-Mataga" presentaria
tipicamente un comportamiento lineal (a menos que haya interacciones muy especificas con el
solvente), donde la pendiente del grafico es el cambio de momento dipolar entre los estados

involucrados en las transiciones. Sin embargo, el VM mostré un comportamiento inusual, la

vi El analisis de Lippert-Mataga consiste en graficar la diferencia de frecuencias entre el maximo de absorcion y
el de fluorescencia (llamado corrimiento de Stokes (A V) = v, max — vymax) versus un parametro que
contempla la polaridad del solvente. Se hara un descripcion mas detallada en la seccion 2.6 del Capitulo 4.
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pendiente del grafico cambiaba desde negativa en solventes de baja polaridad hacia positiva
en solventes polares. Este hecho fue explicado asumiendo que la fluorescencia del colorante
surge a partir de dos estados excitados diferentes, cuya predominancia depende de la
polaridad del medio. En analogia con los modelos ICT-TICT (transferencia de carga
intramolecular - transferencia de carga intramolecular sesgada*"),’* Otsuki et al. propusieron
que el VM podria existir como dos conférmeros (tanto en estado basal como en los singletes

excitados), que involucran la rotacion del enlace entre la amina alifatica y el anillo aromatico.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivos Generales

El objetivo central que motivo esta tesis doctoral es el estudio de sistemas enzimaticos
usando modelos y métodos de la Quimica Computacional, en el marco de un proyecto
multidisciplinario, a fin de obtener una detallada descripcioén a nivel molecular que asista al

disefio racional de farmacos.

1) El primer sistema de estudio fue la P-glicoproteina humana (en adelante P-gp),
y la interaccidon con sus sustratos e inhibidores. La P-gp es una proteina transportadora de
transmembrana y estad implicada en la resistencia a multiples drogas (MDR). Su sobre-
expresion en tumores conlleva al fracaso de tratamientos quimio-terapéuticos. Esto es debido
a que tiene como principal funcion la eliminacion de compuestos toxicos para la célula, y
entre ellos se encuentran las drogas antitumorales. La P-gp pertenece a una familia de
proteinas denominada ABC. La presencia de homoldgos, pertenecientes a la familia ABC, en
bacterias y hongos patogenos también producen MDR vy, por ende, serios problemas en el
tratamiento de infecciones. Por ello, la P-gp, ademads, sirve como modelo de estudio para
proteinas homologas expresadas en bacterias que producen infecciones resistentes.” La
resistencia adquirida debido a la presencia de esta proteina u homologas, motiva el gran

interés que existe en el disefio de moduladores,”

es decir, drogas capaces de controlar o
inhibir la actividad de la proteina, referidos en esta tesis como inhibidores. Para ello, se
plante6 identificar el o los sitios de union para sustratos e inhibidores (experimentalmente no

se ha podido establecer con claridad cual o cuéles son estos sitios de union) y caracterizar las

vii En inglés intramolecular charge transfer — twisted intramolecular charge transfer.
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interacciones relevantes con la enzima. Se eligieron sustratos e inhibidores de actividad
conocida, planteando entender cudles son las caracteristicas fisico-quimicas que convierten a
un compuesto en inhibidor. La informacion obtenida a partir de los estudios propuestos sera
de utilidad para el disefio de moduladores, aplicables en terapias antitumorales prolongadas.

Este tema sera discutido en detalle en el capitulo 3.

El desarrollo de agentes efectivos en PACT involucra diferentes aportes del
Modelado. Entre ellos pueden mencionarse la prediccion de estructuras y propiedades de los
colorantes en sus estados fundamentales y diferentes estados excitados, la simulacion de
espectros de absorcion y de emision, la prediccion de la capacidad para formar oxigeno
singlete y el estudio de los potenciales redox para otros procesos asociados a la formacion de
ROS, como asi también la variacion de estas propiedades al ir de medios de diferentes
polaridades, proticos y aproticos hasta sistemas organizados como bicapas lipidicas. También
esta el interrogante de si los PSs desarrollados seran o no sustratos de las bombas de eflujo (lo
que disminuiria su eficacia). El aporte de este trabajo de tesis se centra en los procesos
primarios mas basicos de la problematica de los PSs arrancando desde la fotofisica y

fotoquimica de los colorantes.

1.3.2. Objetivos especificos

En relacion al problema de MDR y el modelado de transportadores ABC, se usaron
modelos de la mecanica clasica: docking molecular y dindmica molecular. Estos dos métodos,
se aplican a problemas distintos, y se explicaran en el Capitulo 2. Como modelo de la P-gp
humana se utiliz6 la estructura cristalografica de la P-gp de raton,”® con la cual comparte un
~90% de identidad de amino-4acidos. El alto porcentaje de identidad permite ser usado como
una aproximacion de la P-gp humana, cuya estructura cristalografica todavia no se ha

obtenido.

Los objetivos especificos planteados son: 1) Caracterizar una familia de moduladores de
MDR de actividad conocida, mediante calculos cudnticos. 2) Determinar los sitios de union y
estimar las afinidades de cada uno por cada sitio, mediante docking molecular. 3) Caracterizar
dindmicamente complejos E/M (enzima/modulador) y E/S (enzima/sustrato) para sistemas
seleccionados y explicar las actividades usando simulaciones cortas de dindmica molecular en

un modelo de proteina en una caja de moléculas de agua. Esta también servird a fin de estimar
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las energias de ligado de los inhibidores en diferentes sitios.

Por otra parte, el conocimiento adquirido con estos estudios permite evaluar nuevos
posibles inhibidores, como los que se estan estudiando en colaboracidon con grupo del Prof.

Tegos.

A su vez, se plantea construir un modelo de proteina inserta en una bicapa lipidica que
permitira realizar simulaciones de larga duracion. De este modo, se espera poder describir con

un mayor nivel de realismo las interacciones entre la proteina y sus potenciales inhibidores.

Por otro lado, los resultados obtenidos con ambos modelos se compararon, tanto los sitios
de union encontrados como la afinidad de cada sustrato e inhibidor por ellos. La comparacion
permitiria confirmar los resultados obtenidos con la P-gp de raton o analizar las diferencias y

el porqué.

En relacion a los estudios relacionados con PACT, apuntamos especificamente al
disefio y evaluacion de PS, combinando ensayos in vitro € in vivo con métodos de la Quimica
Computacional y estudios fotoquimicos y fotofisicos. La optimizacion de estos agentes para
PACT apunta a: i) obtener dptimas longitudes de onda de absorcion, rendimiento cudntico de
entrecruzamiento al estado triplete y consiguiente Optima produccion de oxigeno singlete
molecular y otras especies reactivas de oxigeno que confieren la toxicidad microbiana; ii)
lograr una alta concentracidon intracelular de estas especies, lo cual depende de sus
propiedades fisico-quimicas, como la lipofilicidad y de qué tan buenos sustratos sean de las
bombas de eflujo de MDR (lo que reduciria su acumulacion en la célula microbiana) y iii)
encontrar los inhibidores mas adecuados para potenciar su actividad via la inhibicién de
MDR. Los estudios computacionales retroalimentaran los ensayos fotoquimicos (Rio Cuarto)

y biolégicos (Grecia).

En relacion al estudio de PSs, si bien las interacciones de drogas en sus estados
fundamentales con diferentes medios (solvente, micelas, bicapas) y con blancos especificos
(proteinas) pueden estudiarse con diferentes metodologias probadas, cuando hay estados

electrénicamente excitados involucrados, existe un largo camino de desarrollo por andar.

Debido a sus especiales caracteristicas el VM es un desafio interesante para utilizarse
como banco de pruebas que permita desarrollar metodologias computacionales que resulten
utiles tanto para el modelado de colorantes utilizados como PSs como asi también en otras

aplicaciones bdsicas y tecnoldgicas (como marcadores o como cromdforo pull-push). En el

20



1. Introduccién y Objetivos

caso de los PSs, la variedad de aplicaciones donde el Modelado Molecular resulta una
herramienta invaluable es enorme, ya que abarca desde la prediccion de espectros de
absorcion y emision hasta propiedades de los tripletes y propiedades redox de especies
dificilmente caracterizables por medios experimentales. Sin embargo al momento de finalizar
la redaccion de estas tesis, algo tan sencillo como obtener una frecuencia de absorcioén en
agua (como modelo de solvente protico y solvente por excelencia de procesos bioldgicos) ya

resulta todo un desafio para las metodologias computacionales disponibles al momento.
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2. Modelos y Métodos

La ciencia, a pesar de sus progresos increibles, no puede ni podrd nunca explicarlo todo. Cada vez
ganard nuevas zonas a lo que hoy parece inexplicable. Pero las rayas fronterizas del saber, por muy lejos

que se eleven, tendrdn siempre delante un infinito mundo de misterio.

Gregorio Marafion (1887-1960) Médico y escritor espafiol.

2.1. Breve introduccion

En este capitulo, se realiza un breve repaso de los modelos y métodos computacionales, los
cuales son herramientas de la Quimica Computacional. Estos han sido de invaluable utilidad,
no solo para responder algunas preguntas planteadas, sino, ademads, por abrir nuevas. Se
desarrollan en este capitulo los modelos de Mecanica Molecular y Mecanica Cuantica. Ambas

familias de modelos estan basada, en principio en la aproximacion de Born-Oppenheimer.

El postulado fundamental de la Mecanica Cudntica es que las propiedades (observables
fisicas) de cualquier sistema estan descriptas por una funcion de onda (V). La energia del
sistema puede obtenerse mediante la accion de un operador Hamiltoniano (H) actuando sobre

la funcion de onda mediante la ecuacion de autovalores:

HY=EW (2.1)

donde el escalar E es el autovalor de energia del sistema para un estado estacionario, es
decir un sistema donde el potencial externo no cambia con el tiempo. La autofuncion,
expandida sobre un conjunto de M bases convenientes, puede ser representada por un vector

columna de N componentes y el operador H, como una matriz NxM.'

La funcion de onda, W, no es por si misma una observable, pero el producto de ¥ por su
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compleja conjugada, es decir |WY*W¥|, es una densidad de probabilidad. Entonces la
probabilidad de que un sistema quimico sea encontrado dentro de alguna region del espacio

multidimensional es igual a la integral de |¥*¥| sobre esa region del espacio.

Para que ¥ se considere como una funcion aceptable, debe ser integrable cuadraticamente.
Ademas, la integracion [P*W| sobre todo el espacio cartesiano debe resultar en el numero de
N de electrones. Una funcion de onda con estas caracteristicas, se denomina funcion de onda
aceptable de N-electrones. Esto ultimo implica que la funcidon tenga sentido fisico. Sin
embargo, a pesar de esta restriccion y la representacion formal, la naturaleza de 'V es dificil de

hallar. A lo largo del capitulo, se mostrara en qué forma ¥ puede ser expresada.

En general, la ecuacion 2.1 tiene muchas autofunciones ¥ aceptables para una dada
molécula, resultando en diferentes autovalores E asociados a cada autofuncion. Entonces,
existe un conjunto completo de autofunciones ¥; con autovalores E; asociados, si aquellas son

ortonormales, es decir:

[ww dt=s, (2.2)

donde 9 es el delta de Kronecker, cuyo valor es 1 si i=j, o bien es cero en cualquier otro
caso. Esta integral implica la integracion de las autofunciones en un elemento de volumen dt
del espacio 3N-dimensional de coordenadas cartesianas (donde N es la cantidad de particulas
del sistema) y NV coordenadas de espin. En adelante, omitimos esta dependencia, atin cuando
en todo momento se intentara encontrar autofunciones del operador de espin cuadrado y del

hamiltoniano molecular simultaneamente, toda vez que resulte posible.

Esta es la denominada ecuacion de Schrodinger independiente del tiempo y no relativista.

Se puede escribir de una forma mas rigurosa, como sigue:

H,(Q.q)¥(Q,q)=E,¥(Q.q) ,con (2.3)

H,(Q.q)=T,(Q)+T.(q)+V,(Q)+V,.(Q.q)+V..(q) (2.4)

Extendiendo cada operador de la parte derecha de la ecuacién y empleando unidades

atomicas se obtiene:
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donde Q representa el conjunto de las coordenadas espaciales de los nucleos y q a las
coordenadas espaciales y de espin de los electrones. La parte derecha de la ecuacion 2.5
contiene, los operadores de energia cinética nuclear y electronica y los correspondientes a los

potenciales nucleo-nucleo, nicleo-electron y repulsion interelectronica, respectivamente. '

El hamiltoniano de la ecuacion 2.5 contiene términos de atraccion y repulsion de a pares,
implicando que ninguna particula se mueve independiente de las demds restantes.
Precisamente, se refiere esta interdependencia con el término “correlacion”, el cual es
ampliamente utilizado en bibliografia y lo sera en adelante. El empleo de este hamiltoniano
que involucra el movimiento correlacionado de las particulas hace que resulte muy dificil
encontrar las funciones de onda exactas, ya que la ecuacion (2.5) de N-particulas no resulta

separable.’

2.2. Principio Variacional

Cuando un sistema esta en un estado @, el cual puede o no satisfacer la ecuacion 2.1, el

valor de expectacion de la energia del sistema es:

o' H®dr

Elel= [lofar

(2.6)

La energia computada a través de una funcion de onda de prueba es superior o igual a la

energia real del sistema en su estado basal, Ey.

[ Hodr

[[ofdr —E[D]>E, 2.7)

A través de la minimizacién completa de la energia como un funcional de la funcién de

onda, E[®], con respecto a todas las funciones de onda aceptables de N-electrones, se obtiene
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el estado basal real, @y con una energia E[®o] igual a Ey, es decir:
Eozrr}gnE[CD] (2.8)

Una comprobacion del Principio Variacional detallada puede hallarse en bibliografia de

Quimica Cuantica o Computacional.'**°

El Principio Variacional expresado a través de la ecuacion 2.7, presenta consecuencias
realmente relevantes. La mdas importante, es que permite encontrar funciones de onda
aceptables de N-electrones (®) mediante la variacion funcional (Principio Variacional
Funcional) de E{®} o bien expresando ® como una combinacioén lineal en términos de una
base apropiada ®=2Zci; lo que permite encontrarla mediante la variacion del conjunto de
coeficientes {ci} de la expansion (E{®[ci]}, Principio Variacional Lineal). Por consiguiente,
abre la posibilidad de utilizar métodos iterativos para converger hacia valores cada vez
menores de energia, es decir més cercanos a Ey. En general la resolucion de la ecuacion
anterior s6lo puede obtenerse aplicando restricciones de algun tipo, por ejemplo condiciones
de normalizacion y ortogonalidad, de modo que en realidad se resolvera un sistema

Lagrangiano asociado a la ecuacion 2.8."

2.3. Aproximacion de Born-Oppenheimer

Para simplificar el problema electronico molecular de algin modo, se utiliza la
aproximacion de Born-Oppenheimer (BO). Esta aproximacion se basa en la consideracion
practica de que incluso el mas pequefio de todos los nucleos, el proton (*H), pesa més de
1.800 veces que un electrén, y para un ntcleo tipico como el del carbono, la relacion es de
20.000. En otras palabras, el relajamiento electronico respecto al movimiento nuclear es
instantaneo. En virtud de estas consideraciones, es conveniente desacoplar los movimientos
electronicos y nucleares, y computar la energia electronica para posiciones nucleares fijas.
Por ello, la aproximacion de BO corresponde a despreciar el acoplamiento entre las
velocidades de los nucleos y electrones, es decir que los ntcleos estarian quietos desde el

punto de vista electronico.

Desde este punto de vista, la aproximacion de BO, simplifica el Hzr, debido a que, como

no hay movimiento nuclear, la energia cinética nuclear (T,) es cero y la energia potencial de
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la repulsion entre nucleos (Van) €s una constante (ecuacion 2.4). Entonces el Hamiltoniano de

esta ecuacion se reduce al llamado Hamiltoniano electronico:

H tot — Tnuc + H = Hmt = Helec (29)

elec

Slel'ldO He]ec

2 - < o Z4Zy
- ——zv Sl >+zz¢+zzR .

[l

-
@
\_T_/
N<
=2
< <
3
Qi

Se define el término v(r) como “potencial externo”, el cual no es mas que el que actia
sobre los electrones, debido a la carga de los nucleos.* Esta definicion se usard mas

extensamente en la seccion 2.6.
A Z
)= 4 (2.11)
yal &7
La ecuacion de Schrédinger para el movimiento electronico esta dada por:

Heleclpelec(Ql q>:Ecleclpelec(Q’ q) (212)

Tanto la funcion de onda electronica Weee como la Eeee dependen paramétricamente de las
coordenadas nucleares, ya que segun la aproximacion de BO depende de las posiciones de los
ntcleos y no de sus momentos. De este modo se puede expresar Eee. en funcion de la

coordenadas nucleares, es decir, Eee(Q).

De esta forma se puede calcular el estado fisico de un sistema para una determinada
configuracion nuclear resolviendo la ecuacion de Schrodinger electronica. Debido a que por
cada configuracion de las coordenadas nucleares hay una Weiee y una Eee. correspondiente al
estado fundamental (por lo tanto una FEi) se puede construir un superficie de energia

potencial del sistema.

Segtn la aproximacion de BO, el movimiento nuclear se encuentra desacoplado del

movimiento electronico. Entonces, los electrones ven un potencial externo que corresponde a
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los nucleos que estan fijos. En tanto, desde la perspectiva de los nucleos, éstos perciben un
potencial externo debido a los electrones que se ajusta instantineamente a su movimiento. Por
lo tanto, si los nucleos cambian sus coordenadas en AQ, entonces la funcion de onda
electronica cambia instantdneamente de Weiec(Q,q) a Welec(Q+AQ,q) y la energia electronica
cambia de Eeec(Q) a Eeec(Q+AQ). De este modo, a medida que los ntcleos se mueven, la
energia electrénica varia suavemente como una funcion de las coordenadas nucleares y, por
ende, la E...(Q) se convierte efectivamente en la energia potencial para el movimiento
nuclear. Los electrones actian como una nube de carga negativa que aporta un potencial que
mantiene cerca los nucleos cargados positivamente. Por consiguiente, la ecuacion de

Schrédinger para el movimiento nuclear es:

H,W,=EW, (2.13)

donde

SR Vit
3237 Vit EalQ) (2.14)

l\)l»—‘

Las variables en la ecuaciéon de Schrodinger nuclear son las coordenadas nucleares. La
energia E (ecuacion 2.13) es la energia total de la molécula, ya que el hamiltoniano nuclear
(ecuacion 2.14) incluye el operador para la energia cinética nuclear y el término
correspondiente a la energia electronica, E..., que juega el rol de una energia potencial, como
era de esperarse en este contexto de esta aproximacion.

La ecuacion 2.14 y la aproximacion de BO volveran a ser tratadas en la seccion 2.12.

(Dinamica Molecular).'**>

2.4. Metodo de Hartree-Fock

2.4.1. El determinante de Slater y las ecuaciones de Hartree-Fock

La resolucion de la ecuacion 2.7 mediante la busqueda de todas las funciones de onda

aceptables de N-electrones resulta imposible debido a que su conjunto dentro del espacio de
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Hilbert es inmenso. En este sentido, la aproximacion de Hartree-Fock (HF) presenta un
esquema simple que combina el Principio Variacional junto con la aproximacion de que la
funcién de onda que describe el sistema molecular, puede expresarse por un producto de N
funciones de onda de un electrén. Ahora bien, como los electrones son fermiones con espin =
72, funcion de onda electronica debe ser antisimétrica respecto al intercambio de las
coordenadas de espin y espaciales de los electrones. El principio de antisimetria representa la
generalizacion de Mecénica Cuantica del Principio de Exclusion de Pauli.'? En virtud de
estos principios, una funcién de onda aceptable debe cambiar su signo si las coordenadas de

un par de electrones son cambiadas, aunque su densidad de probabilidad no cambia, esto es:

¥ (q1, 92, Qi, Q5o Q)P =W (2, Q1. Q5 Qs oo Q) (2.15)

El requisito de la ecuacion anterior no puede satisfacerse con un simple producto de
funciones de onda de un electron, pero si en cambio si el producto es antisimetrizado. El
producto antisimétrico de N funciones de onda de un electron se puede expresar en la forma
de un determinante. A éste, se lo conoce como determinante de Slater, ®sp que se expresa en

la siguiente ecuacion:

%la) %)) % (44)
IPON(I)SD:ﬁ X1 (qu) Xz(ng) An (qu) (2.16)
Xl(qN) Xz(‘hv) XN(qN)

Las funciones de un electron yi1(q:) son llamadas orbitales de espin, los cuales son el
producto de un orbital espacial ¢(r1) que depende de las coordenadas espaciales y una
funcién de espin, a(s) 6 B(s), la cual depende de las coordenadas de espin. De esta forma, el

orbital de espin queda definido como:

%)= (r,)alm,) (2.17)

Los orbitales de espin se eligen de manera que sean ortonormales, como se vera mas

adelante.>?’

El determinante de Slater cumple con los requerimientos de una funcidon de onda aceptable,
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pero representa una aproximacion drastica a la funcién de onda exacta, porque es la solucion
exacta de un sistema de electrones hipotéticos sin correlacion (no interaccionan

instantancamente).

La flexibilidad del determinante de Slater estd dada por los orbitales de espin. Esta
flexibilidad es la que permite encontrar el determinante de Slater de mejor energia utilizando

el Principio Variacional.

El valor de expectacion del operador Hamiltoniano con un determinante de Slater puede
obtenerse expandiendo el determinante y construyendo los términos individuales con
respecto a las distintas partes del hamiltoniano. Esta derivacién puede encontrarse en varios

libros de texto basicos de Quimica Computacional.'%***’
La energia de HF, como resultado final, esta dada por:

N N N
Egp=[0HO=) H+=> > J,~K, (2.18)
i J

i

l\.)l*—‘

donde

H=[%I(q, { Z (a,)dx, (2.19)

define la contribucion de la energia cinética y la atraccion electron-nticleo, mientras que el

término de repulsion electron-electron estd definido por los dos siguientes términos:

|
Jl-,-=ffIx,-(ql)|2r—|x,-(qz)|2dq1qz
12
y (2.20)
K=[f ACHPAC s SCHPACRET LR
12

Estos términos son las integrales de Coulomb e intercambio, respectivamente.’

Para aplicar Principio Variacional y minimizar la energia, se impone la condicion de
ortonormalidad de los orbitales de espin, empleando los multiplicadores indeterminados

Lagrange, ¢;. De resolver el Lagrangiano con estas restricciones, resultan las ecuaciones de
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Hartree-Fock, las cuales determinan los orbitales de espin para los cuales la Eyr resulta la mas

baja (mas cercana a la real, recordar Principio Variacional). Dichas ecuaciones son:
fi(ql)Xi(ql)zzsi/X_/‘(ql) (2.21)
J

La matriz de multiplicadores es hermitica y puede encontrarse una transformacion unitaria
que la diagonalice. Como resultado se obtienen las ecuaciones de Hartree-Fock en términos

de orbitales de espin candnicos.”

fila) % (a)=¢(q,) % (a)) (2.22)

La interpretacion fisica de los € es que son las energias de cada uno de los orbitales de

espin. Por comodidad suprimimos en adelante las tildes.

Existen N ecuaciones, debido a que f; es el operador de Fock, el cual es de un electron, es

decir opera sobre un orbital de espin. Se define como:

M

fi((h):_%vf_; rZ_I:-i_VHF(ql) (2.23)

El primer término es la energia cinética y el segundo la energia potencial de atraccion
electron-nacleo. El término Vg (ql) es el potencial de Hartree-Fock, el cual es un potencial
promedio de repulsion que experimenta un electron en el campo del resto de los N-I/
electrones. Entonces, el complicado operador de repulsion interelectrénico del Hamiltoniano
(ecuacion 2.5), es reemplazada por un simple operador de un electrén, donde la repulsion es
solo calculada de manera promedio. El potencial de Hartree-Fock estd compuesto por las dos

componentes siguientes:

Varla)=2 (9,(a,)-K,(a,) (2.2

Donde Ji(q:) y Ki(q:) son el operador de Coulomb y de intercambio, respectivamente.

FEllos se definen como:
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Ji(a)=] Ix,»(qz)lzridqz (2.25)

12

K;(q,)%(q,)= fx_,-(qz)*%x,»(qz)dqz % () (2.26)

12

El operador de Coulomb representa el potencial que experimenta un electroén en la posicion
q: debido a la distribucién promedio de carga de otro electron en el orbital de espin X ;-
Esto se debe a que |yj(q2)|*dq2 representa la probabilidad de que un electron esté dentro del

elemento de volumen dqp.

El operador intercambio, que no tiene interpretacion clasica, opera intercambiando las
coordenadas de los electrones de dos orbitales de espin. La contribucion debida al operador
intercambio sobre el potencial de Hartree-Fock so6lo existe cuando computa dos orbitales de
espin de electrones con espines paralelos. La interpretacion fisica de este hecho es que cuando
se calcula el potencial Vur, el operador intercambio descuenta la energia de dos electrones
con espin paralelo que evitan aproximarse (Principio de Exclusion de Pauli). La resta se

realiza sobre el operador de Coulomb debido a que no tiene en cuenta esta correlacion.

Otro hecho para destacar es que en la doble sumatoria de la ecuacioén 2.18 el término i=j
esta permitido, es decir, la interaccion de un electron consigo mismo esta permitida, lo cual no
tiene sentido fisico. En este caso, las contribuciones debidas al operador de Coulomb y al de
intercambio son iguales, pero de signo contrario; cancelando asi lo que se conoce como auto-

interaccion.’

2.4.2. Ecuaciones de Roothaan-Hall

Las ecuaciones de Roothaan-Hall representan la formulacion matricial del método de
Hartree-Fock, a través de la expansion de los orbitales espaciales (recordar ecuacion 2.17) en

términos de un conjunto de funciones base conocidas { ¢, (ql) } como sigue:
k
(01(q1>zz Cviq)\'(ql) (2.27)
v=1
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Esta ecuacion es valida para un sistema de capa cerrada, en el cual los /V electrones se
acomodan en N/2 orbitales de espin. Este régimen se denomina Hartree-Fock Restringido

(RHF, Restricted Hartree-Fock).

Reemplazando esta expresion de la ecuacion 2.27 en la ecuacion 2.22 se obtiene:

fi((ll)Z::l Cw-q)v(ql)ZSiz Cviq)v(ql) (2.28)

Multiplicando por q);(ql) a ambos miembros e integrando, resulta:

> c.Jaila)rfa)eladla)=e 3 C. [ ola)oa)dla) (2.29)

De esta ecuacion se definen los elementos de matriz de solapamiento como

So=J o.(a,),(q,)d(q,) (2.30)

y la matriz de Fock como

F.=[a.(a,)f(a)0,(q,)d(q,) 2.31)

Entonces la ecuacion 2.29 se puede reescribir de la siguiente manera

k k
z Fuv Cvi:Eiz Suvcvi (232)

quedando la representacion matricial como,

FC=SCe (2.33)

Para poder resolver la ecuacion 2.33 se realiza una transformacion matricial que involucra

la diagonalizacion de S, obteniéndose
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F'C'=C'e (2.34)

De la cual se consiguen los coeficientes C,; como autovectores y las energias de los
orbitales, €i, como autovalores. Esta ecuacion debe resolverse auto-consistentemente, debido a
que F depende de C. Por lo tanto se parte de orbitales de espin de prueba (con sus coeficientes

Cuv) y se computa la ecuacion 2.34 iterativamente hasta alcanzar auto-consistencia.!->?’

Entre los criterios de convergencia se puede establecer que la diferencia entre dos valores
sucesivos de energia total sea no mayor a un determinado 8. Un valor de =10 Hartrees es
adecuado para la mayoria de los propositos. Alternativamente, se puede requerir que la

desviacion cuadratica media de los elementos de la matriz C sea menor que 8.’

El desarrollo expuesto en los parrafos anteriores se realiz6 para RHF, es decir cuando
todos los electrones estdn apareados. Cuando una molécula tiene uno o mas electrones
desapareados (capas abiertas), las ecuaciones de Hartree-Fock se pueden aplicar por separado
a los orbitales de espin con coordenadas o respecto de los de coordenadas [, alcanzando
también la auto-consistencia por separado. El acople entre ellos esta dada por la interaccion de
coulomb promedio entre los orbitales de espin a (6 B) y los orbitales B (6 a). Este acople esta
explicito en cada una de las ecuaciones autoconsistentes (para o y para ). El sistema de
ecuaciones equivalente al desarrollo de Roothaan-Hall (independiente para a y P) se
denominan ecuaciones de Pople — Nesbect, que justifican el régimen UHF (Unrestricted

Hartree-Fock) capaz de tratar especies de capa abierta.’

2.4.3. Correlacion Electronica: las limitaciones de Hartree-Fock

Una consecuencia de tratar solamente en forma aproximada la repulsion interelectronica es
que la verdadera funcion de onda de un sistema multielectronico nunca es un determinante de
Slater (aunque sin duda, en algunos casos resulta una aproximacion util'). En realidad, la
funcion de onda antisimétrica en general puede ser escrita como un conjunto completo de

determinantes, pero en el método de HF solamente un determinante es considerado.?’

Debido a que el operador de Fock es un operador monoelectronico efectivo, las ecuaciones

i En términos generales, o sea a cuantos hartrees de diferencia energética se esta de Full CI, HF no resulta una
buena aproximacion. Ocurre que en reacciones isodésmicas con especies de capa cerrada neutras, los grandes
errores de HF se autocancelan, produciendo cambios de energia mas o menos aceptables.
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2.21 y 2.22 describen a un sistema de N-electrones que no interactiian entre ellos, pero si
experimentan un potencial efectivo Vur. El determinante de Slater es la funcién de onda de

este sistema N-electronico no-interactuante.'

Las ecuaciones de HF derivadas del empleo de un determinante de Slater, tratan a cada
electron como sujeto a un potencial efectivo, considerando la interacciéon con los otros
electrones como un promedio. Fisicamente, un producto de funciones de un electron implica
que los electrones no interactuan entre si instantdneamente (s6lo se considera el promedio
espacial de los otros electrones, cuyo potencial efectivo estd en los operadores de Fock J y
K). En el sistema real el movimiento de los electrones estd correlacionado, tendiendo a
evitarse los unos a los otros, disminuyendo la energia del sistema. Sin embargo, estas
interacciones particulares e instantdneas entre los pares de electrones no son descriptas en HF,
con lo cual predice un energia (Enr) superior a la exacta (Eo). La diferencia entre Eo y Enr es

la denominada energia de correlacion electronica (Ecor):

El valor de E..» es negativo, dado que en virtud del Principio Variacional la energia del
sistema es superior o igual a la del sistema real. Aunque la energia de correlacion sea
frecuentemente pequefia en comparacion a la energia total del sistema, es esencial para la
descripcion de procesos electronicos, y su exclusion puede producir resultados irreales. Por
ejemplo, el método HF predice que la la densidad electronica de la molécula de H> se

concentra entre los nticleos a separacion infinita solo en el caso RHF.">7#2

2.5. Teoria del Funcional de la Densidad - DFT

La teoria funcional de la densidad (DFT, Density Functional Theory) es una aproximacion
a la estructura electronica de atomos y moléculas, que en las ultimas décadas se ha tornado
muy importante (Figura 1). A diferencia de la formulacion de HF, esta teoria contempla
inherente y explicitamente la correlacion electronica. Muchos problemas que antes eran
tratados con Hartree-Fock, o con métodos post-Hartree-Fock (no se desarrollan en esta tesis
debido a que no fueron usados, pero el lector interesado puede consultar las ref. 1,3,6,24,27),

son actualmente tratados empleando DFT, el cual, en algunos casos, presenta mejor
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Publicaciones anuales en DFT 1991-2009
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Figura 1: Crecimiento casi exponencial de las publicaciones
utilizando DFT en las dos ultimas décadas.

concordancia con los datos experimentales. Ademas, posee un fuerte atractivo, debido a que
puede ser aplicado al estudio de sistemas de tamafio moderado a grande (Naomos > 20)
obteniendo resultados con una exactitud aceptable. El costo computacional es semejante o
menor al de HF (debido a que su implementacion es similar) y, algunas veces, es una fraccion
del requerido utilizando métodos de correlacion electronica como Teoria de Perturbaciones de
Muchos Cuerpos (métodos basados en Moeller-Plesset) y Coupled Cluster.”” Asimismo, DFT
llega a proporcionar resultados de calidad comparable con Coupled Cluster.*® El desarrollo de
funcionales de correlacion-intercambio (ver mas adelante), de algoritmos mas eficientes y la
implementacion de éstos en varios paquetes de programas de calculo (GAMESS, Gaussian,
NWCHEM, Siesta, ADF, etc.) contribuyd en forma significativa a la popularidad de los
métodos de DFT.*?

Un tratamiento mas detallado de la teoria y su desarrollo historico puede revisarse en

bibliografia.**

2.6. Teoremas de Hohenberg-Kohn

DFT se basa en el uso de la densidad electronica (p(r)) en vez de una funcién de onda. El
uso de la densidad electronica como una variable fundamental en la descripcion de un sistema

electrénico se remonta a inicios del siglo XX, cuando Drude aplic6 a la teoria de los gases a
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un metal, considerando a los electrones como un gas homogéneo, a fin de poder desarrollar
una teoria sobre la conduccion térmica y eléctrica.'® Desde entonces, varios modelos (Drude,
Sommerfield, Thomas-Fermi, Dirac) fueron propuestos y perfeccionados. El modelo de
Thomas-Fermi se valié de argumentos estadisticos para aproximar la distribucion electronica
a un gas uniforme de electrones (gue), dando como resultado una expresion para la energia

cinética de este sistema (Tgue, €cuacion 2.36)."

