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Introduccién

1 INTRODUCCION

El vertiginoso desarrollo de la Mecénica Cuéntica a través del presente siglo y los
extraordinarios avances logrados en materia de cémputo en las ultimas dos décadas, han
permitido explorar con detalle la estructura electrénica de los mas variados sistemas, y
comprender fenémenos que involucran los niveles de energia atomicos, las
caracteristicas del enlace covalente y la diferencia entre materiales metalicos y aislantes,
por citar sélo algunos. Sin embargo, existen complejos problemas al tratar sistemas
constituidos por un considerable nimero de dtomos, pues conforme crece el nimero de
particulas del sistema, aumenta el grado de dificultad para resolver las ecuaciones que

contienen la informacién del mismo.

En la primera y tercera partes del capitulo 2 se hace una descripcion breve y
sencilla de la complejidad estructural y electrénica de las proteinas, materiales
estructurales y funcionales de gran importancia que han despertado enorme interés por
lograr una descripcién microscépica de ellos. A pesar del avance logrado en la
caracterizacion estructural y dindmica, las limitaciones computacionales y metodoldgicas
han impedido obtener una descripcién adecuada de la estructura electrénica de estos

sistemas.

La Quimica Tedrica se encuentra en una busqueda continua de metodologias que,
aunadas al uso eficiente de los recursos computacionales existentes, permitan alcanzar el
objetivo de describir moléculas con cientos de atomos. Recientemente, la literatura
reporta estudios que ofrecen un halagador panorama al respecto. Por un lado se tiene el
desarrollo de métodos que usan bases localizadas, donde se encuentran los derivados de
la propuesta “divide y venceras”, introducida por Yang y colaboradores.' Por el otro lado,
existen los métodos basados en desarrollos multipolares para construir la parte
coulémbica del operador de Fock;> en ambos casos ya se cuenta con resultados en

polipéptidos de distinto tamano.
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Introduccién ) 2

Una tercera opcidn la constituyen los métodos que se basan en ondas planas para
desarrollar la funcién de onda, Teoria de Funcionales de la Densidad para modelar la
interaccién electrén-electron y pseudopotenciales para la interaccion nucleo-electrén
(FDBOP). Dichos métodos han sido aplicados con gran éxito en la fisica del estado sélido
tratando sistemas con cientos de atomos. Esta tesis se enmarca dentro de la utilizacion
de estos ultimos, en combinacién con el cémputo en paralelo, para estudiar “a primeros
principios” el caso particular de la caribdotoxina (ChTX) y de su derivado monoiodado.

La ChTX es una proteina relativamente pequeia (constituida por 37 aminoécidos,
un total de 577 atomos), segregada por el escorpidén Leiurus quinquestriatus var.
hebraeus y su actividad radica en bloquear selectivamente a cierto tipo de canales iénicos
de potasio. Esta caracteristica la hace interesante desde dos puntos de vista: la
elucidacién del mecanismo de transporte de K* y del desarrollo de farmacos especificos
que inhiban su accién. En la segunda parte del capitulo 2, se describen las caracteristicas
estructurales y funcionales de esta toxina, cuyo sitio activo se encuentra dotado de un
ambiente quimico muy diverso® que origina que la toxina interacttie con el canal de K* a
través de interacciones electrostaticas de largo alcance e interacciones de corto alcance,
involucrando esta ultima probable transferencia de carga.

La iodacién de ChTX* trae como consecuencia la alteracién de su actividad: datos
experimentales han demostrado que esta modificacion afecta la constante de disociacion
toxina-canal. Lo anterior genera un planteamiento interesante, ;introduce el yodo
cambios significativos en la estructura electrénica de ChTX, tales que puedan ser
responsables o corresponsables del cambio de actividad observado? Tratando de
responder esta interrogante, en el presente trabajo se calcula la estructura electrénica de
ChTX y de su derivado monoiodado.

La metodologia que permitird calcular la estructura electrénica del sistema de

estudio se describe en el capitulo 3.
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Introduccién 3

Los resultados obtenidos se presentan en el capitulo 4, dentro de un contexto
meramente cualitativo. Las interacciones electrostaticas de largo alcance se analizan a
través del potencial electrostatico, lo que permite caracterizar, haciendo referencia a
factores electrostaticos, ciertas zonas determinadas experimentalmente como cruciales.’

En el caso de las interacciones de corto alcance con posible trasferencia de carga,
este estudio se apoya en los criterios de reactividad dados por el formalismo de la Teoria

de Funcionales de la Densidad.’

Dada la naturaleza polimérica de una proteina, se analiza también la densidad de
estados electrénicos, asociandolos con los diferentes enlaces presentes en la molécula,
gracias al uso de visualizadores graficos.® Finalmente, se presentan las conclusiones de
este trabajo y el alcance futuro en el estudio de sistemas polipeptidicos que tendra la

utilizacién de la metodologia aqui empleada.
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Antecedentes 4

2 ANTECEDENTES

Las proteinas constituyen el segundo componente esencial de la materia viva y
juegan un papel clave en practicamente todos los procesos biolégicos. Las enzimas,
los catalizadores de las reacciones quimicas en los sistemas biol6gicos, son
practicamente siempre proteinas, que controlan las transformaciones quimicas en las
células. Ademds, las proteinas participan en una amplia gama de funciones tales
como el transporte y el almacenamiento, el movimiento coordinado, el soporte
mecanico, la proteccién inmune, la excitabilidad y el control de la diferenciacion y el

crecimiento.

