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RESUMEN

Las simulaciones de Dinamica Molecular, en los ultimos anos, se han posicionado
como un método alternativo para visualizar el comportamiento de la membrana y las
interacciones con moléculas de algun interés en especial.

En este trabajo se hizo la descripcion de una bicapa lipidica de fosfatidilcolina,
compatible con potenciales de AmB que actualmente se desarrollan en el grupo de
Biofisica del ICF; dicho grupo estudia los mecanismos de transporte y accion de An-
fotericina B en la membrana celular, con el fin de obtener analogos de Anfotericina B
gue sean selectivos solo para ergosterol y no sean téxicos para los mamiferos.

Se realizaron simulaciones de Dinamica Molecular de bicapas de fosfatidilcolina en
agua con el programa GROMACS y se determinaron nuevos parametros del campo
de fuerzas CHARMM, mediante célculos cuanticos con el programa GAUSSIAN, para
ajustar el campo de fuerzas de las simulaciones a los calculos cuanticos. Poste-
riormente, con los resultados de las simulaciones, se calcularon los valores de las
propiedades de la bicapa para compararlos con resultados experimentales reportados
para validar la descripcion de la bicapa lipidica. Conforme se refinaron los parametros,
para el campo de fuerzas, los resultados de algunas de las propiedades mejoraron,
con respecto a los resultados experimentales.

Aunque algunas de las propiedades aun no estan bien descritas, y no obstante
que todavia es necesario refinar mas el potencial, se ha mostrado que se pueden
obtener buenos resultados a partir del ajuste a los calculos cuanticos realizados y
que, ahondando en este proceso, se confia en tener una descripcion confiable de la
bicapa de POPC, ya que las simulaciones realizadas con los parametros refinados
ofrecen resultados que son mas apegados a los valores experimentales.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

Las bicapas lipidicas son estructuras biolégicas fundamentales que forman una cu-
bierta alrededor de toda la célula y protegen su espacio intercelular. Funcionan como
barreras selectivas en la difusion de moléculas, y también representan un papel pre-
ponderante en las funciones de las proteinas de membrana. Comunmente las mem-
branas bioldgicas estan conformadas por moléculas de fosfatidilcolina (POPC), tienen
un grupo de cabeza polar y dos cadenas hidrofobicas de hidrocarburo. Las POPC
forman espontaneamente bicapas cuando se encuentran en soluciones acuosas, sus
cabezas polares quedan expuestas al agua y sus cadenas de hidrocarburo forman
el nucleo hidrofobico de la bicapa. El colesterol puede considerarse como el moder-
ador del orden dentro de la bicapa lipidica que causa la asimetria de la membrana. A
través de su cabeza voluminosa y su cola larga al mismo tiempo, el colesterol puede
alterar la fase de gel y ordenar la fase liquida de los lipidos [42]. Estudiar las bicapas
lipidicas con detalle es fundamental, tanto para comprender sus funciones como para
ayudar al desarrollo de farmacos que actian en la membrana de las células. Debido
al alto grado de complejidad de las membranas bioldgicas existe un gran interés para
su estudio de manera experimental, y las técnicas mas comunes que se aplican son
la dispersion de rayos X y neutrones, IR/Raman y espectroscopia de RMN [56].

Los hongos son organismos eucariontes y heterétrofos que representan un grupo
diverso de organismos saprofitos y parasitos. Tienen un nucleo bien diferenciado y
una pared celular exterior conformada por quitina de consistencia rigida, polisacaridos
y polipéptidos. También presentan una membrana interior compuesta principalmente
de fosfolipidos; a través de la pared y la membrana pasan por difusién sustancias sim-
ples y solubles.

Las enfermedades flngicas humanas (micosis) se clasifican segun la ubicacion del
cuerpo donde se produce la infeccion. Se denominan cutaneas cuando se alojan en la
epidermis, subcutaneas cuando la infeccion penetra significativamente por debajo de
la piel y sistémicas cuando la infeccion es profunda en el cuerpo o se disemina a los
organos internos. Las micosis sistémicas se pueden dividir en las que son causadas
por hongos patdgenos, que tienen gran capacidad de infectar a individuos sanos, y
las oportunistas que infectan principalmente a individuos que presentan una predis-



2 CAPITULO 1. INTRODUCCION

posicién, como inmunodeficiencia o enfermedades debilitantes.

La anfotericina B (AmB) es el medicamento mas potente con que se cuenta para el
tratamiento de las infecciones fungicas sistémicas graves, sin embargo, es muy téxica
para los mamiferos y puede producir efectos secundarios graves. Se ha propuesto
mecanismos de accion de AmB, el mas conocido se basa en la unién de la molécula
de AmB al ergosterol de la membrana de la célula fungica, lo que produce un agregado
gue crea un canal transmembrana y permitie que el contenido citoplasmatico se filtre
y conduzca a la muerte celular. Otro mecanismo propuesto es que AmB “secuestra”
al ergosterol (como una esponja al agua) y afecta la estabilidad de la membrana[70].
Sin embargo, AmB también actia sobre el colesterol presente en la membrana celular
de los mamiferos y la hace toxica para los humanos.

Una forma de abordar el estudio de las membranas es mediante simulaciones de
Dinamica Molecular, que son complementarias a los experimentos, y se pueden es-
tudiar exhaustivamente sus propiedades y comportamiento, ya que los estudios de
las bicapas lipidicas de forma experimental son muy complejos y costosos. El ob-
jetivo es comprender completamente estos sistemas antes de pasar a membranas
biol6gicamente mas relevantes y complicadas. En las simulaciones con Dinamica Mo-
lecular (MD) se utiliza un modelo hamiltoniano, donde la funcion de energia potencial
generalmente se conoce como Campo de Fuerzas (Force Field). Para realizar simula-
ciones que conduzcan a resultados confiables, el Campo de Fuerzas debe ser capaz
de describir con precision todas las interacciones (inter e intramoleculares) en el sis-
tema. La naturaleza anfifilica de las moléculas de lipidos complica considerablemente
el estudio de las bicapas lipidicas con detalle atomistico[30].

En el grupo de Biofisica del Instituto de Ciencias Fisicas de la UNAM (ICF) se
estudian los mecanismos de transporte y accion de AmB en la membrana celular, con
el fin de obtener analogos de AmB que sean selectivos solo para ergosterol y no sean
toxicos para los mamiferos. Nosotros queremos contribuir con la descripcion de una
bicapa lipidica de fosfatidilcolina (POPC), que desarrollaremos con simulaciones de
MD y determinaremos nuevos parametros para ajustar el campo de fuerzas, utilizado
en las simulaciones, a datos calculados cuanticamente para lo cual nos trazamos el
siguiente:

1.1 OBJETIVO

Lograr potenciales de interaccion refinados para bicapas lipidicas de POPC. Con el
fin de contar con una descripcion confiable de la bicapa lipidica compatible con poten-
ciales de AmB que actualmente se desarrollan en el grupo de Biofisica del ICF.
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ANTECEDENTES

2.1 INFECCIONES POR HONGOS

Los hongos son microorganismos eucariéticos, aerobios, no fotosintéticos. Presentan
una pared celular que constituye el 90% del peso seco del hongo y es responsable
de su forma, ademas de que aporta rigidez y actia como barrera osmética. Las in-
fecciones fungicas que puede padecer el ser humano se clasifican en: superficiales,
cutaneas, subcutaneas y sistémicas y afectan a cerca de un billén de personas en
todo el mundo [7]. Las superficiales como las de unas, piel y urogenital afectan a
la mayoria de las personas en algun momento de sus vidas, pero generalmente son
curables cuando se las trata con antimicéticos [7], sin embargo, afectan la calidad de
vida. Las infecciones fungicas potencialmente mortales que invaden la sangre, los
pulmones y otros érganos representan un grave riesgo para millones de personas, so-
bretodo a las inmunodeprimidas, y se asocian con altas tasas de mortalidad en todo el
mundo, a pesar de los antimicéticos disponibles, causando un estimado de 1.5 millo-
nes de muertes cada ano, muy similar al caso de la tuberculosis [7]. En los paises de
bajos ingresos, la falta de acceso al diagndstico y a los antimicéticos de patente son
factores tan importantes que derivan en el deterioro de la salud de muchos pacientes
en todo el mundo, con altas tasas de mortalidad, a pesar de los avances en terapias
antifingicas [7]. Muchos de los antimicéticos actuales presentan limitaciones como
los efectos secundarios daninos, las interacciones negativas con otros medicamentos,
la incapacidad de administrarse por via oral o la resistencia al farmaco [7]. Si bien se
necesitan nuevos medicamentos antimicéticos, pocos se encuentran actualmente en
desarrollo. El desarrollo antifingico es un desafio cientifico, que lleva muchos anos
con altos niveles de inversion. Muchas investigaciones solo se enfocan en mejorar
la eficacia de las clases de drogas existentes, aunque la vacunacion preventiva en
algunos grupos de alto riesgo podria ser parte de la solucién [8].

3
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2.2 ANFOTERICINA

El tratamiento de las infecciones de origen fungico se basa en la administracién de
agentes capaces de alterar las estructuras de la célula, ya sea como fungistaticos,
qgue impidien su crecimiento, o fungicidas que provocan la lisis celular. El desarrollo
de farmacos antifingicos mas eficaces se inicia en 1955 con la aparicion de las for-
mulaciones lipidicas de Anfotericina B (AmB) [23] en el instituto Squibb, donde se
desarrolla a partir de cultivos de un aislado de Streptomyces spp, obtenido en el suelo
del rio Orinoco en Venezuela.

Anfotericina B es un polieno clasico con actividad in vitro frente a Candida spp.,
Aspergillus spp. y mucorales. Los polienos son moléculas macrolidas, heterociclicas y
anfipaticas, formadas por cadenas insaturadas que interactian en la membrana cito-
plasmatica y afectan su integridad; se unen al ergosterol presente en la membrana
celular fungica, donde se forman poros que alteran la permeabilidad de la membrana
lo que permite una pérdida de proteinas, glicidos y cationes monovalentes y diva-
lentes, que causa la muerte celular. Actualmente, existen tres grupos de moléculas
que engloban los antifiungicos mas utilizados en el tratamiento de las infecciones
fungicas invasivas: polienos, azoles y equinocandinas. Aunque la aparicion de re-
sistencias es poco frecuente, se han detectado mecanismos de resistencia asociados
a mutaciones en ERG2, reduciendo la interaccion farmaco-esterol [54]. Anfotericina B
presenta baja biodisponibilidad, baja solubilidad en agua y elevada toxicidad. Dadas
estas caracteristicas, no es posible su administracion via oral y es complicado obtener
formulaciones intravenosas [54]. En su formulaciéon convencional se mezcla con de-
soxicolato de sodio acuoso, surfactante aniénico, logrando asi una solucion estable y
homogénea, pero de alta toxicidad. Contiene ademas fosfato disédico y fosfato sddico
monobasico.

La estructura quimica de AmB (Figura 2.1) tiene una parte hidrofébica con siete
enlaces dobles conjugados, un éster interno y grupos metilo; tiene también una parte
hidrofilica con un carbonilo, un azucar en forma de glicésido que se une a la ca-
dena ciclica poliénica (micosamina) con un grupo amino primario y grupos hidroxilo
[72][21][44].

FIGURA 2.1: Anfotericina B (AMB).
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Anfotericina B se comporta como anfotérica y forma sales solubles en medio acido
0 en basico gracias a su estructura [10][72]. Muy probablemente los efectos biolégicos
de AmB se deben a su comportamiento anfotérico. Anfotericina B presenta afinidad
por el esterol de las membranas celulares de organismos como los mamiferos, proto-
zoos y hongos, no asi de las bacterias.

Uno de los mecanismos de accion propuestos, como fungicida, de AmB es la inhi-
bicion de la sintesis de ergosterol (el principal esterol de la membrana celular en los
hongos), ya que bloquea el paso de lanosterol a ergosterol, con lo cual altera la per-
meabilidad de la membrana celular y permite que aumente la filtracion de moléculas
intracelulares y cationes monovalentes como K+, H+ y Na+, que afectan la homeosta-
sia por desequilibrio de electrolitos y se inhibe el crecimiento celular [72][44].

Otro mecanismo propuesto es que AmB estimula a los macréfagos mediante oxi-
dacion o inmunomodulacion [72][44], con la presencia de metabolitos oxidativos como
peréxido de hidrégeno, en el medio, que incrementa la autooxidacién y la formacion de
radicales libres, con lo que la permeabilidad de la membrana aumenta considerable-
mente. Mientras que AmB tiene una afinidad mas alta por el componente de ergosterol
de la membrana de la célula fangica, también se puede unir al componente de coles-
terol de la célula de mamifero, lo que conduce a la citotoxicidad [53]. También se ha
propuesto que AmB puede ejercer accidon a través de dos mecanismos complemen-
tarios, dependiendo de la interaccion de AmB vy los esteroles: permeabilizacion de la
membrana y secuestro de esteroles (Figura 2.2) [63].

AmB secuestra
al Ergosterol

Ergosterol

Ergosterol Ergosterol Ergosterol

Poro

FIGURA 2.2: a) AmB provoca la formacion de un poro en la membrana celular. b)
AmB secuestra al Ergosterol de la membrana celular.

Se ha propuesto, como un nuevo mecanismo de AmB para combatir la leishma-
niasis visceral, que el secuestro de colesterol en la membrana del huésped evita la
interacciéon macréfago-parasito [13]. AmB forma dos tipos diferentes de poros, que
difieren en sus especificidades de sustrato y que se forman en diferentes momentos.
Ademas, participan de manera diferencial en el efecto de muerte de la célula [14].
Después de la adicién de AmB a las células, el primer tipo de poros que se forman
sSoN no acuosos, permeables a los cationes monovalentes y tienen menor permeabili-
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dad a los aniones monovalentes. Posteriormente, se forman poros acuosos, que son
permeables a los cationes y aniones monovalentes y electrolitos grandes, como la
glucosa.

A21. En un proyecto del Consorcio Nacional de Investigacidon en Medicina Trasla-
cional e Innovacion de la UNAM, investigadores del Instituto de Ciencias Fisicas (ICF),
junto con académicos de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos (UAEMor)
y del Centro de Investigaciones y de Estudios Avanzados (Cinvestav), dirigidos por el
Dr. Ivan Ortega Blake trabajan en comprender el mecanismo de accion de AmB, y
como parte de la investigacidon se sintetizé una molécula nueva derivada de la AMB
denominada A21 (Figura 2.3) con mucha efectividad como antifungico y con menos
toxicidad colateral para los mamiferos[1].

FIGURA 2.3: A21 Derivado de la anfotericina B[1].

2.3 MEMBRANAS BIOLOGICAS

Las membranas biologicas se forman cominmente por una bicapa lipidica de fos-
folipidos (Figura 2.4), que representa su principal elemento estructural, al que se unen
o intercalan proteinas, esteroles y péptidos principalmente por interacciones no cova-
lentes, como lo demostraron Gorter y Grendel en 1925 [62]. Fluctua entre los 3.5y
5.6 nm de grosor [50], su funcion es cubrir todo el exterior de la célula y mantener
su integridad, su composicion ionica y el pH apropiado del citosol, asi como el con-
trol de las interacciones entre la célula y su entorno, la separacién de los comparti-
mentos intracelulares y las senales de recepcion y transduccion necesarias para el
funcionamiento de la célula [20].
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FIGURA 2.4: Membrana biologica[31], colesterol en azul, POPC plateados, POPE
amarillos, POPS rosa y esfingomielina rojos. Todas las colas lipidicas en cian.