Tlplr))=5 (32 [ 0 (r)r (2.36)

Cabe destacar que la energia cinética 7T estd en funcion de la densidad, mientras que la
densidad en si es una funcién de la coordenadas espaciales (r). Una funcion cuyo argumento
es otra funcion se denomina funcional."*’

El modelo de Thomas-Fermi fue perfeccionado por Dirac, el cual afadi6 a la ecuacion el

término correspondiente a la energia de intercambio.*?’

El uso de la densidad electronica como variable basica fue rigurosamente fundamentada
con la publicacion de dos teoremas de Hohenberg y Kohn en 1964," los cuales proporcionan

las bases de la Teoria Funcional de la Densidad moderna.

2.6.1. Primer Teorema de Hohenberg-Kohn

El primer teorema de Hohenberg-Kohn (HK) establece que la densidad electronica de un
estado basal no degenerado determina en forma univoca el operador Hamiltoniano (dentro de
la aproximacién de BO) y, con ello, todas las propiedades del sistema. En otras palabras, el
teorema demuestra que la densidad determina al potencial externo, v(r) y al nimero de
electrones, N, y con ello el Hamiltoniano. La demostracion de este teorema puede ser

encontrada en las ref. 1,2, 3,4y 11)

0 = (N,v(r)} > H = W, > E, (y todas las demés propiedades del sistema )

Como consecuencia de que la energia del estado basal es un funcional de densidad

electronica de ese estado, también lo deben ser cada uno de los componentes de la energia.
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Nel o]

E=Ey[p] = Tlol+E.[p]
= Ne[po]

-k 2.37
Flo) — + E 237

conteniendo F a la energia cinética y la interaccion interelectronica

En la ecuacion 2.37, el subindice V es colocado para explicitar la dependencia con el

potencial externo.

En dicha ecuacidn, el término 7 es la energia cinética de los electrones, E.. el potencial de
repulsion interelectronica y Ene el potencial de atraccion nucleo-electron, este término
contiene al potencial externo. En el caso de una molécula aislada el potencial externo es
precisamente el generado por los nucleos vex(r). La ecuacion 2.37 posee los mismo términos
que la ecuacion 2.10, a excepcion del potencial de repulsion ntcleo-nucleo, la cual es una

constante dentro de la aproximacion de BO y varia con la posicion espacial de los mismos.

El funcional de la energia de la ecuacion 2.37, define el funcional F[p] que es un funcional

universal, porque es independiente de v(r) y, por ende, del sistema también.

La aproximacion mas simple, si se evaltia a priori la energia molecular usando solo la
densidad electronica como una variable, es considerar el sistema en forma clasica, en cuyo

caso la atraccion entre los nucleos y los electrones es:

M Z
E . = r — \dr
vel O] f/)( ) ZA: =ry (2.38)
= _f olr)v(r)dr
y el término E.. se puede escribir para mayor claridad de la siguiente forma:
E, lp] = Jlp] + términosnocldsicos
r r oL 2.39
= %” wd ridr, + términos no cldasicos 2:39)
"1z

donde J[p] es el término clasico para la repulsion electronica y los términos no cldsicos son
muy importantes y elusivos de formular matematicamente. Estos poseen la mayor parte de la
energia de correlacion-intercambio que seran definidos en la seccion 2.7. El término Ee.

contiene los efectos de correccion de auto-interaccion (términos no clésicos, final de la
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seccion 2.4.1.), contribucion de Coulomb, de intercambio y de correlacion (seccion 2.4.3.).

2.6.2. Segundo Teorema de Hohenberg-Kohn

El segundo teorema establece que, habiendo cualquier densidad electronica aproximada,

~

p(r), de modo que p(r)=0 y fb(r)dr=N, la energia total sera siempre mayor o

igual a la energia exacta del sistema en su estado fundamental, es decir, E[p|>E[p,|=E,.

La densidad electronica, p(r), define su propio v(r) y, por consiguiente, el
Hamiltoniano H y la funcién de onda Ci)(q) . Esta funciéon de onda, a su vez, puede ser
usada como una funcidon de onda de prueba para el Hamiltoniano exacto, es decir, el que

posee el v(r) real del sistema. Recordando el Teorema Variacional, ecuacion 2.7, se obtiene,

[ HDar

J 1o

dr=E[®)=T[pl+E[pl+[ p(r)v(r)d r=E[p> E, (2.40)

Resumiendo, los teoremas de HK demuestran que las propiedades de un sistema quimico
pueden ser determinadas a partir de la densidad electronica de su estado fundamental y ésta
puede ser hallada mediante el Principio Variacional. Sin embargo, hay ciertas restricciones, la
primera es la V-representabilidad, que restringe las posibles p(r), a aquellas que generen el
potencial externo real del sistema electronico. En la mayoria de los problemas de estructura
electronica, el potencial externo puede ser facilmente obtenido (o una aproximacion de €l) a
través del conocimiento del sistema quimico, es decir, generalmente se conocen las
coordenadas de los niicleos y sus cargas. En la segunda restriccion las p(r), deben ser N-
representables, es decir deben ser generadas a partir de una funcion de onda antisimétrica con

el nimero de electrones del sistema real .!>*?’

2.7. Ecuaciones de Kohn-Sham

Una idea muy sorprendente fue la de Kohn y Sham (KS), quienes en 1965, propusieron
usar uno de electrones no-interactuantes (ficticio) como sistema de referencia, tal que tenga la
misma densidad electronica del estado basal que el sistema real (interactuante). Luego

podemos reescribir la ecuacion 2.37 de la siguiente forma:

43



2. Modelos y Métodos

E[p|=T, [pl+E, . [p]+J[p]+AT[p]+AE,[p] (2.41)

donde los términos de la derecha, se refieren a la energia cinética de los electrones no-
interactuantes, 7,;, a la atraccién nucleo-electron, E,., a la repulsion electron-electron clasica,
J, a la correccion a la energia cinética debida a la naturaleza interactuante de los electrones,

ATy, por ultimo, a todas las correcciones no-clasicas a la repulsion electron-electron, AE...

Notese que se conoce la expresion de los tres primeros términos. El primer término es la
sumatoria de la energia cinética de cada uno de los electrones no-interactuantes (primer
término de la derecha del operador monoelectronico de Fock, ecuacion 2.23); el segundo y el
tercer término se presentaron en las ecuaciones 2.38 y 2.39, respectivamente. Los términos
ATlp] y AE.[p] son los dificiles de conocer y pueden ser agrupados en un so6lo término, que

comunmente se conoce como energia de correlacion e intercambio, Ex[p].

De acuerdo con Kohn y Sham, es posible utilizar un sistema de referencia de electrones no-
interacturantes. Si las particulas son no-interactuantes, su Hamiltoniano es separable en N

Hamiltonianos de una particula, con un potencial efectivo, ve(r).

KS 1 2
h, =—5V,.+v¢f(r,.) (2.42)

El operador Hamiltoniano de KS, realmente describe un sistema de electrones no-
interactuantes, para el cual la densidad electronica exacta del estado basal es p. Debido a la
naturaleza de este operador, la funcion de onda que representa a su estado basal es el ya
conocido determinante de Slater (ecuacion 2.16). En similitud con las ecuaciones de Hartree-

Fock (2.22 y 2.23), podemos expresar el operador monoelectronico de KS,

7 a3 Ve () i () =6 (a2 ) 4

A partir de la anterior ecuacion se pueden obtener los llamados orbitales de espin de Kohn-

Sham.
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Este planteo propone que toda la descripcion de las interacciones no clasicas estén dentro
del potencial efectivo, permitiendo utilizar un sistema de referencia simple como lo es el
sistema de particulas no- interactuantes, pero que generard la densidad del sistema real, en

virtud del 1¢ Teorema de HK.

N

sz[V]:Z ’X:{S(ql)‘zzpo[r] (2.44)

i

El potencial efectivo es obtenido minimizando el Lagrangiano de la expresion en la
ecuacion 2.41 empleando como restriccion que las funciones de espin sean ortonormales (de
manera similar al desarrollo de HF). Una derivacion detallada se puede encontrar en la ref. 4.

Entonces, el potencial efectivo se expresa como:

vy (r)=v(r)+[ |f(_r,,'),| dr'+v,(r), con (2.45)
_OE [p]
velr)== 0y (2.46)

En esta ultima ecuacion, se aprecia que veA(r) comprende un primer término debido a la
atraccion nucleo electron, un segundo término de repulsion culombica cldsica y un vie que
colecciona todas las contribuciones no clésicas; v, depende de p(r); por lo tanto, las

ecuaciones 2.43, 2.44 y 2.45 deben ser resueltas auto-consistentemente.

El desarrollo expuesto presenta mucha similitud entre DFT y HF. La diferencia importante
es que DFT no contiene aproximaciones, es exacto. El problema surge en que se desconoce la
expresion exacta de vy, por lo tanto se deben introducir, de todos modos, aproximaciones

sobre este funcional.!****

2.7.1. Funcionales de Correlacion-Intercambio

La piedra angular de DFT es la descripcion exacta del funcional de correlacion-
intercambio, E.. que involucra los términos no cldsicos, como la correlacion, el intercambio y

la diferencia en la energia cinética entre el sistema real y el de referencia. En la actualidad,
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existe un esfuerzo muy importante en el desarrollo de nuevos y mejores funcionales. Sin
embargo, se estd muy lejos de un funcional universal. Los funcionales E,. se dividen en
familias de acuerdo a como se implementd su aproximacion. Las familias més importantes
son Aproximacion de la Densidad Local (LDA), Aproximacion de Gradiente Generalizado

(GGA) y Conexion Adiabatica (hidridos y meta-GGA)."**%

La dependencia de E.. con p(r) se expresa como interaccion entre la densidad electronica y

una “densidad de energia” €., la cual a su vez depende de p(r):

E [p(r)=] plr)e, [olr))dr (2.47)

La densidad de energia, €, se trata siempre como una suma individual de contribuciones

de intercambio y de correlacion, es decir, &x = &x + &."

El primer método, LDA, se basa en la teoria del gas de electrones homogéneo para derivar
las funciones de correlacion-intercambio aproximadas. El empleo del gas de electrones
homogéneo para este proposito no es equivalente a asumir que la densidad es constante en
todo el espacio, sino que en un sistema no homogéneo con densidad electronica, p(r), como lo
es una molécula o un atomo, se aproxima el funcional Ex[p] por un valor correspondiente al
gas de electrones homogéneo en un entorno P(r+dr) (localmente homogéneo). La
aproximacion de LDA tuvo gran éxito en la prediccion de estructuras, en especial de metales

de transicion y de sistemas en el estado solido."***

A pesar de su éxito en la descripcion de algunos sistemas, en otros la densidad electrénica
esta lejos de ser espacialmente uniforme, y por ello la LDA tiene sus limitaciones. En la
aproximacion de GGA, se incluye, entonces, el cambio local de la densidad electronica, es
decir su gradiente, p(r). De este modo, obtiene una mejor descripcion de la densidad
electronica. El funcional de intercambio GGA mas popular al dia de hoy es el desarrollado
por Becke en 1988."2 Este funcional se abrevia como “B” (en algunas ocasiones B88) e
incorpora un parametro experimental."***” En relacion a los funcionales de correlacion GGA,
los mas importantes son los propuestos por Lee, Yang y Parr (LYP) y por Perdew y Wang

(PW)."

Por otro lado, otros funcionales de correlacion e intercambio no tienen pardmetros

ii  Es interesante mencionar que no existe una demostracion formal de que realmente la energia de correlacion e
intercambio pueda ser particionada en dos contribuciones aditivas.
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empiricos. Entre los mas conocidos se encuentra el de Perdew, Burke y Ernzerhof (PBE)."

En la literatura se encuentra cominmente que los funcionales de intercambio y correlacion
se especifican por dos acrénimos en ese orden respectivamente. Por ejemplo, el calculo con
BLYP combina el funcional de intercambio de Becke (“B”) con el de correlacion de GGA de

Lee, Yang y Parr (LYP).'%*?’

Otra forma de mejorar los funcionales de correlacion-intercambio han sido desarrolladas.
Una de ellas es extender la expansion de GGA usando el gradiente de segundo orden, y asi
considerar la densidad de la energia cinética del sistema de electrones que no interaccionan.

Estos funcionales son llamados meta-GGA.?’

En esta tesis s6lo se usaron los funcionales hibridos. Estos incorporan en el funcional de
intercambio parte o toda la energia de intercambio obtenida mediante el método de Hartree-
Fock. Esto se debe a que, como se explico en la seccion anterior, este método calcula de
forma exacta la energia de intercambio.'**” En algunos funcionales como B3LYP, se

incorporan pardmetros empiricos que son coeficientes para pesar las contribuciones locales y

no locales a la densidad €, y la parte de DFT y de HF para el intercambio &,."

Los funcionales hibridos se basan en el Método de Conexion Adiabatica. Este método
aproxima el calculo de la energia de correlacion-intercambio, mediante la conversion
paulatina de un sistema no-interactuante de KS de referencia a uno real, interactuante, a través

del empleo de teorema de Hellmann-Feynmann.'***’

En esta tesis se utilizaron principalmente funcionales hibridos, entre ellos B3LYP, CAM-
B3LYP, LC-BLYP y PBEO. Este ultimo, emplea un sélo parametro no optimizado

empiricamente, sino basados en argumentos de la Teoria de Perturbaciones."

2.8. Teoria del Funcional de la Densidad Dependiente del Tiempo

El formalismo de DFT basado en las ecuaciones de KS estd limitado a sistemas
independientes del tiempo, es decir, al estado basal. Sin embargo, si se desea establecer, por
analogia, una teoria dependiente del tiempo, se deben formular y comprobar primero las
versiones dependientes del tiempo de los dos teoremas de HK, para, luego, derivar de las

ecuaciones de KS dependientes del tiempo.
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En este sentido, el teorema de Runge-Gross (RG) puede ser visto como la version
dependiente del tiempo de los teoremas de HK y se constituye en la base en la que se
fundamenta formalmente el formalismo de KS dependiente del tiempo. El teorema de RG
establece que la densidad electronica exacta dependiente del tiempo, p(rf), determina el
potencial externo dependiente del tiempo, v(r,f), y la funcion de onda dependiente del tiempo,
Y(r,t) (ref 17, pagina 10). Asi se establece que tanto el potencial externo como la funcién de

onda dependiente del tiempo son funcionales de p(r,).

plr.t) < v[pl(r.t)+C(t) = W[pl(r,t)e " (2.48)

Una vez establecido de forma univoca que la densidad electronica dependiente del tiempo
determina tanto el v(r,t) como la W(r,t), el segundo requerimiento es establecer la existencia
de un Principio Variacional en analogia al caso independiente del tiempo, el cual fue descripto
anteriormente por el segundo teorema de HK. Entonces, si W(rf) es una solucion de la
ecuacion de Schrodinger dependiente del tiempo, se establece que la condicidn inicial, es

decir a tiempo #o:

W(pl(r,ty)=",[p](¢) (2.49)
luego, la Wo(#) corresponde a un punto estacionario de la integral de accion:'*"’
Alpl= [;dt<‘l’[p](r,t)i£—H(r,t)‘P[p](r,t>> (2.50)

Seguidamente, la densidad electronica exacta, p(r,f), puede obtenerse de la ecuacion de

Euler,"”

dAlp] _, (2.51)

Sp(r.t)

¢sto aplicando las condiciones de contorno apropiadas. En resumen, la variacion de la

integral de accion con respecto a p(r,f) indica la forma de obtener la densidad exacta.

Este principio de accion estacionario puede ser aplicado a fin de derivar la ecuacion de KS
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dependiente del tiempo, en analogia con la version independiente del tiempo. Asi, en analogia

a la ecuacion 2.43, la ecuacion de KS dependiente del tiempo se puede escribir:

. 0 I 2

ZEW(ql:t): _Evi—i_vq/"(ri’t) V(q,,1) (2.52)
donde ver es analogo a su version independiente del tiempo (ec. 2.45), es decir, es el

potencial local efectivo que al ser aplicado produce una densidad electronica de electrones no-

interactuantes que es exactamente igual a la densidad electrénica del sistema real,

Interactuante.

plr' t)  84.[p]
v (r t)=v(r, o)+ |rr_r,| dr +6p(r,t) (2.53)

En esta ecuacion w(r,f) es el potencial externo dependiente del tiempo y Ay, el Gltimo
término de la parte derecha de la ecuacion 2.53, corresponde a la parte de correlacion-
intercambio de la integral de accion. En A se colectan todos los efectos de correlacion y de
intercambio, en analogia a la version de KS independiente del tiempo, donde esos efectos
eran colectados por E,. (ecuacion 2.46). Al igual que con E,., en la version independiente del
tiempo, la forma exacta de 4. no se conoce y, por lo tanto, son necesarias aproximaciones

para este funcional.

2.8.1. Respuesta lineal en TD-DFT

Las energias de excitacion y la fuerza del oscilador (proporcional a la constante de
absortividad molar en espectroscopia) pueden ser obtenidas mediante las ecuaciones de KS
dependiente del tiempo, utilizando dos estrategias diferentes. Un alternativa es propagar estas
ecuaciones en el tiempo, lo cual se conoce como TD-DFT en tiempo real.'"™’ La otra
estrategia es la respuesta lineal de la ecuacion de KS dependiente del tiempo (LR-TDDFT),

la cual es la utilizada en esta tesis mediante el empleo del programa Gaussian.

En LR-TDDFT se analiza como cambia la densidad electrénica del sistema debido a una
perturbacion dependiente del tiempo dver en el potencial efectivo. La perturbacion que se

incluye es de primer orden, es decir:
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vf,?"t(r,t)zvef»(r,t)+6vqf-(r,t) (2.54)

siendo los términos que contienen dv.r los términos perturbativos. Asi, también se puede
expresar la funcién de onda y la densidad electronica dependiente del tiempo mediante un

esquema de perturbacion de primer orden.

—iet KS

W1(V,t)=e ( 1)4_6%(,,,’)
P(”J)Z,O)Er)—i-qép(r,t) (2.55)

donde ¥*3(qi) y p(r) son el orbital molecular de KS y la densidad electronica,

respectivamente, en el esquema independiente del tiempo.

Luego, en el desarrollo posterior del método de LR-TDDFT, el término perturbativo de
op(rt), se convierte en el dominio de las frecuencias, ®, mediante su transformacion de

Fourier, quedando definido como dp(r,m).

6[)(1’,0)):%:2Pia(w)Xi(q1)Xa(q1) (2.56)

donde

W ert
P (0)=—"—dv] (2.57)

donde Ov." es una observable que da cuenta de la probabilidad de perturbar el sistema

ua

llevando el electron del orbital ocupado i al virtual a. El hecho de que dp(r,®) sea una
sumatoria, indica que la perturbacion del sistema que termina en la formacion de un estado
excitado puede conllevar la contribucién de varias transiciones electronicas, cada una con su

peso P, en la sumatoria.

Finalmente, mediante el desarrollo de estas expresiones puede llegarse a una ecuacion de
autovalores, de la cual se obtiene la frecuencia, m, a la que ocurre la excitacion. El desarrollo

detallado se puede revisar en las referencias.'®'
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2.9. Solvente Implicito

La mayoria de los procesos quimicos ocurren en solucion, es decir donde el medio es un
solvente. Este, en algunos casos, puede participar directamente del proceso quimico, como
por ejemplo, una reaccion de hidrolisis de éster o una solvoélisis en Snx1. En otros casos, el
solvente no interviene directamente, pero ofrece un ambiente que afecta la estabilidad de las
distintas especies presentes en la reaccion (reactantes, estados de transicion, intermediarios o
productos). Por ejemplo, afecta la velocidad al determinar la energia relativa del estado de
transicion en una reaccion Sn2. En este ultimo caso, una variedad de modelos de solvente

implicito han sido propuestos, tanto para Mecéanica Cuantica como Mecanica Molecular.

La energia libre de solvatacion (AGsor) se puede descomponer en tres contribuciones:

AG ,=AG

sol

+ A G(fav + A Gvdw (25 8)

elec

El primer componente es el electrostatico, el segundo es el costo de cavitacion,™ y el
ultimo es el que refiere a las interacciones de van der Waals entre solvente-soluto, el cual
puede ser dividido en un término repulsivo (AGrp) y otro de dispersion atractivo (AGuisp). El
término mas critico es el primero, relacionado con la contribucion electrostatica a la
solvatacion. En esta seccion, se trataran sélo los modelos de solvente implicito dentro de los

calculos de Mecanica Cuantica.

Para la contribucion electrostatica se aplica el modelo que se conoce como Campo de
Reaccion (RF, por Reaction Field), en el cual el soluto, que se encuentra en una cavidad
dentro del solvente, polariza al solvente, y €ste a su vez induce un campo eléctrico sobre el
soluto (Figura 2).** El RF dentro de la Mecanica Cuantica, se conoce como campo de
reaccion auto-consistentemente (SCRF) considerando el hamiltoniano del sistema (Hio)
como hamiltoniano en fase gaseosa (Ho) mas una perturbacion (Hp) impuesta por la presencia

del solvente.

H,=H,+H, (2.59)

Hay distintos modelos de SCRF que varian fundamentalmente en como se define la

iii Costo de cavitacion se refiere al trabajo necesario para generar un cavidad para el soluto en contra de la
presion del solvente y de la penalidad entropica asociada con la reorganizacion de las moléculas de solvente.
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Figura 2: Representaczon esquematica de las contribuciones a la solvatacion en el planteo
del campo de reaccion. a) Se genera la cavidad donde va el soluto (pérdida de entropia
asociada a la “energia de cavitacion”). b) El soluto es polarizado por el solvente y este a su
vez se polariza por el soluto, lo que se asocia a la contribucion electrostdtica; ademas habrd
un potencial de interaccion de van der Waals a nivel superficial (corta distancia, resaltado en

fucsia)

cavidad y la distribucion de cargas del soluto.

El modelo de SCREF utilizado en esta tesis es el PCM (método del Continuo Polarizado).”!
En el PCM, la cavidad esta definida por la conjuncion de esferas con radios atobmicos de van
der Waals aumentados un 20% aproximadamente.”” La distribucion de carga del soluto, q(r),
es la suma de la distribucion de carga nuclear discreta, guuc(r), y la funcién de densidad

electronica, p(r).

En este modelo, la cavidad es dividida en pequefios elementos de superficie, y la
polarizacion del solvente es representada a través de cargas puntuales sobre dichos elementos.
La magnitud de cada carga superficial es proporcional al flujo del campo eléctrico en ese
punto. Entonces la distribucion de cargas del soluto genera cargas superficiales devenidas de
la polarizacion del solvente, y estds, a su vez, polarizan al soluto modificando su distribucion

de cargas, y con ellas a la densidad electronica.”

El segundo y el tercer término correspondientes a la pérdida de entropia para generar una
cavidad en el solvente donde se aloja el soluto y la estabilizacion debida a interacciones de
van der Waals (balance entre repulsion y dispersion), respectivamente, son los términos mas
sencillos de calcular. La mayoria de los modelos continuos utilizan parametros similares a los
empleados en Mecanica Molecular Clésica y parten de modelos sencillos parametrizados para
adecuarse al comportamiento de gases nobles en estado liquido. Existen parametros
adecuados para la mayoria de los a&tomos de la tabla periddica y dependen largamente de su

polarizabilidad y tamafio atdmico.”*
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2.10. Mecanica Molecular

Muchos de los problemas que son de interés en Modelado Molecular, involucran sistemas
cuyos tamafios son demasiado grandes para ser tratados con métodos de Mecanica Cuantica
(QM). Debido a que los métodos QM tratan a los electrones explicitamente, la resolucion de
la ecuacion de Schrodinger, es muy costosa computacionalmente. La mecénica molecular
(MM) es entonces usada para calcular propiedades de sistemas con un gran numero de
atomos. En algunos casos, a partir de los métodos MM se obtienen resultados con una
exactitud igual a los calculos QM de mas alto nivel, pero en una fraccion de tiempo mucho
menor. Sin embargo, los métodos MM no pueden evaluar propiedades que dependan de la

densidad electrénica ni describir formacion y/o ruptura de enlaces.

Los métodos MM funcionan adecuadamente debido a la validez de varias aproximaciones.
La primera de éstas aproximaciones es la de Born-Oppenheimer (seccion 2.3.), sin la cual

seria imposible describir la energia del sistema en funcion de las coordenadas nucleares.'>*"*

M
1 2
H =-— ——V +E 2.60
nuc Z_: 2MA A elec ( )

No obstante, en la ecuacion de Schrodinger para los nucleos (comparar ecuaciones 2.14 y
2.60) el primer término es la energia cinética nuclear y el segundo justamente la energia
electronica que se intentd calcular en las secciones anteriores referidas a las aproximaciones
de Mecanica Cuantica. En vez de resolver el problema cudntico electronico para obtener Eelec,
la MM trata de aproximarla mediante potenciales analiticos clasicos muy convenientes
computacionalmente que describan todas las interacciones intra- o intermoleculares. Por

ejemplo, el potencial asociado a la distancia entre los nicleos en una molécula de hidrégeno,

puede ser aproximado por un potencial de Morse V(r)zDe[1—6:7“(“"")]2 donde r es la
distancia entre los nucleos, 7. es la distancia de equilibrio, D, es el potencial minimo, a es un
parametro asociado a una constante de fuerza del potencial proximo al minimo. Este potencial
puede ser utilizado para calcular la energia empleando una forma analitica sencilla para
cualquier posicion de los nucleos. En estas formulas en las que la presencia de los electrones

no es tenida en cuenta explicitamente se denominan campos de fuerza y seran de gran utilidad
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para las simulaciones de Dindmica Molecular (seccion 2.12.) .7

La descripcion del potencial de interaccion de un sistema de muchas particulas se obtiene a
partir del potencial de interaccion de pares, triples, cuadruples, etc. La segunda aproximacion,
es que, dado un potencial de interaccion entre dos particulas v;, el potencial para las N

particulas del sistema se obtiene como la suma sobre todos los pares posibles, es decir:

N
Vr, 7y, e ry) =209, 2.61)

i<j

Esta aproximacion se ha obtenido dejando de lado los potenciales de interaccion de orden

mayor a dos y tomando sélo las interacciones de a pares.”

Resumiendo, la definicion de los potenciales clasicos no es independiente de las
propiedades cudnticas de las interacciones. En primer lugar, la dinamica de los ntcleos y de
los electrones se desacopla siguiendo la aproximacion de Born-Oppenheimer. De este modo,
pasa a tener sentido la propagacion de las trayectorias de los nucleos en una superficie de
energia potencial generada por los electrones. Esta superficie podria ser obtenida por célculos
de estructura electronica en todos los pasos de la trayectoria. En la practica, estos calculos
pueden ser hechos para grupos pequefios de particulas. Funciones analiticas, como el
potencial de Morse, son entonces ajustadas a las curvas de energia potencial obtenidas. Estas
curvas son usadas para construir la superficie de energia potencial generada por los electrones
en sistemas mas complejos, pero sin la necesidad de la realizacion de célculos de estructura

electrénica.”’

Diversos tipos de potenciales analiticos pueden ser usados para las interacciones entre
particulas. Estos deben ser escogidos para cada tipo de interaccion, buscando la mejor
representacion de la curva de energia de potencial verdadera, de acuerdo con los recursos
computacionales disponibles y con el tipo de fendémeno observado. Estos potenciales
analiticos podrian ser usados para propagar la trayectoria, tanto cuanticamente, de acuerdo
con la ecuacion de Schrodinger, como clasicamente por las ecuaciones de Newton. El célculo
de las trayectorias usando Mecanica Clasica es, evidentemente mucho mas rapido. Para el
estudio de propiedades dinamicas de biomoléculas a la temperatura ambiente, esto resulta

computacionalmente muy conveniente, por lo que una de las principales aplicaciones de la
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MM es aportar potenciales para las simulaciones de Dinamica Molecular de sistemas de

tamafo considerable.?’

La energia térmica tipica (~ksT) de un sistema a la temperatura ambiente es del orden de
0,593 kcal/mol. Por lo tanto, la energia de la mayoria de los enlaces covalentes es 2 o 3
6rdenes de magnitud mayor que la energia ks7?° La ruptura de un enlace covalente no es
estadisticamente relevante en una simulacién de cientos de nanosegundos. De esta forma, no
es necesario representar toda la curva de energia potencial de la molécula mediante un
potencial disociativo, como el de Morse. El enlace covalente tendra siempre una distancia
proxima a la correspondiente al minimo de energia. En esta region, el potencial puede ser
aproximado de forma conveniente por un potencial armonico ( ley de Hook). Este es el caso
de todos los enlaces covalentes en moléculas comunes, en particular en biomoléculas, en las

temperaturas y escalas de tiempo que son generalmente estudiadas por Dindmica Molecular.”

2.10.1. Campos de Fuerza

La mayoria de los campos de fuerza usados en la actualidad para sistemas biologicos de
tamafio considerable contienen las expresiones de energia mas sencillas, entre los posibles
disefios de formulas. Estos pueden ser expresados por un potencial de interaccion de cinco

términos, que describe potenciales intra- e intermoleculares dentro de un sistema.

Emtal = Z Kr<r_req)2+ Z KH(H_Heq)Z
enlaces angulos
+ & [1+cos(np—y)]
diédros 2 (262)
Aij B ij q:4 ;
chc;er r ;1/'2 r ,(; coul%icas grij
Waals

Los tres primeros términos se refieren a las interacciones intramoleculares (enlazantes),
estos son: energia de estiramiento de enlace, energia de deformacion de angulos y energia de
rotacion de enlace o variacion de angulo diedro, respectivamente. La desviacion de los
enlaces y angulos, respecto a sus valores de equilibrio (re; y 6y), tiene asociada penalidades

energéticas. Los dos ultimos términos corresponden a las interacciones intermoleculares (no
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enlazantes). De este modo, el penultimo término de la ecuacion 2.62 expresa la energia de van

der Waals y el ultimo la energia culombica.

Los campos de fuerzas mas complejos pueden tener términos adicionales, como aquel que
describe el acople entre los términos no enlazantes u otro que tiene en cuenta las interacciones

de puente de hidrogeno.

Para definir el campo de fuerza, se debe especificar, no solo la forma funcional, sino
también los pardmetros (es decir, constantes como K,, V, y 4; en la ecuacion 2.62); dos
campos de fuerza pueden usar formas funcionales idénticas, pero tener parametros muy
diferentes. A pesar de ello, campos de fuerza con la misma forma funcional, pero con
diferentes parametros, y campos de fuerza con diferentes formas funcionales, pueden dar
resultados de exactitud comparable. ** Debido a que utiliza un potencial de a pares (ecuacion
2.61), la parametrizacién incluye el efecto de muchos cuerpos. Este potencial, asi

parametrizado, se denomina potencial efectivo.

Otro punto importante a tener en cuenta, es el concepto de “tipo de atomo”, el cual es
comun en la gran mayoria de campos de fuerza. Asi, se asigna a cada atomo un tipo de dtomo,
el cual confiere la informacion del nimero atomico, hibridizacion y entorno (otros dtomos a
los que estd unido).” Cada parametro tiene en cuenta los tipos de atomos que involucra,
debido a que, en general, debe haber una distincion entre, por ejemplo, el nitrégeno con
hibridizacion sp’ de uno sp®. Ademas, siguiendo con el ejemplo, dentro de este ultimo grupo
se debe distinguir el entorno atomico, es decir, no es lo mismo un nitrégeno amida, que uno
imina o uno en un anillo aromatico. Los tipos de atomos y diferencias varian con el campo de

fuerza.

Uno de los mayores desafios para la realizacion de Dindmica Molecular es la
parametrizacion de los campos de fuerza. No siempre el ajuste de curvas de energia potencial
obtenidas por célculos de estructura electrénica de pequefios grupos de moléculas es
satisfactorio. Un campo de fuerza esta generalmente parametrizado para reproducir ciertas
propiedades, generalmente, estructurales o termodindmicas, por ejemplo, entalpia de
vaporizacion y densidad en el caso de los liquidos, energia libre de solvatacion en el caso de
los iones solvatados; factores de estructura obtenidos por rayos X para solidos (metales,

oxidos, sales, etc.), el coeficiente de transporte, entre otras.***’

Una caracteristica importante de los campos de fuerza es la transferibilidad de la forma
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funcional y de los parametros. Esto significa que el conjunto de parametros con el cual se
disefi6 el campo de fuerzas puede ser transferido a moléculas relacionadas, sin la necesitad de
tener que ajustarlos a cada nueva molécula.** El término transferibilidad no significa que los
parametros no sean transferibles entre distintos campos de fuerza. Esto es debido a que cada
uno de ellos utiliza diferentes formas funcionales y diferentes correlaciones entre los

parametros y su respectivo potencial clasico.”’

En el caso de moléculas como las proteinas, la parametrizacion es todavia mas compleja.
La cantidad de datos termodindmicos experimentales que estan disponibles para las proteinas
es bastante limitado. Por esta razon, la parametrizacion de un campo de fuerza para proteinas,
generalmente involucra un trabajo sistematico que intenta reproducir datos energéticos
obtenidos a partir de célculos QM. Los datos experimentales son usados cuando se
encuentran disponibles, como por ejemplo, las frecuencias de estiramiento de diversos enlaces

covalentes de aminoacidos.”’

2.11. Docking Molecular

2.11.1. Reconocimiento Molecular

Un farmaco (ligando) es una molécula que actia en el organismo con el fin de producir o
bloquear una respuesta bioldgica. El farmaco interacciona en el organismo con una
determinada macromolécula receptora (en general una proteina), la cual es la responsable de
algiin efecto bioldgico que desea activar o bloquear. Los farmacos se unen a una region
especifica (sitio) de la proteina receptora, esta region puede ser un sitio activo de la proteina o
un sitio alostérico. El reconocimiento molecular receptor-ligando depende de la
complementariedad de caracteristicas estructurales y fisico-quimicas de las moléculas
interactuantes. Las caracteristicas fisico-quimicas definen el grado de afinidad y de
especificidad entre el ligando y el bioreceptor, los cuales estan dados por interacciones
intermoleculares, que comprenden fuerzas electrostaticas, de dispersion, interacciones

hidrofobicas y puentes de hidrogeno.

La interaccion ligando-proteina no siempre es facil de caracterizar experimentalmente, ya

sea por microscopia de rayos X, escaneo mutagénico de cisteinas usando ligando tio-reactivos
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o marcado de fotoafinidad mediante MALDI-TOF, entre otros métodos.?***** Muchos de estos
experimentos se basan en mutantes de la proteina de interés, los cuales no siempre se logran
producir sin ver alterada la funcion o estructura proteica. Aun mas dificil es caracterizar
cuales son los tipos de interacciones especificas, es decir describir la interaccion a nivel
atomistico. En este sentido, el docking molecular es un método que predice el lugar y modo
en que un ligando se une a la proteina, y con que afinidad (estimacion de la energia de

ligado).

La mayoria de los algoritmos de docking molecular predicen el lugar, modo y afinidad de
ligado a través de pasos: 1) generar un numero grande de modos conformacionales del
ligando (conférmeros), recorriendo el espacio configuracional, es decir, variando su posicion,
orientacion y la rotacion de diedros, 2) evaluar la interaccion entre el ligando y la proteina, y
asi determinar la energia de unidon del conférmero a la proteina 3) establecer un orden de los
conformeros generados de acuerdo a su variacion estructural y afinidad por la proteina
(energia de unidn), permitiendo identificar aquel de mayor interés. La evaluacion de la
energia de union, y con ello la prediccion de la actividad biologica, se realiza a través de una

funcion de evaluacion (en inglés scoring).

El método de docking es una pieza clave dentro del area de Disefio Racional de Farmacos,
permitiendo una descripcion adecuada del proceso de reconocimiento molecular. Esta
descripcion permite conocer cudles son las caracteristicas fisico-quimicas por las cuales la
unién de ligando a una proteina promueve la modulacion de una respuesta biologica
(activacion o inhibicion). El conocimiento de estas caracteristicas permite plantear el disefio
de nuevos y mejores farmacos, asistiendo asi a un disefio racional dirigido sin la necesidad de

realizar una busqueda farmacologica ciega. '***7?!

2.11.2. Funciones de Evaluacion (Scoring Functions)

La evaluacion precisa, con un costo computacional razonable, de la afinidad de interaccion
entre los ligandos y sus receptores seria de enorme beneficio para el disefio racional de
farmacos. Este hecho posibilitaria la prediccion de la afinidad de un gran numero de
compuestos antes de ser sintetizados, agilizando el proceso del desarrollo farmacolégico
como un todo. Sin embargo, el proceso de obtener una estimacion adecuada de la energia libre

de union de un complejo ligando-proteina es una tarea bastante costosa computacionalmente

58



2. Modelos y Métodos

(por ejemplo, a través de métodos perturbativos como FEP* u otros mas eficientes como
LIE®). La necesidad de funciones de evaluacion mas rapidas, que puedan ser utilizadas por
los programas de docking, ha llevado al desarrollo de un gran nimero de funciones que hacen
uso de aproximaciones para la validacion del complejo ligando-proteina. Dentro de ese gran
numero, se pueden encontrar principalmente tres clases:*' 1) funciones basadas en campos de
fuerza, 2) funciones empiricas y 3) funciones basadas en conocimiento. Las habituales
funciones de evaluacion basadas en campos de fuerzas tienen limitaciones muy importantes
porque fueron originalmente formuladas a fin de modelar contribuciones entéalpicas en fase

gaseosa sin incluir términos de solvatacion y entropicos.”’!

En esta tesis se utilizo el programa de docking llamado Autodock,* el cual pertenece a la
clase de algoritmos basados en campos de fuerza. En este caso, el campo de fuerza fue

calibrado usando un conjunto de estructuras conocidas de complejos ligando-proteina®

2.11.3. Autodock

El paquete de programas Autodock,* aplica docking para buscar complejos proteina-
proteina, ligando-proteina y sitios activos dentro de proteinas. Este programa, que fue el

utilizado a lo largo de la tesis, utiliza funciones basadas en el campo de fuerza AMBER.*

Para remediar algunas de las deficiencias de los campos de fuerza tradicionales, el
programa Autodock utiliza funciones de energia libre empiricas que intentan reproducir las
constantes de unioén observadas. Como aproximacion, Autodock agrega dos términos: uno que
tiene en cuenta la solvatacion y otro que tiene en cuenta la entropia debida a la restriccion en

los grados de libertad conformacionales del ligando luego de la union. **

El AG de unioén en solvente es calculado por Autodock a través de un ciclo termodindmico
formulado por Wesson y Eisenberg (Figura 3).”° En la figura, se puede observar que varias
moléculas de solvente (diagramadas con circulos, Figura 3) que estaban solvatando
(ordenadas) a la proteina y al ligando se liberan (desordenandose) cuando ocurre la formacion
del complejo proteina-ligando. Esto produce un efecto entrdpico, que es parte del efecto
hidrofobico. El orden del solvente alrededor de la proteina y del ligando, cuando estan unidos
como cuando no lo estan, estd fuertemente influenciado por la formacion de puentes
hidrogeno entre las moléculas de solvente y la proteina o el ligando. La funcion de evaluacion

de Autodock puede estimar la contribucion entalpica debida a la formaciéon de puentes
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unign-vacio
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Figura 3: El ciclo termodinamico que emplea el programa Autodock para realizar las estimaciones de los AG
de union proteina (P) - Ligando (P)

hidrégeno.”’

De acuerdo con la ley de Hess, el cambio de energia libre entre dos estados serd la misma,
sin importar el camino. De esta forma, se puede seguir el ciclo termodindmico mostrado en la

Figura 3 y calcular la energia libre de union en el disolvente mediante la siguiente ecuacion:

A Gsolvenle: A Gvucio +A G

union union Solvatacion Complejo(PL) -A G Solvatacion( P+ L) (2 . 63)

Esta ecuacion se puede escribir de una forma mas conveniente y relacionada a lo que es

una funcion de evaluacion.®

solvente Ai‘ B,“ C[.A Di‘
NG =W S (L =DV W e 2 E (1) (2= L)
i.iqgj Ty ij - rij7 ’ (2.64)
+ Welec Z : + Wtor Nt0r+ Wdeso/v Z (Sl VJ) eilﬂ”ud
ij 8(’”;‘;’)’”1} i

donde i, es el atomo del ligando y j el atomo del receptor. Los cinco factores W son

coeficientes empiricos determinados mediante un andlisis de regresion lineal utilizando un
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conjunto de energias de union de complejos proteina-ligando experimentales. Los subindices
de estos coeficientes son: vdw (interaccion de van der Waals), puente H (puente de
hidrogeno), elec (interaccion electrostatica), for (modela la restriccion a los grados de libertad
de diedros, rotacionales y de translacion debidos a la union) y desolv (modela la desolvatacion
y el efecto hidrofobico debido a la unidn). Las restantes variables de la ecuacion 2.64 son: 7; (
distancia entre el atomo i y j), E(t) (funcioén peso basada en el dngulo ¢ del puente hidrogeno),
g(ry) (funcion dieléctrica dependiente de la distancia)®®, N, (nimero de enlaces simples que
pueden rotar), S; (parametro de solvatacion para el atomo i, siendo éstos solo los carbonos
apolares del ligando, i.), V; (volumen parcial para el a&tomo j) y o (constante de distancia
gaussiana, cuyo valor es 3,5A).** Los parametros dentro de cada sumatoria son obtenidos a

partir de parametros del campo de fuerza AMBER (ver proxima seccion).

La funciéon de evaluacion de Autodock fue parametrizada ajustando los valores de W;
(siendo 1, vdw, puente H, elec, tor o desolv) de la ecuacion 2.64 a través de la correlacion
lineal con los AG,, a partir de las constantes de inhibicion (Ki) de una gran cantidad de

complejos proteina-inhibidor segun la ecuacion:

A Gs’olvente: A H.s’olvente _ T A S.m]veme:RT ln (KI) (265)

union union union

olve ., . oo . ., . ,
El valor de AG)™ (uni6n del inhibidor de la enzima en solucion), se obtiene a través

union
del calculo de AG.%Y . que se obtiene de la simulaciéon de docking, y estimando el cambio
de energia libre de solvatacion de las moléculas separadas, P y L, y para el complejo, PL
(términos AGsowatacion 1) Y AGiolvatacion Complejo (PL), T€SpPECtivamente; ver ecuacion 2.63). Por lo

tanto, a partir de la energia libre de union en solucion, se puede estimar la constante de

inhibicion K; para el ligando, L, a partir de la ecuacion 2.65.%

Para predecir la conformacion y orientacion de un ligando en un sitio de unién de la
proteina, y con ello su actividad biologica, el Autodock realiza una busqueda conformacional
y evalua las funciones de evaluacion de cada complejo proteina-ligando que encuentra. La
busqueda conformacional se realiza manteniendo la proteina fija y variando posicion,
orientacion y angulos diedros del ligando. Entonces la cantidad de las posibles
conformaciones de un ligando que pueden generarse debidas solo a la rotacion de los diedros

es igual a:
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N
, . 360
Numero de conformaciones = H -
i=1 '

1

(2.66)

donde 6; es el incremento (en grados) del angulo de la torsion para el enlace i. El numero
de conformaciones crece en un modo excepcional con el nimero de enlaces que pueden rotar
(enlaces simples). Por ejemplo, si hay cinco enlaces simples con un incremento de 30°, para
cada enlace, entonces se generarian 248.832 estructuras. Si el nimero de enlaces simples se
incrementa a siete, entonces las estructuras generadas incrementarian a casi 36 millones.***' Si
se quisiera realizar una busqueda conformacional sistemdtica para explorar el espacio
conformacional y encontrar la conformacion que mejor se ajuste con la proteina, el primer
ejemplo llevaria 69 horas, y el segundo ejemplo 415 dias de célculo. Entonces, ya que una
busqueda sistemadtica resulta inviable para la mayoria de los casos, hay que pensar en otras
alternativas. Debido a este inconveniente, existen distintos algoritmos de busqueda
conformacional implementados en el programa Autodock, ellos son: simulated annealing
(SA), algoritmo genético (AG), busqueda local (BL) y algoritmo genético lamarkiano (AG
lamarkiano). Sélo se comenta este ultimo debido a que en el transcurso de esta tesis se utilizo

el AG lamarkiano.

2.11.4. Algoritmo Genético Lamarkiano

El algoritmo genético lamarkiano es un método que combina otros dos: el algoritmo
genético con el de busqueda local adaptativa. El AG lamarkiano mejora el rendimiento en

comparacion con SA y AG.*

Los algoritmos genéticos (AG) son una clase de métodos basados en evolucion bioldgica y
se plantearon con el fin de encontrar las soluciones Optimas a los problemas.* El primer paso
es crear una “poblacion” de posibles soluciones. Esta poblacion inicial, corresponderia a un
conjunto de conformaciones de la molécula creadas al azar. Cada miembro de la poblacién
esta codificado por un “cromosoma”, que estd guardado en una secuencia lineal de bits (es
decir, ceros y unos). El cromosoma codifica los valores de torsion, posicion y orientacion. El
codigo binario que codifica a cada torsion, traslacion o rotacion, se denomina “gen” (Figura
4). La poblacion inicial se obtiene facilmente a través de una configuracion aleatoria de los

ceros y unos del cromosoma. La creacion de la poblacion inicial es seguida de ciclos sobre
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Figura 4: El cromosoma que contiene cada una de los torsiones de la molécula, la rotacion
(definida como cuaternion) y la translacion. Cada torsion, translacion o rotacion es un gen.
La translacion y la rotacion se definen a partir de centro de rotacion (punto en verde) que
puede o no coincidir con el centro masas.

generaciones, que se repiten hasta que se alcance el maximo numero de generaciones o de
evaluaciones de energia, lo que ocurra primero. Cada generacion consiste de cinco etapas: 1)
transduccion y evaluacion de la funcidn aptitud, 2) seleccion 3) entrecruzamiento 4) mutacion
y 5) seleccion elitista. En el AG lamarkiano, cada generacion es seguida de una busqueda
local, que se realiza sobre una fraccion predeterminada de la poblacion. Cada uno de estos

cinco pasos consisten en :

1. La transduccion decodifica el cromosoma de cada miembro de la poblacion y le
asigna los valores de diedros, rotacion y traslacion. Luego, la funcion aptitud de cada
miembro es evaluada. Esta funcién es la suma de las energias de interaccion

intermolecular proteina-ligando e intramolecular del ligando.

2. La seleccion establece (a través de una ecuacion, ref. 34) cuales son los individuos que
pueden reproducirse, teniendo mayor probabilidad aquellos cuya aptitud es mayor que

la promedio.

3. El entrecruzamiento primero selecciona al azar un porcentaje pre-establecido de
individuos y luego selecciona aleatoriamente una posicion i (1 <i < /-1, donde / es la
longitud cromosoma) en el cromosoma para realizar el entrecruzamiento. Dos nuevos
cromosomas son creados mediante el intercambio de bits entre la posicion i+1 y /. Por

ejemplo, supongamos los dos cromosomas siguientes:
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\J
00100011110001

11000011001100
A

Los triangulos indican el punto de entrecruzamiento. Entonces los nuevos cromosomas

son:
A\

00100011001100

11000011110001
A

En este caso la descendencia reemplaza a los progenitores.

4. En la mutacion se selecciona aleatoriamente un bit del cromosona y lo cambia de cero
a uno o viceversa. La mutacion usualmente tiene baja probabilidad de ser aplicada. En

este caso, también el hijo reemplazada al padre.

5. Luego, de los pasos de seleccion, entrecruzamiento y mutacion, se establece un orden
de los individuos de la poblacion de acuerdo a su funcion aptitud. A partir de este
orden, la seleccion elitista determina cuales sobreviven en la siguiente generacion. La

cantidad de sobrevivientes estd predeterminada.

Los algoritmos genéticos fueron originalmente propuestos como una técnica para llevar a
cabo busquedas conformacionales y encontrar minimos globales. Aunque en el analisis
conformacional de moléculas complejas el objetivo es tener un método efectivo para generar

un numero muy grande de buenas soluciones (estructuras de baja energia).?***404!

En la basqueda AG lamarkiana, la aptitud asociada con un individuo en el algoritmo de
seleccion AG se actualiza siempre utilizando la busqueda local, la cual se efectiia sdlo sobre
los diedros. Ademas, en cada generacion se puede realizar busqueda local sobre una fraccion

de la poblacion, la cual esta previamente determinada.

En el caso del programa Autodock el método de busqueda local esta basado en el de Solis y
Wets,* el cual tiene la gran ventaja de no requerir la informacion de gradientes del entorno
local de energia, facilitando asi la blisqueda en el espacio de los diedros. Asimismo, este
método es adaptativo, ajustando el tamafio del paso de buisqueda dependiendo de las energias

que encuentra en iteraciones previas.**

Al finalizar una serie de simulaciones de AG lamarkiano se tienen una coleccidon de los
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mejores individuos de cada simulacion (o sea conformaciones del ligando en el sitio). Para
analizar estos conjuntos de resultados estas conformaciones son agrupadas siguiendo criterios
de similitud conformacional del ligando en el sitio, que se pueden obtener a partir del calculo
de la desviacion de la geometria obtenida respecto de una de referencia (la de mas baja
energia, la primera obtenida, una estructura cristalografica con el ligando co-cristalizado con
la proteina o cualquier otra referencia conveniente). Para cuantificar dicha desviacion puede
utilizarse la desviacion cuadratica media (definida en la seccion 2.12.6.). Este tipo de
agrupacion se denomina andlisis de cluster y resulta 1til para distinguir entre estructuras que
tienen conformaciones substancialmente diferentes en un mismo sitio o entre aquellas que van

a sitios diferentes que pueden estar relativamente proximos.

2.11.5. Mapas de Grilla

Una forma simple y rapida de resolver las interacciones entre cada conférmero y la enzima
es utilizar una grilla que rodea al sitio de unién (de interés) de la enzima o incluso toda la
enzima (Figura 5). Por cada tipo de 4tomo del ligando se construye una grilla, calculando en
cada punto de ella la energia de interaccion culombica y de van der Waals entre este tipo de
atomo del ligando y los tipos de atomos de la proteina. Estos datos son almacenados y, luego,
computada la energia de interaccion entre la proteina y ligando en una conformaciéon
particular, asignando cada 4tomo al punto de la grilla mas cercano (o interpolando, lo cual es
computacionalmente costoso), y el valor de energia correspondiente para este tipo de atomo
en ese punto. La disminucion del espaciamiento entre los puntos de la grilla aumenta la

precision en el calculo de la energia, como también su costo.!?7’

La grilla tiene en cuenta sélo los términos de la ecuacion 2.64 que involucran la interaccion
del ligando con la proteina (puente de hidrogeno, culombica y de van der Waals). Aunque, en
Autodock, los términos de solvatacion también son pre-calculados para el ligando partir de la
grilla.** En el caso de los términos de torsion y de las interacciones internas de ligando
(energia interna), dependen del la conformacion que adopte el ligando, por lo tanto no pueden

ser pre-calculados.
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Figura 5: Mapa de grilla para el carbono alifatico del
ligando (puntos en rojo). La proteina esta representada en
cintas verdes y el ligando dockeado por esferas blancas que
representan a sus radios de Van der Waals. Se puede ver el
tamario total de la caja de la grilla en las lineas blancas.

2.12. Dinamica Molecular

La Dinédmica Molecular es una simulacion computacional en donde se determinan los
movimientos de las particulas de cualquier sistema, conociendo el potencial de interaccion
entre las particulas del sistema y las ecuaciones que rigen su movimiento. Siendo las

interacciones entre las particulas descriptas generalmente por un campo de fuerza.

Por lo tanto, la Dindmica Molecular permite estudiar la evolucion temporal de las
configuraciones del sistema y, con ellas, determinar las propiedades macroscopicas conforme

a los principios de la Mecénica Estadistica.

El nimero de particulas que componen el sistema a ser simulado depende de la naturaleza
del propio sistema, de las propiedades que se desea estudiar y de la capacidad computacional
disponible, pero sobre todo, debe ser representativo del sistema macroscopico real. En la
actualidad, es posible estudiar sistemas que poseen hasta 10° atomos. Las propiedades de

equilibrio del sistema de estudio son determinadas a partir de los promedios temporales sobre
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un intervalo de tiempo suficientemente grande en la escala atomica, aproximadamente entre
10" a 10°® segundos de tiempo real. El tiempo total de simulacion depende de los procesos
dindmicos que se investiguen y de la convergencia estadistica de las propiedades de interés.
Por ejemplo, la energia de interaccion y la funcidn de distribucion radial convergen
répidamente, mientras que otras, como la presion, la tension superficial y los coeficientes de

transporte requieren trayectorias largas para poder converger.

Una caracteristica importante del método de Dindmica Molecular es que se establece una
fuerte sinergia con los estudios experimentales. Los resultados de las investigaciones
experimentales, generalmente, motivan y guian los estudios de Dindmica Molecular. A su vez,
los resultados obtenidos mediante Dinamica Molecular proporcionan explicaciones detalladas
a nivel atomistico de las observaciones experimentales. Otra caracteristica importante es la
gran diversidad de sistemas que puede ser estudiados mediante esta metodologia, que van
desde sistemas homogéneos como gases, fluidos supercriticos, liquidos, soluciones y mezclas,
hasta sistemas poco homogéneos como interfaces, biomembranas, polimeros organicos e
inorgénicos, polisacaridos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos y sus complejos, y también

sistemas como zeolitas, sélidos cristalinos y vitreos, y nanomateriales, entre otros.

Existen distintos campos de fuerza aplicados a la Dinamica Molecular, entre los mas
importantes podemos encontrar AMBER, GROMOS y CHARMM, los cuales presentan
distintas versiones de acuerdo a las modificaciones que se le fueron realizando a lo largo del
tiempo. Estos campos de fuerza, han sido disefiados especialmente para el estudio de sistemas
bioorganicos. Cada campo de fuerza, por lo general, viene como un paquete de programas,

incluyen un integrador de las ecuaciones de movimiento, y herramientas de analisis.

2.12.1. Condiciones Periodicas de Contorno

La simulacién de un sistema, sea éste una molécula individual o un conjunto de dtomos o
moléculas, requiere establecer las condiciones de contorno para el mismo. La condicion mas
simple es que dicho sistema limite con el vacio. Esta condicion, si bien en general
inapropiada, puede ser parcialmente aceptable para moléculas aisladas pero no resulta
apropiada en absoluto para simular liquidos, soluciones o so6lidos, a no ser que se esté

particularmente interesado en simular la interfaz sistema-vacio.

La simulacion del sistema inmerso en el vacio produce efectos generalmente indeseados.
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Si se trata de una molécula tnica, aquellos 4&tomos en contacto con el vacio estaran afectados
por fuerzas diferentes a las que existen en un sistema con las condiciones de borde reales
produciendo una distorsion de la superficie. Para macromoléculas esto significa que la
conformacion superficial estard deformada; para moléculas chicas la conformacion de toda la
molécula puede verse afectada. Para un fluido —gas o liquido— la simulaciéon en vacio es
altamente artificial y probablemente el sistema comenzaréa a vaporizarse lentamente. Es claro
que podemos tratar de evitar, al menos en parte, estos efectos indeseados introduciendo ciertas
particularidades en el campo de fuerzas. En términos generales, ya sean moléculas en solucién

como solidos, el sistema estara inmerso en un fluido, sea un solvente o un gas.

Ninguno de los problemas mencionados existiria para un sistema lo suficientemente
grande. Pese al enorme desarrollo de los equipos de computacion es evidente que el numero
de particulas que se pueden manejar es pequefio respecto de cualquier sistema real. En una
muestra macroscopica, cuyo numero de particulas es del orden de 10*, la mayoria de las
moléculas estan en el “interior” de la muestra. No ocurre lo mismo en una muestra de tamafio
reducido. Por ejemplo, un sistema de alrededor de 1000 particulas; suponiendo una
distribucion regular en un cubo, 522 de ellas estaran en la superficie. Una solucion consiste en

utilizar condiciones periddicas de contorno.

El establecer condiciones periddicas de contorno significa que el sistema estd determinado
por una celda unidad de determinadas dimensiones que se repite periddicamente en el espacio.
Tanto la celda unidad como sus imagenes son consideras para el calculo. Podemos ver en la
Figura 6 el caso bidimensional (por simplicidad en el dibujo) dado por un rectdngulo y sus
imagenes. Para situaciones mas realistas, de tres dimensiones, se toma un paralelepipedo (por

ejemplo, un cubo) y sus 26 imagenes.

En la Figura 6 se observa que cada particula esta rodeada por otras, es decir que no hay
particulas en la superficie —no hay superficie-. Cada particula estd sometida a interaccion de
todas las particulas de su alrededor, ya sea por las propias particulas de la caja o sus imagenes.
Es evidente que si la interaccion se extiende sin limite es posible que una particula sea
afectada dos veces por una dada, la “real” y su imagen (en la Figura 6 la 1 con la 2 y 2', por
ejemplo). Para evitar esta situacion artificial se establece un radio de corte R¢ para el
potencial, que limite el alcance de la interaccion. El radio de corte no puede ser muy corto,

puesto que produciria un situaciéon muy artificial, ni debe superar la mitad de la caja (R¢ <
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Figura 6: Condiciones periodicas de contorno para sistema de dos
o

dimensiones. “n'” indica la imagen de particulas.

L/2, donde L es la longitud de la arista menor) puesto que no lograria el efecto buscado. En la
Figura 6 vemos que la particula 1 interactia con las 2, 3" y 4', los cuales estdn dentro de Re.
Resumiendo, cada particula interactia con las otras o sus imagenes segun cual de ellas se
encuentra mas proxima. Otra ventaja es que, al no existir superficie, ninguna de las particulas
puede abandonar la caja. Si alguna, en su trayectoria, abandona la caja, una de sus imagenes
ingresa por el lado opuesto. De ésta manera se mantiene constante el nimero de particulas que

estamos simulando.!**%+7

2.12.2. Algoritmo General de una Dinamica Molecular

2.12.2.1. Condiciones Iniciales

En la Dindmica Molecular, el sistema parte de una configuracion inicial, y su evolucién es
dirigida por los potenciales intermoleculares de las particulas interactuantes. Conociendo las

posiciones y velocidades iniciales (tiempo %) de todas las particulas, el sistema entra en
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movimiento, luego se computan las fuerzas que se aplican sobre cada particula debidas a sus
interacciones con las demés (y/o interaccion con campos externos), y asi se determinan las
posiciones y velocidades en instantes de tiempo posterior, #+0¢, a través de las ecuaciones de

movimiento de Newton para un sistema de N particulas:

o’
F=m"—i=ma, i=1,. N (2.67)
ot
ov
Fi=2 Fy=—%" (2.68)
j F;

donde F'y r representan a los vectores fuerza y posicion, respectivamente, ¢ al tiempo y V'

al energia potencial expresada en las ecuaciones 2.61 y 2.62.

Las nuevas posiciones y velocidades son utilizadas para obtener las nuevas fuerzas y, de
ellas, las nuevas posiciones en f+20t. Este procedimiento es realizado sucesivamente,

generando trayectorias moleculares para todo el sistema.

Las posiciones y velocidades iniciales de todos los atomos del sistema deben ser
especificadas para que las ecuaciones de movimiento puedan ser resueltas, ya que son de
segundo orden. Las posiciones iniciales pueden ser obtenidas a partir de datos experimentales
(por ejemplo rayos X o resonancia magnética nuclear), de modelos tedricos (modelado por
homologia) o de una combinacion de los dos. Las velocidades iniciales pueden ser
establecidas mediante diversas maneras, pero una de las mas empleadas es asignar
aleatoriamente velocidades a cada 4atomo usando una distribucion de Maxwell-Boltzmann

para una temperatura de interés:

3 1 8 2
ENkBT—EZ m.v’ (2.69)

i=1
en donde N es el numero de particulas, kg es la constante de Boltzmann, 7 la temperatura, y

m;y v; la masa y velocidad del a&tomo i, respectivamente.

También se pueden atribuir velocidades iniciales nulas a todos los atomos y dejar que el

sistema evolucione a partir del reposo. Sea cual fuere la eleccion de las velocidades iniciales,
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es importante que la suma de las velocidades sobre todas las particulas del sistema sea un

vector nulo, evitando el desplazamiento de la caja como un todo."****’

2.12.2.2. Integracion de las Ecuaciones

Los sistemas de interés involucran muchas particulas, volviéndose asi un problema de
muchos cuerpos, cuyas ecuaciones analiticas de movimiento no pueden ser resueltas
analiticamente. Debido a esta circunstancia, dichas ecuaciones deben ser integradas usando
algin método de diferenciacion finita a partir de potenciales continuos, que sélo involucran
interaccion de a pares.* La integracion de las ecuaciones de diferenciacion finita se realiza en
diferenciales de tiempo, 5z. Estos, se denominan “pasos de integracion”, y presentan un valor

fijo a lo largo de todo el tiempo de simulacion.

La fuerza total sobre un atomo en un tiempo ¢ es calculada como la sumatoria de todas las
fuerzas que actiian sobre ella, ecuacion 2.68. A partir de la fuerza, se puede conocer la
aceleracion de las particulas (ecuacion 2.67), la cual es combinada con las posiciones y
velocidades en el tiempo ¢ para calcular las posiciones y velocidades en el tiempo ¢ + dt. Es
importante tener en cuenta que la fuerza se asume como constante durante el paso de
integracion. Las fuerzas sobre las particulas en sus nuevas posiciones son nuevamente

determinadas comenzando con el ciclo nuevamente.

Existen varios algoritmos para integrar las ecuaciones de movimiento usando métodos de
diferenciacion finita, muchos de cuales son comunmente usados en Dinamica Molecular.
Todos los algoritmos asumen que las posiciones, velocidades y aceleraciones pueden ser

aproximadas mediante expansiones en series de Taylor:'**

dr—(t)éﬁ-iM(ét)ﬁLm(ét)%s(éf‘) (2.70)

t+0t)=r(t)+
rle+d0)=r(1)+= 21 47 3/ 47

2.12.2.2.1. Algoritmo de Verlet

En el método de Verlet, se considera la suma de la expansion de Taylor correspondiente a
los pasos de integracion hacia adelante y hacia atras, ¢ + &t y ¢ — 0t, respectivamente. En la

sumatoria todas las derivadas de orden impar desaparecen, ya que tienen signo opuesto en las
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expansiones de Taylor. Reordenando la ecuacion y despreciando los términos de cuarto orden

0 mayores se encuentra la siguiente expresion:

r(t+6t)=r(t)+d:i(tt)ét%—%d;rt(;)(ét)z%—%d;rt(zt>(6t)3+9(6t4)
_l’_
r(t—ét)zr(l)—d:l,gt)6t+%ddrt(;)(6t)2—%ddrt(zt)(ét)3+9(6t4) @.71)
dr(t)

r(t+01) —r(t=81)+2r,(1)+ (8¢)

2

di’
~ —r(t=8t)+2r,(t)+alt)

Sin embargo, la velocidad no aparece en forma explicita en las ecuaciones de Verlet, ésta
necesita ser conocida para calcular la energia cinética. La velocidad puede ser estimada si de

la ecuacion 2.71 se realiza una resta en lugar de una suma, obteniendo asi:

dr(t) .\ _r(t+dt)—r(t—d1)
TR Ty

(2.72)

Un inconveniente importante del algoritmo de Verlet es la posible pérdida en la precision
debido a que, para obtener las posiciones en un ¢+9f, se aflade un término de magnitud
pequenia ((07)%a(f)) a la diferencia de dos términos de magnitud mucho mas grande. Otra
desventaja es la falta de una forma explicita para la expresion de la velocidad. Las
velocidades no son calculadas hasta que se obtienen las posiciones en el proximo paso de
integracion (ver ecuacion 2.72). Sumado a estos inconvenientes, quizas el mas importante, es
que al realizar el primer paso de integracion (#=0) no se conocen las posiciones del paso de
integracion previo (¢ — 8f). Un forma de obtenerlas (r(¢ — 6¢)) es usando una serie de Taylor

1,24,27

(ecuacion 2.70). En ella se desprecian los términos a partir del segundo orden, entonces:

r(t—f)t)zr(O)—v(t)étvL%a(t)(f)t)z 2.73)

2.12.2.2.2. Otros algoritmos de integracion

Un método muy utilizado es el salto de rana (leap-frog), el cual es una variante de Verlet,
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pero con mayor precision, debido a que la velocidad es calculada explicitamente. Las

velocidades son calculadas en un intervalo de tiempo 6¢/2.

El nombre salto de rana, se debe a que las velocidades y posiciones van desfasadas en el
tiempo a medida que el cédlculo avanza. El método de salto de rana tiene dos ventajas
principales sobre Verlet: 1) calcula las velocidades en forma explicita 2) no requiere el calculo
de diferencias entre niimeros de magnitudes grandes. Sin embargo, su principal desventaja, es
que, al estar desincronizadas las velocidades y las posiciones, las energias cinética y potencial

no pueden ser calculadas al mismo tiempo.'***’

Otro método es Verlet-velocidad, el cual es una mejora sobre el algoritmo de Verlet. Este
método también requiere que el calculo de velocidad se realice en un paso de integracion

intermedio, 6t/2.

En el algoritmo de Verlet-velocidad se calculan las posiciones y velocidades en el tiempo

(++0¢) de la siguiente forma:

r(+6t)=r(t)+v(t+%6t) (2.74)

v(H.%61):v(t+%6t)+%a(t+6t)5l (2.75)

Este método permite que se use menor cantidad de memoria porque s6lo un conjunto de

posiciones, velocidades y fuerzas necesita ser calculado en cada paso de integracion.'***’

2.12.3. Dinamica Molecular con restricciones

A medida que se aumenta el paso de integracion se pueden obtener trayectorias mas
prolongadas con menor cantidad de pasos de integracion. Sin embargo, pasos de integracion
muy grandes pueden generar inestabilidades debido a que como la fuerza se asume constante
durante el paso de integracion, si éste es muy grande los atomos pueden acercarse demasiado
generando potenciales muy grandes. Por este motivo el valor maximo del paso de integracion
se encuentra limitado a un décimo (o menos en lo posible) del periodo mas pequefio de

vibracion de enlace. En el caso de moléculas bioorganicas, este periodo corresponde al enlace
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“atomo pesado-hidrogeno” que es de 10'*s. Entonces el paso de integracidon méximo

permitido seria de 1 fs.

Una solucién a esta limitacion es congelar las vibraciones de estos enlaces de corto
periodo, restringiéndolos a su valor de equilibrio mientras que el resto de los grados de
libertad del sistema se permiten variar de acuerdo a su propia dinamica. El algoritmo mas

utilizado para este fin es SHAKE,* que permite incrementar el paso de integracion de hasta

2fs 1,24,25,27

2.12.4. Control de presion y temperatura

En esta tesis se realiz6 el estudio de los sistemas dentro de un ensamble candnico (NVT o
NPT). En estos ensambles se mantiene constante el nimero de N particulas de sistema, la

temperatura 7'y la presion P 6 el volumen V.