Son tres las fases que la membrana lipidica puede adoptar:
e La fase de gel, cuando las bicapas lipidicas estan en estado solido. El empaque de
las moléculas de lipidos es muy apretado y ordenado, con poco movimiento de lipidos
a través de la superficie de la membrana.
¢ La fase liquida desordenada, cuando hay estados altamente fluidos en los que los
lipidos individuales pueden moverse sin obstaculos a través de la superficie de la
membrana. El empaquetamiento de los lipidos es altamente irregular y los lipidos en
si mismos a menudo se tuercen debido a los acidos grasos insaturados.
e La fase liquido-cristalia es un estado entre la fase de gel y la fase liquida desorde-
nada. Todavia existe el movimiento relativamente facil de las moléculas de lipidos a
través de la membrana, pero la membrana en si estda mas compacta, lo que lleva a una
estructura mas sélida. Esta fase se produce a través de la presencia de moléculas de
esterol dentro de la membrana.
Uno de los factores que determinan el proceso de difusion, a través de la membrana,
es su composicion ya que no todas las membranas tienen la misma composicion
quimica. Los lipidos de las membranas biolégicas tienen generalmente 16, 18 6 20
carbonos de largo y presentan de 0 a 3 dobles enlaces. Estos acidos grasos se unen a
los hidroxilos del glicerol, y este a su vez va unido a un grupo fosfato. El fosfato se une
mediante un enlace fosfodiéster a otro grupo de atomos que suele ser un grupo serina,
etanolamina o una colina. Muy frecuentemente la bicapa de las membranas celulares
eucarioticas se forma con moléculas de fosfatidilcolina (POPC), que es anfipatica y
tiene un grupo de cabeza polar y dos cadenas hidrofébicas de hidrocarburo [20]. Las
POPC forman espontaneamente bicapas, cuando se encuentran en soluciones acuo-
sas, sus cabezas polares quedan expuestas al agua y sus cadenas de hidrocarburo
forman el ndcleo hidrofébico de la bicapa [20].
La capacidad de un compuesto para permear una membrana, por difusidn pasiva,
depende de varios factores relacionados con las propiedades fisico-quimicas de la
membrana. Las sustancias que se disuelven en los lipidos (moléculas hidréfobas,
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no polares) penetran con facilidad en la membrana, dado que esta compuesta en
su mayor parte por fosfolipidos. La mayor parte de las moléculas de gran tamano
no pasan a través de la membrana, solo las moléculas no polares de pequenas di-
mensiones (Amstrongs) pueden atravesar la capa de fosfolipido con facilidad. Las
moléculas cargadas y los iones no pueden pasar, en condiciones normales, a través
de la membrana y para hacerlo requieren de un transportador activo. Otros factores
importantes en la regulacién del paso de la molécula que influyen en la capacidad para
atravesar la membrana, de un lado a otro, son la masa molecular y la capacidad de
formar puentes de hidrogeno con los componentes de la membrana. Un farmaco que
no es capaz de atravesar las membranas celulares, tiene una biodisponibilidad muy
baja, lo que resulta en un incremento de dosis para obtener el efecto terapéutico. Para
comprender la funcion de la membrana es necesario conocer en detalle lo que son los
fosfolipidos.

2.4 FOSFOLIPIDOS

Los fosfolipidos son moléculas anfipaticas compuestas de una “cabeza” hidrofilica
unida a un glicerol, este a su vez unido a un fosfato cargado que también se une,
covalentemente, a una molécula organica[55]. Los fosfolipidos son los componentes
principales de las bicapas lipidicas en las membranas celulares. Aligual que los acidos
grasos, los fosfolipidos favoreceran la agrupacion de las colas hidrofdbicas para excluir
el agua tanto como sea posible. Sin embargo, a diferencia de los acidos grasos, la
presencia de dos colas favorece la formacion de una membrana mas plana porque el
area de la seccion transversal de los grupos de cabeza y cola es similar, formando una
bicapa de forma cilindrica que se empaqueta mas eficientemente. En la bicapa, las
colas hidrofobicas interactian entre si, mientras que los grupos de cabeza hidrofilica
interactian con el ambiente acuoso a ambos lados de la bicapa. Si bien la bicapa
es mas practica como una estructura plana bidimensional, puede plegarse sobre si
misma para formar una vesicula cerrada llamada liposoma. A diferencia de la micela,
el liposoma tiene una pared de bicapa que encierra una cavidad acuosa hueca que
utilizan organismos como mecanismo de transporte para cualquier cantidad de sus-
tancias. Los lipidos de la membrana no estan distribuidos simétricamente en toda la
bicapa de la membrana, por lo que es mas probable que ciertos fosfolipidos se en-
cuentren en la monocapa interna, mientras que los otros tienen mas probabilidades
de encontrarse en la valva externa. Por otro lado, las propiedades fisicas de los dife-
rentes grupos de cabeza dictan las interacciones de cada fosfolipido con el ambiente
acuoso, y dan como resultado el movimiento de los lipidos a través de la bicapa en
las direcciones vertical y horizontal, cambiando continuamente la forma y organizacion
de fosfolipidos. Existe una variedad de fosfolipidos con diferentes grupos de cabeza
y colas de hidrocarburos y los mas comunes son fosfatidilcolina (POPC), fosfatidile-
tanolamina (POPE), fosfatidilserina (POPS) y fosfatidilinositol (POPI). Los nombres de
los fosfolipidos tienen un cédigo de cuatro letras, asi para el POPC, las dos primeras
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letras PO corresponden a las cadenas (Palmitoil-Oleoil) y las dos ultimas letras PC co-
rresponden a la cabeza de grupo (Fosfatidil-Colina) [51]. En el Laboratorio de Biofisica
del ICF se ha estudiado experimentalmente la accidon de la Anfotericina B con el mo-
delo de la molécula de POPC. El presente trabajo se realizara también con el modelo
de la molécula de POPC (Figura 2.5).

Oleoy ) 'u =H

=) CH

FErmzfat o H
OsTato Colina

FIGURA 2.5: Molécula de Fosfatidilcolina
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CAPITULO 3
METODOS

e Se realizaran simulaciones de Dinamica Molecular (DM) de bicapas de POPC en
agua con el programa GROMACS.

e Se determinaran nuevos parametros del campo de fuerzas tipo CHARMM, mediante
calculos cuanticos con el programa GAUSSIAN, para ajustar el campo de fuerzas de
las simulaciones a los calculos cuanticos.

3.1 DINAMICA MOLECULAR

Resulta muy dificil y laborioso estudiar experimentalmente a las biomembranas, de-
bido a sus propiedades electrostaticas y quimicas Unicas, de manera que se muestre
su naturaleza dinamica. Con base en lo anterior, las simulaciones de Dinamica Mole-
cular se han posicionado como un método alternativo para estudiar el comportamiento
de la membranay las interacciones con las moléculas de interés.

3.1.1 Mecanica Estadistica

La Dinamica Molecular por medio de la mecanica estadistica, que le proporciona
el sustento tedrico, da la posibilidad de explorar las propiedades macroscépicas de
un sistema a través de simulaciones microscépicas. Genera informacion a nivel mi-
croscopico, incluidas las posiciones y velocidades atomicas, y esta informacion mi-
croscopica se traduce en observables macroscopicos, como presion, energia, capaci-
dades térmicas, entre otras.

Un sistema es una parte del universo que se aisla para poder estudiarlo. El estado
de un sistema clasico se puede describir completamente con solo especificar las posi-
ciones y los momentos de todas las particulas que lo componen. El espacio en que
se encuentra el sistema es tridimensional, entonces cada particula tiene asociadas
seis coordenadas: tres espaciales q(z,y,z) y tres de momento p(p..,p,,p.). Asi un
sistema de N particulas se caracteriza por tener 6N coordenadas. El espacio de 6N
dimensiones definido por estas coordenadas se denomina “espacio fase” del sistema

11
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(Figura 3.1). En cualquier momento determinado, en el tiempo, el sistema ocupa un
punto en el espacio de fase, que se denota como:

X = (q,p) (3.1)
{r} Estado final (G f, Pf)

¢ Microestado {5. ﬁ]

= .
Estado inicial (@i, pi)

{q}

FIGURA 3.1: Espacio fase.

El espacio fase contiene todos los estados posibles de un sistema, entonces el

valor promedio, o valor esperado, de una propiedad (A) en equilibrio para un sistema
que tiene una temperatura (T), un volumen (V) y numero constante de particulas, se
puede escribir como una integral sobre el espacio de fase

(A) Z//A(q,p)P(q,p)dqu (3.2)

donde P es la probabilidad de estar en un punto de fase particular que depende de la
energia asociada con el punto de fase conforme a:

P(g,p) = Q le P@P/ksT qqdp (3.3)

E es la energia total (la suma de las energias cinética y potencial que dependen de p y
q, respectivamente).

kg es la constante de Boltzmann.
T es la temperatura.

Q es la funcion de particién del sistema (suma sobre todos los estados posibles del
factor de Boltzmann, que puede considerarse como la constante de normalizacién para
P).

0= / / ¢~ E@)/nT g i (3.4)

Para obtener los promedios (de la propiedad A) se define el ensamble:
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e Usar un sistema real como modelo de estado macroscopico.
e Preparar n sistemas en el mismo estado macroscopico.

e Altiempo t = t’, aislar a todos eliminando los alrededores.

En un sistema complejo, las integrales de las ecuaciones (3.2) y (3.4) probablemente
no tengan solucién analitica, sin embargo, se pueden evaluar numéricamente. Se
requiere de un medio para elegir puntos de alta probabilidad. Si iniciamos un sistema
en algun punto de fase de baja energia, su trayectoria (evolucién lo largo del tiempo)
probablemente muestree regiones relevantes del espacio de fases. En ese caso, una
manera razonable de calcular el promedio de una propiedad es simplemente calcular
el valor de la propiedad en intervalos de tiempo y suponer un promedio

(A) = % Z Alt,) (3.5)

* donde M es el nimero de veces que se muestrea la propiedad.

En el limite de muestreo continuo y siguiendo la trayectoria indefinidamente, esta
ecuacion se convierte en:
1 to+t

(A) = tliglot ) A(r)dr (3.6)
La hipotesis ergddica asume que la ecuacion. (3.6) es valida, independientemente de
la eleccién de tq y que las ecuaciones (3.2) y (3.6) son equivalentes [75].

La DM permite generar una trayectoria de puntos que evolucionan con el tiempo
siguiendo la segunda ley de Newton. Se trata por tanto de un método determinista, es
decir, el estado de un punto de la trayectoria permite predecir el estado del siguiente.

Los nucleos atomicos son suficientemente pesados como para ser considerados
como particulas clasicas cuya dinamica sigue la ecuacién de Newton:

d2y o F‘Ii
dt? N my;

* donde Fy, es la fuerza que se aplica a la particula i en la posicion q(z,y, z) en el tiempo
t.

F =ma =

(3.7)

La energia total del sistema, suma de las energias potencial y cinética, se determina
a partir de las coordenadas iniciales qo (¢, vo, 20) Y las velocidades iniciales vy.

La evolucion temporal del sistema se puede seguir al aplicar métodos de inte-
graciéon numérica. De este modo se obtienen pequenas etapas sucesivas separadas
en el tiempo por un intervalo fijo dt; (tiempo de integracion).

La fuerza que actua sobre cada particula, en un instante de tiempo t, se determina
mediante |la derivada de la energia potencial con respecto a las coordenadas:

aZ?potencial

F=— 9

(3.8)
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Las posiciones iniciales se pueden obtener de manera aleatoria, 0 a partir de estruc-
turas experimentales y la distribucion inicial de las velocidades se determina a partir
de una distribucién aleatoria, con las magnitudes que se ajustan a la temperatura re-
querida y se corrige, de modo que no hay un momento general:

N
i=1

las velocidades v; se eligen al azar de una distribucion de Maxwell-Boltzmann a una
temperatura dada, lo que da la probabilidad de que una particula i tenga una velocidad
vy en la direccion x a una temperatura T

Vie) =\ ol ) P T2 T '

Algoritmo de Verlet

Una vez que se han calculado las fuerzas, en la configuracion de los atomos en
el tiempo ¢, se genera una configuracion al tiempo t + At para integrar con pasos
pequenos. La solucion de las ecuaciones de Newton se hace utilizando el algoritmo
Verlet, que se basa en una expansion de la serie de Taylor al expandir la posicion de
la i-ésima particula r; en el tiempo t + hy t-h

ri(t+ ) = ri(t) + hry(t) + ’;—Tr;’ (t) + Z—?r;” (t) + O(h*) (3.11)
/ h? h3
ri(t — h) = ri(t) — hry(t) + T (t) — 37 (t) + O(h") (3.12)
Al sumar estas dos ecuaciones se obtiene:
ri(t +h) +7i(t — h) = 2ry(t) + h*r; (t) + O(h?) (3.13)

r;(t) es equivalente a la velocidad de la particula v;(t) y r; (t) es la aceleracion de la
particula a;(t). Al substituir la aceleracion en la ecuacion (3.13) se obtiene:

ri(t 4+ Rh) 4 ri(t — h) = 2r;(t) + h*a;(t) + O(h*) (3.14)

se resuelve para r;(t + h) y se utiliza a; = F;/m; para obtener:

h2
ri(t +h) = 2ri(t) —ri(t — h) + EFi(t) + O(h%) (3.15)
El tiempo es una variable continua, pero para implementar la ec. (3.15) en un programa
de cdmputo se requiere que la solucion se genere para pasos de tiempo discretos tales
que:
h=t,1—t, (3.16)
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x donde h es el tamafo de paso para la variable de tiempo.

Este tiempo discrecional en la ecuacion (3.15) conduce al algoritmo de Verlet:

2

7
El algoritmo de Verlet es un método de cuarto orden y se basa en dos pasos de tiempo
anteriores, t,_; y t,, para avanzar a la solucion en el tiempo t,.,. En ocasiones se
presentan problemas asociados con el algoritmo de Verlet debido a la posible pérdida
de precision cuando la ecuacion (3.17) se implementa. El término final en la ecuacion
(3.17) tiende a ser pequeno en comparacion con los demas, y como resultado, este
término puede perderse en el error de redondeo.

La velocidad no aparece explicitamente en el algoritmo de Verlet y esto puede ser
un problema si se desean propiedades del sistema que dependen de la velocidad,
como la energia cinética. Ademas, la velocidad en el tiempo t,, no se puede calcular
hasta que se obtenga la posicion en el tiempo t,,;. Como resultado, la velocidad
generalmente se calcula a partir de las posiciones utilizando una ecuacion aproximada
basada en la derivada de la posicion:

(3.18)

El algoritmo de Verlet no es de inicio automatico, ya que requiere las posiciones en los
dos tiempos anteriores (t,, y t,_1) para obtener la posicion en la préxima vez, (t, 1).
Esto generalmente se resuelve al completar primero un paso de un método menos
preciso que solo requiere informacion en un paso de tiempo anterior, como el método
de Euler, y luego cambiar al método Verlet para los pasos subsiguientes.