En Dinamica Molecular, a medida que la simulaciéon avanza, el sistema encuentra
situaciones de no equilibrio, en especial cuando comienza, debido a que no siempre se parte
de configuraciones iniciales lo suficientemente relajadas. La energia potencial de las
configuraciones fuera del equilibrio se convierten consecuentemente en energia cinética,
aumentando la temperatura del sistema. Existen varios métodos para enfriar el sistema, todos
ellos acoplan un bafio térmico al sistema. Entre estos métodos, se encuentra el Termostato de
Berendsen,* que regula la entrada y salida de calor utilizando un factor A dependiente del
tiempo que aumenta o disminuye proporcionalmente la velocidad de cada particula cada n
pasos de integracion. Este método utiliza un tiempo de decaimiento T (en unidades de tiempo)
en el cual el sistema se relaja. Cuanto mas grande es el valor de T, mas lento es el tiempo de
relajacion efectiva. Otros métodos, mas elaborados, permiten intercambios estocésticos de
calor entre los grados de libertad del sistema y del bafio térmico. Entre ellos los referentes son

el termostato de Nosé-Hoover y de Langevin, 24274346

La simulacion en un ensamble N7P mantiene constante la presion mediante la variacion
del volumen. Muchos de los métodos para controlar la presion son andlogos a los usados en el
control de temperatura. Entonces, el sistema puede ser acoplado a un “bafio de presion”
analogo al bafio de temperatura, que modifica las dimensiones de la caja cada una cantidad de
pasos. Al igual que en el bafio térmico, existe una constante de acoplamiento Tp, y ademas

otra que tiene en cuenta en las ecuaciones la compresibilidad del sistema, k (que en sistemas
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bioorganicos es usualmente la compresibilidad del agua). Esta mide la magnitud de la
fluctuacion de volumen. Este método de regulacion de la presion se conoce como barostato de
Berendsen.* Otro barostato usado en esta tesis es el piston de Langevin usando el método de
Nosé-Hoover, el cual es estocastico.***” En una caja de simulacion, la presion puede ser
isotropica, anisotrdpica o semi-anisotropica. En la primera todos los lados de la caja de
simulacion estan acoplados, en la segunda todos los lados estan desacoplados y en la tercera,
dos sélo lados estan acoplados. En este sentido, se puede aplicar dos presiones diferentes, una
transversal y otra lateral, en forma de tension superficial. Esta tltima se utiliza cominmente
para estudiar la dinamica de membranas lipidicas, donde la presion lateral se asume distinta

de la transversal.*®

2.12.5. Criterios de corte para las interacciones (cut-off)

La cantidad de términos covalentes (enlaces, angulos y diedros) a ser evaluados aumentan
con orden uno respecto a la cantidad de atomos del sistema, mientras que los términos no
covalentes (interacciones de van der Waals y electrostaticas) lo hacen con el cuadrado del
niamero de atomos. Por lo tanto, estos ultimos son los de mayor consumo de tiempo de
calculo. En la teoria de Dindmica Molecular, este tipo de interacciones debe calcularse entre
todos los pares de atomos del sistema, pero para un sistema de muchas interacciones esto no
resulta practico debido a que, por ejemplo, las interacciones de van der Waals decaen muy
rapido con la distancia. Una solucién a este inconveniente es cortar la interaccion a una
distancia donde la misma sea despreciable. Sin embargo, para las interacciones electrostaticas,
no es el caso, porque son interacciones de muy largo alcance, incluso involucrando
interacciones con atomos en las celdas imagenes. Por lo tanto, para este tipo de interaccion se
requieren metodologias eficientes para su célculo, por ejemplo el método de sumatoria de

Ewald o campo de reaccion, y valores (o funciones) de corte elegidos cuidadosamente.****

2.12.6. Analisis de una Dinamica Molecular

Por lo general, una Dindmica Molecular esta conformada por una etapa de preparacion,
que involucra, entre otras cosas, un relajamiento del sistema a partir de optimizaciones; en el

caso de proteinas protonacion de sus residuos.” A esta etapa le sigue la de equilibracion del

iv Los experimentos de difraccion de rayos X solo resuelven la posiciones de los atomos pesados.
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sistema, en la cual el sistema llega al equilibrio, para después pasar a la etapa de produccion,
donde el sistema permanece en el equilibrio. A partir de las configuraciones temporales
obtenidas en esta Ultima etapa se calculan y se analizan las propiedades que sirven para el

estudio del sistema.

A fin de saber cuando un sistema llegé al equilibro, se monitorea la convergencia de alguna
de sus propiedades estructurales o energéticas. En caso de los liquidos o un soluto pequefio en
un solvente, se puede observar la variacion de su densidad en funcion del tiempo, la funcion
de distribucion radial (g(r)) que da cuenta del orden estructural del liquido. Esta funcion da
cuenta de la densidad de una particula B en una capa de solvatacion de espesor dr, a una
distancia r de una particula A (donde A y B puede ser de la misma especie) respecto a la
densidad de B promedio en todo el medio. Asi en el caso de un liquido observando g(r) a
distintos tiempos se puede observar cuando este se aproxima al experimental. Por otro lado, el

analisis de g(r) muestra a qué distancia se encuentran las distintas capas de solvatacion.

En el caso de macromoléculas, como las proteinas, se puede observar la variacion de la

desviacion cuadratica media (RMSD).

2 [ri(t)=rT (2.76)
RMSD(t)= ZIT

donde r; es la coordenada del 4&tomo i en el tiempo ¢, rpes la coordenada de referencia para
el mismo atomo y N es la cantidad de 4&tomos. El RMSD computa la variacion estructural de
una molécula respecto a una referencia, la cual puede ser, por ejemplo, la estructura inicial de
una dinamica o una estructura cristalografica. La equilibracion se alcanza cuando el RMSD
en funcion del tiempo para una seleccion de coordenadas de atomos (backbone” de la proteina
por ejemplo) convergid. Ademas el RMSD sirve para determinar, en el tiempo, cambios

conformacionales de la macromolécula, dentro de la etapa de produccion.”

El factor B es otro parametro de analisis relacionado con RMSD,” y da cuenta de la
movilidad atomica, la cual se puede comparar con la observada en rayos X. También puede

ser util para saber como la union de un ligando a la proteina afecta la movilidad de ésta.

v Backbone se refiere a los atomos que involucran a la cadena peptidica sin tener en cuenta a los atomos de las
cadenas laterales.
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También util resulta, el andlisis de la formacién y ruptura de puentes de hidrégeno en
funcion del tiempo. De esta forma, a través de su persistencia en el tiempo, se puede inferir
qué puentes de hidrogeno son relevantes en una estructura proteica o para la union de algin

ligando y cuales son los aminoécidos (o residuos) involucrados.

En el capitulo 5, se estudia el violeta de metileno, se realizd un analisis de la funcion de la

autocorrelacion de la energia potencial (ACF).

C(t)=(E(to) E(to+1)), (2.77)

En Dindmica Molecular, la configuracién entre un paso de integracion y el siguiente no
varia significativamente, es decir estan correlacionados. La correlacion puede durar varios
pasos de integracion. Para conocer el tiempo T en el que la correlacion se pierde se utiliza
ACF, cuya integral en el tiempo es . Este procedimiento sirve para liquidos moleculares y un

soluto en dichos liquidos.*

2.13. Energia Libre de Union - SIETRAJ

En el estudio de union de ligandos a proteinas, el docking sirve para predecir la estructura
de algiin complejo de unidn, pero estima muy crudamente su energia libre. Otro planteo que
aproxima mejor la prediccion, es la utilizacion de Dinamica Molecular del complejo proteina-
ligando, la cual, tiene en cuenta toda la descripcion dindmica de la interaccion. Sin embargo,
cuando se desconoce el complejo proteina-ligando en forma experimental, muchas veces se

parte de aquel encontrado mediante docking.

El programa de SIETRAJ,* presenta una funcion de energia libre que consiste en términos
utilizados en el campo de fuerza AMBER, los cuales se complementan con términos de
solvatacion. En este método, se utilizan las conformaciones de la proteina y de ligando, y el
solvente se simula a través de una solucion aproximada de la ecuacion de Poisson.’' Este
programa utiliza el formalismo de energia de interaccion solvatada (solvated interaction

energy-SIE) para aproximar la energia libre de union proteina-ligando:
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+A GR +Evdw +A Gsulnp

union inter union

AGY

union

AGvalc :EC

union inter

A G elec

union

(2.78)

Esta ecuacion puede ser dividida en dos grupos, uno que se refiere a la contribucion

elec

electrostatica a la union, AG,,;,, y otro que alude a una parte no polar, AG. . . Enel

. ’ . <7 o . C
primer grupo se encuentran la energia de interaccion electrostatica intermolecular, £, vy
el cambio en el campo de reaccion entre los estados libre (separado, inicial) y unido (final),

AGE En tanto, al segundo grupo corresponden, la energia de interaccidon intermolecular

union *

de van der Waals, E.% . y el cambio en la energia libre de solvatacion no polar entre los

inter >
estados inicial y final. AG'”"”. Este Gltimo término comprende a la energia de van der
Waals soluto“-agua y el costo de cavitacion. Este ultimo, puede ser tomado como
proporcional al cambio en la superficie de solvente excluido (4S4). La energia de van der
Waals soluto-agua puede ser incorporada dentro de 4S5S4 o en un factor de proporcionalidad, vy,

del siguiente modo:

NGt =y ASA (2.79)

La ecuacion 2.78 puede ser expresada en una forma funcional parametrizada.

AG;Zi'((;n(p’Din’(X‘JY’C) = a[EE;IEI‘(Din>+AG5nidn(p’Din)+
E!" +yASA(p)]+C

inter

(2.80)

donde p es un parametro de proporcionalidad para los radios atdémicos de campo de fuerzas
AMBER, Di, es la constante dieléctrica interna dentro del formalismo de Poisson y a es un
parametro que reduce la energia potencial y la solvatacion a fin tener en cuenta en la ecuacion

el cambio de entropia configuracional surgido de la union.

En SIETRAIJ, los cinco parametros del modelo fueron sistematicamente escudrinados y
ajustados, sobre un conjunto de 99 complejos proteina-ligando, para obtener la menor
desviacion cuadratica media entre las energias libres de union experimentales y las predichas.

El procedimiento se describe en detalle en la ref. 50.

vi Por soluto se entiende tanto la proteina como el ligando.
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2.14. Modelado por Homologia

El modelado por homologia o modelo comparativo, es la prediccion de la estructura de
proteina cuya estructura experimental no se conoce, utilizando como molde la estructura
experimental de proteina. Este método se basa en ambas secuencias comparten un grado de

homologia importante. La aproximacion esta basada principalmente en dos observaciones:

* La estructura de una proteina es determinada Unicamente por su secuencia de

aminoacidos.>

* Durante la evolucién, los cambios en la estructura proteica tienen una frecuencia
menor que los cambios en la secuencia. Entonces, a pesar de que dos proteinas
relacionadas poseen secuencias distintas, pueden seguir manteniendo estructuras

similares.>

Sobre la base de ésto, se puede construir un grafico que relacione el porcentaje de
identidad de secuencia con la longitud de la misma. Este permite determinar sobre qué region
del grafico es posible la construccion de un modelo por homologia a partir de un alineamiento

de secuencias y sobre qué region del mismo no es posible.™

El modelado por homologia es la iinica manera de obtener informacion estructural cuando
las técnicas experimentales fallan. Esto se debe a que muchas proteinas son demasiado
grandes para un analisis de RMN y resultan muy dificiles de cristalizar para su analisis de

rayos X, como por ejemplo, las proteinas de transmembrana.>
El modelado por homologia involucra tres etapas:

1. Alineamiento de secuencia. La secuencia de aminoacidos de la proteina cuya
estructura se quiere modelar (objetivo) se alinea con otra, de la cual se conoce la
estructura experimental (modelo). El alineamiento se lleva a cabo utilizando una
matriz de sustitucion que da un peso probabilistico a alinear dos pares de aminoacidos
de cada secuencia. Por ejemplo, alinear dos aminoacidos similares como una
fenilialanina con una tirosina, tendria una probabilidad mayor que si se alinea esa
fenilalanina con una lisina. Para este propdsito las matrices de sustitucion mas
conocidas son PAM y BLOSUM. El alineamiento secuencial en si es realizado por
programas como ClustalW, BLAST, PSI-BLAST, los cuales también son capaces de

buscar en base de datos secuencias homologas a la de interés y establecer un orden de
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similitud.

2. Construccion del modelo. EL alineamiento entre el objetivo y el molde sirve de
entrada para el programa que realiza la construccion del modelo. En el caso de esta
tesis, el programa utilizado fue Modeller,® el cual aplica restricciones espaciales
obtenidas de dos maneras: 1) a partir del alineamiento y 2) restricciones
estereoquimicas obtenidas del campo de fuerza CHARMM-22 y de datos estadisticos
obtenido de un conjunto representativo de estructuras proteicas conocidas. Luego,
empleando gradiente conjugado y Dindmica Molecular, se optimiza el modelo

aplicando restricciones espaciales, que pueden ser de origen experimental.’’

3. Evaluacion del modelo. Luego de la construccion del modelo, éste debe ser evaluado
a fin de asegurar que las caracteristicas estructurales del modelo sean consistentes con
el sentido fisico-quimico. Una alternativa, puede ser hecha tanto controlando
anormalidades en los angulos ¢-y (grafico de Ramachandran), en la longitud de los
enlaces, close contacts, etc. Otra, es comparar pardmetros estadisticos como
caracteristicas espaciales e interacciones energéticas obtenidos de estructuras
determinadas experimentalmente con aquellos existentes en el modelo. De esta forma,
reconocer que regiones del modelo estan plegados correctamente y cuales no,
necesitando ser refinadas. Entre las herramientas virtuales mas conocidas se

encuentran: Procheck,”™ ANOLEA,” WHATIF® y Verify3D."%

Luego del paso de evaluacion es posible encontrar errores estructurales, los cuales pueden

ser corregidos volviendo a etapas anteriores del proceso de modelado, seglin sea necesario.”’

2.15. Mecdnica Cudntica/Mecdanica Clasica (QM/MM)

Hasta el momento, se han tratando dos modelos que tienen repuestas distintas: Mecanica
Molecular y Mecénica Cuantica. El primero sirve para estudiar sistemas de miles de 4&tomos,
respondiendo preguntas sobre su comportamiento dindmico e interacciones no enlazantes,
mientras que no puede tratar la ruptura, formacion de enlaces o transferencia electronica, es
decir, reacciones quimicas. En tanto que el segundo, puede ser aplicado al estudio de
reacciones quimicas, aunque la cantidad posible de 4&tomos a ser estudiada es limitada. Sin
embargo, la region del espacio donde ocurren las reacciones quimicas es relativamente

pequefia en comparacion al sistema total de simulacion. Asi, por ejemplo, una enzima
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generalmente posee un pequeio sitio activo donde cataliza la reaccidon, mientras que el resto
de la misma aporta un entorno electrostatico y estructural." Otro ejemplo, es estudiar las
transiciones electronicas de un soluto en un solvente explicito; en este caso, el cambio en la
estructura electronica ocurre en el soluto, mientras que el solvente solo ejerce un efecto

perturbativo que altera la estructura electronica del soluto.

De este modo, es posible estudiar cambios en la estructura electrénica de una region
limitada de un sistema empleando la Mecéanica Cuantica, mientras que la region circundante
con un nivel de calculo menor (por ejemplo, Mecéanica Molecular). Por ejemplo en la Figura 7
se muestra esta division, donde el soluto (violeta de metileno) es tratado cudnticamente (QM)

y el solvente (metanol) clasicamente (MM).

Entonces, el sistema entero es dividido en una region interior QM y otra exterior que es
tratada en forma MM. Debido a las interacciones entre las regiones QM y MM, la energia
total del sistema no puede ser aproximada como la suma de las partes. Los términos de

acoplamiento deben ser considerados, y el limite de separacion entre ellos debe ser elegido

Figura 7: Sistema QM/MM, donde la densidad electronica del soluto (QOM)
se observa en ocre, y el resto de las moléculas (MM) en licorice.

cuidadosamente, en especial cuando estos pasan por un enlace covalente.®

En QM/MM existen dos esquemas o planeamientos de la expresion de la energia del

sistema, el esquema aditivo y el sustractivo.
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Egjli/;i/‘ﬁ/IM(S):EMM(O)—F EQM(I)+EQM—MA/[(I’ 0) (2.81)

EZT;’}aA;I/(;O(S):EMM(S)"'EQM(I)_EMM(I) (2.82)

donde S es el sistema, I es la region interior y O es la region exterior. En esta tesis, se uséd
el esquema sustractivo ONIOM basado en los trabajos del grupo del Prof. Morokuma para
estudiar las transiciones electronicas del violeta de metileno en metanol como solvente

explicito.*

La principal ventaja de este esquema es que se pueden combinar diferentes niveles de QM
(regiones cuanticas mas precisas y costosas cerca de la zona de interés y menos precisas y
computacionalmente econdémicas en zonas menos interesantes) ademas de combinar la parte
clasica. La principal desventaja es el hecho de que la energia asi obtenida esta afectada por el
error proveniente de las limitaciones de los modelos clasicos ya que estos modelos también

tratan la zona de interés; por ejemplo, en condiciones de ruptura/formacion de enlaces,.
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3. Resistencia a Multiples
Drogas — P-glicoproteina

Research is what I'm doing when I don't know what I'm doing.

Wernher von Braun (1912 — 1977) Ingeniero aeroespacial aleman, nacionalizado estadounidense

3.1. Introduccion

En el capitulo de introduccidon se menciond que la resolucion de estructuras cristalograficas de
proteinas de transmembrana es todo un desafio. Este inconveniente presentd un importante escollo
en el estudio de modelado molecular de transportadores ABC, implicados en MDR, principalmente
los que involucran a la P-gp humana. Rosenberg et al. fueron los primeros en determinar la
estructura de la P-gp purificada y reconstituida en liposomas mediante microscopia electronica. Sin
embargo, la resolucion estructural fue de tan s6lo 25 A.' En un trabajo posterior, los mismos autores
obtuvieron una estructura tridimensional de la P-gp unida a nucledtido con una resolucién de 8 A.>
Debido a la baja resolucion, estas estructuras han sido de poca o ninguna utilidad para ser

empleadas en estudios de Modelado Molecular.

Sin embargo, este inconveniente pudo ser superado en el afio 2001, cuando Chang et al.
publicaron la estructura de la MsbA, un transportador ABC de E. coli, con una resolucion de 4,5 A3
Esta proteina tiene un 34% de identidad’ con la P-gp humana. Posteriormente, este mismo grupo de
investigacion determin6 la estructura de la MsbA de Vibrio cholerae con una resolucion de 3,8 A 'y

con un 27% de identidad.* Estas estructuras fueron utilizadas para el disefio de varios modelos por

i El porcentaje de identidad se refiere al de la cantidad de aminoéacidos que se encuentran conservados entre dos
secuencias. Ademas, este porcentaje indica qué tan cerca estan, evolutivamente, dos proteinas. El modelado por
homologia (Capitulo 2) tendra mas chances de éxito cuando mas cercana sea la proteina que se esta utilizando como
molde.
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homologia de P-gp humana.>*”*’ La mayoria de estos trabajos refirieron que la estructura
cristalografica de la MsbA presenta discrepancias con los datos experimentales obtenidos
mediante entrecruzamiento de cisteinas. Sin embargo, para la preparacion de los modelos se
aplicaron como condiciones de restriccion,’ las distancias entre aminoéacidos obtenidas a partir

de experimentos de entrecruzamiento de cisteinas.>’

Lamentablemente los modelos basados sobre esta proteina se tuvieron que descartar (entre
ellos el de Stenham,’ utilizado en este trabajo de Tesis) debido a que la estructura de la MsbA
sobre la que se habia basado fue retractada por sus autores.'® Este inconveniente trajo como
consecuencia que nuestro grupo invirtiera una enorme cantidad de tiempo (parte de esta tesis)
y recursos en vano, de la misma manera que otros grupos de investigacion. Los autores

adujeron un error en un programa de procesamiento de datos elaborado por ellos mismos.

En el mismo periodo en que ocurrid la retractacion, se publico la estructura cristalizada de
Sav1866, otro transportador ABC bacteriano, esta vez de S. aureus (Figura 1).'-'* Esta
proteina es un transportador ABC con una funcién fisioldgica desconocida,” la cual fue
atrapada en una conformacion unida a ATP, donde Ia
cavidad acuosa se encuentra expuesta hacia el exterior. Esto
se debe a que fue cristalizada unida a AMP-PNP"
coincidiendo con la conformacién en una etapa del
mecanismo de la proteina en donde se produce la liberacion
del sustrato, es decir, que no corresponde con la

conformacion inicial, a la cual se une el sustrato.'"'?

Tieleman et al. utilizaron principalmente la estructura
Sav1866 para construir un modelo de la P-gp humana que
concuerde con el estado de reposo y de mayor afinidad por
sustratos de la proteina." En un trabajo posterior, Globisch
et al. obtuvieron un modelo de P-gp humana a partir de la
estructura de Sav1866 que representa una conformacion

mas cercana a la primera etapa de la hidrolisis de ATP, en

lugar de una conformacion que corresponde al estado de
Figura 1: Estructura cristalografica
del Sav1866, en su conformacion en
la etapa de hidrolisis

reposo con ATP unido.” Sin embargo, el primer paso (es

decir, la union del ligando) se produce en la P-gp sin la

ii  AMP-PNP: adenosina-5'-(B,y-imido) trifosfato, un analogo no hidrolizable del ATP.
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unién a nucledtidos.'®

Al comienzo de este trabajo de Tesis se trabajo con el modelo por homologia construido
por Stenham ef al. (ref. 5) y posteriormente se comenz6 a utilizar el de Tieleman ef al.. Sobre
estos modelos se realizaron estudios de docking y dindmica molecular, e incluso se habia
comenzado a construir un modelo de P-gp inserta en una membrana lipidica sobre el modelo

de Stenham.

Sin embargo, el modelo por homologia basado en la Sav1866 fue dejado de lado, ya que la
primera estructura de una P-gp de mamifero, la P-gp de ratdn, logro ser cristalizada y resuelta
su estructura con una resolucion de 3,8 A. Esta proteina comparte un alto grado de identidad
de secuencia con la P-gp humana (86%) y representa el estado de reposo (sin ATP), capaz de
unir ligandos (sustratos o inhibidores).'” La obtencion de la estructura cristalografica de la P-
gp de raton representa una oportunidad muy valiosa para evaluar las interacciones de
inhibidores conocidos usando un modelo de P-gp cristalografico,'® muy semejante a la P-gp
humana, o también la posibilidad de la construccion de modelos por homologia mucho mas
confiables que los existentes basados en transportadores procariotas.'” Recientemente, han
sido publicadas dos estructuras de homologia de la P-gp humana basadas en la P-gp de raton.
Una de ellas sobre la P-gp de ratén unida al ligando QZ59-SSS (codigo PDB: 3G61),% y otra
sobre la estructura libre de ligando y de nucledtidos (codigo PDB: 3G5U),*! es decir en su

estado de reposo.

Un hecho remarcable es que la estructura de la P-gp de raton, es notablemente diferente al
modelo de homologia propuesto por Tieleman et al. a partir del Sav1886. Sin embargo, a
pesar de tratarse de una estructura experimental y de la proteina de un mamifero, algunos
autores siguieron utilizando modelos anteriores basados en el Sav1886, argumentando que las
estructuras de la P-gp de ratdén no estdn en un estado capaz de unir drogas (drug-binding

capable state), aunque recientemente se ha demostrado lo contrario."”

En el presente capitulo, presentamos la construccion de un modelo por homologia propio
de la P-gp humana basado en la misma proteina de raton. Sobre ambas proteinas se realizaron
estudios de docking molecular y se compararon entre si los resultados obtenidos, asi como
con la evidencia experimental disponible. En estos estudios se utilizaron sustratos y
moduladores conocidos, a fin de localizar sitios activos y evaluar las afinidades relativas.

Luego, sobre la base de este conocimiento, se evaluaron y compararon dos compuestos de
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origen natural (BNeol y BNeo?2) cuyas actividades como moduladores fueron estudiadas

experimentalmente por el Dr. Tegos, en un trabajo en colaboracion.

La experiencia lograda en la construccion de sistema de P-gp (modelo de Stenham) inserta
en una membrana lipidica fue empleada para la construccion del analogo usando la P-gp de

raton.

Ademas, se realizaron estudios de dinamica molecular sobre un sustrato, dos moduladores
conocidos y sobre uno de los nuevos inhibidores propuestos, BNeo2. De este estudio se
obtuvieron datos de cambio en la energia libre de formacioén del complejo P-gp/ligando, de
formacion de puentes de hidrégeno y de qué aminoacidos participan directamente en la

interaccion y la movilidad de éstos.

Por otro lado, se evaluaron a nivel de modelado molecular, la lipofilicidad de los distintos

sustratos y moduladores, correlacionandolas a su afinidad energética por la P-gp.

3.2. Construccion del modelo por homologia

La obtencion de la estructura tridimensional de la P-gp humana, mediante la construccién

de un modelo por homologia, es uno de los objetivos en este trabajo de Tesis.

En la preparacion del modelo por homologia, primero se aline6 la secuencia PDB de raton
(codigo PDB: 3G5U) con la secuencia humana P-gp (niimero de identificacion: p08183)
utilizando el programa ClustalW.? Posteriormente, cada dominio transmembrana (TMDI:
TM1-6 y TMD2: TM7-12) y cada NBD (NBD1 y NBD2) fueron modelados por separado
utilizando el programa Modeler9v7>. Este programa generd cinco modelos, de los cuales se
eligié aquel con menor desviacion de backbone™ respecto de la P-gp de raton para ser
alineados con su respectivo dominio; dicha desviacion se juzga a través del RMSd (desviacion
cuadratica media; Capitulo 2, seccion 2.12.6). Después de la alineacion, con el programa Leap
del paquete AMBER, se cred el enlace peptidico entre los aminoacidos de los dominios
TMD1 y NBD1 y otro entre los homodlogos TMD2 y NBD2, ya que cada dominio se modeld
por separado. Los enlaces creados debieron ser optimizados a su distancia de equilibrio. Para
ello, los aminoacidos en la secuencia de unién entre TMDI-NBD1 y TMD2-NBD2 se

optimizaron con 2000 pasos de Steepest Descent, manteniendo a los dtomos del backbone de

iii Es la cadena polimérica principal de proteina, se refiere al conjunto de atomos que participan directamente en
enlaces amida entre los aminoacidos (o sea excluyendo las cadenas laterales).
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la proteina restringidos. De esta manera, se pudo unir los tltimos aminoacidos de TMD1 y los
primeros del NBD1 (y lo mismo con el TMD2 y el NBD2). Luego se llevo a cabo una
relajacion de la geometria final en todas las cadenas laterales de la proteina con otras 2000

etapas de minimizacion con Steepest Descent.

3.3. Validacion del modelo por homologia

Los pardmetros estructurales de la proteina se validaron usando el programa
PROCHECK.* A partir de los parametros estructurales, se obtuvo un grafico de
Ramachandran,” el cual ubic6 mas del 84% de los aminoacidos en las regiones muy
favorecidas, el 15% en las regiones favorecidas y 0,8% en las no favorecidas. E1 RMSD
correspondiente al backbone fue de 0,77 A comparada con la estructura experimental de la P-

gp de raton.

Las estructuras terciaria y cuaternaria fueron validadas siguiendo un procedimiento similar
al informado por Globisch ef al.,” en el que las distancias entre los aminoacidos del modelo
se comparan con aquellas obtenidas a través de datos experimentales obtenidos por
entrecruzamiento (cross-linking) de cisteinas.”® En el caso de esta tesis, el modelo por
homologia fue validado mediante la ejecucion de una dindmica estocéstica, tipo Go6,” en los
atomos de Ca, usando unidades reducidas sin condiciones periddicas de contorno (paso de
integracion 0,0005 ps; radio de corte para van der Waals y de Coulomb de 2,0 nm y la
temperatura de 80 unidades reducidas). Esta dinamica permite tener en cuenta la variacion de
las distancias intermoleculares, sobre la base de considerar las fluctuaciones moleculares

alrededor de la estructura de equilibrio ocasionadas por la temperatura.”™

Se compararon las distancias entre los carbonos a (Ca) de los aminoacidos involucrados en
el entrecruzamiento de cisteinas con las obtenidas en esta simulacion.”® En la Figura 2 se
muestra dicha comparacion. Los valores informados en dicha figura presentan una distancia
adicional de 5,5 A, la cual contempla la distancia entre el dtomo de azufre de la cisteina y el
Ca. Notese que las distancias entre los aminoacidos: S222(TM4)-1868(TM10), S222(TM4)-
G872(TM10), [306(TMS5)-1868(TM10), [306(TM5)-G872(TM10), [306(TMS5)-
T945(TM11), 1306(TMS5)-V982(TM 12), 1306(TM5)-G984(TM 12), L339(TM6)-
I868(TM10) y L339(TM6)-G872(TM10) estan dentro del rango de distancias

iv La temperatura en la que se realiza el entrecruzamiento de cisteinas es de 4°C, ref. 26.
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experimentalmente halladas por Loo et al..*® Sin embargo, las distancias observadas entre
L339(TM6)-F942(TM11),  L339(TM6)-T945(TM11), L339(TM6)-VI82(TM12) vy
L339(TM6)-A985(TM12) fueron inferiores a las informadas por Loo et al. (Figura 2, Tabla
1)'26

Tabla 1: Comparacion entre las distancias de los pares
de aminodcidos medidos en nuestro modelo por
homologia contra los valores experimentales.

Modelo por
Pares de aminoacidos I-(;(_)mologia: E_)istancia Ex-
istancias piremental (A)
promedio (A)
S$222(TM4)-1868(TM10) 30,5 16,8-31,1
S$222(TM4)-G872(TM10) 30,7 16,8-31,1
1306(TM5)-1868(TM10) 29,6 20,0-31,1
1306(TM5)-G872(TM10) 28,9 20,0-31,1
I1306(TM5)-T945(TM11) 31,0 20,0-31,1
I1306(TM5)-V982(TM12) 19,5 20,0-31,1
I1306(TM5)-G984(TM12) 22,6 20,0-31,1
L339(TM6)-1868(TM10) 23,1 20,0-31,1
L339(TM6)-G872(TM10) 23,6 20,0-31,1
L339(TM6)-F942(TM11) 24,3 31,1
L339(TM6)-T945(TM11) 22,4 27,3-31,1
L339(TM6)-V982(TM12) 15,4 23,6-31,1
L339(TM6)-A985(TM12) 16,4 27,3-31,1

Finalmente, la validez del modelo fue lograda, no so6lo por la alta identidad de secuencia
con la P-gp de ratén y verificaciones estructurales (PROCHECK), sino porque, ademas, se
condice muy bien con las distancias experimentales obtenidas por entrecruzamiento de
cisteinas. Esta observacion permitio confirmar que nuestro modelo realmente conserva la

estructura del estado de reposo.

En adelante, el modelo de homologia de la P-gp humana y la de ratén se utilizaran para

encontrar el sitio de union de distintos ligandos y comparar los resultados entre ambos.

3.4. Sustratos y Moduladores

A lo largo de esta tesis se han estudiado diversos sustratos, algunos sintéticos como las
rodaminas 123 y 6G, usados como sondas fluorescentes en experimentos de retencion de la
sonda (uptake de rodamina) como también sustratos naturales como la berberina. Esta ultima

presenta una importante actividad antimicrobiana, la cual se encuentra enmascarada debido a
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Figura 2: Distancias medidas, a partir de la dinamica estocastica, entre los aminodcidos S222, 1306 o L339 y
los que se muestran a la derecha de cada grdfico junto con el rango de distancias observadas
experimentalmente. Entre paréntesis se informa el TM al cual corresponde cada aminodcido.
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la accién de diversas bombas de
eflujo (BEs) relacionadas con la P-

gp (Esquema 1).

En el caso de moduladores (o
inhibidores como los hemos llamado
hasta ahora), se probaron inhibidores
de primera generaciéon como el
verapamil y la reserpina (menos
potentes), y de tercera generacion
(més potentes) como el tariquidar
(XR9576).* También se estudid una
familia de inhibidores derivados de
la propiofenona, llamados familia de
los GPs (Esquema 1), estudiados por
Ecker et al. para tener una familia de
compuestos  relacionados  cuyas

actividades fueron medidas en las

mismas condiciones.”’

El conocimiento de los sitios
principales de unioén y las energias
de docking, encontradas para los
modelos

moduladores (tanto de
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Esquema 1: Algunos de los sustratos y moduladores estudiados.

primera como de tercera generacion), permitiria evaluar dos metabolitos secundarios,

neohesperidosidos poliacetilados, extraidos del Geranium caespitosum, BNeol y BNeo2.

Como se mencion6 en el capitulo 1, segin los resultados experimentales del Dr. Tegos, estos

compuestos presentan una importante actividad de inhibicion de BEs bacterianas, potenciando

la eficacia de antimicrobianos de plantas y convencionales. Tanto BNeol como BNeo2 no

presentan actividad antimicrobiana per se. Sin embargo, BNeol presenta un actividad

inhibitoria de BE preferencialmente sobre bacterias Gram-positivas, mientras que BNeo2

tiene un amplio espectro de accidn, actuando también como un potente modulador de MDR

sobre Saccharomyces cerevisae y Candida albicans. Tanto BNeol como BNeo?2 potencian la

actividad antimicrobiana de berberina en S. aureus (Gram-positivas). Mientras que en B.
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cereus (Gram-positiva) y en P. syringae, la acumulacion intracelular de berberina es
significativamente incrementada en la presencia de BNeo2, en comparacion a cuando estd
presente BNeol. La actividad inhibitoria de ambos BNeos es comparable con la mostrada por
los inhibidores sintéticos, INF271 y PapN. De igual forma, los dos BNeos afectan la

acumulacion de rodamina 6G.*°

Primero se presentaran los resultados de docking de los compuestos sustratos e inhibidores
mas estudiados a nivel experimental, estos son rodamina 123 como sustrato y la familia de
moduladores de GPs, el verapamil, un modulador de primera generacion y el tariquidar, uno
de tercera generacion. Los estudios de docking se realizaron sobre la estructura cristalografica
de la P-gp de raton y la estructura por homologia de la P-gp humana validada en la seccion
anterior. Mediante los resultados obtenidos se propondran los sitios principales de union para
sustratos y moduladores, es decir regiones de transmembranas (TM) y aminoacidos (residuos)
involucrados. Luego, los resultados se comparardn con los obtenidos a partir de datos

experimentales de compuestos de actividad conocida.