3.1.2 Campo de Fuerzas

La energia de una molécula en su estado basal, puede considerarse como una funcion
de las coordenadas de los nucleos atémicos que se denomina Campo de Fuerzas
(Force Field). Los cambios que se producen en la energia potencial de un sistema
pueden representarse como una superficie de energia potencial [15]. Uno de los ob-
jetivos en Dinamica Molecular es encontrar los puntos minimos en la superficie en-
ergética que corresponden a estructuras moleculares optimizadas. También es im-
portante encontrar los puntos silla (puntos de pendiente igual a cero en cualquier di-
reccion). Estos puntos se consideran barreras de minima energia en los caminos que
conectan los distintos minimos y que corresponden a los estados de transicion.

Los primeros campos de fuerzas para simulaciones biomoleculares se desarrolla-
ron en la década de los setentas [28]. Posteriormente numerosos campos de fuerza
empiricos para Mecanica Molecular (MM) se han desarrollado para simulaciones de
moléculas bioldgicas como proteinas, acidos nucleicos, lipidos, entre otras [83]. Los
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nombres de algunos programas que se usan para simulaciones de Dinamica Molecu-
lar coinciden con los nombres de los parametros de Mecanica Molecular, y es preciso
no confundirlos. Los programas que mas se utilizan en simulaciones de DM para
moléculas biolégicas son: AMBER [11], CHARMM [9], GROMOS [73], NAMD [66] y
TINKER [68].

Las interacciones entre particulas se modelan con un campo de fuerzas aproxi-
mado que se compone de la funcion de energia potencial y los parametros empiricos
que se utilizan en cada uno de los términos. Un mismo campo de fuerzas se puede
emplear para distintas moléculas que se relacionen entre si [48]. ComuUnmente los
campos de fuerzas se representa mediante una ecuacion compuesta por las interac-
ciones del sistema enlazantes (angulos de valencia y angulos torsionales propios e
impropios) y no enlazantes (de tipo Lennard-dones, para las fuerzas de van der Waals
y un término Coulémbico para las interacciones electrostaticas de largo alcance):

Etatal = -\Eenlace + Edngulo + Etorsional + EvdW + ECoulomg (31 9)

-

Enlazantes No enlazantes

x Los enlaces quimicos y doblamiento de angulos se modelan ajustando a datos espec-
troscépicos experimentales de pequenas moléculas y a calculos cuanticos.

x Los angulos de torsion y cargas parciales se derivan a parir de calculos ab-initio de
pequenas moléculas.

x Los parametros de Van der Waals se ajustan a datos experimentales de la fase liquida
(densidad, calor de vaporizacion).

e Términos enlazantes (covalentes)

+ El término de enlace de estiramiento (bond stretching) se define mediante una
funcion del tipo ley de Hooke:

kr

J— 5 (r — req)2 (3.20)

donde la energia varia en funcién del desplazamiento, desde una longitud de refe-
rencia del enlace re, (Figura3.2). Mantiene las longitudes de enlace cercanas a los
valores experimentales de equilibrio.

| r I

o——O0

FIGURA 3.2: Enlace de estiramiento lineal

+ El término de angulo de enlace (angle bending) representa la variacion de los
angulos con respecto a sus valores de referencia 0. (Figura 3.3), también se
representa mediante un potencial arménico de Hooke:
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k
Eé,ngulo - 36<6 - geq)z (321)

FIGURA 3.3: Deformacion del angulo de enlace

+ El término de angulo de torsion (torsional term) describe la variacion de la e-
nergia asociada a la rotacion alrededor de un enlace entre dos atomos, que se
encuentran dentro de una serie de cuatro atomos, como se muestra en la figura
3.4

A f

b /H . .
P

Angulo dihedro &

FIGURA 3.4: Enlace de torsién

tiene una periodicidad en el angulo ¢, si el enlace rota 360° la energia debe volver al
mismo valor. Su peril energético se expresa como una serie de Fourier:

Vo
Etorsional = ?[1 + COS(TLgb - ¢0) (322)

La constante V,, determina la altura de la barrera de torsion alrededor del enlace b-c,
n describe la multiplicidad (el nimero de minimos en la funcién cuando rota 360°) ,
¢ el angulo de torsidon y el angulo de fase ¢q (indica en qué punto pasa la torsion por
minimo energético).

e Términos no enlazantes

La interaccion entre atomos y moléculas independientes no depende de una relaciéon
especifica de enlace entre ellos.

+ La interaccién de van der Waals entre dos atomos representa el balance entre
las fuerzas atractivas y repulsivas y varia en funcion de la distancia entre ambos
atomos (Figura 3.5).
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Qi Oj
<= [ —- ]
Qi Oj
[—-3 L —

FIGURA 3.5: Interacciones tipo van der Waals

La energia de interaccion es cero cuando los atomos se encuentran a una distancia
infinita, conforme se acorta la distancia entre ellos la energia disminuye hasta llegar
a un minimo. Cuando los atomos se acercan aln mas, a distancias interatomicas, la
energia crece rapidamente hasta ser infinita. Las interacciones de van der Waals se
representan mediante la funcién de Lennard-Jones

Vis(r) = 4e [(%)12 . (‘;—jﬂ (3.23)

* € es la profundidad del pozo

x o es la distancia a la que la energia es cero.

=

.-
(=]

Energia (kcal/mol)

1 2 3 < =1
o
Distancia interatomica (A)

=

oL

FIGURA 3.6: Potencial de Lennard-Jones

+ La interaccion electrostatica de una molécula se calcula como la suma de las
interacciones entre pares de cargas puntuales conforme a la ley de Coulomb:

4495 (3.24)
4megT AR

Eelec(rAB) =
* gAY qp Son las cargas puntuales de cada atomo
* r,p es la distancia entre atomos

* €9 es la constante dieléctrica del medio que las separa
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Si las cargas puntuales de dos atomos son contrarias éstos se atraen entre si, pero si
las cargas son del mismo signo entonces se repelen (Figura 3.7)

o 2
%

FIGURA 3.7: Interacciones de Coulomb

Silas cargas se encuentran centradas en los nlcleos, se denominan cargas atomicas
parciales.

Un campo de fuerzas se desarrolla con el fin de ajustar sus parametros, para en-
contrar un modelo que sea capaz de aproximarse lo mejor posible a los valores exper-
imentales de las propiedades macroscopicas del sistema, para ello muchos campos
de fuerzas obtienen estos parametros de datos experimentales, tales como los es-
tructurales, energéticos o electrénicos. Estos datos experimentales se complementan
con calculos cuanticos ab initio, que son capaces de reproducir resultados experimen-
tales en muchos sistemas, sin embargo, para la obtencién de parametros se requiere
una gran cantidad de recursos computacionales para asegurarse de que los datos ab
initio son suficientemente precisos. Otra opcidn que ha sido utilizada es obtener los
parametros solamente a partir de informacién obtenida de célculos cuanticos.

La superficie de energia potencial de un sistema se define por la variacion de la
energia de las moléculas en funcién de sus coordenadas. En el modelado molecular
se estudian los puntos minimos en la superficie de energia potencial que corresponden
a los estados estables del sistema. Cualquier cambio en esta configuraciéon producira
una variacion de la energia potencial [48]. El punto con el minimo energético mas bajo
es el minimo global mientras que los demas puntos son solo minimos locales (Figura
3.8).

FIGURA 3.8: Superficie de energia potencial
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En un punto minimo, la primera derivada de la funcién de potencial V con respecto a
las coordenadas cartesianas o internas (x;) es igual a cero mientras que las segundas
derivadas son positivas (Ecuaciones 3.25). El punto silla es el punto energético mas
elevado en el camino entre dos minimos y corresponde al estado de transiciéon. Un
algoritmo de minimizacidn es el proceso que permite identificar las geometrias del
sistema que corresponden a los puntos de minima energia potencial. Los métodos
mas empleados para la minimizacién de energia en modelado molecular se basan en
los criterios de la primera y segunda derivadas de la funcion del potencial

ov_, v

=0 S5 >0 (3.25)

qgue modifican las coordenadas de los atomos mientras desplazan el sistema hacia el
del punto de minima energia. Realizan una busqueda siguiendo la maxima pendiente.

3.1.3 GROMACS

GROMACS es un motor para minimizar energias y realizar simulaciones de dinamica
molecular, es decir, resuelve las ecuaciones del movimiento de Newton para sistemas
con cientos de miles de particulas, principalmente para moléculas bioquimicas como
proteinas, lipidos y acidos nucleicos que contienen complicadas interacciones; aunque
también se usa para la investigacion de sistemas no biologicos.

GROMACS es Software Libre, disponible en el marco del General Public License,
desarrollado en 1991 por el departamento de Biophysical Chemistry de la Universidad
de Groningen Holanda. Por ser de cddigo abierto se ha reimplementado por muchos
otros desarrolladores [26]. Soporta todos los algoritmos habituales en Dinamica Mo-
lecular y proporciona un rendimiento alto, en estaciones de trabajo y PCs de bajo
costo, en comparacion con programas similares, ademas su manejo es muy facil, con
topologias y archivos de parametros escritos en formato de texto sin cifrar y mues-
tra mensajes claros de error. Dado que se utiliza el preprocesador de C, se pueden
compilar partes condicionales en funcion de la arquitectura o incluir otros archivos.

Protocolo para una simulacion en GROMACS:

Para realizar una simulacion con GROMACS, es necesario generar previamente los
ficheros de entrada con los datos de las moléculas que se van a analizar. Junto con
el paquete GROMACS se incluyen un conjunto de programas necesarios para las
distintas etapas que se requieren para la preparacion de los ficheros de entrada.

+ Todos los comandos disponen de ayuda utilizando el parametro -h.

+ GROMACS puede utilizar como entrada ficheros .pdb del Protein Data Bank
(www.pdb.org), para luego convertirlos a su formato nativo .gro y .top con el
comando “pdb2gmx”.
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+ Este comando toma el archivo .pdb y genera dos ficheros, un .gro con los atomos
y sus coordenadas (x,y,z), y un .top con las masas atémicas, sus cargas y en-
laces.

+ Una vez que estos ficheros (.gro y .top) han sido creados, es necesario especi-
ficar la “caja” en la quen se han de alojar los atomos. Esto se hace ejecutando
el comando “editconf”.

+ Este comando tomara el fichero .gro y lo modificara afnadiendo en la dltima linea
las dimensiones de la caja que se le habran indicado por parametros.

+ Ahora que las dimensiones de la caja se han especificado, es posible agregar
mas de una de las moléculas del fichero .pdb y rellenar el resto de la caja con
moléculas disolventes.

+ Ambas acciones son realizadas con el comando “genbox” que modificara el
fichero .gro y .top para que contengan todos los atomos que han sido agregados
en este paso.

+ En algunas circunstancias, puede ser necesario introducir iones en la solucién,
ya sea para neutralizar la carga total en el sistema, o para eliminar interacciones
electrostaticas entre las moléculas disueltas, o para ambas cosas.

+ Estos iones se agregan al sistema mediante la utilidad “genion”.

+ Una vez preparada la solucion, hay tres tipos de simulaciones. Las tres son
ejecutadas de la misma manera: primero se ejecuta el comando “grompp” y a
continuacion el comando “mdrun”.

+ El comando “mdrun” es el motor de GROMACS, y el responsable del verdadero
desplazamiento de los atomos conforme a las leyes de la fisica (parametrizadas
en el fichero de dinamica molecular .mdp).

+ El comando “grompp” toma los ficheros .gro, .top y .mdp y genera un fichero .tpr
que es la entrada del comando “mdrun”.

+ Como salida del comando “mdrun” obtenemos un fichero binario .trr de gran
tamano, que contiene el estado del sistema a intervalos de tiempo regulares y
también un fichero .gro que contiene el estado final de la solucién.

+ Este fichero .gro puede utilizarse para la simulacién.

Hay tres tipos de simulaciones, aunque las dos primeras son opcionales, y realmente
su funcion es la preparacion de la solucion para la simulacién tercera, la completa.
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+ La primer simulacién tiene como objetivo la minimizacion de energias (Energy
Minimization o EM) en la solucion. Lo Unico que hace es “empujar”’ los atomos
de las moléculas disueltas hasta que las longitudes de sus enlaces y sus angulos
se encuentren en su configuracion de minima energia potencial (ignorando por
completo los atomos de otros elementos de la solucién). Hacer esto es una
buena manera de comprobar que los enlaces son estables (la molécula podria
romperse si no lo fueran), y acelera las simulaciones posteriores. En algunas
soluciones son necesarios varios pasos de minimizacion de energia (EM), con lo
cual sera necesario ejecutar varias veces el ciclo grompp — mdrun.

+ La segunda simulacion tiene por objetivo la fijacion de la posicién del soluto den-
tro de la disolucion. Esto fija las moléculas de soluto en una posicién, y permite
que el disolvente y los iones se “relajen” a su alrededor en posiciones de minima
energia potencial. Con ello se consigue que el disolvente llene la caja de manera
uniforme y no se formen vacios al inicio de la simulacion completa.

+ La tercer simulacion es la completa (full Molecular Dynamics o MD) y en ella
se realizan los calculos completos de la dinamica molecular en un periodo largo
de tiempo (las simulaciones anteriores necesitan mucho menos tiempo en com-
paracion). Esta simulacion es la que necesita mas tiempo de proceso y es la
mas indicada para la realizacion en paralelo.

+ Como resultado de la simulacion se obtienen ficheros .xtc, .trr y .edr que se uti-
lizan para el analisis de la simulacion con programas como “ngmx“ o “xmgrace”,
entre otros.

3.2 Quimica Cuantica Computacional

La quimica computacional se utiliza para calcular de forma numérica las estructuras
electronicas e interacciones moleculares; mediante computo se genera informacién
de las propiedades y estructura de moléculas, los resultados experimentales se si-
mulan a través de la resolucién de modelos matematicos. Casi todos los aspectos
de la quimica se han descrito en un esquema computacional cuantitativo, cualitativo
0 aproximado, que puede proporcionar informacién Gtil sobre la quimica. También
es de gran ayuda para hacer predicciones antes de ejecutar experimentos reales, de
manera que se puedan mejorar los procedimientos para realizar observaciones. Es
la aplicacion de la quimica, las matematicas y la informatica para la solucién de pro-
blemas quimicos interesantes. Es el modelado preciso de todos los aspectos de la
qguimica real que emplea calculos en lugar de experimentos.

La quimica cuantica es la aplicacion de la mecanica cuantica para la solucion de
problemas quimicos. Para describir el estado de un sistema en mécanica cuantica
se utiliza la funcion de onda o funcién de estado ¥ que contiene toda la informacion
acerca del sistema y esta contenida en la ecuacion de Scrédinger. La Quimica Cuantica
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describe el comportamiento fundamental de la materia a una escala atébmica o mole-
cular, para entender el comportamiento de la materia y sus propiedades desde sus
primeros principios (Ab-initio). Se centra en la aplicacion de los métodos para resolver
la ecuacion de Schrodinger y calcular propiedades a nivel molecular.

3.2.1 Ecuacion de Scrodinger

Es la ecuacion de las ondas materiales que se asocian a las particulas. La solucion
de la ecuacion de Scrodinger, de un sistema, conduce a su funcién propia “exacta”
mediante el operador hamiltoniano H, que proviene de la funcién de la energia total
de un sistema en la mecanica clasica. El espectro del operador es el conjunto de los
valores propios E, de los estados k del sistema y toda la informacidn sobre el sistema
esta contenida en la funcion de onda resultante ¥. Su significado fisico (densidad de
probabilidad) lo da su médulo al cuadrado |¥|2, que se relaciona con la probabilidad
de encontrar la particula en una determinada zona del espacio.

Los electrones se comportan como particulas, pero también como si fueran una
onda, en particular, en el atomo se mueven como ondas estacionarias, en un potencial
esférico creado por el nucleo.

HY = E¥ (3.26)
H= T,+7T. +Vied Vet Vin (3.27)
—_——— ~ ~ ”
energia cinética energia potencial

La ecuacion de Srédinger depende de las coordenadas de todos los electrones y de
todos los nucleos de un sistema, y la forma del hamiltoniano para un sistema de M
nucleos y N electrones es como sigue:

M

. 1
T, = ——V? Energia cinética de los nicleos (3.28)
— 2M7y
a 1 2 , s e
T. = Z —ivi Energia cinética de los electrones (3.29)
Z Z Energia potencial entre electrones (3.30)
i j<i |7’1 - rJ’
A
Z Z =) Energia potencial entre nicleos (3.31)
T 5 B — Ryl

Vm = S Energia potencial entre electrones y nucleos 3.32
> = Ry gla p y (3.32)

e ey N son electrones n y M son nucleos.

e R; coordenada del I-ésimo nucleo Z; Carga del I-ésimo nucleo.
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e 1; coordenada del i-ésimo electrdén.

Para sistemas simples, con solo dos particulas, la solucion de la ecuacion de
Scrddinger consiste en separarla en ecuaciones no acopladas (conjunto completo de
funciones que resuelven la ecuacién) que involucran una sola variable espacial (la di-
mension). La funcion de onda total del sistema es el producto de las funciones de
onda separadas (funciones propias), las ecuaciones se resuelven y se calculan las
energias correspondientes (valores propios).

Sin embargo, para sistemas complejos, como las moléculas poliatémicas, la ecuacion
de Scrddinger no se puede resolver tan facilmente, ya que depende de varios parametros
(distancias de enlace, angulos de enlace y angulos diedros de rotacion en torno a en-
laces simples), entonces la ecuacion no se puede separar en sistemas desacolplados.
Para superar este problema se introducen aproximaciones que permiten separar la
funcién en variables de espacio no acopladas.

3.2.2 Aproximacion de Born-Oppenheimer

Trata de simplificar la ecuacion de Schrédinger mediante la separacion de los movimien-
tos del nucleo y los electrones, con base en la diferencia de las masas del nucleo y del
electrén (la masa de un nucleo es miles de veces mas grande que la de un electrdn)
se concluye que el nucleo se mueve muy lentamente con respecto a los electrones y
los electrones se adaptan instantaneamente ante cualquier cambio en la configuraciéon
de los nucleos, por lo tanto, la energia electronica en un sistema molecular depende
de las posiciones del nucleo y no de su velocidad. Es decir que el movimiento de los
electrones puede describirse en un campo estacionario generado por los nucleos [22].

Discusion de la diferencia de velocidades entre nucleo y electrones.

Utilizando el principio de incertidumbre para los electrones (m,z,v) y los nucleos
(M, X, V)
AzAp = AzA(mv) = mAzAv > h (3.33)

AXAP = AXAMV) = MAXAV > h (3.34)

si se considera que los principios son aproximadamente la unidad 7

MAXAV AXAV _m .35
mAzAv 4 AzAv — M '
m MAXAV

(3.37)
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de la fisica estadistica se sabe que:

1 1 3
(GMV?) = (Gmv*) = SksT (3.38)

de este resultado se puede aproximar: AV = (V)12 'y Ay = (v?)1/2

1 o L o 3 M(AV)Q_
<2MV )—<2mv ) = 2k:BT = (B0)? =1 (3.39)
AV m 1/2
== <M> <1 (3.40)
ademas del resultado previamente obtenido
AXAV m AX m\ 1/2

Se puede concluir que los nucleos estan mas localizados y se mueven mucho mas
lento que los electrones.

La aproximacion de Born-Oppenheimer considera la funcién (X, z) como pro-
ducto de dos funciones:

e (X)) que depende solo de las coordenadas de los nucleos y

e (X, z) que depende de las coordenadas, tanto de los nucleos como de los
electrones.

asi, el producto de las funciones sera:
V(X ) = Yn(2)e(X, 7) (3.42)
que se substituye en la ecuacion de Scrédinger para obtener:
(Hie + Hpee + Hpne)0e( X, 7) = Ec(2)0e(X, ) (3.43)

al substiuir las expresiones de los operadores en la ecuacion anterior se obtiene:

N A% o2 L 15N 1 2 M N 1 Zge? _
= Xzt 3me Vit 3 2y sin=1 e Trgy —rap 1 2ok=1 2i=1 Tmeg [Rpp—r] | Ve (X2 =Ee(X)9e (X 7) (3.44)

entonces la dependencia de 1., en las coordenadas nucleares es solo a través de la
interaccion electrostatica entre los electrones y los nucleos, por lo tanto, los nucleos
generan un potencial externo (Figura3.9) en el que se mueven los electrones dado
por:

V(r):—zl Zie” (3.45)

—1 47T60 |Rk — 'I“i|
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Nube de electrones

Nucleos (¥)

FIGURA 3.9: Potencial generado por los nlcleos en el que se mueve la nube de
electrones.

Aproximacion De la ecuacion (3.43) se obtiene:

(Hin + Hy )0 (X0 X ) - (o + Hp o + Hyne)Un(X)e(X, )
¢€(X7 :E)(]:Ik,n + ¢n(X)ﬁp,nn) + wn(X)(I:—,k,e + ]:—,p,ee + ]:Ip,ne)dje(Xa :L') - (346)
Ewn(X)we(Xv JI)

Q

dado que los nucleos se mueven mucho mas lento que los electrones:

h2
oM,

V%kwe(X, x) es muy pequeno (3.47)

y al dividir por ¢,,(X)¢.(X, z) se obtiene:

(Hk,n + Hp,nn)wn(X) + (Hk,e + Hp,ee + I:Ip,ne>we<Xv [L’)
n(X) Ye(X, z)

(I:—,k,e + I:—,p,ee + ]:Ip,ne)qyz)e(-Xa .I) _F_ (]:Ik,n + ]:Ip,'rm)qyz)n(X)
Ve(X, 1) Un(X)

el lado derecho no depende de las coordenadas de los electrones (z), pero puede
depender de las coordenadas nucleares (X)), entonces la ecuacion anterior se puede

B (3.48)

(3.49)




3.2. QUIMICA CUANTICA COMPUTACIONAL 27

expresar como:
(Hk,e + Hp,ee + Hp,ne)we<X; 37)

(X.2) = E.(X) (3.50)
(I:Ik,e + I:Ip,ee + f{p,newje(Xv z) = E(X)e(X, x) (3.51)
al substiuir las expresiones de los operadores se obtiene:
Nom2 1 X M N 2
—; o Vit 5; dmeq [y — Tag) T Tig] ,;2 PR |Rk_,,] e(X,2) = Ee(X)¥e(X, @) (3.52)

e donde la dependencia de ., en las coordenadas nucleares, es sélo a través de
la interaccidn electrostatica entre los electrones y los nucleos,

por lo tanto, se concluye que los nucleos generan un potencial externo en el que se
mueven los electrones:
L1 Zye?
Vir)=-Y_ (3.53)

—1 471'60 ’Rk, — ’l"i‘

finalmente la energia se expresa como:

([:[k,n + [:[p,nn)wn(X)

fo e +E(X) (3.54)
E ~ % + E (X)) = Hypo + Eo(X) (3.55)
Ert Y IhiZkae® | x). (3.56)

oy ha—1 47T€0 ’Rk:l - sz‘

e Los resultados obtenidos permiten tratar a los nacleos como particulas clasicas,
cuyos unicos efectos son:

e la contribucion electrostatica entre los nicleos a la energia total
e un campo electrostatico en el cual los electrones se mueven

Sistema de unidades atomicas La ecuacién de Schrodinger se puede simplificar si
se utiliza el sistema de unidades atomicas de Hartree, donde:

e h =1
e m,=1
o le|=1

[}
I
3
™
()
|
—_
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y las unidades son:
e Energia: hartree, donde 1 hartree =27.21 eV
e Longitud: bohr, donde 1 bohr =0.5291772x10-3¢ m A

e ¢ = 1/a=1/137.036 donde c es la velocidad de la luz y « la constante de estruc-
tura fina

al substituir lo anterior se obtiene:
2 52
S VA S s S Bl ik kg [ (X =B (XX a)  (3.57)

N 1 1 N
2
“2 Vit L
i=1 i1F£i2=1
La funcion de onda total (3.42) se substituye en el hamiltniano completo (3.26) para
obtener:

szk_r‘ Vol X ) = Eo(X)(X,7) (358)

"rll - T'LZ‘ k=1 i=1

Hyo = Epé (3.59)
Z ——V2z/1¢ + Z ——V21M5 + (Vum + Vun + Vun)vo = E¢o (3.60)

) depende parametrlcamente de las coordenadas M y N, entonces los dos primeros
términos de (3.60) se pueden escribir:

_ e
;—§w¢—¢; SViy (3.61)
M
Z—fv Vo = 1/12—* 1¢+Z—7V1¢ Vz¢+w2——v¢ (3.62)
I=1
a 5

Como una primer aproximacion se puede suponer que a y 3 se pueden despreciar:

Z——VZ(b—i-wZ——VﬂZH- (Vinr + Vun + Vvn)vo = E¢é (3.63)

al dividir por ¢ y agrupar se obtiene:

M N
1 1
¥ Z —WV%b + (Z —§V? + Vun + VNN> Y+ Vunt = EY (3.64)
¢ =1 4 i=1
y teniendo en cuenta (3.42) y (3.43)
Ven 1
EZ_QMI I¢+€elecw+VNNw E¢ (365)



3.2. QUIMICA CUANTICA COMPUTACIONAL 29

e al multiplicar por ¢/ se obiene (3.58), con lo cual se ha separado el movimiento
nuclear del electrénico. La aproximacion sera viable cuanto mas pequenos sean
a'y [, que si se consideran como una perturbacion al hamitoniano en (3.63) se
puede ver su efecto.

Se hacen las correcciones, a primer y segundo orden para « y /3, para encontrar que
son muy pequefas o nulas.
La correccion a primer orden para « es:

M
1
B, = Z _M//¢*¢*VI¢ - Vigdrydrn
=1

=> —= / YV - / ¢*v1¢dm] dry
=1 ) (3.66)

1 ]
-y L / V- |V / ¢*¢dﬁv} dryy
=1 M L
M 1 -
= _—— Q/J*V[w . V1/|¢’2d7']\[:| dTM =0
=1 My L

e ya que la funcién esta normalizada

ahora se hace la correccion a segundo orden para la perturbacion H':

el wgﬂjww (3.67)

0
i#j

e donde ¢ es la funcién de onda total para el estado base, y v;¢; es la funcion
de onda total para cualquier otro estado excitado, con la excitacion electrénica i
y excitacion nuclear j; Ey y E;; son las energias correspondientes

En la suma (3.67) hay un término en el numerador de la forma:

M
1
= — 7 YV - Vigdryd
; M; / / A
Lo
- Z M, ¢"Vi¢; - [/ ¢*V1¢idTN] drm (3.68)
=1 I

M )
- Z M, ¢"Vr1g; - [Vl/w ¢szN] dry =0
I=1 I

que se anula debido a la ortogonalidad en las funciones de onda electrénicas, ya que
pertenecen a distintos niveles energéticos. Asi las contribuciones a primer y segundo
orden de a son nulas y se justifica el haberlas despreciado.
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Ahora se hace la correccion a primer orden para f:

B =3 - / B V2bdryrdry
=1

—i—— [ 16 [ [ —wdm} dr

Este término corresponde al valor esperado de la energia cinética de los electrones,
debida al movimiento de los nucleos y promediada en todas las posibles configura-
ciones nucleares. Este valor debe ser pequeno por la poca amplitud en los movimien-
tos vibracionales, aunado al hecho de que en la suma el cociente 1/M; es del 6rden
de 107, por lo que la contribucién de éste término se puede despreciar con respecto
a la energia total. Estos resultados confirman que o y 5 se pueden despreciar, con lo
que la aproximacion resulta ser viable.

(3.69)

3.2.3 Energia de correlacion e intercambio (Aproximacion de Har-
tree)

A partir de la aproximacién de B-O se debe resolver el problema electronico planteado
por las ecuaciones (3.42) y (3.43). EIl término de interaccion entre los electrones
acopla todas las coordenadas electrénicas y hace imposible separar las variables (este
término de interaccidn es el que da origen a la energia de correlacion). Para obtener
una definicion de energia de correlacion e intercambio se hace uso de aproximaciones
de la Quimica Cuantica.

De no existir el término de interaccion entre los electrones, el hamiltoniano electroé-
nico (3.43) se podria escribir como la suma de hamiltonianos de una particula

M
A 1_, 1
= E = ——\/* E - 7
elec hz: hz 2vz + < |Ti _ RI‘7 (3 0)

entonces la funcién de onda del sistema electrénico seria un producto de funciones de
onda de un electrén (producto de Hartree o combinacidn lineal de orbitales molecula-
res)

N
77ZJ("°17742aT'3a'"arN) :dei(ri)a (371)
=1
y los orbitales 1); serian soluciones de la ecuacion de un electrén

i“/h‘@“) = 1hi(r). (3.72)

En la construccion de las configuraciones electronicas se puede introducir el caracter
fermidnico de los electrones, al construir la funcion de onda ¢ llenando los orbitales
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a lo mas con dos electrones por estado energético. La densidad electrénica estara
dada por la probabilidad de hallar un electron cualquiera en r, es decir, la suma de
probabilidades de la forma:

P = / : '/10*(""1, T2y T3y, TN)Y(P1, T2, T3y - o+ 7y )dT2dry - - - dry
- / . / L )3 (ra) 5 (rs) - ke (ot (b2 (rg) - - / U (rn)dradrs - dry

= (0lr)? [ [alra)Pdra [ [ia(ra) Pdra [ () Pdray = ()
(3.73)

que en este caso corresponde a la densidad de probabilidad de encontrar al electrén
1 en r;. Al sumar para todos los electrones se tiene:

N
=2 (r)l*, (374)

Se debe hacer una aproximacion que conserve la separacion, en hamiltonianos, de
una sola particula y ademas incluya, de un modo promedio, la interaccion electron-
electrén modificando £ tal que

712
/Al/ _ 2 |wj ’ 7
v +Z|n RI‘ ‘T_T (3.75)

donde el ultimo término representa la interaccion electrostatica, entre el electrén i con
la densidad de carga creada por el resto de los electrones, y la suma corre sobre j £ i
para evitar la autointeraccion.