En segundo lugar, se realiz6 la dinamica molecular (DM) de los complejos P-gp/sustrato o
P-gp/modulador utilizando como coordenadas iniciales las estructuras de los complejos de
mas baja energia de docking (mas estables). La DM se llevo a cabo solamente con la P-gp de

raton.

3.5. Docking de sustratos y moduladores

La estructura cristalografica cruda de P-gp raton fue sujeto de 4000 pasos de minimizacion
con gradiente conjugado. Las estructuras optimizadas de los sustratos y moduladores fueron
obtenidas mediante optimizaciones con métodos de gradiente conjugado utilizando el
funcional de DFT,*! B3LYP** y la base 6-31+G(d,p). El caracter de minimo en la superficie
de energia potencial fue caracterizado calculando las frecuencias armoénicas a partir de la
diagonalizacién de la matriz Hessiana usando el programa Gaussian 03.** A partir del
potencial electrostatico de los calculos a nivel QM™* se obtuvieron las cargas atomicas
parciales RESP, que se utilizaron en los céalculos de docking y posteriormente, en dindmica
molecular.’® Como se dijo antes, el programa de docking usado fue el paquete de programas
Autodock 3.%7 Las estructuras de docking mas estables fueron seleccionadas después de 4000

corridas de algoritmo genético (creando de 50 a 100 individuos por generacion realizando
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tantas corridas o simulaciones como fueran necesarias para alcanzar 5x10° evaluaciones de
energia o 1x10° generaciones) seleccionando un sobreviviente por cada corrida. De esta
forma, se generaron en total 4000 complejos P-gp/sustratos o P-gp/modulador por cada
compuesto. Las estructuras y energias de docking mostradas son el resultado de un andlisis de
clusters sobre los 4000 complejos obtenidos usando como criterio 2,5 A de RMSD vy 0,5
kcal/mol (Capitulo 2, seccion 2.11.4).

Los resultados de docking en ambos modelos fueron muy similares. En el resto de este
Capitulo se hablara de ellos de manera indistinta, poniendo la letra y nimero del residuo
(aminoécido) correspondiente a la P-gp humana entre paréntesis, lo que es posible gracias el

alto grado de conservacion entre las dos secuencias.

La busqueda conformacional se realizo en todo el dominio TMD, sin realizar ninguna
suposicion sobre la localizacién de un sitio de union en particular. La region principal de

unidn para rodamina resultd ser un bolsillo hidrofébico en el que participan los TMs 4, 5y 6,

hacia atrds de la P-gp de raton (izquierda). Aminodcidos de raton P-gp residuos alrededor de
rodamina en el sitio P1 (entre paréntesis aminodcidos de la P-gp humana) (abajo a la derecha).
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el cual se denomind “sitio P17, que contiene importantes residuos tanto en raton como en
humano por ejemplo: S218 (S222, TM4), 1302 (1306, TMS), V334 (V338, TM6), L335
(L339, TM6), que ya se han propuesto sobre bases experimentales para desempefiar un papel
crucial en la union del sustrato.'”*-**4 La energia de docking del conféormero mas estable de
rodamina 123 fue de -10,66 kcal/mol, perteneciente a un total de 1075 conféormeros que se
ubican en ese sitio (Tabla 2, Figura 3). El sitio P1 result6 ser una region hidrofobica que se
caracteriza por un potencial electrostatico relativamente negativo (Figura 4). Este resultado
parece ser logico para un catidn con su carga positiva deslocalizada sobre todo el sistema
aromatico como la rodamina 123. Se encontré también una region secundaria (sitio P2) que

consiste en residuos hidrofobicos y aromaticos del TM12. Esta tltima, con una energia de

Figura 4: Potencial electrostatico de la P-gp n el sitio P1. Rodamina 123 en esferas y cilindros.
El potencial electrostatico va del negativo (rojo) al positivo (azul)
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Tabla 2: Resumen de la energia de docking (estimacion de AGuisn) ¥ AGunion
calculada a través de DM para la P-gp de raton.® Los valores se encuentran en

kecal/mol.
Actividad Experimental Energia de docking
Mejor Mejor
Sustrato/Modulador | EC50 Log EC50 conférmero | conférmero AG,,, (MD)
Rodamina (la mayoria | afuera del
en el sitio P1)| sitio P1
Rodamina123 referencia sustrato -10,66 -9.21° -7,70
GP05 1,45 0,161 -12,77 -11.88°
GP240 17,61 1,246 -12,71 -12.36° -8,22
GP339 4,57 0,660 -13,61 -13.04°
GP360 2,57 0,410 -13,59 -13.11°
GP388 0,36 -0,444 -14,36 -14.2°
GP570 44,45 1,648 -11,50 -11.88°
GP62 0,11 -0,959 -13,54 -13.15°
Verapamil — -— -10,58 -9,21°
XR9576 -— <-1 -15,21 -13,66¢ -11,83
Productos Naturales
Berberina -— -— -9,06 -7,92°
BNeo1 - - -16,28 -16,73°
Bneo2 - - -16,66 -16,91° | -9,35;-9,39*

a) Experimentos de ref. 26 b) involucran al TM12. c¢) Sitio homdlogo sl Sitio P1, TMs 10, 11y 12.
d) involucran a los TMs 5, 7, 8,9 y12. e) sitio P3, TMs 3, 10 y 11. *sitio P2

uniéon levemente mayor (es decir, menos estable), de -9,21 kcal/mol para el grupo de mayor
afinidad (nimero de conférmeros en el sitio 270). Entre los aminoacidos implicados en la
region de union se encuentra el M982(M986) perteneciente al TM12.*' Existe otro sitio
importante de unidon de rodamina (sitio P3) por su cantidad de conférmeros (725), aunque de
mayor energia que el del sitio P1 y levemente mayor que el del sitio P2 que involucra al

TM12 (-9,16 kcal/mol). Este sitio involucra a los TMs 2,3y 10 y 11, y dentro de este tltimo

— N

Figura 5: Tercer sitio de union de rodamina 123, en el cual interacciona
con el aminodcido Phe942.
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al aminoacido Phe983(Phe942) perteneciente al TM11 (Figura 5).%*

Otra rodamina ampliamente usada a nivel experimental es la rodamina 6G, en esta Tesis
tuvo un particular interés debido a que fue la empleada en los estudios de inhibicion de los
BNeos por la contraparte experimental. Se encontr6, mediante los resultados de docking, que
la rodamina 6G presenta los mismos sitios de unién que su analoga la rodamina 123, aunque
con energias de docking levemente mas bajas: -12,63 kcal/mol, -12,02 kcal/mol y -11,95
kcal/mol para los sitios P1, P2 y P3.

Los mejores moduladores también tienen sus conformaciones de mas baja energia en el
sitio P1, superponiéndose a la regiéon donde se encontraron las conformaciones mas estables
del sustrato rodamina 123 (Figura 6). En este sitio P1 participan los TMs 4, 5 y
principalmente el TM6. También se encontraron otros sitios, que involucran al TMI12. La
preferencia por el sitio P1 es evidente, especialmente para los mejores moduladores. Por

ejemplo, XR9576, el mas potente en estudio,”* tiene casi todos los grupos de baja energia en

SER218(S222
TYR306(Y310) VAL334(V338)
PHE310(F314)
teu221(L22s)(

GLY222(G226)

ALA225(A22

‘ @szgg(mos)
|

Figura 6: a) Conformeros de mas baja energia para rodamina 123 (fucsia), GP240 (amarillo) y XR9576 (en
cilindros y esferas). b) y c) Residuos proximos a XR9576 y GP240, respectivamente.
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el sitio P1 (Figura 7). Ademas, el XR9576 ocupo en su conformacion de mas baja energia (-
15,21 kcal/mol) tanto el sitio P1 como el segundo sitio de rodamina 123 que involucra al
TMI12. Este hecho se debe a que el XR9576 es una molécula de gran tamafio y flexibilidad.
Ademas de estos dos sitios principales, el XR9576, ocupa otros sitios de rodamina, siempre

con energias de docking menores (~2 kcal/mol).

En el caso del GP570, uno de los moduladores mas pobres de la familia de los GPs de
acuerdo con las energias de docking calculadas y con su valor experimental de ECso,” su
mejor energia en el sitio P1 fue de -11,50 kcal/mol. Esta energia es ligeramente inferior, pero
aun cercana a la energia encontrada para rodamina. La mayoria de los conféormeros de la

familia de los GPs se encuentran en el sitio P1 con energias sensiblemente mas estables que la

120 : : . ,

00 -

80— n

60 [~ .

Numero de conformaciones

| . I ) I
(-)16 -14 -12 -10 -8

Energia de Docking (kcal/mol)

Figura 7: Conformaciones de energia mas baja de cada uno de los
primeros 50 grupos (color verde en el histograma de la distribucion
de las conformaciones de grupo frente a la energia de docking)
obtenidos para XR9576 en la P-gp. Cada conformero esta coloreado
desde el rojo al azul de -16 a -13 kcal / mol en energia de docking.
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que corresponde a la de rodamina. Mientras que los restantes no cubren todos los sitios de
union donde se encontrd rodamina. Los resultados de docking para los conféormeros mas

estables de cada GP en el sitio P1 o en cualquier otro, se encuentran detallados en la Tabla 2.

El otro modulador fue el verapamil, el cual presenta -9.5 kcal/mol de energia de union por
el sitio P1, comparable a la rodamina 123, lo que estd de acuerdo con su actividad inhibitoria

experimental, sensiblemente menor que los otros compuestos estudiados.

La Tabla 3 presenta la energia de docking de las estructuras mas estables de la familia GP,
rodamina 123, para el verapamil y XR9576 con el modelo por homologia de la P-gp humana
presentado. El sitio P1 nuevamente fue el lugar donde tienen mayor afinidad los conférmeros.
Una excepcidn es la rodamina, cuyo conférmero de menor energia se sitla interaccionando
con el TM12. Pero la diferencia energética con el conféormero que le sigue en energia que se

sitia en el sitio P1, no es significativa (0,01 kcal/mol, ver Tabla 3).

Los resultados de docking, que se resumen en las Tablas 2 y 3, confirman la importancia
del sitio P1, el cual seria el mas favorable para la unién. Sin embargo, también otros sitios que

involucran al TM12 (y en algunos casos al TM5) podrian ser muy relevantes.

La relacion entre el ECso y las energias de union de un sitio localizado no se espera que sea

Tabla 3: Resumen de la Energia de docking en el modelo de P-gp humana.*

Actividad experimental Energia de docking (kcal/mol)
Sustrato/Modulad EC o o El
ustrato/ivioaulador conformero | conformero .
Rodamina L9 ECy, (la mayoria | afuera el | Conformero
en el sitio P1)| sitio p1 | Mas Poblado
Rodamina123 referencia sustrato -9.66* -9.65** -8.68°
GPO05 1,45 0,161 -13,58 -12.39° -13.21°
GP240 17,61 1,246 -13,17 -12.04° -12.64f
GP339 4,57 0,660 -14,72 -13.69° -12.85
GP360 2,57 0,410 -14,66 -13.5° -11.38°
GP388 0,36 -0,444 -15,17 -13.85° -13.18
GP570 44,45 1,648 -11,01 -10.7° -10.34f
GP62 0,11 -0,959 -14,93 -11.89° -11.89°
Verapamil - — -11,01 -9,47° -6,96°
XR9576 <-1 -15,99 -11.98¢ -15.43¢
Productos Naturales
Berberina - — -8,23 -8,91" -8,91"
BNeo1 - - -16,05 -16,03° -13,59"
Bneo2 - - -17,33 -17,84° -15,12"

a) Experimentos de ref. 26 b) principalmente TMs 5 and 12 c¢) principalmente TMs 9 and 12
d) TMs 10 and 11 e) TMs 3 and 6 f) Sito P1 g) Sito P1 and TM12 h) sitio P3
* no localizado en el Sito P1 **localizado en el Sitio P1
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tan simple como una correlacion lineal debido a la complejidad del sistema y otros factores
tales como la pérdida de afinidad en la etapa final del ciclo de la extrusion (en el cual la
cavidad acuosa se abre hacia el exterior celular, estado cerrado) o a la lipofilicidad necesaria
para difundir a través de la membrana celular, entre otros. A pesar de estos hechos, la
correlacion entre la afinidad por este sitio y las actividades experimentales (como Log
(ECs0))” para la mayoria de los inhibidores resulta bastante lineal. Estos resultados se
presentan en la Figura 8. Tanto los resultados en la P-gp de ratébn y humana apoyan la
hipotesis de que P1 es el sitio mas importante para la union. La correlacion lineal razonable
encontrada para la mayoria de los inhibidores es compatible con la hipotesis de que el sitio P1
parece ser el mas relevante en la union proteina-ligando. En este punto, la hipdtesis es
ademads, compatible con los siguientes hechos: i) uno de las mejores moduladores conocidos
en la actualidad (XR9576) tiene una preferencia clara para el sitio P1, ii) la region entre los
TMs 4 y 6, implicadas en la unioén ya ha sido propuesta para desempenar un papel central en

la union de la rodamina y otros sustratos, sobre bases experimentales.****

Algunas de las principales interacciones responsables de la union en el sitio P1 se muestran

en las Figuras 3 y 6 para rodamina, GP240 y XR9576. La cavidad, que estd formada por los
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Figura 8: Correlacion en las energias de docking para los conformeros mds estables
de la familia de los GPs y sus actividades experimentales (vef. 26). En verde, para la
P-gp humana y en azul para la P-gp de raton. La lineas representan la regresion
lineal.
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TMs 4, 5y 6, es un “bolsillo” que implica principalmente contactos hidrofobicos entre los
ligandos y residuos que participan en la unién. Segun lo confirmado mas tarde por las
simulaciones DM, la presencia de interacciones de puente hidrogeno carecerian de
importancia. En el caso de XR9576 las interacciones mas importantes son estrictamente
hidrofobicas (con aminoéacidos de cadenas no polares) y de naturaleza m-m stacking (con
aminoacidos como la fenilalanina y tirosina), a pesar de que este compuesto tiene varios

grupos aceptores de puente hidrogeno.

Los resultados obtenidos con el modelo por homologia construido a partir de la estructura
experimental de raton, se relacionan estrechamente con lo anteriormente discutido y con la
conformacion de més baja energia de docking obtenida (Figura 9) para los ligandos Gp570,

GP240 y XR9576 (tariquidar).

3.5.1. Compuestos de origen natural

Stermitz et al. propusieron que las plantas se protegen contra agentes patogenos mediante
la sinergia de metabolitos secundarios; uno de los cuales actia como antimicrobiano y otro
como inhibidor de las BEs.* Esta observacion se basa en que muchos antimicrobianos
provenientes de plantas tiene su actividad enmascarada por la acciéon de BEs, como es en el
caso de la berberina. El Dr. Tegos mostro que la actividad de este compuesto puede ser
mejorada significativamente por la accién de metabolitos secundarios de plantas que actian

como inhibidores de BEs.®

La berberina es sustrato de NorA, un MF de Staphylococcus aureus, y también lo seria de
BEs de la familia ABC.***° Por lo tanto, seria importante conocer el o los sitios principales de

uniéon en un modelo de BEs como lo es la P-gp, asi como estimar si sus sitios de union
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resultan los mismos que aquellos donde se ubicaron los inhibidores estudiados en las

secciones anteriores.

El comportamiento de berberina fue muy similar al descripto anteriormente para rodamina
123 y 6G. El sitio de unidn principal para berberina fue el P1 (-9,06 kcal/mol), pero con una
energia de docking menor en 1 kcal/mol que rodamina 123 y 3 kcal/mol que rodamina 6G;
guardando la misma relacion en los demas sitios. En el caso de la P-gp humana, el sitio
principal continta siendo el P1, con una energia de docking de -9,45 kcal/mol y mas de 1000
conformaciones en ese sitio. Mientras que el segundo sitio de importancia es el sitio P3 y el
sitio P2 pasa a ser el tercero, con energias de -8,91 y -7,55 kcal/mol, respectivamente. Como
sucedid en el modelo de la P-gp de raton, el sitio P3 tiene mayor poblacion de conférmeros
que el sitio P2, 576 contra 467, respectivamente (sobre un total de 4000 conféormeros). Las
similitudes entre la berberina y las rodaminas resultan razonables teniendo en cuenta que son

todos cationes deslocalizados en sistemas 7 extensos.

Los nuevos neohesperiddsidos poliacetilados BNeol y BNeo2 (Figura 10) presentan un
tamafio molecular comparable con el del XR9576, aunque tiene mayor flexibilidad (22 y 25
diedros rotables respectivamente contra 11 del XR9576). La capacidad moduladora de MDR
de ambos BNeos fue propuesta sobre la base de datos experimentales obtenidos por el Dr.

Tegos (trabajo en colaboracion).

Figura 10. Formulas y estructuras tridimensionales de los nuevos inhibidores propuestos BNeol y BNeo?2. La
principal diferencia estructural se muestra en amarillo.

Las conformaciones de menor energia de docking para el BNeol y el BNeo2 se ubicaron en
los sitios P1 y P2, sin diferencias energéticas significativas entre ellos (0,5 kcal/mol). Las

energias de docking en el sitio P1 fueron de -16,28 y -16,66 kcal/mol, para BNeol y BNeo2,
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respectivamente (Tabla 2). Ambos compuestos presentan su conformacion de mayor afinidad
en el sitio P2 con energias de docking de -16,73 y -16,87 kcal/mol para el BNeol y BNeo2,
respectivamente. El andlisis conformacional revelé que ambos BNeos tienen un especificidad
menor por el sitio P1 que la encontrada para el XR9576. Asimismo, se ubican en todos los
sitios descriptos para los sustratos y, en todos los casos, con energias de docking 2 kcal/mol
menores que la de sustratos. Si bien las afinidades de BNeol y BNeo2 son similares, este
ultimo posee mayor especificidad en sus conformaciones de menor energia por los sitios P1 y
P2 que el BNeol (Figura 11) Por lo tanto, el BNeo2 muestra un comportamiento similar al
hallado para XR9576, tanto en sus sitios de unién como en la magnitud de su afinidad por
estos sitios. En la Figura 12 se muestra la superposicion de las conformaciones mas estables

para la rodamina 6G, XR9576 y BNeo?.

Figura 11: Superposzczon de las primeras 20 conformactones de minima energia coloreadas de acuerdo a su
energia de docking (correspondiente a la escala de color en cada figura). BNeo2 a) posee mayor cantidad de
estructuras en el sitio de los sustratosy con energias mas favorables que BNeol b).
También en el modelo humano, los BNeos mostraron un patréon de unién similar al
mostrado en el caso de raton. Aunque en el caso del BNeo2 con una mayor afinidad que el

XR9576 por la proteina (Tabla 3).

De esta forma, segin los resultados obtenidos mediante docking molecular el BNeo?2
tendria una mayor potencia moduladora que el BNeol, lo cual concuerda con las

observaciones hechas por el Dr. Tegos a nivel experimental.*
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) < o A
Figura 12: a) Las dos conformaciones de mads baja energia de docking encontradas para el BNeo?2. La verde (-
16,91kcal/mol) solapa con los sitios primario y secundario de rodamina. La proxima en energia (ocre) ocupa
plenamene el sitio Pl. Los aminodcidos hidrofobicos estan coloreados en rosa. b) Pose del BNeo2 (-
16,87kcal/mol) que comparte la mayor cantidad de aminodcidos hidrofobicos que contacta el XR9576 (en
fucsia). ¢) Superposicion de las estructuras del BNeo2 (en ciano), rodamina 6G (en verde) y XR9576 ( en
violeta) en el principal sitio de sustratos (P1).

3.6. Construccion de la P-gp de raton inserta en una membrana
lipidica

Los calculos de docking mostrados hasta el momento se basan en la aproximacién de que
la region de TMD de la P-gp estd inmersa en un medio acuoso y no en una bicapa lipidica, la
cual corresponderia al ambiente natural en el que se encuentra la P-gp. Por lo tanto, para
controlar los resultados de docking se construyd un modelo de P-gp de raton inserta en una
membrana lipidica. Se utiliz6 una membrana compuesta solamente de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (POPC), el lipido més abundante en las bicapas lipidicas de mamiferos.
El hecho de utilizar s6lo un tipo de fosfolipido y no una bicapa real, es que esta ultima es muy
compleja, tanto en componentes como en dimensiones, lo que hace muy complicado su

simulacion con los métodos y alcances computacionales actuales.

Para la construccion de este modelo se utilizO una membrana lipidica POPC pre-
equilibrada, donde cada molécula de lipido se parametrizd usando GAFF.*” La estructura de la

membrana con el lipido ya parametrizado fueron gentilmente otorgados por el Prof. Dr.
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Martinek.”” El alineamiento fue hecho manteniendo el eje de inercia Z de la P-gp
perpendicular al plano de la membrana. La membrana se ubicd de forma tal que el plano
compuesto por los residuos de colina quede alineado con los residuos triptéfano de la P-gp
(Figura 13).*® De este alineamiento resultaron solapados proteina y lipidos. Luego, se siguid
un protocolo similar al utilizado por Kandt et al.,* el cual consiste en separar los lipidos
expandiendo las dimensiones de la caja de simulacion en el plano xy, mientras se mantiene la
proteina fija en el centro de la caja. Los lipidos que aun estaban solapados con la proteina
fueron eliminados, manteniendo siempre la paridad de la cantidad de lipidos entre las dos
capas de la bicapa. Posteriormente, se realizaron 25 pasos de contraccion de las dimensiones
de la caja y cada uno de estos pasos fue seguido de una optimizacion estructural mediante
1100 pasos de gradiente conjugado (Figura 14). Finalmente, el sistema fue solvatado con
moléculas de agua TIP3P y neutralizado con contraiones. Seguido a la solvatacion la energia
del sistema se minimizé con 2000 pasos adicionales de gradiente conjugado (manteniendo

toda la proteina fija). De esta forma se obtuvo un sistema P-gp/POPC/TIP3P armado, pero no

Figura 13: P-gp de raton (backbone en cintas doradas) alineada con la membrana POPC. En magenta se
muestran a los aminodcidos triptofanos que sirvieron para el alineamiento. En el medio de la imagen se
muestra que la proteina se encuentra alineada con el eje de coordenadas y la membrana sobre el plano x-y.
Para mayor simplicidad no se muestran las regiones NBDs.

v Una generalidad de las proteinas de transmembrana es que poseen aminoacidos tirosina y triptofano que se
encuentran ubicados en el mismo plano de los grupos colina de la membrana (ver ref. 48)
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1° paso 2° paso 3° paso 4° paso

Expansién y remocién
del lipidos solapando
con la proteina

Figura 14: Protocolo seguido para el armado de la P-gp de raton inserta en una membrana POPC. En el 1°
paso se alinea la proteina y la membrana, en el 2° se expande la caja en las dimensiones x-y y con ellas las
coordenadas del centro de masa de los lipidos en el mismo plano. Esto es seguido del 3° paso, en el cual se
realizan pequerios pasos de contraccion de la caja en el plano x-y, cada paso es seguido de una optimizacion
de la geometria. Luego de varios pasos de contraccion/optimizacion se llega a la estructura final del sistema
no equilibrada. En la figura se muestra a la proteina en cintas doradas y los lipidos en licorice y los fosforos
del grupo fosfato de cada lipido en ocre.

Contraccion y minimiza- Estructura final
cién energética no equilibrada

Estructura ini-
cial alineada

equilibrado. Para llevar a cabo esto ultimo se equilibro la membrana (manteniendo fijas las
posiciones de los 4tomos de la proteina) con 38 ns de DM a presion y temperatura constantes
(1 bar y 310 K, respectivamente) usando el programa NAMD. Como la proteina se mantuvo
fija, se simuld sélo la parte inserta en la membrana. De esta forma, se ahorré tiempo
computacional al utilizar una caja de menores dimensiones, 89x90x95 A (Figura 13). La
equilibracion de la membrana se siguié mediante el monitoreo de la energia potencial total del

sistema y de la de interaccidn proteina-lipido.

Finalmente, se obtuvo un modelo P-gp/membrana con una membrana equilibrada util para
realizar docking, puesto que las coordenadas de la proteina son las mismas que las

cristalograficas.”

Sin embargo, la equilibracion del sistema prosigue, ahora liberando las cadenas laterales de
los aminoéacidos mientras se mantiene restringido el backbone de la proteina. Esto se debe a
que el objetivo final es obtener un sistema equilibrado, no s6lo a nivel de membrana sino del
sistema entero, para poder realizar futuras simulaciones de dindmica molecular P-gp libre y P-
gp/ligandos de tiempo tan largo como 20 ns sin riesgo de que la proteina se desnaturalice por

no estar en un ambiente adecuado.

vi Salvo pequefios cambios que son producto de minimizaciones de la geometria inicial realizadas para eliminar
posiciones atdbmicas muy cercanas de atomos no enlazados.
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3.7. DM de los complejos P-gp/sustrato y P-gp/modulador en el sitio
Pl.

A fin de lograr introducir los efectos dindmicos que ejercen los ligandos sobre la proteina y
que estan ausentes en el enfoque de docking estatico (en el cual la proteina se mantiene fija),
se realizaron simulaciones DM con una duracion de al menos 4 ns para la enzima de raton
unida a ligandos. El tiempo de simulacion de la DM es acotado debido a que estas
simulaciones se llevan a cabo en una caja de moléculas de agua, sin membrana. Si se
emplearan tiempos de simulacion maés prolongados, se podrian producir cambios en la
estructura secundaria o terciaria de la proteina (desnaturalizacion). Por otro lado, un tiempo de
4 ns de DM se puede considerar suficiente para el objetivo de lograr una mejor comprension
de la naturaleza de las interacciones con los inhibidores mediante la revelacion de las
caracteristicas dinamicas de los modos de unién de los complejos. Ademas de las
simulaciones de los complejos P-gp/ligando, se realizo la simulacién de la enzima libre, es
decir sin ligando, a fin de comparar cambios conformacionales o de interacciones (formacion
y ruptura de puentes de hidrdgeno, interacciones m-m, hidrofébicas, puentes salinos, etc).
Asimismo, esta simulacion es util para tener certeza de que los cambios conformacionales que
pudieran ocurrir en los complejos P-gp/ligando se deban a la interaccion molecular y no a las

condiciones de simulacion (sin membrana).

El RMSD del backbone de la enzima libre muestra que ésta se estabiliz6 a partir de los 700
ps, manteniéndose por debajo de 3,5 A hasta el final de la simulacion (en la Figura 15 se
muestran el RMSD del backbone, de toda la estructura y de los distintos dominios). En el
caso de los complejos P-gp/XR9576, P-gp/GP240 y P-gp/rodamina, se observaron valores de
RMSD similares.

Los conférmeros mas estables de rodamina 123, Gp240 y XR9576 en la P-gp fueron
utilizados como estructura inicial para ejecutar la simulacion DM, que se extendid hasta ~5
ns. Estas simulaciones se compararon entre si y contra la enzima libre. En el caso del

XR9576, su conférmero mas estable ocupa tanto el sitio P1 como el P2 (Figura 6).

3.7.1. Energia Libre de Interaccion

El analisis energético de los complejos se realizd a través de SIETRAIJ,* utilizando el

109



3. Resistencia a Multiples Drogas — P-glicoproteina

6 — Toda la proteina ' l ' I I I
— Proteina Backbone -
— TMDs Backbone
5= NBDI Backbone —
NBD?2 Backbone
4+ -
g . " -
A
Q 3 — ¥ ; —
E .‘AN\-'.MW
& /‘ f 7
2 VJ M " ]
e TR N WV
ik o I
L —
O 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

Tiempo (ps)

Figura 15: RMSD de toda la proteina, del backbone de la proteina, de todo el dominio de

transmembrana (TMDs) y de los dos dominios de union de nucledtidos (NBD1y NBD2)
ultimo nanosegundo de cada simulacion. A través de su andlisis se logra determinar la energia
libre de unidn y sus componentes (interacciones de van der Waals, electrostaticas, cavitacion,
etc.; seccion 2.13 del Capitulo 2). Los valores de energia libre de union obtenidos a partir de
la dindmica siguen el mismo orden relativo obtenido de los estudios de docking (Tabla 2), es
decir, la estabilidad de XR9576 y GP240 uniéndose al sitio P1 es alrededor de 6 y 2 kcal/mol
mayor respectivamente que la union de rodamina. Este hecho confirma las consideraciones
anteriores acerca de las afinidades relativas de los inhibidores a los sitios y la importancia
relativa de los diferentes sitios, a pesar de las limitaciones del enfoque del docking molecular.
La contribucion favorable (negativa) mas importante en todos los casos es del tipo van der
Waals. Asimismo, el GP240 y el XR9576 también tienen contribuciones favorables de
interaccién electrostatica y cavitacion (Figura 16). Sin embargo, el AGL ., (campo de
reaccion; seccion 2.13 del Capitulo 2) es mas desfavorable que en GP240. Mientras tanto en
el caso de rodamina 123, este ultimo tipo de contribucion es favorable y, a su vez, la
contribucion electrostatica es desfavorable (Figura 16). Esto ultimo puede deberse a que la
carga positiva de la Lys230 (Lys234) se mantiene cercana a una distancia que varia entre los 9

y 15A de la rodamina 123 (cation hidrofobico).
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Figura 16: Analisis energético con SIETRAJ para el sustrato modelo rodamina 123 y los moduladoresGP240 y
XR9576. Se puede apreciar que en todos los casos el principal aporte energético a la estabilidad corresponde
a la interaccion de van der Waals y Cavitacion.

3.7.2. Analisis de Contactos Cercanos y Movilidad

El andlisis de la trayectoria de DM permiti6 identificar cudles son los aminodcidos mas
cercanos a cada sustrato (es decir, a una distancia no mayor a 4 A) y el porcentaje del tiempo
de simulacion en el que se mantienen dentro de esa distancia, es decir el grado de persistencia
en la interaccion. Con los datos recolectados se construyd un histograma de la persistencia de
la interaccion versus el aminoacido, que se muestra en la Figura 17 como picos de color rojo,
cuya maxima intensidad (100%) indica que estan en contacto con el ligando dentro de un
radio de 4 A en todo el tiempo de produccion de la trayectoria (aproximadamente desde los
1000 ps). Esta figura se encuentra resumida en la Tabla 4 en la cual se muestran los residuos
con un porcentaje de persistencia de interaccion mayor al 50% para rodamina 123, GP240 y
XR9576. Ademas, muchos de los residuos que interaccionan tanto con rodamina 123, GP240

o XR9576 fueron propuestos recientemente en forma experimental (Tabla
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4),3839:31:52.33:54.35.56575839 Dentro de estos residuos, los aminoacidos S222 (TM4), 1306 (TM5),
V338 (TM6) y A342 (TM6), son comunes para la rodamina 123, GP240 y XR9576. La
mayoria de los contactos de la conformacion original de docking se conservan, y otros nuevos
se forman debido a que algunos aminoacidos hidrofobicos se acercan al inhibidor. Incluso en
el caso de GP240, que se une con mucha menos afinidad a la P-gp que el XR9576, el TM12
se acerca al ligando formando contactos con Phe979 (Phe983) y Met982 (Met986).

Por otra parte, la unién de XR9576 reduce la movilidad de toda la proteina (comparando
principalmente en los TMs que pertenecen al sitio P1 en las trayectorias de DM de la enzima
libre y del complejo). La movilidad de los residuos en el complejo P-gp/XR9576 y de la

proteina libre se muestran en la Figura 17 como factores de movilidad B en verde y violeta,

respectivamente.
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Figura 17: Porcentaje (%) de persistencia de las interacciones de los aminodcidos en el sitio Pl a lo largo de
la simulacién de DM en el complejo XR9576 (los residuos en contacto con cerca de 4 A en rojo (100%
intensidad mdxima indica que estan en contacto con el inhibidor en todo el tiempo entre 1000 a 4000 ps de la
trayectoria). Factores beta (movilidad) de los residuos para el complejo y la proteina libre en verde y violeta,
respectivamente. Aminodcidos de raton P-gp (entre paréntesis humanos P-gp).