Es una buena solucion variacional para las ecuaciones (3.58) y (3.26), teniendo la
funcion de onda representada por un producto de la forma (3.71). El valor esperado del
hamiltoniano electronico, de la ecuacion (3.58), para esta funcion de onda se calcula
haciendo uso de la notacién de Dirac:

(UIH[W) = (h1(r1)da(r2)da(rs) - o (rn)] — 1V2|¢1("“1)6252(7“2)¢>3(7“3) o on(TN))

7

22D {01(r)a(r2)dn(rs) - o (rw)|
i I

’¢1(T1)¢2(7‘2)¢3(T3) - oN(TN))

+%ZZ<¢1(7‘1)¢2(7‘2)¢3(7’3) " <TN)‘1~

i i

’¢51(7‘1)¢2(7’2)¢3(7‘3) “ON(TN)),
(3.76)

al tener en cuenta que, en el i-ésimo elemento de cada suma, el operador sélo actua
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sobre las coordenadas del iésimo electron, entonces se obtiene:

(V[ HY) =Z<wz(n| v?w (r:) +ZZ/erIW T;z,\
XS [ [

i ]

(3.77)

Para minimizar este funcional del conjunto {v;(r;)}, con respecto a cada uno de
los elementos, se construye el sistema de ecuaciones de Euler-Lagrange, con la re-

striccion:
ZZ)\” 77Z}1 |¢J )> - zy), (378)

para asegurar que el conjunto de orbitales sea ortonormal, los \;; son los multipli-
cadores indeterminados. Al aplicar el método variacional a la ecuacion (3.77), con la
restriccion impuesta por la ecuacion (3.78), se obtiene la i-ésima ecuacion de Euler-
Lagrange:

{——V2+Z‘r R|+ZWJ drj}% - +ZA”¢] r;) = 0. (3.79)

Por medio de una transformacion unitaria se puede transformar este conjunto de ecua-
ciones de forma que se pueda diagonalizar la matriz de los \;; para obtener finalmente
las ecuaciones de Hartree:

1o Z1 [¥(ra) _
{—§V1 + zj: |n——1%1,| + ; #ﬁd'l‘]} ¢z(rz) - Eﬂ/’z(rz)a (380)

N

iL/

k3

que es justamente la ecuacion de autovalores del hamiltoniano electrénico (3.75). La
expresion para la energia total de (3.76) es:

F— Zez__ZZ// W’z "“z'| 1/’] TJ)| dTide, (381)

i jF#

donde del ultimo término se resta, debido a que en la suma de autovalores se cuenta
dos veces.

Las ecuaciones (3.80) y (3.81) son las ecuaciones de Hartree para el calculo de
energias de atomos. El conjunto de ecuaciones (3.81) se deben resolver de manera
iterativa, debido a los orbitales que intervienen en el término de interacion electrénica
del hamiltoniano, hasta lograr que la energia o alguna otra propiedad no cambie hasta
un valor dado entre dos iteraciones sucesivas. Este proceso se denomina autoconsis-
tencia.
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Hasta ahora las aproximaciones realizadas, para llegar a este conjunto de ecua-
ciones, consideran a la funcion de onda, del conjunto de electrones interactuantes,
como un producto de funciones de onda de un electron y no se tiene en cuenta el
principio de exclusion de Pauli (la funcidon de onda no es antisimétrica con respecto
al intercambio de las coordenadas de dos electrones, y de momento se ha ignorado
el efecto del intercambio entre los electrones). Ademas el producto de funciones de
onda, de un electrdn, es valido solo para un sistema de electrones independientes (se
ha despreciado la correlacion entre los electrones, que lejos de ser independientes
interactian en un potencial couldombico). A pesar de haber tenido en cuenta, de forma
promediada, esta interaccion, el hamiltoniano no contiene explicitamente las coorde-
nadas de los demas electrones. Entonces la energia de Hartree tiene un error, con
respecto a la energia real del sistema, que se denomina: Energia de correlacion e
intercambio (F,.). También se ha omitido la necesidad de desarrollar los orbitales en
algun tipo de base, que en principio debe ser un conjunto completo de alguna especie,
sin embargo, en la practica es imposible trabajar con bases de dimensidn infinita, por lo
que el conjunto no es completo. Este hecho introduce un nuevo error en las energias.

3.2.4 Funciones Monodeterminantales (El método Hartree-Fock)

Hartree introdujo un método, que posteriormente Fock y Slater modificaron para incluir
los términos de intercambio (la consideracion de las funciones antisimétricas), lo que
derivé en el método Hartree-Fock.

Hartree intenta obtener un operador monoelectronico, ya que parte de funciones
que son producto de funciones monoelectronicas, (Modelo de Particulas Independien-
tes)

V= 1 (r1)¢a(ra) - - dnlrn), (3.82)

que no tienen por que ser funciones hidrogenoides (en general son combinaciones
de funciones de Slater o gaussianas), e introduce el modelo de "nube de carga” para
el orbital atdmico (distribucion de carga, densidad de carga), donde para el electron
definido por un orbital ¢;, considera que se comporta como si se tuviera una carga
distribuida en el espacio de acuerdo con la probabilidad de encontrar al electron:

dgj = ¢;j(r)¢;(r)dr (3.83)
y la densidad de carga:
b= [ )0,y (3.84

Entonces la energia potencial del electron i en el campo del electron j es:

i QS(T)QS(T) efec
£, = [ SR gy, = e (3.85)



34 CAPITULO 3. METODOS

el potencial efectivo de un electrdon (i) que se mueve en el campo de muchos elec-

trones: . .
vt =3 [ 2% = 3y (3.86)
j#i *J J#i
entonces se tiene un nuevo hamiltoniano H*:
HT=3"hi Jhi= 00+ v =n0+ 3 Jim), (3.87)
i=1 jAi
1 7
h=—-vi-y =E (3.88)
2 Tik

que no es el real del sistema, pero tiene la ventaja respecto al no perturbado H® que
considera, de alguna manera, las repulsiones interelectronicas.

Los electrones son particulas indistinguibles y sus funciones tienen que ser anti-
simétricas, entonces se considera la funcién de onda de Slater, que cumple con estas
condiciones.

1

donde los ¢; son funciones espin-orbital.
La expresion de la energia, para un sistema de capa cerrada, se define por la
funcion:

W = % | 61(1)812)02(3)32(4) - - dujan — 1)dnyaln) | (3.90)
que se representa por la expresion:
n/2 n/2 n/2 m m m
=1 =1 j=1 =1 =1 j=1
donde
€ =< ¢i(p)h i) > (3.92)
1
Jij =< ¢i(/ﬁ)¢i(ﬂ)m—y¢j(ﬂ¢j(v) >
(3.93)
1
Kij =< @(M)%(M)T—%(V)cbi@) >
uv
(3.94)

ademas, se tienen que :
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Aqui aparecen las integrales de Coulomb (J;;) y las de intercambio K;.

Al aplicar el método variacional (aTn = > se llega a un conjunto de ecuaciones
de pseudoautovalores monoelectrdnicas:
{(Fioi = ei} (3.96)
donde £} el operador de Fock es:
n/2
Fy=hi+ ) (J;(0) — K;() (3.97)
j=1
tal que
- 1 7
h=—-vi-y =k (3.98)
2 B Tik
. (1)¢;(1
R >dr1 (3.99
K;j(i)¢i(p) = ¢;(u /(bj (b‘ ri (3.100)
Yy €; es la energia H F' del orbital iesimo:
n/2
—< ¢ Fpy >= ¢ +Z2Jw K (3.101)

Para sistemas de capa abierta, la formulacion mas utilizada es la UHF de Pople y
Nesbet, donde se tienen dos conjuntos de ecuaciones, uno por cada espin:

{Fadi = €97} (3.102)
{Fpo! = €0} (3.103)
donde F, y Fs dependen de los orbitales ocupados « y f.
Na Na
Fo=h+Y Ji+.td ], =Y K, (3.104)
No, Ng
Fy=h+Y Ji+ .0, =Y K, (3.105)
i ig

Segun se trate el sistema como de capa cerrada o abierta, y dependiendo de la dis-
tribucién de espines se tienen tres soluciones restricted (RHF o ROHF) o unrestricted
(UHF).
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e 1 _r
3 W:fx S vy |1
V2 vy VP V>
Wi vy v Wi
A T A TR raTB aThB e N Sy
YRHF = V1101121051315 VuHF = Uy Sy vy VROHF = [V191 Y210 U3t
Hartree-Fock Restringido Hartree-Fock No Restringido Hartree-Fock Restringido capa abierta

FIGURA 3.10: Soluciones para sistemas de capa abierta o cerrada.

Al fijar la parte de espin de los espin-orbitales, tanto la energia como las ecua-
ciones de Fock para los tres métodos se expresan en términos de los orbitales. Es
frecuente expresar los orbitales como una combinacion lineal de funciones de base,
de manera que las ecuaciones adoptan una forma matricial, lo que facilita su imple-
mentacion y resolucion mediante programas de cémputo.

3.2.5 Conjuntos de funciones de base.

El método de Hartree-Fock se puede extender a moléculas poliatdmicas si los orbitales
moleculares se expresan como combinaciones lineales de un conjunto de funciones
de base:

G =D CiuXp (3.106)
pn=1

donde los coeficientes ¢;, son los coeficientes de la expansion del orbital molecular.
En general las funciones de base y, estan centradas en los atdmos, y se les denomina
orbitales atémicos del método de la combinacion lineal de orbitales atomicos (LAOC).

Cuando m tiende al infinito se alcanza el limite de base completa y el orbital
obtenido no es un orbital aproximado. Sin embargo, en los calculos m es finito y
representa un orbital aproximado. La seleccion de las funciones de base tiene como
condicién que los orbitales deben ser fisicamente adecuados y que las integrales del
método HF deben ser poco costosas de integrar. Los dos tipos de orbitales son tipo
Slater (STO) y tipo Gaussian (GTO).

Orbitales de Slater (STO).

oTO — Ncr”_le_CTYlm‘ (3.107)
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donde ¢ es un pardmetro que se puede determinar variacionalmente y N, la constante
de normalizacion.

La forma de la dependencia exponencial, con la distancia, es similar a un orbital
hidrogenoide. De hecho cuando ¢ = 1 coincide con los orbitales hidrogenoides 1s, 2p
y 3d. Tienen la desventaja de que a diferencia de los orbitales hidrogenoides, la forma
del termino polinomial en r supone que los orbitales no son ortogonales, ya que no
presentan nodos en la funcion de distribucion radial y que las integrales bielectrénicas
son computacionalmente muy costosas de evaluar. Se utilizan en calculos precisos de
sistemas atomicos y diatomicos y en métodos semiempiricos.

Orbitales gaussianos (GTO).
gShO = Nor" e~ y™ (3.108)

donde « es un parametro que se puede determinar variacionalmente y N, la constante
de normalizacion.

Amplitud normalizada
= = o = e
L] E=3 o o (=]

=
[="

r {unidades atémicas)

La diferencia en el término exponencial produce importantes diferencias respecto
de un orbital de Slater que tampoco son ortogonales.
Un orbital de Slater se puede representar como una combinacién lineal de gaussianas
GTO (primitivas).

L

CGTO X552 =Y dygd™® (3.109)
p=1

GTO  g5l0 = Nyr~leory;™ (3.110)

En general, los coeficientes de la combinacion lineal (o contraccion) de un orbital de
tipo CGTO se determinan en calculos atdmicos y sus valores se mantienen fijos en el
calculo molecular.
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GTO en coordenadas cartesianas.

GTO _ lo ) by Az, .2n—2—1 _—ar?
ga,n,lz,ly,lz(x7y7 Z) - Nax yvzrEr (& (3111)

En coordenadas cartesianas, la dependencia angular de los GTO se computa a partir
delasumal,, i,y . (I, +1,+ [, =1, orbital tipo p).

Hay seis orbitales de tipo d(z?, 32, 2%, xy, 2, yz). Estas pueden expresarse en coor-
denadas polares como cinco armonicos esféricos de tipo d(I = 2) y una funcén extra
de tipo s(z? + y? + 22).

Hay 10 orbitales de tipo f que pueden transformarse en 7 orbitales f puros y 3 funciones
de tipo p.

Tipos de bases CGTO. Base minima. Se utiliza una funcion de la base por cada
orbital atobmico ocupado en el estado fundamental del atomo correspondiente. Consta
de un GTO para cada orbital atdbmico de capa interna y de capa de valencia de cada
atomo.

Bases extendidas. Base doble zeta. se obtiene reemplazando cada GTO de una
base minima por dos GTO que difieren en sus exponentes orbitales zeta (¢). Un tipo
especial de este tipo de bases son las bases extendidas de valencia en las que los
orbitales internos se describen con una unica funcién y los orbitales de valencia se
presentan mediante mas de una funcion.

e 6-31G es el orbital interno se representa mediante una funcion de seis gaus-
sianas, y los orbitales de valencia por dos funciones de 3 gaussianas y otra de 1
gaussiana.

e 6-311G es el orbital interno se representa mediante una funciéon de seis gau-
sianas, y los orbitales de valencia por tres funciones de 3 gaussianas, 1 gaus-
siana y 1 gaussiana respectivamente.

Funciones polarizadas. Incluyen funciones de polarizacion (funciones correspon-
dientes a un numero cuantico angular superior) para poder describir correctamente
los cambios de densidad electrdnica de un atomo en su entorno molecular. Las fun-
ciones de polarizacidn suelen estar descritas mediante una sola gaussiana.

e 6-31G(d) es como la base 6-31G pero anadiendo un conjunto de funciones de
tipo d para los atomos del segundo periodo. Esta notacion equivale a 6-31G*

e 6-31G(d,p) es como la base 6-31G pero anadiendo un conjunto de funciones de
tipo d para los atomos del segundo periodo, y un conjunto de orbitales p para los
hidrégenos. Esta notacion equivale a 6-31G**
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Funciones difusas. Estas funciones tienen el mismo nimero cuantico angular que
las funciones de la capa de valencia pero son mas extendidas en el espacio, es decir,
son funciones gaussianas con exponentes pequenos. Estas funciones son especial-
mente importantes en sistemas en los que la distribucion electrénica expandida, como
en los aniones.

e 6-31+G es como la base 6-31G pero una funcién difusa s y p a los atomos pesa-
dos (Z > 2).

e 6-31++G es como la base 6-31+G pero anadiendo también una funcion difusa a
los &tomos de hidrdgeno.

3.2.6 Teoria del funcional de la densidad (DFT)

La solucion directa de la ecuacion de Schrédinger no es viable para sistemas confor-
mados por un gran numero de particulas, lo que motiva al desarrollo de la teoria del
funcional de la densidad (DFT), que se basa en la premisa de que la energia de un
sistema poliatdmico se puede calcular directamante a partir de la densidad electrdnica
y no necesariamente a partir de las funciones de onda ya que considera a la densi-
dad electrénica como un funcional. El operador hamiltoniano esta conformado por las
interacciones, entre el nlcleo y un solo electron, y las interacciones entre dos elec-
trones, esto se refleja en operadores que solo participan en las coordenadas de uno
o dos electrones. Entonces, para calcular la energia total, solo se requiere conocer la
densidad de probabilidad de dos particulas (la probabilidad de encontrar un electrén
en r; y un electrén en ry) simultdneamente, en vez de conocer la funcion de onda en
tres dimensiones como en el método de Hartree-Fock. Antes de hacer el andlisis de
funciones de energia de correlacidon e intercambio es pertinente considerar métodos
que usen matrices de densidad reducida, en lugar de la densidad electronica [35].
Primero se define el operador matriz densidad vy como el cuadrado de la funcion de
un sistema de N electrones:

YN =V(r1,re,- s rN)V (11,72, 00 ,TN) (3.112)

Entonces la matriz reducida de orden p e define como:

4 /7 ’
Vp(rlarza' TN T19 T2y 00 7TN) =

N * ’ ’ 7
(p) //1/} (7’1,1“2,--- s Tps Tpy Tpt1y° " s PN)V (T, Pay e s PN )dATpy 1 dT

(3.113)
donde ( ) = p,( 5 Al integrar con respecto a las coordenadas de espin se obtiene
la matriz denS|dad redu0|da de segundo orden:

/7 /7 _1 ’ /7 /7
P21y To3 1, T2) = T/w*(rl,rz,- co Y (r1, T2y e NP, dry, - drN

(3.114)
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donde se debe integrar desde r3 hasta ry y = w son los numeros de pares de
electrones que se pueden formar para un valor deseado de N. La integral es la proba-
bilidad de encontrar un electrén en la posicion r; y otro electrén en la posicion r,, y el
prefactor N...(N... — 1) garantiza que p- se integre en el nimero de pares de elec-
trones. Al integrar sobre r, y r, se obtienen los elementos diagonales de p, (densidad
de pares):

N(N —-1)

2
es la funcion de probabilidad que se requiere para determinar completamente los dos
operadores de particulas y se debe cumplir que ps(r1,72) = 0 por el principio de
exclusiéon de Pauli.
Aqui solo los elementos diagonales de la matriz tienen significado fisico

(3.115)

p2('r'19 "“2) = p2("°19 T2;7T1, ""2) =

pa(T1, 72571, T2) = P2(T1, T2) (3.116)
y la traza da el numero total de pares de electrones

N(N —1)

trps = /]92(7‘1,7°237‘1,7°2)d7'1d7‘2 = /pQ(’l“l,Tz)dﬁde = 5

(3.117)
La matriz densidad de primer orden se representa por:
'rl,rl N/ 'rl, 2cdot.s rN)\If('rl,'rz,--- ,*N)dradrs -+ dry  (3.118)

Al integrar con respecto a la coordenada de espin r; se obtiene la matriz densidad
reducida de primer orden:

/pl(rl) = N/\If*(rll,r;cdots, r;\,)\Il(rl,'rz, cer yrN)dradrs -+ drny = N (3.119)

qgue representa el numero de electrones contenidos en un elemento de volumen dr;.
La matriz densidad de primer orden en términos de p, se obtiene de la siguiente ma-

nera. N(N 1)
//p2<T1ar2;T1ar2)dr1dr2 =5 (3.120)
2
= N= m//pz(’l“larz;”“h"“z)d?“ldﬁ (3.121)
pero rl,rl Jdry = N
= pl(rl,rl _1//p2 T1, T2 T1, T2)dT2 (3.122)

Los elementos de la matriz no tienen significado fisico, sin embargo la diagonal
coincide con la densidad electronica, y la traza (suma de los elementos de la
diagonal) de el numero total de electrones.
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tr(p:) = /pl(TlaTl)dTl =N (3.123)

Si se conocen p; (ecuacion3.119) y p, (ecuacion3.115), la energia total se puede de-
terminar de manera exacta:

—1V2 — % L ,01(7'/ ’I"l) dT1+/ Mdrldrz
2 ! o |7°1 - Ra| v ! Irl - T2|

(3.124)
Se concluye que los elementos diagonales de las matrices de densidad de primer y
segundo orden determinan completamente la energia total, con lo que no se requiere
resolver completamente la ecuacion de Schrodinger para ¥, y solo es suficiente deter-
minar p; y p2 y el problema en un espacio de coordenadas 3N se reduce a un problema
en un espacio de 6 dimensiones. Sin embargo la ecuacion 3.124 no garantiza ser un
método confiable para calcular la energia total sin tener que recurrir al calculo de la
funcion de onda de muchos cuerpos, ya que la minimizacion directa de la energia,
dependiente de p; y p» no asegura que las matrices de densidad sean validas, pues
deben construirse a partir de una funcion asimétrica. La imposicion de esta restriccion
no es trivial y actualmente no esta resuelto este problema [6,7]. Afortunadamente no
es necesario recurrir a la matriz de densidad de segundo orden p, para encontrar la
energia, ya que la teoria del funcional de la densidad asegura que la energia del es-
tado fundamental esta completamente determinada por los elementos diagonales de
la matriz de densidad de primer orden, esto es, la densidad de carga. En 1964, Ho-
henburg y Kohn demostraron dos teoremas [8]:

A

E = tr(Hj) = /

Primer teorema: Para cualquier sistema de particulas interactuantes, en presencia
de un potencial externo, el potencial se determina, excepto por una constante, por la
densidad del estado base. Esto quiere decir que la densidad determina el potencial
externo (excepto por una constante), entonces la densidad electronica también deter-
mina el hamiltoniano, ya que el hamiltoniano se especifica por el potencial externo y
el nimero total de electrones N. Ademas, la densidad electrénica determina, de ma-
nera Unica, las posiciones y cargas de los nucleos. Por tanto la densidad determina al
hamiltoniano, debido a que la densidad tiene una cuspide en el nucleo.

Las posiciones r de los electrones, donde la densidad presenta maximos, casi siem-
pre coinciden con las posiciones R, de los nucleos, en éstos puntos es donde una
densidad electronica p(r) satisface la condicion de cuspide electro-nuclear tipo Kato:

. 1 dp(r)
al — = 1 12

p(r) ~e .

= lim [(2 + QZa) ppmm(’r)] =0 (3.126)

r—Ro 8T

donde pprom(r) = & [ d8debp(r,0, ) es el promedio sobre los angulos de la densidad
electronica
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8/(;(7“1“) +2Z0pprom(r) =0
27 porom (1) = _apa(:) (3.127)
_ =1 [9p(r)
Za‘2ppmm<r>[ ar ]
=1 [0p(r)

De la discusion anterior se puede concluir que la energia es funcional de la densidad.

Segundo teorema: Para cualquier densidad de prueba, del mismo sistema, definida
positiva p; # py diferente de la densidad del estado fundamental

Elpd] = Elpo] (3.129)
e con la restriccion: [ p,(r)d(r) = N

Del segundo teorema se sabe que E|[p] tiene un minimo para la po, cumpliendo N =
[ d(r)p:(r), lo que conduce a la afirmacién fundamental de la DFT:

Bl o ([ dtr)ptr) - ) (3.130)

e donde 1 es el potencial quimico e indica la variacidon de la energia con respecto

aladensidad p=2%¢ 6 pu=524

5 {E[p] il [ dwintr) - N)} 0 (3.131)

Entonces debe existir una energia funcional universal E[p] que no depende del poten-
cial externo que, si se conociera su forma, se podria insertar en la ecuacion 3.131 para
que al minimizarla se obtenga la densidad y energia exactas del estado fundamental.
La pregunta que surge obligadamente es: ;Como se construye el funcional E[p]?.

De la forma de la ecuacion de schrédinger se puede ver que el funcional de energia
esta compuesto por:

e Energia cinética
e Interaccién con el potencial externo

e Intercacion electron-electron
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de donde el fucional E[p| se puede representar como:
Elp] = Tp] + Veur[p] + Veelp) (3.132)
e donde V,,;[p] = [ Vewr(p)dr

e pero T'[p|y Vee[p] no son conocidos

Entonces, si se conocieran buenas aproximaciones a estos funcionales se podria
hacer una minimizacién directa de la energia.

Kohn y Sham introducen un sistema ficticio de N electrones, no interactuantes, que
se describen en una funcion de onda como determinante Unico en N orbitales ¢;, y la
densidad p(r) = 3.V |¢|* se puede construir a partir de una funcion ¥ atisimétrica.
En este sistema, T'y V.. se conocen exactamente de los orbitales ¢;

N

Tl = =3 Y (019100 3.133)

¢ el subindice (s) indica que no es la verdadera energia cinética (sistema de elec-
trones que no interactuan, pero que reproducen la densidad del estado funda-
mental verdadero) (¢;|V?|¢;) = [ o1V idr.
Se sabe que una componente de la V., es la interaccion de Coulomb o energia

de Hatree:
/¢ 1 ¢z rl (T2)¢i(r2)d’l"1d’l"2 (3134)
— 1]
gue escrito en térmlnos de la densidad queda como:
Vilpl = L Mdr drs (3.135)
2 ‘T‘l — 7‘2’

con lo que la ecuacién 3.132 se puede reorganizar como:
Elp] = T[p] + Vewlpl + Virlp] + Euelp] (3.136)

— donde se introduce E,.[p] que es la suma del error en el uso de la energia
cinética que no interactla y el error en el tratamiento clasico de V..

Ahora al escribir la ecuacién 3.132 en términos de:
N
= loif? (3.137)

y aplicando el teorema variacional (ecuacién 3.131) § [E[p] — u( [ d(r — N)]
0, se llega a que los orbitales que minimizan la energia satlsfacen Ias ecuamones
de Kohn y Sham:

1 pr) _
5 )+ [ A o] s =) @13
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— donde se introduce un potencial multiplicativo local:

6E:cc
— que es la derivada funcional de la energia de correlacidn e intercambio con
respecto a la densidad.

La dificultad fundamental en la DFT reside en encontrar expresiones adecuadas
para E,.[p]. Pero de asumirse que el funcional se conoce, entonces la solucion es
muy similar a la del método de Hartree-Fock, es decir, se debe determinar el con-
junto de orbitales ¢; que minimicen la energia, con la condicion de que éstos sean
ortogonales. Las ecuaciones que resultan son las denominadas ecuaciones de
Khon-Sham:

. 1 .
hikso; = {_ﬁvz + Vef] O = €; (3.140)
A~ ~ N A ~
Vep = Ven +2>_ Ji + Vaelp) (3.141)
i=1

donde Vef es un potencial efectivo que incluye el potencial de atraccion electron-
nicleo V.,, el potencial de repulsién electron-electron clasico, y el potencial de
correlacién e intercambio ecuacion (3.139). Dado que f/ef depende de la den-
sidad electrdnica total, la determinacidn de los orbitales ¢; se debe realizar de
forma iterativa. Si se conociera exactamente E,.[p], la solucion de estas ecua-
ciones encontraria la energia exacta del estado fundamental de un sistema, in-
cluyendo tmbién toda la correlacion electrénica. Los métodos del funcional de la
densidad incluyen la correlacién electronica a diferencia del método de Hartree-
Fock, aunque de forma aproximada porque el funcional no es el exacto, pero el
costo es muy similar en ambos casos. Las ecuaciones de Khon-Sham se con-
vierten en las ecuaciones de Hartree-Fock cuando:

N
Vielp) = =) K, (3.142)
i=1

El conjunto de ecuaciones de Kohn-Sham describe el comportamiento de los
electrones, que no interactian, en un potencial local efectivo, entonces se logra
una correspondencia exacta con la densidad y la energia del estado fundamental
de un sistema de fermiones, no interactivos y el sistema de muchos cuerpos
“real”, descrito por la ecuacion de Schrédinger. Esta correspondencia solo es
exacta si se conoce la funcionalidad exacta.

Para determinar las propiedades exactas de la funcionalidad universal en varios
sistemas, se desarrollan y utilizan aproximaciones de la funcionalidad.

Se han desarrollado distintos tipos de funcionales, tanto para el término de co-
rrelacidn como para el de intercambio, que se pueden agrupar segun las aproxi-
maciones que se realizan para estimar una formula final para E..[p].
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Aproximacion de la Densidad Local (LDA). El término E.,.[p] se separa en
dos contribuciones:

donde E.[p] es la energia de correlacion y E,[p] es la energia de intercambio.

LDA asume que el funcional s6lo depende de la densidad, tratada como la de un
gas uniforme de electrones. La energia de intercambio de un gas uniforme de
electrones se denota por la féormula de Dirac:

E;P4p] = —; (%) /p4/3(7")d7" (3.144)

Aproximacion de gradiente generalizado. EI modelo del gas uniforme de
electrones es una referencia muy simplificada para ser utilizada en un sistema
molecular. Para corregir las deficiencias de LDA, el funcional de correlaciéon e
intercambio E,.[p] se debe determinar considerando un sistema de referencia
mas sofisticado donde las energias de correlacion e intercambio dependan no
solo de la densidadp, sino también del modulo del gradiente de la densidad |V .
La incorporacion de estas correcciones de gradiente da lugar a los llamados
métodos de gradiente generalizado (GGA). Cabe senalar que una simple ex-
pansion de Taylor no mejora los resultados LDA. Se deben usar distintas formas
del funcional que sean mas apropiadas. En general, estos métodos parten del
funcional LDA anadiendo términos de correccion de gradiente.

— Funcional intercambio E,[p] (Becke 1991 (B))

— Funcional de correlacién E.[p] (Perdew y Wang 1991 (PW91) Lee, Yang y
Parr (LYP))

Funcionales hibridos. Los métodos de funcionales hibridos incorporan parte
de la energia de intercambio exacta de Hartree-Fock (EF) en el funcional de
intercambio. El mas utilizado estos funcionales es el propuesto por Becke (B3)
en 1993:

EB3 — EIPA L gy (BHF — ELPAY £ 0, AEP + EFPA 4 o AEPVT (3.145)

donde a,, ag Y a. son tres coeficientes que se obtienen a partir de un ajuste a
datos experimentales termodinamicos. El funcional de correlacion utilizado para
el ajuste es el PW91. A menudo, este funcional de intercambio se combina con
el funcional de correlacion LYP, con lo que el método toma el nombre de B3LYP.

En muchos casos, con los funcionales GGA y los hibridos se pueden conseguir
resultados con una precisidén muy similar a la obtenida con métodos post-Hartree-
Fock, pero con un costo computacional significativamente menor. Por ello, estos
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métodos se han posicionado como una buena alternativa para estudiar sistemas
con un numero elevado de electrones.



CAPITULO 4

METODOLOGIA

4.1 Detalles de la simulacion

Los archivos de entrada para la simulacion de los sistemas se generaron con
Charmm-Gui (Input Generator)[36][85] para GROMACS[29]. Las simulaciones
de Dinamica Molecular se realizaron con GROMACS versién 5.1 [29]. Los sis-
temas fueron sometidos a minimizacién de energia y luego se equilibré a NPT
durante 1 ns a 150 Ky 303 K, El acoplamiento de presion semi-isotropico [78][77][60]
se llevé a cabo utilizando el barostato Berendsen [3] para el equilibrio y el barostato
Parrinello-Rahman [64] para ciclos de produccidén. Se realizaron simulaciones
de sistemas 4.1 consistentes en 512 moléculas de POPC con un total de 68608
atomos, 22984 moléculas de agua pura con un total de 68952 atomos, y no se
anadieron iones Tabla[4.1].