La union de XR9576, produce cambios conformacionales que no se observan ni en la
proteina libre ni en el complejo de ésta con el GP240. El mas importante, de dichos cambios,

es que la separacion de los NBD aumenta con el tiempo, desde 46 A iniciales a 56 A a los 4
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Tabla 4: Aminodcidos (a.a.) de la P-gp de raton que interaccionan con

residuos a un radio de 44 de la P-gp.

a.a. Raton

Sustrato

Moduladores

™

(a.a. Humano)

R123

GP240

XR9576

BNeo?2

BNeo2*

Referencia

T195(T199)

F196(F200)

G199(G203)

X

[51]

1214(1218)

L215(L219)

S218(S222

P219(P223)

L221(L225)

G222(G226)

L223(L227)

A225(A229)

G226(A230)

A229(A233)

$233(S237)

X X X X X

x

X X X

X(40%)

X X

X X X

X
X(40%)

[52,53]

N292(N296)

1293(1297)

M295(1299)

G296(G300)

F299(F303)

L300(L304)

1302(1306)

Y303(Y307)

A304(A308)

Y306(Y310)

X X X X

X(40%)
X
X(60%) X

X X X X X

X X

X X X X X

[53]

V334(V338)

L335(L339)

G337(G341)

A338(A342)

F339(F343)

V341(V345)

G342(G346)

S345(S349)

1348(1352)

x| X

X X X X X

X X

X
X
X

X(40%)

X(40%)

[38]
[39,55]

[39,55]
[54]

[56]

1711(V715)

A7149A718)

N717(N721)

Q721(Q725)

X(40%)
X
X(40%)

[57]

F766(F770)

Q769(773)

G770(G774)

F773(F777)

X X| X X

X
X
X(30%)

K822(K826)

G823(G827

)
G826(G930)

L829(L833)

A830(A834)

F833(T(1837)

X(50%)
X

X X X X X X|X
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Continuacion Tabla 4

V978(V982)
FO79(F983) X
M982(M986) X X
G985(G989)

12 | Q986(Q990
S989(S993)

F990(F994)
A991(A995)
P992(P996)
*ubicado en el sitio P2

[39,51,55]

X X X

(58]
(58]
[59]

X X X

XX X X X X X

ns. Este comportamiento pareciera concordar con las conclusiones de Clarke et al., quien
propone que un inhibidor produce una separacion de los NBD, evitando asi el acoplamiento

para la hidrolisis de ATP.®

3.7.3. Analisis de Puente de Hidrdogeno

La rodamina 123 tiene 5 grupos aceptores de puente de hidrégeno y 2 donores. Sin
embargo, no forma puentes hidrégenos con una persistencia mayor al 10%. Por otro lado, los
moduladores participan de las interacciones de puente hidrégeno con una persistencia variada.
Por ejemplo, el grupo NH del GP240 (Esquema 1) actia como donor de puente de hidrogeno
interaccionando con el oxigeno del backbone de la Ala338(Ala342) con un 55% de
persistencia (Figura 18). Este puente hidrogeno actuaria como un ancla para facilitar la
orientacion de los restos hidrofobicos de GP240 en el interior del bolsillo del sitio P1. Por
otro lado, el nitrégeno quinolinico del XR9576 fue el grupo aceptor de puente hidrogeno en la
interaccion (98% de persistencia) entre éste y el hidrogeno del grupo amida de la cadena
lateral del GIn721(GIn725). Asimismo, también tiene capacidad donora, formando un puente
de hidrogeno con la GIn986 (GIn990) con una persistencia del 55% (Tabla 5). Resulta
importante destacar que estos aminoacidos que participan de la interaccion de puentes de

hidrégeno fueron propuestos sobre bases experimentales para participar de la union (Tabla 4).

Como se menciond en el Capitulo de introduccion, se propuso que la capacidad aceptora
de puentes hidrogeno,” es una de las principales caracteristicas de un modulador. En este
Capitulo, se observa que la capacidad moduladora no estd dada principalmente por
potenciales grupos aceptores de puentes hidroégeno, debido a que el XR9576 sélo forma un

puente hidrogeno como aceptor teniendo 10 grupos aceptores. El planteo sugerido en esta

114



3. Resistencia a Multiples Drogas — P-glicoproteina

Sin puente hidrégeno

Con puente hidrégeno

GP240

XR9576

Figura 18: Solo los puentes hidrogeno para GP240 y XR9576. En ambos casos, los
inhibidores actuan como donores de los puentes hidrogeno, y la persistencia de la
interaccion no es mayor al 50% de la trayectoria equilibrada de la dindmica
molecular.

Tesis es que la hidrofobicidad y flexibilidad de la molécula tienen una relevancia mucho mas

destacada en la capacidad inhibitoria.

Tabla 5: Puentes de hidrogeno formados entre la P-gp y los distintos

moduladores probados.
GP240 XR9576 BNeo2 sitio P1 BNeo2**
N° puentes de
hi%régeno* 1 2 1 1
Aminoacido | A338(A342) | Q721(Q725) S345(S349) N292(N296)
™ 6 7 6 5
Persistencia% 55 98 94 86
Donor/Aceptor Donor Aceptor Aceptor Aceptor
Aminoacido -— Q986(Q990) — -
™ - 12 — -—
Persistencia% -— 55 -— -—
Donor/Aceptor - Donor - -—

* con Persistencia mayor al 50%

**en su conformacién de mas baja energia
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3.7.4. Analisis del comportamiento dinamico de los BNeos

Los BNeos mostraron ser potenciales moduladores a nivel de docking y experimental.”® Un
hecho a destacar es que BNeo2 mostro mayor afinidad por ambos sitios de sustratos que el
BNeol. Ademas, a nivel experimental, una comparacion similar llevé a los mismos resultados,

es decir, con el BNeo?2 exhibiendo mayor potencial de inhibicion y mayor espectro de accion.

El BNeo2, en las dos primeras conformaciones de menor energia, se localizo tanto en el
sitio P1 y el sitio P2, a diferencia del XR9576, el cual debido a su extension y flexibilidad
ocup6 ambos sitios. A fin de evitar descartar alguna posibilidad, se simulé el BNeo2 en ambos

sitios mediante DM.

En el analisis energético, calculado con SIETRAJ> ambos sitios mostraron un
comportamiento semejante al de los moduladores mostrados en la Figura 16, donde el
principal aporte energético a la estabilidad de la interaccion es debido a la parte hidrofobica.
Sin embargo, el AGunisn calculado para el BNeo?2 fue inferior al del XR9576 en 2,5 kcal/mol,
un resultado opuesto al encontrado por docking, donde el BNeo2 mostrd ser mas estable que
el XR9576 en 1 kcal/mol. Sin embargo, el BNeo?2 siguid siendo teniendo una afinidad mayor
que el modulador GP240 (1,1 kcal/mol) y el sustrato rodamina 123 (1,5 kcal/mol, ver Tabla

2), lo cual demostraria su potencial actividad moduladora.

En el andlisis de contactos cercanos, el BNeo2 comparte muchos de los aminoacidos que
también interaccionan con el XR9576. Sin embargo, una mayor cantidad de aminodcidos
informados en bibliografia se encuentran interaccionando con BNeo2 en el sitio P1 en
comparacion con la simulacion en el sitio P2. Esto, sumado a la insignificante diferencia
energética en el AGunisn entre ambos sitios, confiere otra evidencia mas al planteo de que el

sitio P1 es el principal sitio de union.

Por otro lado, la movilidad de la proteina se modifica solamente por la simulacion en el

sitio P2, disminuyendo la de los aminoacidos pertenecientes al TMS.

El BNeo2, a pesar de tener 15 grupos aceptores y un grupo donor, forma un solo puente de
hidrégeno en ambas simulaciones. Estas interacciones son muy persistentes y, en ambas, actia
como aceptor. Este comportamiento se asemeja mucho al observado para el XR9576,
descripto anteriormente. Asi se podria confirmar, segin estos resultados, que la capacidad

formadora de puente hidrégeno no es la principal caracteristica a buscar en un modulador.
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3.8. Lipofilicidad (LogP)

Los moduladores presentan algunas caracteristicas comunes a las de los sustratos,
interaccionan con un sitio de uniéon y, en muchos casos, también son transportados por la P-
gp. El modo de accion de los moduladores pareciera estar conectado con la presencia de la
membrana, y con su rapida velocidad de difusion a través de ella.' Mientras que los sustratos
de la P-gp tienen una velocidad relativamente lenta en comparacion con la de los
moduladores.® Entonces, se propuso que los sustratos y moduladores presentan un
comportamiento similar respecto a P-gp, siendo ambos transportados por ella mediante la
hidrolisis de ATP. Tanto unos como otros son expulsados, reingresan en la bicapa lipidica,
donde son captados por la P-gp para ser nuevamente expulsados al exterior celular. De este
modo, los sustratos tendrian un reingreso en la bicapa muy lento, mientras que el de los
moduladores seria muy rapido, y el mecanismo de inhibicion es que la proteina se encuentra
la mayor parte del tiempo expulsando a un modulador y no al sustrato. Resumiendo, este
modelo sugiere, que un modulador es un compuesto con una alta afinidad por el sitio de

sustratos y con una alta velocidad de difusion a través de la membrana.®”>*

Asi, anteriormente se mostrd la gran afinidad de los moduladores por los sitios de sustratos
y que los BNeos muestran caracteristicas similares al modulador de tercera generacion,
XR9576; especialmente el BNeo2. Sin embargo, queda abierta la pregunta si la relacion
principalmente energética hallada para los moduladores, guarda relacion con su coeficiente de
particion agua/membrana lipidica y, por consiguiente, con la velocidad de difusion a través de

la membrana.

Para ello, se calcul6 el LogP del coeficiente de particion octanol/agua, utilizandose como
aproximacion 1,2-dicloroetano/agua (de aqui en mas simplemente dicloroetano).*" El LogP se
aproxima como la diferencia entre las energias libres de solvatacion en agua (W) y en

dicloroetano (DCE), como sigue:

log(P) ~ [AG) —AG™F)

solv solv

NG ] (3.1)

solv

donde la diferencia de solubilidades se puede reescribir como AAGso. El AGsorv en cada

vii En lugar de n-octanol, los célculos se realizaron usando 1,2-dicloroetano, por ser el mas cercano en el valor
de € de los solventes disponibles en el paquete gaussian 03.
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solvente se define como el cambio en energia libre necesaria para llevar al compuesto desde la

fase gaseosa hacia la fase solvente en su geometria optimizada en fase gaseosa.

Los resultados mostraron que los mejores moduladores (con mayor afinidad por el sitio de
unién de sustratos) son mas liposolubles, es decir presentan un LogP o un AAGgow mas
positivo. Por ejemplo, en la Tabla 6 se puede apreciar que el XR9576 es mas liposoluble que
el verapamil. A su vez, el verapamil, un modulador de primera generacién poco potente, tiene
un LogP, similar al de los sustratos, mientras el LogP del XR9576 es significativamente

mayor.

Tabla 6: Calculo de AAG de solubilidad agua/l,2-dicloroetano y estimacion del Log P
mediante el programa comercial ACDLabs

Moduladores Sustratos
Nivel QM: Bneo1 | Bneo2 | XR9576 | Verapamil | Berberina | Rodamina 6G | Rodamina 123
BLYP/6-31+G*
AAG 518 | 10,18 | 6,17 2,37 1,44 3,6 -0,33
LogP(ACDLabs) | 5,93 8,07 6,38 3,90 -0,99 6,62 1,21
LogP empirico - - - - -— 2,62 -

Asimismo, los BNeos presentaron una lipofilicidad similar al del XR9576, sugiriendo otra
evidencia de que son moduladores con potencia semejante a la de un modulador de tercera
generacion. Siguiendo los valores de LogP, nuevamente se observa que el BNeo2 seria mas
potente que el BNeol, lo cual se condice con los datos experimentales de inhibicion llevados a
cabo por el Dr. Tegos y es racionalizado por la sustitucion de un grupo OH (hidrofilico) por

un éster butilico (hidrofobico) en su estructura (Figura 10).
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4. Estados Excitados del
Violeta de Metileno en
solventes aproticos

Science cannot solve the ultimate mystery of nature. And that is because, in the last analysis, we

ourselves are part of nature and therefore part of the mystery that we are trying to solve.

Max Karl Ernst Ludwig Planck (1858 — 1947) Fisico aleman.

4.1. Introduccion

Se han informado numerosas aplicaciones del Violeta de Metileno (VM) (Esquema 1),
por ejemplo su empleo como sensibilizador en reacciones de transferencia de electrones,
como se menciono en el Capitulo 1. Sin embargo, pese a las interesantes particularidades y
peculiaridades (por ejemplo, solvatocromismo atipico) que presenta este colorante (ver
seccion 1.2.5, del capitulo de introduccion), la informacién basica de las propiedades de sus
estados singletes y tripletes, necesaria para entender su comportamiento fotoquimico, esta

poco descripto en la literatura.

CH CH,
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Esquema 1:Estructuras de resonancia del VM, junto con la numeracion IUPAC.

Se planed brindar una vision detallada de la fotofisica de este colorante que permita

aportar datos y ampliar el escaso conocimiento de las propiedades informadas en
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bibliografia.! Como metodologia empleada para realizar este objetivo se llevaron a cabo
estudios teodricos realizados en esta tesis y experimentales a través de la colaboracion con el
Dr. Carlos A. Chesta (Universidad Nacional de Rio Cuarto). Asimismo, se buscaron los
protocolos mas convenientes para la comprension a nivel basico y aplicado de este colorante,
considerandolo tanto como modelo de fotosensibilizador como crémoforo push-pull. Para
ello, inicialmente se establecid cudl es la metodologia adecuada para describir el problema
(funcionales, bases, modelos de solvatacion, etc.) y luego se realizd una investigacion
sistematica sobre la influencia del solvente sobre las propiedades espectrocopicas de

absorcion y emision del estado singlete basal y de absorcion de los estados tripletes.

4.2. Consideraciones sobre la geometria molecular del VM

A fin de corroborar la posibilidad de conféormeros interconvertibles en torno al enlace
C-N(CH3)2 que absorbieran y emitieran en diferentes medios (propuesta por Otsuki,
mencionada en la seccion 1.2.5 del capitulo 1), primero se realizé un estudio conformacional
en torno a este enlace. Se obtuvo una barrera de 10,5 kcal/mol para dicha rotacion en metanol,
utilizando un nivel B3LYP/6-311+G(d,p). Ademas, la optimizacion de estructura del primer
estado excitado con los metilos a 90° del plano del anillo aromético convergi6é hacia la
estructura con ellos alineados con dicho plano. Esta primera inspeccion permitié descartar
esta posible explicacion y fue luego confirmada al llevar a cabo la optimizacidn sistematica de
la geometria del estado fundamental y varios estados singletes y tripletes excitados en
diferentes solventes, empleando diversos funcionales y modelos de solvatacion (siguiente

seccion).

4.3. Funcionales y métodos de solvatacion

El espectro de absorcion del VM posee solamente un maximo de absorcion en solventes
aproticos, el cual presenta un corrimiento batocrémico (hacia el rojo) con el aumento de la
polaridad del medio. El mismo presenta (Figura 1). En el caso de la emision, resulta
interesante que este espectro no es la imagen especular del de absorcion, como usualmente lo
es, presentando un maximo acompafiado por uno o dos hombros. Las bandas de abosorcion y
de emision(tomando, en el ultimo caso el primer maximo u hombro), presentan un

corrimiento al rojo con el aumento de la polaridad del solvente
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El estudio tedrico de los espectros de absorcion se realizd empleando la Teoria del
Funcional de la Densidad Dependiente del Tiempo (TD-DFT).” Este formalismo permite
estudiar las propiedades de los estados excitados, tales como las energias de absorcion de
excitaciones verticales y frecuencias del oscilador (proporcionales a la intensidad). Otras
propiedades que se pueden estudiar son: momento dipolar, frecuencias del estado excitado,
qué orbitales moleculares estan involucrados en el estado excitado, potencial electrostatico, su
distribuciéon de carga y propiedades electronicas, etc. Entonces, el método de TD-DFT
permite obtener una descripcion detallada a nivel molecular tanto del estado basal como del

excitado, observando los cambios provocados por la transicion electronica.
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Figura 1: Espectros de absorcion (en lineas) y de emision (en puntos) del VM en solventes aproticos de
diferente polaridad.

Para los calculos de TD-DFT, la solvataciéon del VM en su estado basal se realizod
empleando el modelo continuo polarizable (PCM),® el cual se encuentra dentro de la
aproximacion de campo de reaccion autoconsistente (SCRF, ver la seccion 2.9 del capitulo
2). Este mismo modelo puede ser utilizado para la solvatacion del estado excitado, aplicando
algunas modificaciones para representar la transicion vertical. Para ello hay dos

aproximaciones distintas, una es Respuesta Lineal (RL) y la otra es Estado Especifico (EE).
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Los términos que diferencian a estos dos métodos, tienen origenes fisicos distintos: EE tiene
en cuenta una parte de los grados de libertad del solvente para seguir los cambios en la
funcién de onda del soluto después de la excitacion, es decir una componente de polarizacién
rapida del solvente. Este término no aparece en RL, el cual tiene en cuenta una correccion
dinamica a la energia del estado excitado. Este término esta relacionado con la respuesta del

solvente a la oscilacion de la densidad de carga del soluto.*

El primer paso en este estudio fue evaluar cudl es el funcional y método de solvatacion del
estado excitado (RL o EE) que predicen mejor las transiciones electronicas del sistema
observadas experimentalmente. Para ello, se compararon los funcionales B3LYP>® y PBEO,"*
usando RL o EE. En ambos casos, la base utilizada fue 6-311+G(d,p) y el programa Gaussian
09.° La seleccion de los funcionales es un paso muy importante, ya que los resultados con
TD-DFT son muy sensibles a los funcionales de correlacion-intercambio utilizados.'*™"" Se
eligi6 PBEO por su exactitud, segin bibliografia, en la prediccion de las energias de
transiciones electronicas, principalmente aquellas que involucran tanto estados de valencia
como Rydberg.*'*"* A su vez, B3LYP es uno de los funcionales mas empleados y versatiles,
utilizado tanto en el estudio de estados excitados como en optimizaciones y en el estudio de

propiedades electronicas en general.'*!'*

El método RL, con ambos funcionales, predijo maximos de absorcién mds cercanos a los
experimentales que aquellos obtenidos con el método EE. Por otro lado, al compararse los
dos funcionales B3LYP y PBEO, los resultados del primero fueron mas cercanos a los
experimentales independientemente del método de solvatacion utilizado, ver Tabla 1. Por ello,
de aqui en adelante, el sistema fue estudiado utilizando el funcional B3LYP y el método de

solvatacion para el estado excitado, RL.

Tabla 1: Comparacion de las energias de transicion calculadas
(expresadas en nm) para el 1°y 2% estado excitado.

BLYP PBEO Experimental
Solventes RL EE RL EE
heptano 490,43 | 477,18 | 477,78 | 465,13 512
acetato de etilo 530,39 | 492,79 | 487,67 | 480,01 536
acetonitrio 556,28 | 502,8 542,21 | 489,47 553

Resulta necesario comentar que los célculos descriptos en esta seccion se tuvieron que
realizar dos veces. En la primera vez los calculos se realizaron con la version A.01 de

Gaussian09. Sin embargo, estos resultados se tuvieron que descartar, ya que en esta version la
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rutina necesaria para realizar los célculos de EE, no funcionaba en forma apropiada, por lo
que no calculaba la componente de polarizacion rapida del solvente. Este inconveniente
produjo que los resultados encontrados a partir de ambos métodos de solvatacion fueran
idénticos. En la version B.01 este error fue corregido, de modo que los resultados obtenidos

con ella son los que se muestran en este Capitulo.

Asimismo, los resultados obtenidos fueron interesantes, porque se esperaba que EE diera
resultados mas precisos que RL.'“". Sin embargo, se logro la prediccion de valores que se
encuentran dentro de un error de 20 nm en el caso del heptano, como limite superior y de 3
nm en acetonitrilo, como limite inferior. Estos, errores no son significativos, siendo que el

'3 ¢ incluso mayores en sistemas

error esperado para TD-DFT se encuentra entre ~15-70nm
con fuerte reorganizacion de carga.'® Ademas, es importante tener en cuenta que el colorante
en estudio es un cromoforo push-pull, el cual involucra transferencia de carga, caracteristica

que en general, resulta problematica para el tratamiento de TD-DFT.'*!"

4.4. Absorcion

4.4.1. Solvatocromismo

El maximo de absorcion de VM (Figura 1) en los distintos solventes apréticos se
correspondid con la primera transicion electronica que se muestra en la Tabla 2. Esta

transicion es HOMO—LUMO del tipo n—n* (Figura 2).

En fase gaseosa, la primera transicion electronica correspondi6 a una transicion HOMO-2
—LUMO que es del tipo n—n*. Por el contrario, las transiciones que dieron origen al
segundo y al tercer estado excitado fueron del tipo n—n*, siendo HOMO—LUMO y HOMO-
1—-LUMO, respectivamente (Figura 2). A medida que la polaridad del medio aumentaba, el
orbital n se estabilizd mas que el orbital LUMO, incrementando la energia de la transicion
n—n* (Figura 2). Este hecho hizo que la transiciéon n—n* pasara de ser el primer estado
excitado en fase gaseosa, a ser la segunda en heptano y la tercera en acetato de etilo y
acetonitrilo. En este caso, esta transicion no se observa en el espectro experimental ya que las
transiciones (radiativas) n—m* estan prohibidas por simetria, teniendo una absortividad molar

muy baja y en el caso del los célculos corresponden a una fuerza del oscilador cercana a cero.
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Por el contrario, las transiciones m—n* presentaron un corrimiento hacia menores energias
de absorcion debido a que aumento la estabilizacion de orbital LUMO con la polaridad del

solvente, disminuyendo asi la energia de esta transicion (Figura 2).

El VM en su estado basal relajado (es decir con su geometria optimizada) presentd un

, de 10,72 D en fase gaseosa, el cual incrementd su

fp
magnitud al aumentar la polaridad del solvente, pasando de 12,90 D para heptano a 17,68 D

importante momento dipolar,

en acetonitrilo, lo que se atribuyd a una mayor polarizacion de la molécula debida al solvente

(Tabla 2).

LUMO(n)
—4-0,15

HOMO(r)

|

S

o
Energia (Hartree)

‘ ——— . — e —_— —
HOMO-1(n) /— ........... 025
HOMO-2(n)

fase gaseosa  heptano acetato  cetonitrilo
de etilo

Figura 2: Orbitales moleculares involucrados en las transiciones electronicas del VM y la variacion de su
energia con el cambio de solvente. Entre paréntesis se muestra el tipo de orbital. Isodensidad 0,035 u.a.

Lo mismo ocurri6 con los estados excitados, es decir, el modulo de su momento dipolar

aumentd al hacerlo la polaridad del medio (Tabla 2). Este momento dipolar, ‘/YE* ,

correspondid a la geometria del estado excitado no relajado (transicion vertical o de Franck-

Condon (FC)). En la tabla mencionada, se puede observar que el |/75*‘ de la primera
transicion electronica m—n* (mas corrida hacia el rojo) fue mayor que el de la segunda del

mismo tipo, en acetato de etilo y en acetonitrilo. Sin embargo, ésto no ocurrid en fase gaseosa
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y heptano. En el caso del VM en fase gaseosa, podria deberse a que la primera transicion
electronica t—n* no fue solamente HOMO—LUMO, sino que tiene un 20% de contribucion
HOMO-1—-LUMO, mientras que la segunda transicion n—n* la relacion se invierte,
quedando un 80% de contribucion HOMO-1—-LUMO. Por otro lado, el ‘,L_l' E*‘

correspondiente a las transiciones n—n* fue mayor que aquella n—n*, esto podria atribuirse a
que en esta Ultima la densidad electronica se desplaza en sentido contrario al vector momento

dipolar de la molécula (ver Figuras 2 y 3).

Tabla 2: Absorcion del VM en solventes aproticos y comparacion con la fase gaseosa. La
energia de las transiciones se encuentran en nm, los momentos dipolares en D, la variacion
del |Apaps| y dngulo que forma \U;* del estado en cuestion respecto al \Uy del estado basal
(6).H es HOMO y L, LUMO.

Solventes EStado Absorcion Momento Dipolar Al ]
excitado Valor/nm f Exp. Transicion® Estado  Valor/D /D /grados
H-2—L Basal 10,72
T 47299 00000  — o, oy 4erE.Exc. 546 526 12,20
fase 2 464,46  0,4661  — Mol o erE Exc. 1202 130 518
gaseosa (TT—T1T)
H-1—L
3 426,16 0,1370  — - 3erE.Exc. 14,82 4,10 5,48
(TT—T17%)
H—L Basal 12,90
T 49043 07374 512 9y qerE.Exc. 1537 247 2,83
H-2—L
heptano 2 457,21 0,0000 - _)* 2er E. Exc. 6,39 -6,51 12,75
(n—T11)
H-1—L
3 442,48 0,043  — ~  3erE.Exc. 16,48 3,58 7,07
(TT—T1*)
H—L Basal 15,83
153039 10203 536 ;) qerE.Exc. 1930 347 1,62
acetatode 5, 45503 o212 — 1L o E Exe. 1875 292 8,08
etilo (TT—T1*)
3 438,94 00000 — 27 s E Exe. 747 836 o9
(n—TT™)
H—L Basal 17,68
T 99628 11593 95T .19y 1erE.Exc. 2140 373 1,33
acetonitrilo 2 469,64 0,027 — H'1_’,': 2erE. Exc. 20,22 2,55 8,36
(TT—T7%)
H-2—L
3 428,63 0,0000 — ' 3erE.Exc. 803 -965 14,86
(n—T1T)

@ frecuencia del oscilador; ® H=HOMO L=LUMO

Este aumento en el médulo de ‘/7 E*‘ con la polaridad del solvente se vio reflejado en el
cambio del moédulo de momento dipolar correspondiente a la transicion electronica de

absorcion Al
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4. Estados Excitados del Violeta de Metileno en solventes apréticos

A= g * = | 1) (4.1)

es decir el estado final e inicial para la absorcion, respectivamente.

A~ NA

Figura 3: Momentos dipolares para el estado basal (azul), primer estado excitado
(rojo), segundo estado excitado (gris) y tercer estado excitado (naranja) en acetato
de etilo. También valido en acetonitrilo. A su vez, el vector momento dipolar en gris
corresponde al tercer estado excitado para el VM en heptano. Se muestra el angulo
0 entre los vectores momento dipolar de estado basal y segundo estado excitado.

Para el primer estado excitado en fase gaseosa, A|,u7\bs| fue negativo, es decir que el
momento dipolar del estado excitado fue menor al del estado basal. Esto puede atribuirse a
que la transicion electronica involucrada fue n—n* y, por lo tanto, la densidad electronica que
estaba localizada en el orbital n sobre el oxigeno carbonilico (en parte polarizando la
molécula) pasé a deslocalizarse en un orbital n* ubicado sobre gran parte de la molécula,

disminuyendo su momento dipolar en forma considerable.

En cambio, el AluL,| del segundo y tercer estado excitado fueron positivos. En la
segunda transicion electronica, la densidad electronica ubicada de alrededor del nitrégeno
-N(CH3)2 se desplazo hacia el azufre y el nitrogeno en el anillo fenotiazina (posicion 10)
(Figura 2), en favor del vector momento dipolar del VM fundamental (Figura 3). Este hecho
se puede observar en la parte derecha de la Figura 4, donde el nitrogeno -N(CH3)> aumenta su

caracter electropositivo y el parte derecha de la molécula su caracter electronegativo.

A su vez, en la tercera transicion, el aumento en el modulo del momento dipolar se produjo
debido a que parte de la densidad electronica ubicada sobre el nitrogeno -N(CH3),, el azufre y
el carbono 6, se trasladd hacia el resto de la molécula, en especial los carbonos 1y 2 (ver
Esquema 1 y Figura 2). Sin embargo, en este caso, el aumento fue significativamente menor

debido a que la transferencia de densidad electronica no fue en el mismo sentido del momento
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“.5
c
d
-
. s

c

d

Figura 4: Potencial electrostatico del VM en sus estados basal relajado (a),
excitado no relajado o Franck-Condon vertical (b), excitado relajado (c) y
basal no relajado (d). Se muestra la superficie de isodensidad electronica
(0,01 u.a.) coloreada con el potencial electrostdtico desde el negativo en
rojo hasta el positivo en azul, con un rango que va desde -0,01 a 0,07 u.a.

dipolar de la molécula (ver Figuras 2 y 3). Este hecho se pudo apreciar en el cambio en la

*

direccion entre los vectores ;™ respecto de /{3, el cual ocurrié en el plano de la molécula,

como se muestra en la Figura 3.

El Aluy,| para la primera transicion electronica m—m* aument6 gradualmente y en forma
no lineal, partiendo de 1,30 D en fase gaseosa hasta 3,77 D en acetonitrilo. Esta transicion
presentd la misma transferencia de densidad electronica que la segunda transicion electronica
en fase gaseosa (Figura 4). En cambio, el valor de A |tnne| de la segunda transicion T—mn*, si
bien fue positivo, su comportamiento fue contrario al de la primera transicion, disminuyendo
su valor desde 4,10 D en fase gaseosa hasta 2,55 D en acetonitrilo. Asimismo, el caracter
positivo de Az, concordd con el corrimiento hacia el rojo (mas detalle en la seccion 4.6.)
observado experimentalmente para la primera transicion electronica, y tedricamente para la

segunda (que no se observaria por poseer un frecuencia del oscilador relativamente baja).

Por otro lado, en la transicion n—x* el valor de Al fue negativo, lo cual concordd

con el corrimiento hipsocrémico (hacia el azul) observado en los célculos.

Otro aspecto del corrimiento solvatocrémico es la direccion del momento dipolar, siendo

maximo cuando los vectores ;™ y [, son colineales.'” En el caso del VM, se midié el
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angulo 0 entre los vectores ;™ y (5 (cambio en la direcciéon del momento dipolar por la
transicion electronica, ver Figura 3). El 4ngulo 0 tuvo un comportamiento opuesto al A |/I/§bs| .
En el caso del primer estado excitado m—n*, 6 disminuyd con la polaridad del solvente,
mientras que Al aumentéd conjuntamente con ella. En el caso de la segunda transicion
n—n* y la transicion n—n*, se observo un aumento en el angulo 6 con el incremento en la

polaridad del solvente, mientra que con Alz,,,| ocurri6 lo contrario (Tabla 2).

4.5. Emision

4.5.1. Solvatocromismo

La fluorescencia se calcul6 a partir de la geometria optimizada (relajada) del primer estado
excitado. La transicion electronica con la maxima frecuencia del oscilador fue asignada a la
longitud de onda maxima del espectro de emision experimental (Figura 1)." Asi, en
fluorescencia en los distintos solvente, la transicion es entre el primer estado excitado

optimizado y el estado basal no relajado (estado FC).

Los resultados tedricos mostraron un corrimiento hacia el rojo de todas las transiciones del
tipo 1 — 7* con el incremento en la polaridad del solvente (Figura 1 y Tabla 3). Sin embargo,
si se tiene en cuenta el méximo de emisioén experimental en heptano y acetonitrilo, se observa
un discrepancia con los valores calculados (Figura 1). Ademas, el grado de exactitud de los
maximos de emision no fue tan significativo como el encontrado en la absorbancia, un
ejemplo es el caso del VM en heptano. Aunque el maximo de emisiéon en heptano podria
deberse a un estado vibronico, y el maximo observado por el estudio teorico corresponderse

con el hombro a ~578 nm (Figura 1).

Las transiciones electronicas de fluorescencia involucraron a los mismos orbitales
moleculares descriptos anteriormente para absorbancia (Figura 2), con la excepcion de la fase
gaseosa, en la cual el orbital HOMO-1 es el orbital n localizado sobre el carbonilo, aquel que

en la seccion anterior era el HOMO-2. Asimismo, el orbital molecular @ que en la absorbancia

i Se optimizaron otros estados excitados y a partir de ellos se obtuvieron energias de transicion electronica
para ese estado. Sin embargo, no todas las optimizaciones convergieron y en aquellas que alcanzaron la
convergencia no se observaron diferencias significativas con los valores expuestos en la Tabla 3. Por ello, se
muestran los valores obtenidos a partir de la optimizacion del 1* estado excitado, como una buena
estimacion.
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era el HOMO-1, en la estructura optimizada del primer estado excitado en fase gaseosa fue el

HOMO-2.

Siguiendo con el andlisis de los resultados obtenidos, el modulo de los momentos dipolares
del estado basal no relajado ( |0 *| ) y el primer estado excitado relajado ( [U;] ) aumentaron

con el incremento en la polaridad del solvente (Tabla 3).

En forma andloga a Aliinl, se define el cambio en el momento dipolar de emision,

Aluz,l el que se representa como:

Alus =it = | (4.2)

correspondiéndose a la diferencia entre el modulo del momento dipolar del estado basal sin

relajar y el estado excitado relajado, es decir entre el estado final y el inicial para la emision,

Tabla 3: Estados excitados en el espectro de emision, Las energias de las transiciones se
encuentran en nm, los momentos dipolares en D, la variacion del |Auemi| y angulo que forma
Uy del estado en cuestion respecto al W™ del estado basal (6).H es HOMO y L, LUMO.

Solventes EStado Emision Momento Dipolar Alug,| 6
excitado Valor/nm fe Exp. Transicion® Estado Valor/D /D /grados
L—H-1 Basal 12,42
1 6185 00000 — 1, 1erE.Exc. 7,39 503 9,09
ooeesa 2 51982 03153 _ (#’Z?r)
3 467,80 02566 — M2
- (TT*—T1T1)
L—H Basal 14,19
1 5653 0,406 623 .y 1erE. Exc. 1365 054 6,42
L—H-2
heptano 2 513,23 0,008 (Tr*—>n)
3 472,66 0,4053 L—h
(Tr*—T1T1)
L—H Basal 17,21
1 576,06 0848 610 (1 ;) 4erE. Exc. 17.67 046 3,17
L—H-1
aceéfﬁg d 5, 53035 00855 (n_*’_m)
L—H-2
3 473,96 0,0000 -
(Tr"—n)
L—H Basal 18,93
1 591,35 1,0854 626 . .y 1erE.Exc. 2036 -143 1,97
. L—H-1
acetonitrilo 2 545,74 0,0478 (T —>TT)
L—H-2
3 454,65 0,0000 Y
(Tr*—n)

2 frecuencia del oscilador; ® H=EHOMO L=LUMO
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respectivamente.

El Al present6d un incremento lineal con el aumento en la polaridad del medio. Su
valor pasé de positivo en fase gaseosa y solventes de baja polaridad a negativo en solventes

de mayor polaridad.