Tabla 4.1: Detalles del sistema

SiStema NLipidos Natomos Nagua Natomos Niones
POPC 512 68608 22984 68952 0

4.2 Obtencion de parametros del nuevo potencial

Para obtener los parametros del potencial derivado, a partir de calculos cuanticos,
se generaron diferentes configuraciones de:

— Mondémeros de POPC deformados

47
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Figura 4.1: Bicapa 516 Lipidos y 22984 Agua

— Dimeros POPC-POPC
— Agregados POPC-agua

con el fin de calcular la energia de estos agregados, cuanticamente, y poste-
riormente intentar reproducir estas energias, mediante el potencial CHARMM36
y modificando los parametros del mismo. Para los calculos cuanticos se utilizo
el método de funcionales de la densidad. En particular se utilizd el funcional
B3LY P, agregando términos de dispersion con el método GD3 de Grimme con
la funcion de amortiguamiento D3 [25]. Se utiliz6 una base doble zeta 6 — 31G
para el Carbono y el Hidrogeno, y una base 6 — 31 + G para los demas atomos.
En un trabajo anterior [69] se demostrd que este método da buenos resultados
comparables con calculos M P2 en cuanto a energias de interaccion relativas.
Para generar las configuraciones anteriores se realizaron simulaciones cortas de
una bicapa con 128 moléculas de POPC en agua, a diferentes temperaturas (150
K'y 300 K), y de una molecula de POPC en agua, también a temperaturas (150
Ky 300 K).

De diferentes snapshots de estas simulaciones se extrajeron los agregados men-
cionados anteriormente. Para el caso de los monomeros de POPC se tomé el
monomero, de minima energia, extraido de la simulacion y se hizo una opti-
mizacion completa con el método ya descrito. A partir de aqui se calcularon las
energias de deformacion de los monémeros de POPC.

Edef = Emon - Emon opt (4-1)

— FEqer €5 la energia de deformacion del monémero
— FEmon €S la energia calculada con método ab initio
— Eimon opt €S la energia del monémero optimizado
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Para las interacciones POPC-POPC se extrajeron dimeros de POPC de la bicapa
de POPC en agua y se calcul6 la energia de interaccion, sin correccion de Coun-
terpoise. Esto se debe a que en un trabajo anterior [69] se demostrd que este
procedimiento es el que mas se acerca a las energias obtenidas con métodos
mas refinados (M P2). Se obtuvo la energia de interaccién definida como:

Eint = Edim - 2Emon opt (4-2)

— Eiy es la energia de interaccion

— Eq4im €s la energia calculada con método ab initio

— Emonopt €S la energia del mondmero optimizado
Por ultimo para las interacciones POPC-agua se extrajeron, de la simulacion de
una molécula de POPC en agua, configuraciones de POPC rodeada por un clus-
ter de agua (alrededor de 12 moléculas) en diferentes regiones de la molécula.
Este nimero de aguas se escogidé para no incrementar demasiado el tiempo de

calculo de la energia de interaccion. Después se calculo la energia de inter-
accion del agregado como:

Eint = Eagregado - EPOPC opt — nEagua opt (4-3)

— Eiy es la energia de interaccion

— FEagregado €S la energia total del agregado

— Epoprc opt €S la energia del POPC optimizado

— FEaguaopt €S 12 energia de la molécula de agua optimizada

— n es el numero de moléculas de agua
la molécula de agua se optimizd con el mismo método y base.
Con estos calculos se obtuvieron superficies de energia potencial que se inten-
taron reproducir variando los parametros del campo de fuerzas CHARMMS36.
Para ello se utilizé la subrutina VAO5 que realiza un ajuste de parametros uti-

lizando como funcion de error la suma de las diferencias entre los valores calcu-
lados con el potencial y los valores obtenidos cuanticamente.

— Epot €S la energia calculada con el potencial
— FEqpi es la energia calculada cuanticamente

Se tomaron como punto de partida los parametros de Charmm36 y se utilizd
el mismo programa gromacs para realizar el calculo de las energias llamandolo
como un procedimiento externo.

Con este procedimiento se obtuvo un conjunto de parametros que se utilizaron
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para la simulacién nimero 1 con el nuevo potencial. Dado que algunos resul-
tados no eran del todo satisfactorios se realizdé un segundo ajuste donde ahora
se tomaron configuraciones de la simulacion niumero 1 y se calcularon nuevos
puntos de las tres superficies de potencial, es decir, POPC deformado, energias
de interaccion POPC-POPC y energias de interaccion POPC-agua. Con estos
nuevos puntos se llego a un total de 645 puntos para la superficie de energias
de deformacién, 404 puntos de energias de interaccion POPC-POPC y 777 de
energias de interaccion POPC-agua.

4.3 Propiedades estudiadas

Para realizar la descripcion de la bicapa lipidica se tomaron los resultados de
las simulaciones con Charmm36, con el potencial v1 y con el potencial v2, y se
calcularon las siguientes propiedades:

4.3.1 Area por lipido (4;)

Las bicapas lipidicas se configuraron a lo largo del plano XY, con el eje Z de
forma perpendicular a la membrana. El area por lipido (A;) se define como el
area de la seccion transversal (Axy) de todo el sistema a lo largo del plano de
la superficie de la bicapa (plano XY), dividido por la mitad del numero total de
lipidos (N) presentes en la bicapa, es decir:

AXY

- 7 (4.5)

L

El Area por lipido es una de las propiedades fundamentales para la descripcién
de la estructura de la membrana. Conocer con precision el area lipidica es cru-
cial para evaluar las interacciones intermoleculares que tienen lugar dentro de
las biomembranas. La dinamica estructural compleja que se encuentra en las
membranas implica un equilibrio de fuerzas, donde el area es el producto de
estas fuerzas en la direccion lateral de el plano[32].

4.3.2 Volumen por lipido (17)

El volumen por lipido V7, para bicapas lipidicas inmersas en agua, es el dato
fisico mas preciso que se relaciona con la estructura de la bicapa. Los resultados
obtenidos por diferentes investigadores, y con diferentes métodos de medicion,
son muy precisos y tienen muy buen acuerdo [43]. Estos datos son muy impor-
tantes y se complementan con analisis estructural por difraccién de rayos X [46].
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El V;, también se obtiene facilmente de las simulaciones de dinamica molecular
(MD) y la comparacién con los datos experimentales proporciona una prueba
importante de los potenciales utilizados en las simulaciones [2]. El volumen por
lipido (V1) se calcul6é a partir del volumen total de la caja de simulacion (V)

como:
o ‘/box - Vw/nw

Np
— V,, es el volumen por molécula de agua y se calcula a partir de la simulacion
de una caja de agua pura a 303 Ky 1 atm
- n, €s el nimero de moléculas de agua

13 (4.6)

4.3.3 Moddulo de compresibilidad isotérmica (/4)

Describe la propiedad elastica de la membrana
Kp(T)(AL)
nLoA
— Kp Cte Boltzman, (T") Temperatura promedio, n, Numero de lipidos dividido

entre dos, ¢ Varianza asociada al A;,
— (Ap) es el promedio de A,

Ki= (4.7)

Las bicapas de fosfolipidos, cuando se exponen a una tensidbn mecanica, cam-
bian sus propiedades morfoldgicas, es muy comudn que bajo una tensién su area
o curvatura superficial se deforme un poco después de una expansion desigual
de las dos mitades de la bicapa, ademas, pueden aparecer anisotropias (diferen-
tes caracteristicas segun la direccidén) de curvatura local, como protuberancias
0 invaginaciones (plegamiento de un area de la lamina exterior de células ha-
cia el interior) aisladas de la bicapa, en el caso de diferencia de area positiva y
negativa, respectivamente [18]. La magnitud de estos efectos depende en gran
medida del modulo de compresibilidad del area (isotérmica) K4 de cada bicapa
lipidica, que para las fosfatidilcolinas se considera un intervalo de (180 — 900)
mNm~! entre las fases liquida y gel, respectivamente [12][59].

4.3.4 Grosor de bicapa (Dyy)

La informacion cuantitativa mas confiable que se puede obtener del perfil de den-
sidad de electrones es el espesor de bicapa Dyy figura 4.2, del espaciado de
grupos de cabeza (en el perfil de densidad de lipidos, es la distancia entre los
dos picos.)[17]. Dyy es el parametro estructural mejor determinado que propor-
cionan los métodos de rayos X. Otra forma de obtener el grosor de la bicapa es
por medio de la dispersion de neutrones en las vesiculas unilamelares[58].
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Perfil de densidad
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Figura 4.2: Perfil de densidad de lipidos.

4.3.5 Parametros de orden (Scx)

Los parametros de orden (Scy), de las cadenas lipidicas de fosfolipidos de mem-
brana, es una de las propiedades que con mas frecuencia se utilizan para com-
parar los resultados de una simulacién con los datos obtenidos de manera ex-
perimental. Son de gran importancia para validar y comparar el desarrollo de
campos de fuerza. En la fase liquido cristalina, de las membranas, las cadenas
de acidos grasos se encuentran desordenadas. Dentro de una membrana, el
grado de orden se puede probar mediante los parametros de orden (S¢x) que se
calculan a partir de experimentos de RMN de deuterio[19] [41] y proporcionan in-
formacion sobre el orden general de la membrana, una medida de la orientacion
relativa de los enlaces C—H individuales con respecto a la normal a la bicapa, y
detalles especificos de las conformaciones de los atomos que adoptan las colas
lipidicas. Ademas, estas diferentes técnicas experimentales de RMN propor-
cionan resultados tan consistentes que resultan en mediciones experimentales
precisas de esta propiedad lipidica. El orden de la cadena es una medida del
angulo de enlace de cola C-H y la normal a la bicapa. Esto se puede definir para
un solo lipido. El parametro de orden se calcula mediante la ecuacion:

1
Sen = 5(300329 —1) (4.8)

— # es el angulo entre el enlace C-H y la normal a la bicapa.

El orden de la cadena da una idea de lo apretadas que pueden estar las cade-
nas de lipidos dentro de la bicapa, lo que tiene implicaciones para la fase (gel
o liquida), la temperatura de fusion y la fluidez de la bicapa. Una cadena de
lipidos completamente saturada se agruparia fuertemente (fase gel) y tendria
un movimiento restringido, pero las cadenas con enlaces insaturados tendrian
torceduras en la cadena que lo harian agruparse menos apretadamente (fase
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liquida). El parametro de orden varia de —0.5 a 1. Un valor de —0.5 implica que

0
U\c" 40 n\(j

!

[
Figura 4.3: A la izquierda una cadena de acido graso saturada que mantiene su es-
tructura lineal. A la derecha una cadena de acido graso insaturada, su doble enlace
provoca un pliegue en su estructura.

los vectores Sn— 1y Sn — 2 considerados son perpendiculares entre si, mientras
que un valor de 1 implica que los dos vectores considerados son paralelos.

Grupo cabeza

Sn-2 Sn-1

Figura 4.4: Vectores Sn — 1y Sn — 2 correspondientes a las cadenas de palmitoyl y
oleoyl
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CAPITULO 5

RESULTADOS

5.1 Ajuste de parametros

En las graficas se muestran los resultados del ajuste de los parametros del po-
tencial a las superficies de energia potencial.
Como puede verse en la grafica 5.1 el ajuste de las energias de deformacion
es bastante bueno, con un coeficiente de correlacion y pendientes cercanos a
1.0 y una ordenada al origen relativamente pequena (= 2.6 kcal/mol). Si bien la
desviacion estandar parece un poco alta (10.15 kcal/mol) dada la magnitud de
las energias ajustadas representa aproximadamente el 5.3 % de desviacion de
las energias promedio utilizadas. Estas configuraciones fueron extraidas de una
simulacién a 150 K'y 303 K por lo que son configuraciones tipicas del lipido a esa
temperatura.

La calidad del ajuste de la energia de interaccion de dimeros POPC-POPC,
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Grafica 5.1: Ajuste de la energia de deformacion de monémeros de POPC. Las ener-
gias estan en kd/mol.
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en la grafica 5.2 la energia de interaccion de dimeros POPC-POPC) es similar
a la grafica anterior, con un coeficiente de correlacion y pendiente cercanas a
1.0. La ordenada al origen ahora es un poco mas grande (19.2 kcal/mol) sin em-
bargo, como puede apreciarse en la figura la tendencia general de los puntos
es bastante aceptable. La desviacidn estandar es ahora de ~ 13.3 kcal/mol que
parece un poco mas grande pero representa aproximadamente un 3.4% de las
energias ajustadas. De nuevo las configuraciones utilizadas fueron extraidas de
simulaciones de dinamica molecular a 150 K y 303 K. Los valores positivos se
deben a que, por la definicidén de la energia de interaccidn, no se han restado las
energias de deformacién de los mondémeros siendo esta la que produce el valor
positivo obtenido. Por ultimo se presenta el resultado del ajuste de la energia de
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Grafica 5.2: Ajuste de la energia de interaccion de dimeros POPC-POPC. Las energi-
as estan en kd/mol.

interaccién de POPC con un cluster de aguas rodeando al POPC.

En la grafica 5.3 se presentan las energias de interaccién de una molécula de
POPC con un cluster de moléculas de agua a su alrededor. Como puede verse
el ajuste es excelente con coeficiente de correlacion y pendiente practicamente
iguales a 1.0. La ordenada al origen es de tan solo ~ 1.8 kcal/mol y la desviacién
estandar de ~ 4.3 kcal/mol. El nUmero promedio de moléculas de agua que
se utilizaron es de aproximadamente 12 por lo que se considera que el ajuste
obtenido es muy bueno ya que representaria una desviacion de aproximada-
mente 0.5 kcal/mol por agua. La desviacion estandar es de aproximadamente
3.0% de los valores utilizados para el ajuste. De nuevo los valores positivos
obtenidos en muchas configuraciones provienen de que no se ha restado la e-
nergia de deformacion de las moléculas involucradas.
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Gréfica 5.3: Energias de interaccion POPC-agua. Las energias estan en kd/mol.
5.2 Resultado de las propiedades

Los resultados de las propiedades calculadas se presentan en la Tabla 5.1. La
primer columna corresponde a las diferentes propiedades estudiadas: Area por
lipido A, Volumen por lipido V;,, Grosor de bicapa Dy, y mddulo de compresi-
bilidad isotérmica del area K 4. La segunda columna corresponde a los valores
obtenidos con los resultados de la simulacion realizada con el campo de fuerzas
Charmm36 (SCh36), la tercer columna corresponde a los resultados de la simu-
lacion realizada con el ajuste del potencial v1 (Sv1) y la cuarta columna corres-
ponde a los resultados obtenidos con la simulacion realizada con el potencial
v2 (Sv2). La quinta columna corresponde a los valores experimentales, repor-
tados, de las diferentes propiedades, y las ultimas dos columnas corresponden
a los valores obtenidos por Shahane y col.[76] con el potencial Charmm36 y los
obtenidos por por Skjevic y col. [79] con el potencial AMBERLIipid14.

Tabla 5.1: Resultados de las propiedades estudiadas: SCh36 (Simulacion
Charmm36), Sv1 (Simulacién potencial v1), Sv2 (Simulacion potencial v2), VE (Valor
experimental reportado), VS1 (Valor simulacion reportado Charmm36), VS2 (Valor
simulacion reportado AMBERLipid14).