En fase gaseosa el Alu7,| de la primera transicién electronica tiene un valor de 5,03 D,

donde |17 posee un momento dipolar menor que ¥

Se propuso la misma explicacion
expresada anteriormente para la transicion electronica n—n* en la absorcion, aunque en
sentido inverso. Asi, la densidad electronica ubicada en el orbital * (LUMO) pas6 a uno n
(HOMO-1) ubicado sobre el oxigeno carbonilico. Con lo que [0;*| aumenté respecto al

estado de partida (Tabla 3).

En el célculo de la emision en los distintos solventes, la transicion del primer estado
excitado fue del tipo n*— m, entre los orbitales LUMO—HOMO. El valor de Alug,| se
disminuyendo con el aumento en la polaridad del medio, pasando de 0,54 D en heptano a
-0,46 D en acetato de etilo y -1,43 D en acetonitrilo. Esta observacion también se puede
apreciar al comparar el potencial electrostatico del estado excitado relajado y del basal sin
relajar (Figura 4). Este comportamiento se debid a que el primer estado excitado tiene una
contribucion mayoritaria de LUMO—HOMO y otra minoritaria LUMO—HOMO-I1. La
contribucion de esta tltima transicion fue disminuyendo con el aumento de la polaridad del
medio desde un 25% en heptano a 13% en acetato de etilo y a 0% en acetonitrilo, lo que

explico este aumento en el médulo del momento dipolar del primer estado excitado.

Asimismo, el angulo 0 que representa el cambio en la direccion del momento dipolar en la
transicion electronica debido a la emision, presentd un comportamiento similar al encontrado
en absorcion. El angulo 0 entre W, y W™ disminuye su magnitud con el aumento en la
polaridad del solvente. En este caso, dicha disminucion fue mucho mas marcada que la

observada en la absorcion, comparando sélo el primero estado excitado.

Por otro lado, comparando el modulo de los momentos dipolares de los estados relajados
(basal o excitado) en los distintos solventes, se observdo que fueron menores que los
correspondientes estados sin relajar o verticales (Tablas 2 y 3), a excepcion del caso de fase
gaseosa. Es decir que ocurrié una reduccion en el modulo del momento dipolar al relajarse el

estado desde su geometria FC a su geometria de equilibrio.

134



4. Estados Excitados del Violeta de Metileno en solventes apréticos

4.6. Modelos Solvatocromicos

El efecto del solvente generalmente es analizado a nivel experimental mediante modelos
solvatocromicos. Estos modelos se presentan en graficos (por ejemplo, Lippert-Mataga)'*'®
que muestran la variacion de la absorcion, emision o corrimiento de Stokes en funcioén de
parametros del solvente, como por ejemplo la constante dieléctrica. Los modelos tienen la

siguiente expresion general:

Vn:,f‘:m(MB’ ME)*f(S, n)*g(a)-i—constante (4.3)

donde m(uz, uz) es una funcién que describe el cambio en el moédulo del momento
dipolar debido a la transicién electronica, f (e, 7) es una funcién que depende la constante
dieléctrica del solvente (g) y del indice de refraccion (n), y g(a) es una funcion geométrica
que describe la forma de la cavidad generada por el soluto, siendo a, cominmente, el radio de
la cavidad de Onsager (ver seccion de métodos de solvatacion continuos en el capitulo 2). Por
lo general, v, , puede ser presentado por el valor experimental de la frecuencia maxima de
absorcion, V,max  asi como por el de la frecuencia maxima de fluorescencia, V,max , o por
el del corrimiento de Stokes (V, max—vy max) 1% La representacion de la férmula 4.3
depende del modelo que se aplique: por ejemplo, Lippert, Bakhshiev, McRae's Suppan's,
Kawski-Chamma-Viallet's."*'"” Estos modelos representan muy bien el solvatocromismo
cuando el soluto no tiene interacciones considerables con el solvente., en tales casos la
relacién v, , versus f (e, 7n) es lineal. Sin embargo, estos modelos no consideran diversas
caracteristicas del solvente como son: la polarizabilidad, el efecto de puente de hidrogeno,
formacion de complejos, entre otras. Estas interacciones pueden modificar el momento
dipolar del estado basal o del excitado y es por ello que, en muchos casos, se puede encontrar

que la relacion v, , versus f (e, n) no es lineal.
Por lo tanto, para incluir los efectos anteriormente mencionados, es mejor utilizar otro
; . , . . . N
parametro que los considere, éste es la polaridad microscopica de solvente, E; . La base

;. ., . N
teorica para la correlacion entre el solvatocromismo espectral y FE,, fue propuesta por

Reichart," y luego, desarrollada por Ravi et al.:”’
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AV=v,max—v max=11307,6 ( E7 +constante 4.4)

donde Alfi| es el cambio en el médulo del momento dipolar, es decir, oA A )|

subindice bet se refiere al colorante betaina, usado como referencia para desarrollar los

N
valoresde E;."

La mayoria de los modelos solvatocromicos, incluido el de Ravi, involucran un importante
nimero de aproximaciones. Una de ellas es que se supone que el momento dipolar del estado
excitado no relajado (u" E*) y del estado excitado relajado (Lf' E) son colineales y el A | se
mantiene aproximadamente constante con el cambio de solvente. Lo mismo se aplica para el

momento dipolar del estado basal no relajado y relajado.'*'""” Por esta razon, es muchas veces

conveniente analizar el efecto del medio sobre la absorcion y la emision por separado:'**'*
[ u —lw.*)\a,, 3]
v, max=11307,6 ( ! B|(|Z|Bt |i2 £"1) | [ %o E} +constante (4.5)
Mbet a
[ Ly *—=lugl) || a d
Vv, max=11307,6 ( ] (|§|B _,‘ |2“ Al abe[ E} +constante (4.6)
«ubet

Las ecuaciones 4.4, 4.5 y 4.6 fueron graficadas en funcion de los datos experimentales que
se muestran en la Tabla 4 (ver Figura 5). En dicha tabla se muestran los valores en cm™. Por
otro lado, la contraparte experimental propuso una transicion entre el nivel vibracional v=0
del estado basal y el mismo estado vibracional del estado excitado para la absorbancia (v.0-0),
diferente de aquel para fluorescencia (v/0-0), como se muestra en la Tabla 4. En esta figura,
también se muestran los resultados de absorcion, emision y corrimiento de Stokes para el VM

en los solventes calculados.

Los resultados obtenidos en los calculos de la absorbancia son muy similares a los
experimentales. La pendiente negativa, se condice con el hecho de que ocurre un aumento en
el momento dipolar de la molécula con la excitacion (tanto en su estructura no relajada como

en la relajada), lo cual produce un corrimiento hacia el rojo. Segin estos resultados, se podria
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Tabla 4:Solventes probados a nivel experimental. Se muestra la polaridad microscopica de
solvente E7", los mdximos de absorbancia (vamax) y fluorescencia (vpmax), las transiciones
0-0 de absorbancia (va0-0) y fluorescencia (vy0-0), y la diferencia entre voamax y vimax (4v).
Los valores de absorbancia y fluorescencia se informan en cm™.

Solvente BN \vmax | vomax| v, 00 | v.00 | Ay

ciclohexano 0,006 | 19417 | 15963 | 18278 | 17194 | 3454
heptano 0,009 | 19512 | 16000 | 18410 | 17282 | 3512
éter dibutilico | 0,071 | 19201 | 15637 | 18096 | 16875 | 3564
benceno 0,111 | 18769 | 15361 | 17665 | 16572 | 3408
acetato de etilo | 0,228 | 18650 | 16380 | 17501 | 16405 | 2270
1,1-diclorometano | 0,309 | 18215 | 16207 | 17174 | 16137 | 2008
1,2-dicloroetano | 0,327 | 18202 | 16181 | 17172 | 16156 | 2021
acetona 0,355 | 18215 | 16051 | 17223 | 16047 | 2164
butanitrilo 0,364 | 18255 | 16103 | 17216 | 16054 | 2152
propionitrilo | 0,398 | 18175 | 16038 | 17191 | 16020 | 2137
acetonitrilo 0,46 | 18136 | 16026 | 17144 | 15965 | 2110

utilizar la absorbancia, debido a la linealidad entre ésta y FE TV , dentro del modelo

solvatocromico descripto por la ecuaciéon 4.5, lo que es un indicio de ausencia de

interacciones discretas con el solvente.

Sin embargo, la tendencia en los resultados teéricos de la emision presentan una relacion

,748 _. ................................... L ........... '_.| ........................ . ]
=T E—E_E—E
R B
= o-o V,max
C\t L E-£ Vmax i
5 10k Av _
2 @ @ v, max calc
&)5) I m--m Vmax calc|
£ Av calc
nl _
O 1 | I | 1 I L l L
0 0,1 0,2 N 0’3 0’4 0’5
ET

Figura 5: Comparacion de los valores de las frecuencias maximas de absorcion (vamax), emision (v max) y
corrimiento de Stokes (4v), tanto experimentales como calculadas.
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menos lineal que los encontrados para el caso de la absorcion (Figura 5). Una de las razones,
es la gran variacion en A[u7,| , en especial su cambio de signo, lo cual tiene como principal
consecuencia la poca posibilidad de poder aplicar modelos solvatocromicos que tengan en
cuenta las energias de fluorescencia para lograr estimar de los momentos dipolares de |t y
% o predecir energias de absorcion (Tabla 3). Ademas, el cambio en Aluz,.d podria
explicar por qué los maximos de emision observados experimentalmente no presentan un

corrimiento claro, ni hacia el azul ni hacia el rojo.

Otra razon que dé alguna posible explicacion al corrimiento de los maximos de emision,
v/max, es que en algunos casos éste se debe a un transicion vibronica 0-0 y en otros 0-1 (Tabla
4). Este planteo fue posible gracias al empleo del modelo tedrico de Franck-Condon,
abordados experimentalmente (este modelo serd descripto en mayor detalle en la seccion 2.3,
del capitulo 5). Por lo tanto, estos mismos detalles dan una explicacion posible al quiebre en

los graficos de los corrimientos de Stokes.

Por otro lado, el mayor error en la prediccion de la frecuencia de emision se obtuvo en
heptano, en el cual la transicion electronica seria la menos vertical respecto a otros solventes.
Sin embargo, ésto resulta razonable si se tiene en cuenta que es el solvente donde existe
mayor diferencia estructural (reflejado en el RMSD) entre el estado excitado FC y el relajado
(Tabla 5). Ademas, este hecho también se refleja en las diferencias de energias entre el estado
excitado FC y el relajado: 1077, 623 y 489cm™, para heptano, acetato de etilo y acetonitrilo

respectivamente.

Tabla 5: Variacion en el
RMSD entre las geometrias
de equilibrio del primer
estado excitado y el basal.

Solvente | RMSD
heptano 0,0652
acetato de etilo 0,0326
acetonitrilo 0,0246

Por ultimo, es importante destacar que todas las observaciones y explicaciones realizadas
hasta el momento, pudieron ser hechas gracias al planteo de un modelo de cuatro estados:

estado basal, excitado relajado, basal no relajado y excitado no relajado.'
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4.7. Estados Tripletes

4.7.1. Introduccion

El estudio del estado triplete, asi como la relacion energética entre los diferentes estados
singletes y tripletes presentan un notable interés debido a su reactividad con el oxigeno
molecular, generando especies reactivas de oxigeno (ver Capitulo 1). Ademas, el espectro de

absorcion triplete-triplete del VM no ha sido informado en la literatura hasta el momento.

El espectro de absorcion de especies transitorias del VM en ciclohexano,” acetato de etilo y
acetonitrilo (todos desoxigenados) se muestran en la Figura 6. El espectro muestra dos
absorciones positivas una entre 350-450 (banda I) y otra entre 600-850 nm (banda II). Ademas

de las bandas I y II, también muestra otra, aunque negativa, centrada en 520-550 nm (banda

T I T I T
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—_ L
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2 % [
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o
Q
-
Ay B - I 7]
o} ¢ Teérico Acetonitrilo
g Teoérico Ciclohexano
n 05 4+ Tedrico Acetato de Etilo
<2 U0 — Experimental Acetonitrilo N
2 Experimental Ciclohexano
i —— Experimental Acetato de Etilo| |
= —
| I 1 I 1 | 1 I 1 | 1
400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura 6: Espectro de absorcion de especies transientorias experimental en lineas continuas y transiciones
verticales de los estados tripletes en lineas verticales. Las lineas horizontales agrupan a una misma transicion
electronica y el numero se refiere al n del estado triplete T, que se forma en esa transicion.

ii  No se realizd en heptano, pero los resultados encontrados a través de los calculos para ciclohexano y heptano
(no mostrados) son semejantes. Eso es razonable, ya que ambos solventes poseen una constate dieléctrica ()
similar.
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II), la cual puede ser atribuida al bleaching del estado basal (singlete) del VM. Como se
esperaba, las bandas negativas presentan un corrimiento hacia el rojo observado para la
absorcion del estado singlete basal (ver seccion 4.4.). Este comportamiento también se
observa en las bandas I y II. Sin embargo, el corrimiento de la banda I hacia el rojo no

muestra ser tan significativo como el de las bandas II y III.

4.7.2. Tripletes de menor energia

La diferencia de energia entre Sy y el primer triplete excitado es una magnitud esencial
para caracterizar un fotosensibilizador o colorante en general y poderlo comparar con otras
especies relacionadas, como asi también para entender el destino final del estado triplete en
procesos de transferencia de energia (por ejemplo, produciendo oxigeno singlete). A
diferencia de otros estados excitados, el triplete de menor energia es en si un estado
fundamental en el espacio de autofunciones de S* con autovalor 2 ((S*)=S(S+1)) . Desde el
punto de vista del célculo se utilizan los mismos formalismos para calcular S, en su version
irrestricta (UHF, Capitulo2, seccion 2.4) y no estan involucradas las aproximaciones de TD-
DFT ni las relacionadas con el tratamiento de la solvatacion especifica para estados excitados,
por lo tanto la diferencia So-Ti (referida a menudo como gap triplete-singlete) es una
magnitud sencilla de obtener y mucho mas confiable que las energias de los otros estados
excitados singletes y tripletes. Esto constituye un ejemplo de una magnitud accesible al
modelado y de dificil obtencion por medios experimentales. Asi, el valor empirico de algunas
fenotiazinas ha sido determinado de forma indirecta con co-sensibilizadores.'* En efecto, la
energia de T, del VM fue solo estimada experimentalmente cerca de 10500 cm™ en
acetonitrilo; esta diferencia de energia no ha sido informada en bibliografia. Los valores
calculados para la diferencia So-T1 fueron muy cercanos a la estimacion experimental, siendo:
10677 cm™ en ciclohexano y 10493 cm™ en acetonitrilo. Este Gltimo valor es comparable al
del azul de metileno en dicho solvente, que tienen un rendimiento de produccion de oxigeno

singlete similar al del VM.'*

4.7.3. Asignacion de bandas

Se optimizo el estado triplete basal del VM utilizando UB3LYP, mediante el régimen de

UHF. Sobre esta geometria optimizada se realizaron calculos de TD-DFT, cuyos resultados

140



4. Estados Excitados del Violeta de Metileno en solventes apréticos

Tabla 6:Transiciones de absorcion triplete con valores teoricos y experimentales. Se
muestran los momentos dipolares de cada estado.

T . B A
Solventes N Absorcion B Momento Dipolar AlMaper] )
= Valor/nm f Transicion Estado Valor /D /grados
H-2—H? Basal® 10,95 -—
2 1.541,91 0,0000 (n—T1*) 2 5,53 -5,42 9,99
H-1—H?
3 1.211,51 0,0169 . 3 14,34 3,39 1,38
(Tr—T11%)
4 693,57 00,0001 H-4_)|*_| 4 12,44 1,49 -13,10
(n—T1%)
5 641,15 0,1574 H-S_)t' 5 13,98 3,03 -4,34
(Tr—T11%)
L—L+1
6 550,92 0,0014 . 6 11,29 0,34 2,43
(TT—TT*)
Fase H-5—H°?
Gaseosa 7 506,95 0,0275 (TT>Tr) 7 13,64 2,70 -2,37
8 478,52 10,0148 L—L+2 8 12,23 1,29 1,49
] ] (-IT_)TT*) ) ) )
H-1—L?
9 416,12 0,0660 . 9 12,74 1,80 4,02
(TT—T1T%)
LoL+4
10 403,14 0,1865 . 10 13,85 2,91 1,81
(TT—>TT*)
L—L+3
11 381,44 0,0016 * 1 3,78 -7,17 82,39
(TT—n*)
H-2H-
12 376,64 00,0000 (n—>1r") 12 42883 -6,66 23,75
H-1-H? Basal® 13,60 -—
2 13673 00316 2 1704 344 274
3 1.343,67 0,0017 H_2_)lj 3 7,12 -6,48 9,89
(n—TT%)
4 691,30 00077 HA—H 4 1510 1,50 -12,54
(n—>‘|T )
H-3—H?
5 682,06 0,2415 . 730 5 16,80 3,20 -5,37
(TT—TT*)
6 555,82 00,0009 H-5_)|j 6 15,11 1,51 -3,59
(TT—TT*)
. L—L+1
Ciclohexano 7 518,22 0,0406 . 7 15,48 1,88 -1,49
(TT—TT*)
L—L+2
8 483,28 0,0163 . 8 15,15 1,55 1,84
(TT—>TT*)
H-1—L?
9 426,28 0,1029 . 9 15,56 1,96 4,36
(TT—TT*)
L—L+3
10 412,05 0,2322 (%) 421 10 16,90 3,30 2,04
11 378,40 0,1216 H-G_)t' 1 15,99 2,39 -0,37
(TT—>T11%)
12 368,27 0,0011 |(—|n_i_1)_r&) 12 16,51 2,91 -9,08
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Continuacion Tabla 6

H-1—H? Basal® 16,59 -—
2 1.530,08 0,0640 (T—TT*) 2 21,19 4,60 3,82
H-3—H?
3 1.156,52 0,0000  (n—Tr) 3 7,20 -9,39 13,38
4 723,37 H-2—H 763 4 20,18 3,60 5,99
70,3854 (oY) ’ ’ e
H-4—H?
5 677,82 0,0005 () 693 5 17.84 1,26 -12,81
H-5—H°
6 563,79 0,0014 (1) 6 18,81 2,22 -3,98
Acetato de L—L+1
Etilo 7 524,55 00495 (T 7 17.76 1,17 -1,03
8 489,15 L—L+2 8 2,24 2,49
’ 0,0204  (T—oTT¥) 18,83 ’ ’
H-1—L?
9 437,88 0,1009 (1) 40 9 18,59 2,00 4,32
L—L+3
10 420,70 0,3020 . 10 19,87 3,28 2,25
(TT—T11%)
11 386,93 0,1123 H_G_tl 11 19,87 3,28 -0,45
(TT—T7%)
12 36720 00012 4b 12 19,52 2,93 9,32
(n—1r)
H-1->H? Basal® 18,89
2 1.663,38 0,0910 (TT—TT*) 2 23,21 4,32 2,30
3 1.061,65 0,0000 H-3—>I;| 3 7,24 -11,65 16,18
(n—T11*)
4 751,72 0,4223 HQ_";I 775 4 22,22 3,33 -6,31
(TT—T1%)
5 669,17 0,0003 H-4_>t| 705 5 19,59 0,70 -12,79
(n—1™)
6 569,48 0,0018 H-S_)t' 6 20,79 1,90 -3,76
(TT—T7%)
" L—L+1
Acetonitrilo 7 526,62 0,0574 * 7 19,68 0,79 -1,13
(TT—T11%)
L—L+2
8 493,34 0,0230 . 8 21,51 2,62 3,01
(TT—T7%)
H-1—-L?
9 444,34 0,0888 N 9 20,50 1,61 4,05
(TT—T11%) 435
10 425,43 0,3471 L_)L+§ 10 21,96 3,06 2,30
(TT—T11%)
H-6—H?
11 392,66 00,0902 " 11 22,37 3,47 -0,45
(TT—T1%)
12 365,90 0,0017 H4_)|; 12 21,67 2,78 -9,39
(n—T11*)

a es transicion entre orbitales B bH=HOMO, L=LUMO; ° frecuencia del oscilador ¢ T,
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se resumen en la Tabla 6 para fase gaseosa, ciclohexano, acetato de etilo y acetonitrilo. Los
resultados de estos calculos mostraron una fuerte estabilizacion de las transiciones n—n* al
aumentar la polaridad del solvente, de la misma manera que se observd para el espectro de
absorcion y emision. Este hecho hace que el HOMO-2 (del tipo n) en ciclohexano se
corresponda con el HOMO-3 en los dos solventes restantes. Mas importante atn, se determin6
que el maximo de la banda II corresponde a la transicion HOMO-2—HOMO () (HOMO-3
en ciclohexano),” y que esta transicién es del tipo m—n*. Es importante aclarar que la
estabilizacion de las transiciones electronicas n—n*, produce grandes reordenamientos en el
orden de las mismas. Por lo tanto, el maximo de la banda II, que en solventes mas polares

corresponde a la transicion 4, en ciclohexano se corresponde con la 5 (ver Tabla 6 y Figura 6).

4.7.4. Solvatocromismo y momento dipolar

En la banda I participan 3 transiciones, todas del tipo t—n*, la transicion 9, HOMO-1 —
LUMO (B), la 10, LUMO — LUMO+3 (a) y la 11, HOMO-6 — HOMO(p). Todas las
transiciones presentan un efecto batocrémico respecto al aumento en la polaridad del solvente.
Sin embargo, la transicion a 600-850 nm muestra un mayor corrimiento hacia el rojo debido a
un incremento en la polaridad del medio (Figura 6), lo cual no se logré explicar
convincentemente. Asimismo, el corrimiento a menores energias de absorciéon de ambas
bandas (I y II) podria deberse a la diferencia en el cambio del momento dipolar A [T Vel

cual es positivo en todas las transiciones electronicas correspondientes a las bandas [ y II.

Simultaneamente, se calculd el 4ngulo 0 entre el vector momento dipolar del estado basal y
el correspondiente al del estado excitado (Tabla 6). Para los estados excitados producto de las
transiciones electronicas de las bandas I y II, este angulo es positivo en todos los casos. El
mayor efecto batocromico de la banda II respecto a la banda I podria deberse a que el cambio
en O con la polaridad del solvente para el estado excitado correspondiente al maximo de esta
banda (T4 en acetato de etilo y acetonitrilo, y Ts en ciclohexano) es mayor que aquel

correspondiente al estado T1o perteneciente al maximo de la banda I.

iii En el HOMO esta desocupado, es decir seria el LUMO, pero se define HOMO porque corresponde en
numeracion de orbital molecular al HOMO en el régimen RHF utilizado en las secciones anteriores, a modo
de mantener una convencion.

iv El Alug,.;| entodas las transiciones electronicas, correspondientes a las bandas I y II, son positivas. En
los resultados, se observa un aumento en 0,3 D del Apapst de la banda.
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4.7.5. Rendimiento Cuantico de formacion del estado triplete

La generacion del estado triplete basal (T1) a partir del primer estado singlete excitado (S1),
es decir S1—T1, puede suceder mediante un acoplamiento espin-orbita entre el estado S; y un
estado vibracional de alta energia del estado Ti, o a partir de un acoplamiento espin-orbita
entre el estado S; y un estado triplete excitado (Tn) al cual le sigue una rapida conversion
entre tripletes, Th—Ti. Este mecanismo de entrecruzamiento de sistemas se encuentra
determinado por dos factores importantes: 1) la diferencia de energia entre el singlete y el
triplete involucrados en el acoplamiento (Tn 6 T1) y 2) la configuracion electronica de los

estados inicial y final."

El rendimiento cuantico de triplete (®r) fue muy similar en los tres solventes utilizados:
0,55 en ciclohexano, 0,48 en acetato de etilo y 0,51 en acetonitrilo. Una explicacion parcial de
esta observacion experimental se basa en que no existe una diferencia energética significativa

entre S1 y el orbital T, més proximo energéticamente (Figura 7).

30
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Figura 7: Diagrama de estados que muestra la relacion energética entre los estados triplete y el primer
singlete excitado.
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5. Estados Excitados del
Violeta de Metileno en
solventes proticos

Were I to await perfection, my book would never be finished.

Historia de la escritura china — Tai T'ung, siglo XIII

5.1. Problemas y desafios encontrados en solventes proticos

En el Capitulo anterior, referido a este colorante en solventes apréticos se seleccionaron
funcional, base y método de solvatacion de estado excitado (LR o EE) que mejor aproximen
los maximos calculados a los experimentales (ver seccion 2.9 del Capitulo 2). Sin embargo,
esta seleccion, que brindd excelentes resultados para los estudios de absorcion, emision y
absorcion de tripletes en solventes aprdticos, no arrojo resultados satisfactorios para la
absorcion del VM en solventes proticos (se probaron varios alcoholes, Tabla 1). El hecho de
que los resultados no hayan sido satisfactorios, se constata en que el maximo de absorbancia

se encontré ~60 nm corrido hacia el azul, respecto del experimental.

Por otra parte, a partir de los espectros simulados no es posible encontrar una hipdtesis que
explique el hombro que aparece en estos solventes entre 550 y 560 nm (hombro que se
convierte en una segunda banda de intensidad comparable al maximo al ir en la serie metanol
hasta 1-hexanol). Esta banda podria corresponder, por ejemplo, a un segundo estado excitado

proximo en energia y con una fuerza del oscilador (intensidad) importante (Figura 1 y Tabla

).
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®  metanol linea
— methanol simulado
- —- metanol Experimental

1-propanol linea
1-propanol simulado
1-propanol experimental

¢ 1-hexanol linea
— 1-hexanol simulado
-—- 1-hexanol experimental
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Figura 1:Comparacion del el espectro de absorcion experimental del VM en solventes proticos
contra el valor de las transiciones electronicas calculadas para los seis primeros estados
excitados (lineas), simulando el efecto inhomogéneo mediante gaussianas.

Por lo tanto, debido a estos inconvenientes, se probd nuevamente el funcional PBEOQ y el
método de solvatacion EE, sin lograr mejoria en los resultados. Al igual que en la absorbancia
del VM en los solventes aproticos, en este caso los resultados arrojaron mayor desviacion

respecto de B3LYP (Tabla 1).

5.2. Modelos para considerar explicitamente las interacciones con el
solvente protico

Hasta aqui, los dos funcionales utilizados para caracterizar los estados excitados del VM en
metanol y en acetonitrilo dieron resultados muy similares, con diferencias tan pequefias como
las diferencias en las constantes dieléctricas entre los dos solventes (€acctonitiile=35,7 ¥
€metano=32,6). Sin embargo, este hecho difiere cualitativamente de los espectros de absorcion
experimentales, en los cuales el maximo de absorcion en metanol se encuentra desplazado
~60 nm hacia el rojo respeto de aquel en acetonitrilo (Tabla 1). Ademas, presentan diferente

forma, como se menciond, debido a la presencia de un hombro entre 550-560 nm.

El error en la determinacion tedrica de los maximos de absorbancia pudo estar relacionado
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Tabla 1: Energias de transiciones electronicas obtenidas para el VM
optimizado en solventes proticos y su respectiva fuerza del oscilador (f).
Comparacion de funcionales B3LYP y PBEQ y los métodos de solvatacion
del estado excitado RL y EE.

Estado RL EE

Solventes g citado B3LYP  f  PBEO  f  B3LYP PBEO =X

556,28 1,1593 542,21 1,1899 502,8 489,47 553

acetonitrilo 5 469,64 0,0127 451,46 0,0172 — — —

1 5557 1,1565 541,64 1,1870 502,42 489,11 602
metanol 2 469,43 0,0128 451,26 0,0174  — — 571
{-propand 1 551,85 1,1372 537,85 1,1672 501,51 48822 598

2 468,05 0,0136 449,9 0,0186  — — 568
- | 1 54548 1,1042 531,56 1,1335 499,58 486,33 593
-hexano 2 4657 0,0150 447,59 0,0208  — — 566

a que el solvente implicito no tiene en cuenta los puentes de hidrégeno (puentes H) de
manera explicita. Por lo tanto, su descripcion no es completa, debido a que la interaccion solo
es considerada en términos de las contribuciones de solvatacion dentro del modelo PCM

(polar y van der Waals, cavitacion, etc.).'

Como primera y mas sencilla aproximacion para dar cuenta de estas interacciones se
construyeron modelos de una molécula de VM inmersa en un continuo dieléctrico (solvente
implicito) con una molécula o dos de solvente explicitas formando interacciones de puente H,

corrigiendo asi la prediccion en el corrimiento de la banda de absorcion.>**

Las estructuras fueron optimizadas sin restricciones de geometria desde diferentes
posiciones iniciales. Las estructuras de menor energia se forman con los tres atomos
formando la interaccion Ometanor******Himetano******* Y (Y=N u O) en el plano de los anillos de la
fenotiazina, como se muestra en la Figura 2. Se utiliza el funcional B3LYP, debido a que con

¢ste se obtuvieron los mejores resultados en el caso de los aproticos.

En el caso de la geometria con el puente H involucrando al oxigeno carbonilico (mas
estable de los dos) se obtuvo una longitud de onda de absorcion para el primer estado excitado
practicamente indistinguible del obtenida en ausencia de molécula discreta de metanol (sin
formacion de puente H) y, como se menciond, similar al obtenido en acetonitrilo como
solvente aprotico con similar €. El segundo estado excitado aumenta la intensidad ligeramente
pero sigue siendo muy pequefio en comparacion con la intensidad del primero y sigue siendo
imposible reproducir el espectro experimental. Resultd sorprendente que no se encontraran
cambios sustanciales debido a la presencia de la molécula de metanol en su posicion para la

interaccion energéticamente mas favorable con el colorante. De las especies con puente, el
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Figura 2: Estructuras optimizadas de moléculas de VM y metanol
formando puentes H en una pose con el N y otra con el O. En ambos
casos el OH enlaza el heterodatomo en el plano de la fenotiazina.

que esta enlazado al nitrogeno de la fenotiazina presenta el mayor corrimiento pero sélo se
corre 10 nm al rojo siguiendo muy lejos del maximo de absorciéon de mayor intensidad,

alrededor de 600 nm en los solventes proticos.

También se optimizaron estructuras con dos puentes de hidrogeno, ambos al carbonilo o
bien uno al oxigeno carbonilico y otro al N del anillo. Los resultados del VM en metanol sin y
con puente H se resumen en la Tabla 2. Como puede apreciarse, no hay cambios notables
respecto de lo obtenido con el solvente implicito sin moléculas discretas de metanol que, a su

vez, es similar a las longitudes de onda para acetonitrilo.
La mayor contribucién en la descripcion de la interaccion de puente H es del tipo
Tabla 2: Comparacion de las energias de las transiciones

verticales del VM en solvente implicito sin, con una y con dos
moléculas de metanol.

o Estado - e
Puente de hidrogeno Excitado Transicion A/ nm f
1 H—L 555,7 1,1564

sin MeOH H-1-L  469,4 0,0128

2

1 H—L 557,8 11,1872

2 H-1-L 4759 0,0099
N fenotiazina® ! Aol °66,3 1,1403

2 H1-L  482,1 0,0118

1

2

1

O carbonilico®

H—L 558,5 11,1967
H-1—-L  480,8 0,0104
dos: uno al O cabonilico H-L 568,3 1,1722
y otro al N fenotiazina® 2 H-1—L  488,7 0,0085
abcdge refieren a las figuras 2a, 2b, 2c y 2d respectivamente.
¢ frecuencia del oscilador.

dos al O cabonilico®
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electrostatico. Sin embargo, el aporte de la dispersion de London en la interaccién de puente
H no resultaria despreciable.” Las interacciones de dispersion de London se encuentran
mucho mejor descriptas por métodos DFT meta-GGA y DFT-D (DFT con correcciones de
dispersion). Por lo tanto, con el fin de incorporar estas descripciones se probaron el

funcionales M06-2X (meta-GGA) y el ®B97X-D (DFT-D).%’

Los resultados no mostraron mejoria respecto a los obtenidos anteriormente con B3LYP,
sino que tuvieron un error ain mayor. Tanto el funcional M06-2X° como el ®B97X-D’
mostraron una diferencia de ~10 nm entre VM sin y con puente H. Esta diferencia estuvo
muy lejos de justificar aquella de 60 nm observada en el espectro experimental. Ademas, los
maximos de absorcién obtenidos estuvieron muy corridos hacia el azul respecto al
experimental (100 nm). Contrariamente a lo que se sugiere en la ref. 5, el funcional que dio

resultados mas proximos a los experimentales sigui6 siendo B3LYP.

En lo referente a la distribucion de carga de especies débilmente enlazadas, se han
propuesto diferentes aproximaciones para subsanar los problemas de autocancelacion para
distancias interelectronicas grandes que tienen los funcionales convencionales. Entre estas
mejoras los funcionales mas probados son el LC-BLYP y CAM-B3LYP*® sobre todo este
ultimo aportaria el mejor balance entre la calidad de un funcional hibrido, para reproducir
valores termodinamicos, con el tratamiento exacto de Hartree-Fock de interacciones a larga
distancia. El mayor efecto de separacion entre los maximos de las especies con y sin puente
H se nota con CAM-B3LYP, pero sigue siendo insignificante (8§ nm) y ambas especies
aparecen muy corridas al azul, alejandose atn mas que B3LYP del maximo de absorcion
experimental (a 100 nm del experimental en el mejor caso para CAM-B3LYP). Nuevamente
las simulaciones con estos funcionales arrojan espectros muy similares para metanol y
acetonitrilo. Con lo cual queda claro que los problemas no vienen de un funcional en
particular. No obstante, a pesar de haber considerado las interacciones especificas con el
solvente a través de las estructuras optimizadas del colorante con uno o dos puentes H,
parece no haber diferencias entre un solvente aprotico como el acetonitrilo y uno protico del

mismo € como el metanol.