Propiedad SCh36 Svi Sv2 VE VS1 VS2
Ap [A2] 63.9 63.6 63.6 64.3[47] 63.1[76] 65.5[40]
Vi [AS] 1285.2 1204.8 1202.8 1256[45] 1231.2[76] 1191.9[79]
Dun [A] 30.4 18.2 27.3 37[45] 37.5[76] 38[79]

KimNm~] 952 100 186 (180-330)[4]  298[34]  188[71]
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CAPITULO 6

DISCUSION

Conforme se refind el potencial de las simulaciones realizadas, los valores de
las propiedades calculadas con los resultados de las simulaciones se acercan
cada vez mas a los valores experimentales. Sin embargo, aun no se acercan
lo sificiente a los valores reportados por otros autores. Podria pensarse que se
hace necesario refinar el potencial de manera exhaustiva, pero lo mas probable
es que sea preciso hacer simulaciones mas largas para obtener resultados mas
consistentes con los de otros autores.

Modulo de compresibilidad isotérmica del area Para la fase liquido-cristalina
el valor experimental considera un intervalo entre (180 — 330) mNm™! y entre
(330 — 900) mNm~! para la fase gel [16].

Con los resultados de la simulacion con Charmm36 se calculdé un valor de:
952 mNm~!, para el médulo de compresibilidad isotérmica, lo que indica que
Charmm36 reproduce la fase gel por arriba de los 900 mNm~!, sin embargo,
lo que queremos es que reproduzca la fase liquido-cristalina, entre los (180 y
330) mNm~t. Posteriormente se obtuvieron los nuevos parametros (Potencial
v1), para ajustar el campo de fuerzas, y se realizé una simulacién, con sus re-
sultados se calculdé un valor de 100 mNm ™!, para el médulo de compresibilidad
isotérmica, esto indica que el sistema esta en fase liquida por debajo de los 180
mNm~!. Otra vez se obtuvieron nuevos parametros (Potencial v2) para ajustar el
campo de fuerzas, y se realiz6 otra simulacion y con sus resultados se calcul6 un
valor de 186 mNm ™!, para el modulo de compresibilidad isotérmica, lo que nos
asegura que ya se reproduce la fase liquido-cristalina, dentro del rango del valor
experimental (180 — 330) mNm~!. En simulaciones reportadas se encontraron
valores de 298 mNm~"! por por Shahane y col.[76], y 188 mNm~! por Skjevic y
col. [79] ambos dentro del intervalo de los resultados experimentales.
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Tabla 6.1: Resultados de Modulo de compresibilidad isotérmica del area: SCh36 (Sim-
ulacion Charmm36), Sv1 (Simulacién potencial v1), Sv2 (Simulacion potencial v2),
VE (Valor experimental reportado), VS1 (Valor simulacion reportado Charmm36), VS2
(Valor simulacion reportado AMBERLipid14).

Propiedad SCh36 Sv1 Sv2 VE VST VS2
K [mNm™1 952 100 186 (180-330)[4] 298[34] 188[71]

i ; u . ;o , 2
Area por lipido Para area por lipido se calculé un valor de 63.9 A” con los
resultados obtenidos de la simulacién realizada con Charmm36, muy cercano

. 2 o . .
al valor experimental 64.3 A”, con solo cuatro décimas de diferencia. Con los
resultados de las simulaciones realizadas con los potenciales v1 y v2 se calculd

2 . . . o
un valor de 63.6 A"que se aleja un poco del valor experimental, con siete décimas
. . . . . 2
de diferencia. Para las simulaciones reportadas se obtuvieron valores de 63.1 A

por Shahane y col.[76], y 65.5 A? por Skjevic y col. [79] ambos mas alejados al
valor experimental con doce décimas de diferencia cada uno.

Tabla 6.2: Resultados de Area por lipido: SCh36 (Simulacién Charmm36), Sv1 (Simu-
lacion potencial v1), Sv2 (Simulacion potencial v2), VE (Valor experimental reportado),
VS1 (Valor simulacion reportado Charmm36), VS2 (Valor simulacién reportado AM-
BERLipid14).

Propiedad SCh36 Sv1 Sv2 VE VS1 VS2
Ap [AQ] 63.9 63.6 63.6 64.3[47] 63.1[76] 65.5[40]

Volumen por lipido Para el volumen por lipido se reporta el valor experimental
3 . ' s .
de 1256 A°. Con los resultgados de la simulacion realizada con Charmm36 se
calculd un valor de 1285.2 A” muy cercano al valor experimental con 29 unidades
y dos décimas de diferencia. Con los resultados de la simulacién realizada con
. P 3 . .

el potencial v1 se calculé un valor de 1204.8 A”, un poco alejado del valor experi-
mental con 51 unidades y dos décimas de diferencia.

Con el potencial v2 se obtuvo un valor de 1202.8 A3, también un poco alejado
del valor experimental con 53 unidades y dos décimas de diferencia. Los dos
ultimos valores se encuentran alejados en 4.23% y 4.07% respectivamente del
valor experimental, y dado que el valor del area por lipido es muy bueno esto
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Tabla 6.3: Resultados de Volumen por lipido: SCh36 (Simulacion Charmm36), Sv1
(Simulacién potencial v1), Sv2 (Simulacidon potencial v2), VE (Valor experimental re-
portado), VS1 (Valor simulacion reportado Charmma36), VS2 (Valor simulacién repor-
tado AMBERLipid14).

Propiedad SCh36 Sv1 Sv2 VE VS1 VS2
Vi [AS] 1285.2 1204.8 1202.8 1256[45] 1231.2[76] 1191.9[79]

sugeriria que hay una diferencia en el grosor de la bicapa, como se vera a con-
. ‘ s . . . 3
tinuacion. Para las simulaciones reportadas se obtuvieron valores de 1231.2 A

por por Shahane y col.[76] muy cercano al valor experimental, y 1191.9 A’ por
Skjevic y col. [79] un poco alejado del valor experimental.

Perfiles de densidad Los perfiles de densidad de los lipidos figura 6.1 mues-
tran que la simulacion con Charmma36 en rojo se corresponde con la fase gel, ya
que la profundidad del pozo en el centro de la bicapa es muy pronunciada.

Perfil de densidad v1
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Figura 6.1: Perfiles comparados de densidad de lipidos, en la bicapa. En color rojo,
la simulacién con parametros de Charmma36, y en negro con parametros del potencial
vi.

Cuanto mas profundo es el pozo en el centro de la membrana, mas se acerca a
la fase gel. Mientras que la simulacion con el potencial v1 en negro, no tiene tan
profundo el pozo pero la distancia entre los picos es muy estrecha, lo que indica
una fase muy liquida [67].
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Perfil de densidad v2
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Figura 6.2: Perfiles comparados de densidad de lipidos, en la bicapa. En color rojo,
la simulacién con parametros de Charmm36, y en negro con parametros del potencial

V2.

La Figura 6.2 muestra que la simulacion con el potencial v2 en negro se corres-
ponde con la fase liquido cristalina, ya que en el centro de la bicapa no se aprecia
profundidad en el pozo y la distancia entre los picos es bastante ancha. Mientras
menos profundidad en el centro de la bicapa, la membrana se acerca a la fase
liquido-cristalina [67].

Grosor de bicapa Para el grosor de bicapa se reporta el valor experimental de
37 A. Con los resultados de la simulacion con el potencial Charmm36 se calcul6
un valor, para grosor de bicapa, de 30.4 A, muy alejado del valor experimental
con seis unidades y seis décimas de diferencia. Con los resultados de la simu-
lacién con el potencial v1 se calcul6 un valor de 18.2 A ain mas alejado del valor
experimental con 18 unidades y ocho décimas de diferencia.

Tabla 6.4: Resultados de Grosor de bicapa: SCh36 (Simulacion Charmm36), Sv1
(Simulacién potencial v1), Sv2 (Simulacion potencial v2), VE (Valor experimental re-
portado), VS1 (Valor simulacion reportado Charmma36), VS2 (Valor simulacion repor-

tado AMBERLipid14).
Propiedad SN Sv1 Sv2 VE VS1 VS2
Dun [A]  30.4 18.2 27.3 37[45] 37.5[76] 38[79]
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Con los resultados de la simulacion con el potencial v2 se calculd un valor de
27.3 A un poco menos alejado del valor experimental nueve unidades y siete
décimas de diferencia. En ambos casos el grosor de la bicapa es menor que
el obtenido con el potencial Charmm36, lo que explica el mayor volumen por
lipido obtenido con Charmm36. Para las simulaciones reportadas se encontraron
valores de 37.5 A por Shahane y col.[76], y 38 A por Skjevic y col. [79], ambos
muy cercanos al valor experimental con cinco décimas y una unidad de diferencia
respectivamente.

Porcentaje de alejamiento de las propiedades con respecto al valor expe-
rimental En la tabla 6.5 se muestran los porcentajes con los que se alejan
las diferentes propiedades estudiadas, con respecto a los valores experimen-
tales, para tener una mejor referencia de el acuerdo o discrepancia que puedan
tener. Para los resultados calculados con la simulacion realizada con el poten-
cial Charmma36, los porcentajes del Area por lipido y Volumen por lipido son muy
pequenos, lo que muestra que los resultados son muy cercanos a los valores
experimentales, sin embargo, para el grosor de bicapa el porcentaje es muy con-
siderable y muestra que el resultado esta alejado del valor experimental. Por lo
que respecta al Médulo de compresibilidad isotérmica del area, definitivamente
muestra que el potencial Charmm36 reproduce la fase gel. Para los resultados

Tabla 6.5: Alejamiento porcentual, de las propiedades estudiadas, con respecto a
los valores experimentales: VE (Valor experimental reportado), SCh36 (Simulacion
Charmm36), Sv1 (Simulacion potencial v1), Sv2 (Simulacién potencial v2), VS1 (Valor
simulacién reportado Charmm36), VS2 (Valor simulacion reportado AMBERLipid14),
Is corresponde a la fase Liquido-Cristalina.

Propiedad VE SCh36 Sv1 Sv2 VS1 VS2
A [AT 64.3 0.62% 1.09% 1.09% 1.86% 1.86%
Vi [AY] 1256 2.32% 4.07% 4.23% 1.97% 5.1%
Dyw [A] 37 17.83% 50.81% 26.21% 1.35% 2.7%
Ki[mNm~'] (180-330) gel liquida Is Is Is

calculados con la simulacion realizada con el potencial v1, los porcentajes del
Area por lipido y Volumen por lipido también son muy pequefios, lo que muestra
que los resultados también son muy cercanos a los valores experimentales, sin
embargo, para el grosor de bicapa el porcentaje es considerablemente mayor y
muestra que el resultado esta muy alejado del valor experimental. Por lo que res-
pecta al Médulo de compresibilidad isotérmica del area, definitivamente muestra
que el potencial v1 reproduce la fase liquida.
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Para los resultados calculados con la simulacion realizada con el potencial v2, los
porcentajes del Area por lipido y Volumen por lipido también son muy pequefios,
lo que muestra que los resultados también son muy cercanos a los valores ex-
perimentales, sin embargo, para el grosor de bicapa el porcentaje aun es muy
considerable y muestra que el resultado también esta alejado del valor experi-
mental. Por lo que respecta al Modulo de compresibilidad isotérmica del area,
muestra que el potencial v2 reproduce la fase liquido-cristalina.

Prefiles de los parametros de orden En los perfiles de los parametros de
orden de las cadenas de palmitoyl Figura 6.3, se aprecia un buen acuerdo entre
los resultados obtenidos con la simulacién realizada con Charmma36, en rojo, y
los resultados experimentales en negro. Los parametros de 6rden obtenidos con
la simulacion realizada con el potencial Charmm36, en rojo, se encuentran por
arriba de los obtenidos experimentalmente, en negro, lo que indica que las cade-
nas de Palmitoyl en la simulacion con Charmm36 se encuentran mas ordenadas
y se corresponden con la fase gel; mientras que las cadenas de palmitoyl en la
simulacién con el potencial v1, en verde, que se encuentran muy por debajo de
los resultados experimentales, en negro, muestran que las cadenas de Palmitoyl
se encuentran muy desordenadas y se corresponden a una fase liquida. Los
resultados obtenidos con la simulacion realizada con el potencial v2, en azul,
esta en muy buen acuerdo con los resultados experimentales, en negro, y se
corresponden con la fase liquido-cristalina.

Parametros de Orden POPC
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Figura 6.3: Perfiles de los parametros de érden en las cadenas de Palmitoyl.
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En los perfiles de los parametros de 6rden en las cadenas de oleoyl Figura 6.4 se
aprecia también que los resultados obtenidos con la simulacién realizada con el
potencial Charmma36, en rojo, no presentan gran discrepancia con los resultados
experimentales, en negro. Los resultados obtenidos con la simulacion realizada
con el potencial v1, en verde, se alejan un poco de los resultados experimentales,
y los resultados obtenidos con la simulacion realizada con el potencial v2, en
azul, se alejan mas de los resultados experimentales. Al parecer se deben refinar
los parametros mas exhaustivamente para obtener mejores resultados.
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Figura 6.4: Perfiles de los parametros de 6rden en las cadenas de Oleoyl.
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CAPITULO 7
CONCLUSIONES

La comparacion de los resultados experimentales con los obtenidos por simu-
laciones de DM, nos da una idea de la calidad del modelo de simulacién. Los
resultados de las diferentes propiedades estudiadas con el potencial Charmm36
muestran que los valores obtenidos para Area por lipido y Volumen por lipido
son muy cercanos a los valores experimentales, que el valor del grosor de bi-
capa se encuentra alejado del valor experimental y que, tanto el resultado del
Modulo de compresibilidad isotérmica del area como los parametros de érden
de las cadenas de Palmitoyl muestran que el potencial Charmm36 reproduce la
fase gel.

Los resultados de las diferentes propiedades estudiadas con el potencial v1
muestran que los valores obtenidos para Area por lipido y Volumen por lipido
también son muy cercanos a los valores experimentales, que el valor del grosor
de bicapa se encuentra muy alejado del valor experimental y que, tanto el re-
sultado del Médulo de compresibilidad isotérmica del area como los parametros
de érden de las candenas de Palmitoyl muestran que el potencial Charmm36
reproduce la fase liquida.

Los resultados de las diferentes propiedades estudiadas con el potencial v2
muestran que los valores obtenidos para Area por lipido y Volumen por lipido
también son muy cercanos a los valores experimentales, que el valor del grosor
de bicapa se encuentra mas alejado del valor experimental y que, tanto el re-
sultado del Médulo de compresibilidad isotérmica del area como los parametros
de 6rden de las candenas de Palmitoyl muestran que el potencial Charmm36
reproduce la fase liquido-cristalina. Conforme se refinaron los parametros, para
el campo de fuerzas, los resultados de algunas de las propiedades mejoraron,
con respecto a los resultados experimentales. Algunas de las propiedades aun
no estan bien descritas, como el Grosor de bicapa y los Parametros de orden
de la cadena oleoyl, donde al parecer el efecto de la insaturacién es mas dificil
de reproducir y es aqui donde aun se debe explorar mucho mas la superficie de
energia potencial.
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No obstante que todavia es necesario refinar mas el potencial y realizar simula-
ciones mas largas se ha mostrado que se pueden obtener buenos resultados a
partir de el ajuste a los calculos cuanticos realizados y que ahondando en este
proceso se confia en tener una descripcion confiable de la bicapa de POPC, ya
que las simulaciones realizadas con los parametros refinados ofrecen resultados
que son mas apegados a los valores experimentales.
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