5.3. Modelado de la estructura vibronica del espectro de absorcion.

En las secciones desarrolladas hasta el momento, se aproximaron las energias de
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transiciones verticales sin tener en cuenta la correccion de punto cero (ZPE) y las transiciones
entre los distintos niveles vibracionales de los dos estados involucrados en la absorcion. Esta

aproximacion, ha sido utilizada en distintos estudios de estados excitados.'*"

Las transiciones entre distintos estados vibracionales del estado basal y excitado, pueden
producir un ensanchamiento del maximo de absorcidon, como asi también, ser los responsables
de la aparicion de otros méaximos u hombros. Por este motivo, se realiza un estudio detallado
de los modos normales de vibracion de los estados fundamental y excitado involucrados.
Ademas, en el caso particular del espectro de absorcion del VM en solventes proticos, el

hombro de 560 nm podria deberse a un estado vibracional.

La simulacion del espectro del VM en solventes proticos, se realizé utilizando el programa
FCClasses de Santoro et al.,””’*'* que permite resolver la estructura vibro-rotacional del
espectro electronico. El método utiliza la aproximacion de expresar el momento dipolar de
transicion (funcion de las coordenadas nucleares) como una serie de Taylor. El término cero o
término Franck-Condon, es decir constante respecto a las coordenadas nucleares, simula el
espectro mediante la resolucion de las integrales de Franck-Condon (FC). Ademas, se puede
tener en cuenta el primer término de la serie de Taylor, es decir la dependencia lineal del
momento dipolar de transicion respecto de las coordenadas nucleares, lo que se conoce como
efecto o aproximacion de Herzberg-Teller (HT) el cual tiene en cuenta un acoplamiento
electron-fonon débil.”'® Ademas, el método de Santoro ef al. permite incluir temperatura en
el calculo, a fin de tener en cuenta las transiciones que parten desde estados vibracionales

excitados del estado electronico basal. />34 %

Para el estudio de las transiciones vibronicas, fue necesario calcular las frecuencias y los
modos normales de vibracion de las geometrias optimizadas de los estados basal y excitado.
Este célculo se realizé con B3LYP/6-311+G(d,p) para el VM en metanol, 1-propanol y 1-

hexanol como solvente implicito (PCM).

Las simulaciones de los espectros electrénicos mediante la resolucion vibracional
mostraron una concordancia aparentemente muy buena con el espectro experimental (Figura
3). Se encontr6 que la diferencia en la longitud de onda de los maximos de absorcidén fueron
similares a las observadas en el espectro experimental (resaltadas con elipses en la Figura 3).
Ademas, asi como los méximos entre 548-560 nm del espectro simulado concordaron con los

hombros de los espectros experimentales que se encuentran entre 565-570 nm, también lo
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hicieron las intensidades relativas, habiendo sido reproducido en la simulacion el efecto de la
disminucién de la absorbancia relativa de la banda mas al azul con el acortamiento de la
cadena carbonada del alcohol (1-hexanol >1-propanol > metanol, ver Figura 3). También se

reprodujo la tendencia de la disminucion de la longitud de onda de absorcion al aumentar la

cadena carbonada del alcohol (Figura 3).
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Figura 3: Comparacion de los espectros simulados (lineas continuas) versus los
experimentales (lineas discontinuas). Los circulos sirven a modo de comparacion entre
los madximos de los espectros simulados y experimentales.

La transicion que produce el maximo de absorbancia, seria la transicion entre todos los
modos normales de vibracion del estado vibracional v=0 de los estados electronicos
involucrados (transicion 0-0). A su vez, en el maximo a ~550 nm que aparece como producto
de la transicion entre el v=0 del estado basal y el v=1 del estado excitado solamente el modo

normal vibracional 42° estaria involucrado en la transicion (42'"), ver Figura 4.

La temperatura puebla estados vibracionales de mayor energia que el v=0 en el estado
basal. Este hecho provoca posibles transiciones entre los estados vibracionales v>0 del estado
electronico basal y distintos estados vibracionales del estado electronico excitado. Estas
transiciones son conocidas como “bandas calientes”. En la Figura 4, las bandas calientes
estan precedidas por una “m” y pueden implicar a mas de un estado vibracional de partida en

la transicion (ejemplo, m14 en la Figura 4). De la figura, se puede observar que el efecto de
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Figura 4: Analisis detallado de las vibraciones involucradas en la transicion electronica para el
metanol. La banda X'’ indica que es la transicion entre todos los modos normales de vibracion
del estado vibracional v=0 del estado electronico basal y el modo normal X y el estado
vibracional y del estado excitado.

temperatura no modifica significativamente la forma del espectro simulado, sino que produce
un ensanchamiento de banda. Dicha forma esta dada principalmente por las transiciones que

involucran a v=0 en el estado basal.

Estas observaciones sugeririan que el hombro del espectro es producto de una transicion
vibronica entre el estado basal y el primer estado excitado. A pesar del aparente buen acuerdo
con los espectros experimentales (excepto por la intensidad de vibrdnico), se tratara de

verificar esta hipotesis en posteriores estudios computacionales y experimentales.

5.3.1. Estudio de transiciones vibronicas en solventes aproticos

Los resultados logrados mediante esta metodologia parecen describir satisfactoriamente las
transiciones electronicas y vibronicas para el VM en los solventes proticos, excepto por la
intensidad algo baja del hombro de 545-560 nm que se vuelve una segunda banda al ir en la
serie metanol, propanol y hexanol. Por este motivo, se probd también esta metodologia para el

VM en solventes aproticos.

Sin embargo, en los espectros vibronicos simulados en solventes aproticos, solamente
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aquel en heptano fue cercano al experimental. En tanto que, en acetato de etilo y acetonitrilo,
el espectro simulado tuvo un corrimiento hacia el rojo de ~30 nm y ~40 nm en comparacion al
experimental, respectivamente (Figura 5). Como se menciond en la secciéon anterior, el
modelo de utilizar la energia vertical como aproximacion a la energia del méaximo de

absorcion fue muy satisfactoria en los solventes aproticos para el VM y otras fenotiazinas

similares.'”'%"
T - T T . T

6—o Metanol R SRRVTRS ..

— Heptano ' RS

— Acetato de Etilo o - .

— Acetonitrilo N R . .

0,8 Heptano N J K “ % —
Acetonitrilo . . _
- Acetato de Etilo : - - - : 4
i : -
206 _
CG .
o
O |
= B _
g
$ed
o 04+ _|
w2
e
< [ - . -
02+
:.‘- .
0= .
400 450 500 550

Longitud de onda (nm)

Figura 5: Espectro simulado del VM en solvente aproticos y comparacion con el espectro
del metanol simulado y espectros experimentales (linea punteada). Los espectros
experimentales y simulados se encuentran normalizados.

5.3.1.1. Cambio de funcional

Como los resultados en el espectro del VM en acetonitrilo y en metanol resultaron ser muy
similares, se consideraron diferentes opciones de célculo que pudieran estar mas de acuerdo
con las observaciones experimentales. Como primera medida, se volvid a probar el funcional
PBEQO, pero en esta oportunidad solamente en acetonitrilo y metanol (a modo de prueba). En
la Figura 6, se muestra que el funcional PBEO, no marca una diferencia en el maximo de
absorcion para el VM en los solventes mencionados. Sin embargo, se observa que el espectro

global es diferente, siendo mas intensas las bandas I y II, indicadas en dicha figura.

En conclusion, PBEO, al igual que B3LYP, no logra resolver la diferencia en el Ama del

VM en acetonitrilo y metanol.
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Figura 6: Comparacion entre espectro del VM en acetonitrilo y en metanol usando
el funcional PBEQ. Se puede observar que sigue sin haber diferencia en la Ay del
absorcion del VM en estos dos solventes (las intensidades no estan normalizadas).

A partir de estas consideraciones resulta claro que la hipotesis de adjudicar el hombro de

550-560 nm a un vibronico no resulta tan convincente como se estimo.

5.4. En busca de nuevas metodologias.

Como ya se destaco, los espectros simulados en acetonitrilo y en metanol son muy
similares. Este comportamiento se observd antes cuando se mostraron los resultados de
absorciones verticales (usando B3LYP y respuesta lineal, Tabla 1) en los cuales los maximos
de absorbancia entre VM en acetonitrilo y metanol diferian en 1 nm. Posteriormente, cuando
se tuvieron en cuenta moléculas discretas de metanol, el panorama no cambid
significativamente, es decir, no parecen tener importancia alguna las interacciones discretas

con el solvente donor de puentes H (Tabla 2).

Nuevamente se consider6 el modelo de una molécula discreta de metanol formando puente
H con el colorante. Se utilizd una de las estructuras optimizadas en la seccién 5.2. y se
llevaron a cabo las simulaciones vibronicas. A modo de ejemplo se muestra lo obtenido en
metanol para el colorante sin puente H explicito y en su estructura optimizada formando un
puente H con el metanol en la geometria optimizada de la Figura 2a. Como puede apreciarse

en la Figura 7, practicamente, no hay cambios por la presencia de este puente H.
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Figura 7: Simulacion en metanol con el colorante libre y comprometido en un puente
H en la geometria de minima energia.

En virtud de estas consideraciones, a pesar del aparente buen acuerdo con los espectros
experimentales en los tres solventes proticos que se ve en la Figura 5, estos resultados fueron
sometidos a posteriores analisis tanto computacionales como experimentales para confirmar la
naturaleza del maximo de absorcion a 600 nm y el hombro o segunda banda entre 545-560

nm, que se detallan a continuacion.

1) La simulacién en acetonitrilo y otros solventes apréticos (no sélo los simulados sino
otros 7 solventes) fue analizada por la contraparte experimental, empleando un
modelo tedrico de Franck-Condon que utiliza factores de Huang-Rhys para ajustar los
espectros experimentales. Segun este modelo, la principal transicion vibronica no seria
la 0-0, sino la 0-1 o la 0-3 segun el solvente aprotico, en contradiccion con lo obtenido
en la simulacion. Por otra parte, se observo que siempre la simulacion obtiene la banda
0-0 como la mas intensa, lo que no es comun en fotoquimica excepto para sistemas

muy rigidos y simétricos.”
Los problemas de estas simulaciones podrian deberse a diferentes factores, entre ellos:

* La existencia de un fuerte acoplamiento electron-fonon, lo cual justificaria un

error en el calculo de las intensidades de las integrales de Franck-Condon.****

Cuando la variacion de la transicion de momento dipolar ocurre lentamente con
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las coordenadas nucleares, el acoplamiento electron-fonon puede ser
aproximado de una manera satisfactoria por el efecto Herzberg-Teller, ya que
los términos mayores al de primer orden pueden ser despreciados. Por otro
lado, cuando la separacion de los estados electronicos es baja, la aproximacion
de Born-Oppenheimer ya no constituye una buena descripcion de los estados
electronicos y la mezcla de los estados, a través del operador energia cinética
nuclear, se vuelve significativa. En algunos casos, el término de segundo orden

de la serie de Taylor no puede ser despreciado.”

. En el estado excitado, los grados de libertad lentos del solvente
(reorganizacion) relajan el sistema llevando a una configuracion de equilibrio,
afectando dicho estado electronico.”® De este modo, surge la posibilidad de que
el espectro de absorbancia resuelto vibracionalmente no pueda ser descripto a
partir del calculo de las vibraciones del estado excitado relajado, porque éste
implicaria un estado electronico diferente al no relajado, o vertical. Una prueba
de esto se encuentra en la diferencia de momentos dipolares entre el estado

excitado relajado y el no relajado encontrado en los resultados de esta Tesis.

Los colaboradores experimentales realizaron un cuidadoso estudio de efecto de
temperatura en los tres solventes proticos. A partir del andlisis de este estudio, se
deduce que al aumentar la temperatura, la banda de 545-560 nm (el hombro o segunda
banda) se conserva mientras que la banda mas intensa de cerca de 600 nm desaparece.
Desaparece mas rapido en el caso de los alcoholes de cadena més larga. Este
comportamiento descarta categoricamente la posibilidad que la multiplicidad de picos

se deba a vibronicos (s6lo cambiaria el ensanchamiento).

En virtud de la dependencia de la temperatura se deduce que so6lo se puede explicar la
absorcion a 600 nm como debida a una segunda especie molecular, con energia libre
de formacion negativa, que podria ser el VM enlazado por puentes H al solvente (en
ese caso, nuestra descripcion de dichos puentes H hasta aqui fue no satisfactoria) o
bien la formaciéon de dimeros o interacciones con otros iones. La contraparte
experimental no encuentra ningiin cambio en la forma espectral ni en las longitudes de
onda variando la concentracion hasta diluciones de 5-6 6rdenes de magnitud lo que

descartaria la presencia de dimeros. Computacionalmente se intentd formar diferentes
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dimeros tipo m-m stacking, sin obtener resultados concluyentes, y con cambios
irrelevantes en el espectro. Finalmente, el VM es una de las pocas fenotiazinas
neutras, lo que permite trabajar en condiciones de fuerza idnica practicamente cero.
De todo esto, se deduce que solo resta la posibilidad de que la especie que absorbe
cerca de 600 nm sea el VM interaccionando con una o mas moléculas de metanol de
forma discreta. En este caso la descripcion de dicha interaccion empleando el modelo
estatico de la geometria optimizada del colorante formando puentes H en su geometria

de minima energia no ha resultado satisfactoria.

Naturalmente, la simulacion cuantica del colorante en su estado basal y excitado en
solvente, con suficientes moléculas discretas de metanol, empleando dindmica molecular para
dar cuenta de todos los aspectos dinamicos e interacciones especificas estd por el momento
lejos del alcance computacional disponible. Ademads, uno de los principales objetivos de este
capitulo no s6lo es entender la fotoquimica del VM en si mismo, sino encontrar los protocolos
que permitan tratar diversas familias de colorantes que puedan utilizarse en PACT vy otras
aplicaciones medicinales y tecnologicas, con lo que el costo computacional resultaria

injustificado.

En las siguientes secciones se tratard de construir modelos plausibles, a un costo
computacional razonable, para recuperar los aspectos dindmicos de las interacciones con el

solvente protico aparentemente perdidos con los otros modelos hasta aqui probados.

5.5. OM/MM Secuencial

El sistema real no se encuentra representado solo por la geometria del soluto en su minimo
energético o por una sola configuracion de puente H. Ademas, el solvente implicito, si bien
genera un campo de reaccion en la molécula, es una descripcion simplificada del efecto de
solvatacion. Esta descripcion no tiene en cuenta al entorno microscopico de solvente que
rodea al soluto, como asi tampoco la influencia de interacciones especificas.”**” Por ejemplo,
Canuto ef al. mostraron que en el estudio de las transiciones electronicas del uracilo en agua,
los resultados con el método PCM mejoran significativamente cuando se involucran
moléculas de agua discreta. Segun los autores, de esta forma se permite deslocalizar la

funcion de onda del soluto en las moléculas de aguas cercanas.”®

Por tal motivo, una de las posibles estrategias para mejorar la exactitud en el calculo de las
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energias de transicion del VM en los solventes proticos, es hacer explicitas las capas de
solvatacion. De esta forma, se permite que las moléculas de solvente cercanas al VM puedan

interactuar con éste de manera especifica.

El método de Simulacion Hibrido Cuantico/Clésica Secuencial (S-QM/MM) propuesto
por Canuto ef al.,”” es un método QM/MM. En este método se aplica los métodos QM y MM
en forma consecutiva, es decir, el céalculo cudntico se realiza sobre geometrias (o
configuraciones) obtenidas mediante un calculo clasico. Primero, se realiza una simulacién de
Monte Carlo, de la cual se seleccionan configuraciones estadisticamente representativas del
sistema. Luego, sobre estas configuraciones seleccionadas se realizan calculos de QM, de los

cuales se puede obtener un promedio estadistico de la observable.

Esta metodologia fue propuesta como una forma de solucionar algunos inconvenientes de
los métodos QM/MM convencionales y, al mismo tiempo, elaborar una metodologia capaz de

garantizar que los resultados obtenidos fueran estadisticamente correctos.

En el método QM/MM, la separacion entre la parte clasica y la cuantica es definida a
priori, lo cual no siempre es facil de establecer. La separacion en algunos casos es inmediata,
por ejemplo, en el caso del sitio de activo de una enzima (QM), donde ocurren las reacciones
quimicas. Mientras que en otros casos, no es directa, como por ejemplo la interaccion entre un
soluto polar en un solvente (polar o apolar). En este caso, el dipolo del soluto afecta
moléculas de solvente a grandes distancias. Por lo tanto, es dificil, a priori, determinar hasta
doénde esa interaccion es significativa con el fin de definir el limite de aplicabilidad de la parte
cuantica. Por ejemplo, el corrimiento de una banda de absorcidn electronica de una molécula
en agua, en el limite de diluciones altas, generalmente no puede ser descripta unicamente por

las moléculas de solvente de la primera capa de solvatacion.

La seleccion de configuraciones estadisticamente representativas es otro punto importante
a tener en cuenta, ya que solo las configuraciones estadisticamente descorrelacionadas son
relevantes a la media final. A su vez, las configuraciones estadisticamente correlacionadas no
contienen informacion estadistica nueva y, por lo tanto, es un consumo innecesario de

recursos computacionales.

La mayor parte de las configuraciones obtenidas durante un calculo de QM/MM
convencional son estadisticamente no relevantes, llevando un costo computacional

innecesario, que dependiendo del tamafio del sistema, puede resultar en la factibilidad o no de
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su estudio a través de QM/MM convencional.

Finalmente, en la mayoria de los casos hay una propiedad especifica de interés que se
busca calcular, pero si, posteriormente, se desea obtener otra propiedad de interés, una nueva
simulacion QM/MM requiere ser realizada, quizas teniendo que definir un limite distinto
entre la parte cudntica y clasica. Un tratamiento secuencial elimina todos estos
inconvenientes. Aunque, el método secuencial también introduce algunas limitaciones nuevas,

como por ejemplo, la polarizacion del soluto.*

5.5.1. Dinamica Molecular

En el método S-QM/MM se utiliza el método de Monte Carlo como método MM para
generar las configuraciones. Sin embargo, en el trabajo de estas tesis se empled dindmica
molecular (DM), debido a la experiencia en el grupo de investigacion sobre esta metodologia
y, ademas, debido a que la parametrizacion del VM resulta simple usando el paquete AMBER.
Por ello, se realizé una dinamica molecular del VM en metanol. Se eligi6 metanol como
solvente, debido a que es el solvente protico mas simple. Ademas, se evitd usar agua como

primera simulacion debido a que es uno de los solventes mas complejos.

El sistema estd constituido de VM inmerso en un caja de moléculas de metanol de
dimensiones 37x30x27A. Se us6 el campo de fuerza de Generalized Amber Force Field
(GAFF) para describir tanto al VM como al metanol. La parametrizacion del VM fue idéntica
a la realizada para los ligandos de la P-gp. Las condiciones de simulacion fueron a presion y
temperatura constantes (NTP), con un paso de integraciéon de 2 fs. La temperatura se mantuvo
en 300 K usando el termostato de Nosé-Hoover*! con un acoplamiento térmico de 0,1 ps. La
presion se mantuvo isotrdpica e igual a 1 bar usando el barostato de Parrinello-Rahman*? con
un acoplamiento de presion de 0,5 ps y una compresibilidad de 4x10° bar. Las posiciones
atomicas de la molécula de VM estuvieron restringidas con una fuerza de 10000 kJ mol™ nm'!
durante toda la DM. El paquete de programas de GROMACS se usé como integrador de la
DM.* El andlisis fue realizado con los programas de los paquetes AMBER* y GROMACS.

En la equilibracion, se monitoreo el RMSD de VM y la densidad del solvente, las cuales
tuvieron un valor promedio de 0,001 A y 0,738 g cm™ (0,791 g cm™ densidad experimental
del metanol a 300K y 1 bar)*’ respectivamente. Ademads, la estructura del solvente fue

caracterizada a través de la funcion de distribucion radial (g(r)) de los atomos de oxigeno del
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4 . .

— Simulacién del VM
——  Simulacién con otro modelo[36]
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Figura 8: Funcion de distribucion radial de los oxigenos del metanol obtenidos a partir de
la DM del VM. Comparacion contra otro modelo de metanol simulado por DM ref. 36

metanol. Esta g(r) se compard con la obtenida por otro modelo publicado (Figura 8),*
obteniéndose una estructura aceptable del solvente. Asimismo, el valor de la distancia
intermolecular oxigeno-oxigeno del metanol obtenido de la g(r) (2,78 A), fue muy préximo al

experimental (2,8 A).%’

5.5.1.1. Puentes de Hidrogeno

La DM mostro la formacion persistente de puentes H entre el metanol y el VM (Figura 9).

El andlisis de puentes H mostré que las principales interacciones de este tipo fueron con el

Figura 9: VM forma la mayor parte del tiempo de
simulacion puentes H con una o dos moléculas de
metanol.
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Tabla 3: Analisis de la persistencia de puente H entre el VM y el metanol.

Atomo Aceptor Donor Y%persistencia Distancia (A) Angulo (°)
o1 solvente 110,7 2,83 21,3
N1 solvente 7,3 3,92 31,0
S1 solvente 1,2 3,26 35,2
N2 solvente 1,1 3,22 35,6

oxigeno carbonilico de VM con un 110% de persistencia (Tabla 3). Este porcentaje mayor al
100% indica que en todo el tiempo de simulacion se forman uno o mas puentes H. En la
Tabla 3, se observa que los restantes heterodtomos no contribuyen significativamente en la
interaccion a través de puentes H con el metanol. En la Figura 10, se muestran las etiquetas

de los atomos usadas en la DM, que permiten entender la Tabla 3.

Figura 10: Etiquetas del VM
utilizado en los cdlculos de
dinamica molecular.

Ademas, se analiz6 cuantos puentes H se forman a cada tiempo (o configuracion). A partir
de este andlisis se separaron las configuraciones en poblaciones sin, con uno, dos y tres
puentes H y se construy6 un histograma con el nimero de configuraciones de las poblaciones

del sistema sin (0HBP), con uno (1HBP), dos (2HBP) y tres puentes H (3HBP) (Figura 11).

El histograma muestra que la mayoria de las configuraciones presentaron la formacion de
un puente H, seguida de aquella con dos. Esto concuerda con los expuesto en la Tabla 3, en la
cual se observo que hay una persistencia de puente H del 110% entre el oxigeno carbonilico
del VM y el hidrogeno del hidroxilo del metanol. Este hecho también se puede apreciar, si se
observan las configuraciones de las poblaciones IHBP y 2HBP, como se muestra en la Figura
12. En el caso del grupo 2HBP, varias configuraciones presentaron un puente H con el
oxigeno carbonilico y otro con el nitrogeno del anillo de fenotiazina. Sin embargo, la mayoria
de las configuraciones involucran la formacién de dos puentes H al oxigeno carbonilico. Por
otro lado, cuando ocurre la formacion de tres puentes H participa, ademas, otro heteroatomo
del VM, el nitrégeno del anillo fenotiazina. Sin embargo, el grupo 3HBP no presenta un peso

estadistico importante, ya que sOlo estd representado por una pequeila proporcion de
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Figura 11: Histograma del andlisis de puentes H del VM

configuraciones (Figura 11).

Vale destacar, que el peso estadistico de las configuraciones sin puente H es importante,
presentando una cantidad cercana a las del grupo 2HBP. Esto podria mostrar la complejidad
del sistema, el cual, probablemente no pueda ser representado por un sélo tipo de

configuraciones de puentes H.

Figura 12: Algunas configuraciones (estructuras no optimizadas)
mostrando algunas de todas las posibles configuraciones con 1, 2y 3
puentes H tomadas de la dinamica.
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5.5.1.2. Correlacion Estadistica

Como se menciond anteriormente, un paso importante del método S-QM/MM es la
obtencion de configuraciones descorrelacionadas a partir del método de Monte Carlo o, como
en este caso, de una DM. La pérdida de la correlacion se estima a partir de la autocorrelacion

de la funcion de la energia potencial (ACF).

SESE,.) 2. (E~(E)E.,~(E))
ACF(t):< E(;Ef’+’>: ’ S (E—(E)] (5.1)

1

donde E; es la energia del sistema en una determinada configuracion temporal, (E) el
promedio temporal y E;, la energia de las configuraciones temporales posteriores a la

configuracion i.

Una vez calculada la ACF se la ajusta a una funciéon C(t), que es la sumatoria de dos

funciones de decaimiento exponencial, como sigue:

r _t
C(t)=Ae "+Be (5.2)

donde ¢ es cada tiempo de la simulacion DM.

La integral de esta funcion es 7, el cual es el tiempo de correlacion, es decir, el tiempo en el
que se pierde la correlacion entre las configuraciones. En general, el valor de 1 se corresponde

con un tiempo en el que se tiene, aproximadamente, un 15% de correlacion.*®

r:f C(t)dt (5.3)

En este sistema el tiempo de correlacion de la DM fue de 1,5 ps, pero a fin de obtener un
porcentaje de correlacion menor al 15%, se seleccionaron y extrajeron las configuraciones
cada 2 ps (tiempo T). En la Figura 13 se muestra el ACF obtenido para la DM del VM en la

caja de metanol, también se puede apreciar que en 2 ps la correlacion es menor al 15%.

Una trayectoria descorrelacionada se construyd tomando las configuraciones cada 2 ps.

Sobre esta trayectoria se realizd un andlisis de la cantidad puentes H, que permiti6 conocer
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Figura 13: Cdlculo de ACF sobre la DM del VM. En el cuadro superior
derecho se muestra la funcion de ajuste C(t).

las configuraciones sin puente H, con uno, dos y tres puentes H, para luego separarlas en los

grupos:0HBP, 1HBP, 2HBP y 3HBP.

Se seleccionaron 150 configuraciones a partir de la trayectoria descorrelacionada. El
numero de configuraciones de cada grupo se eligio manteniendo la relaciéon de poblaciones
encontradas en el histograma, quedando: 15 configuraciones OHBP, 100 1HBP, 30 2HBP y 2
3HBP. Cada una de estas configuraciones tienen la totalidad de los &tomos involucrados en la

simulacion de DM.

5.6. ONIOM / TD-DFT

La energia de absorcion de una molécula estd dada por todas las configuraciones
representativas en un sistema con movimiento dindmico, a una temperatura dada. Cada
configuracion estd rodeada por una primera capa de solvente, que interacciona fuertemente
con el soluto. Esta presenta distintas configuraciones que pueden afectar las propiedades
opticas del soluto, polarizandolo. El empleo de ONIOM permite, en forma explicita, incluir el
efecto de la primera capa de solvatacion sobre el soluto. En el sistema en estudio, se calcul6 la
energia de absorcion para cada una de las 150 configuraciones anteriormente mencionadas.

Cada configuracion fue dividida en dos capas QM:QM.
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En este esquema, la primera capa cuantica que corresponde a cada una de las
configuraciones 0HBP, 1HBP, 2HBP o 3HBP, con las moléculas de metanol que forman el
puente H, pero sin la capa de solvatacion (Figura 12). Esta capa es la de mayor nivel de teoria
cuantica (B3LYP/6-311+G**). La segunda capa cudntica, que es de menor nivel de teoria
(B3LYP/6-31G*), estuvo representada por la primera esfera de solvatacion de moléculas de
metanol (7 A alrededor del VM). La ultima y tercer capa esta formada por las cargas atdmicas

de las restantes moléculas de metanol, las cuales permiten polarizar las dos capas QM (Figura
14).

Con este esquema, se obtuvieron las energias de transicion vertical para los seis primeros
estados excitados de cada una de las 150 configuraciones, mencionadas anteriormente. Las
intensidades y energias (en longitud de onda) resultantes se muestran como lineas de
intensidad en la Figura 15. El espectro resultante para cada grupo se aproxima a través de
envolventes gaussianas. En tanto, en la Figura 16 se compara el espectro experimental con el

simulado, resultante de envolventes gaussianas de cada una de las lineas de intensidad.

embebidas

Figura 14: Esquema del sistema aplicado dentro del formalismo de
ONIOM. La capa de alto nivel de teoria, esta senialada por las flechas
color ciano, la de bajo nivel de teoria por la flecha naranja. El fondo en
azul representa a las cargas puntuales de las moléculas restantes de
metanol.
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0.6 * Estado Excitado 1
L OHBP * Estado Excitado 2
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Figura 15: Espectro del VM simulado con S-QM/MM y ONIOM. En lineas verticales se muestran
las intensidades de absorcion para cada estado excitado de cada una de las configuraciones. En
linea continua verde el espectro simulado resultante de la envolvente. La flecha roja muestra como la
cantidad de puentes de hidrogeno afecta la intensidad y la ... de absorcion del estado excitado 5.

El resultado de esta estrategia, dentro del formalismo de ONIOM, no mejora los obtenidos
hasta el momento. Se puede ver en este sistema de estudio un fuerte corrimiento de los
maximos hacia el azul respecto al espectro de metanol experimental (Figura 16). A su vez, si
se comparan cada uno de los espectros simulados entre si se observa, como es de esperarse,
que las configuraciones con mayores cantidades de puentes de H presentan mayor corrimiento

hacia el rojo.

En el caso de las configuraciones OHBP los estados excitados 2 y 3 son los que mayor
contribucion dan al espectro simulado. Por otro lado, en las configuraciones 1THBP se ve
involucrado, ademas, el estado excitado 4 (con un corrimiento de ~80nm), y en el caso de las
configuraciones 2ZHBP también participa el estado excitado 5 (Figura 15). De este modo, se
observa que los puentes H afectan fuertemente a los estados excitados de mayor energia
(principalmente a los estados excitados 4 y 5). La interaccion modifica no s6lo sus maximos

de absorcidn, sino también sus intensidades (Figura 15).
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Figura 16: Espectro del VM simulado con S-OM/MM y ONIOM. En lineas gruesas el
espectro experimental.

5.7. PCM / TD-DFT

La utilizacion de ONIOM con dos capas QM, ambas a nivel de DFT tuvo un importante
costo computacional (5 horas usando 8 procesadores Xeon X5450 para cada una de las 150
configuraciones) y no arrojé mejoras respecto de los calculos realizados con metanol como
solvente implicito. Quizas, el problema se situ6 en el formalismo sustractivo de ONIOM,

debido a que los estados excitados involucrados y sus energias se asemejan a un

comportamiento del sistema en fase gaseosa.

Por lo tanto, a pesar de que con la estrategia anterior no se obtienen resultados que puedan
explicar con un grado de aproximacion aceptable el sistema en estudio, se llevo a cabo otra
similar. En ella, se reemplaza la capa explicita de la primera esfera de solvatacion y las cargas
atomicas puntuales por el empleo de solvente implicito (PCM). Al igual que se explico en la
seccion anterior, se calculan los primeros seis estados excitados de las 150 configuraciones
(OHBP, 1HBP, 2HBP y 3HBP). De este modo, se tienen configuraciones (grupos 1HBP,

2HBP y 3HBP) con el puente H explicito, y el resto del solvente simulado en forma implicita
(Figura 17).

Los espectros de absorcion UV-Vis obtenidos con el modelo PCM/TD-DFT fueron muy

aproximados al experimental. El maximo de absorcion encontrado mediante esta simulacion
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B3LYP/6-311+G*

Figura 17: Esquema del calculo de las 150
configuraciones dentro de un solvente implicito.

tuvo un error de 20 nm respecto del valor experimental (Figura 18).

La transicion HOMO — LUMO es la de mayor contribucion en el primer estado excitado
con un 90%, mientras que la transicion HOMO-1 — LUMO involucra un ~10% de
contribucion para este estado excitado (Figura 19). En ambas contribuciones, las transiciones

son del tipo © — 7*.

En el segundo estado excitado los porcentajes de contribucion se revierten, respecto al

primer estado excitado y, ademads, aparece una pequeia contribucion HOMO-2 — LUMO

2 T T T
OHBP+1HBP+2HBP | ! ! !

— Experimental

— OHBP optimizado |
”g — OHBP
= 1,5} — 1HBP =
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Figura 18 Espectro de simulacion del VM con PCM, con las primeras y segundas transiciones electronicas
de las 150 configuraciones obtenidas mediante DM. En linea azul, la primera y segunda energia de
transicion electronica para el sistema optimizado de VM sin moléculas de metanol (0HBP optimizado). El
sistema optimizado de VM con una y dos moléculas de metanol no se muestra, debido a que la variacion
respecto a OHBP no fue significativa. En linea verde continua el espectro experimental.
OHBP+1HBP+2HBPLas lineas envolventes no estan escaleadas para que puedan visualizarse en el grdfico.
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Figura 19 Contribuciones de las transiciones entre los orbitales moleculares
para el primer y segundo estado excitado.

(Figura 19). La intensidad calculada para este estado solo podria contribuir a la cola hacia el

azul, de acuerdo con el espectro experimental.

Si bien la envolvente de las contribuciones da un pico a s6lo 20 nm del experimental, lo
cual es un excelente acuerdo, como se explico en el capitulo anterior, hay otros aspectos
sumamente relevantes que pueden extraerse de la Figura 18. En primer lugar, hay una
importante contribucion de lineas que aparecen entre 585 y 620 nm, alrededor de la banda
experimental. En estas configuraciones puede apreciarse, en forma evidente, dos aspectos no
triviales de la solvatacion de la especie que absorbe. En la Figura 20 se muestra una
configuracion en la que el metanol forma una interaccion “puente de hidrogeno” con el 16bulo
n del nitrogeno del LUMO de la fenotiazina. En esta geometria la aproximacion es

practicamente perpendicular al plano de la fenotiazina.

Al contrario de lo que ocurre en la estructura de menor energia utilizada en la seccion 5.2.,
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