De acuerdo a su estructura, las proteinas se clasifican en dos grandes

categorias: estructurales y globulares.

Las proteinas estructurales se encuentran constituidas por cadenas
polipeptidicas ordenadas paralelamente a lo largo de un eje, de manera tal, que
forman fibras o laminas largas. Son materiales fisicamente resistentes, insolubles en
agua y disoluciones salinas diluidas. Constituyen los elementos basicos estructurales
del tejido conjuntivo en animales superiores, tales como el colageno de los tendones y
la matriz de los huesos, la o-queratina del cabello, cuero, ufias y plumas y la elastina

del tejido conjuntivo elastico.

Las proteinas globulares estan constituidas por cadenas polipeptidicas
plegadas estrechamente, de modo que adoptan formas esféricas o globulares
compactas. La mayor parte son solubles en medios acuosos. Generalmente
desempefan una funcién moévil o dindmica en la célula. A esta categoria pertenecen
los anticuerpos, algunas hormonas y diversas proteinas que desempefian una funcion

de transporte como la seroalbimina y la hemoglobina.

Gran parte de lo que se conoce acerca de la estructura de proteinas globulares
proviene de estudios de cristalografia de rayos X.”'° Las primeras estructuras de alta
resolucién de proteinas, obtenidas por esa técnica, fueron las correspondientes a

mioglobina y hemoglobina, determinadas a inicios de los 60’s por Kendrew y col.y
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Antecedentes 5

Perutz,'® respectivamente. La primera estructura de una enzima, lisozima, fue
reportada por Phillips y col. en 1965." A partir de ese momento, numerosas
estructuras de proteinas han sido determinadas y, algunas de ellas, depositadas en el
Protein Data Bank,'* en donde se incluyen las coordenadas atémicas. Estos
resultados han hecho posible el andlisis comparativo de la estructura de proteinas.'®

2.1 Estructura Molecular de Proteinas
2.1.1 Aminoacidos: Unidades Estructurales de las Proteinas

Al igual que los &cidos nucleicos, las proteinas son moléculas poliméricas de
elevado peso molecular. Sus unidades basicas estructurales son los a-aminoacidos
(Tabla 1). Todas las proteinas de todas las especies, desde las bacterias hasta el
hombre, estan construidas generalmente a partir de un conjunto de 20 aminoéacidos
comunes. Las cadenas laterales de estos bloques moleculares de construccion
difieren en tamafo, forma, carga, capacidad para formar puentes de hidrégeno y

funcionalidad quimica.

Los 20 aminoacidos pueden clasificarse en subclases de acuerdo con la
naturaleza quimica (alifatica, aromética, heterociclica) de sus grupos R (o residuo).
Sin embargo, resulta mas util una clasificacién que se base en la polaridad del grupo
R, debido a que ello acentta el caracter funcional de cada aminoacido en la proteina.
Esta clasificacion se presenta en la tabla | y se describe a continuacion:

1) Aminoacidos con grupos R apolares, alifaticos

Este grupo contiene aminoacidos con residuos hidrocarbonados hidrofdbicos.
Las cadenas laterales voluminosas de alanina, valina, leucina, e isoleucina, juegan un
papel importante en la promocién de interacciones hidrofébicas dentro de las
estructuras proteicas. La prolina es un caso especial, ya que el &tomo de nitrogeno de
su cadena principal aparece en forma de una amina secundaria en vez de la amina

primaria usual.
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Antecedentes 6

2) Aminoacidos con grupos R aromaticos

La fenilalanina, tirosina y triptéfano son residuos relativamente apolares
(hidrofébicos). Pueden participar en interacciones hidrofdbicas. El grupo hidroxilo de la
tirosina puede formar puentes de hidrégeno, lo que le confiere la potencialidad de
interactuar con otras porciones de la cadena polipeptidica (cercanas en el espacio) y
actia como un grupo funcional importante en la actividad de algunas enzimas. La
tirosina y el triptéfano son significativamente méas polares que la fenilalanina, debido al
grupo hidroxilo de la tirosina y al nitrégeno del anillo indélico de triptéfano.

3) Aminoacidos con grupos R polares sin carga

Los grupos R de estos aminoacidos son mas solubles en agua, o hidrofilicos,
que los de los aminoacidos apolares, debido a que contienen grupos funcionales que
forman puentes de hidrégeno con el agua. Algunos de los residuos poseen un grupo
hidroxilico (serina, treonina y tirosina) o bien grupos sulfhidrilo (cisteina), mientras que

la asparagina y la glutamina poseen grupos amida.

4) Aminoacidos con grupos R cargados negativamente (acidicos)

Los dos amino4cidos que tienen grupos R con una carga negativa a pH 7.0
son aspartato y glutamato, cada uno de los cuales tiene un segundo grupo carboxilo.
Estos aminoécidos son los compuestos de los que se originan la asparagina y la

glutamina, respectivamente.

5) Aminoéacidos con grupos R cargados positivamente (basicos)

En este grupo se incluyen tres aminoacidos: lisina, que tiene un segundo grupo
amino en la posicién € de su cadena alifatica; arginina, que contiene una funcion
guanidino fuertemente basica. Por lo que al ionizarse, lisina y arginina pueden formar
enlaces i6nicos en la estructura proteica. El tercer integrante de este grupo es la
histidina, que contiene un grupo imidazol. La histidina es el unico aminoacido estandar
que tiene una cadena lateral con un pk, préximo a la neutralidad. Esta caracteristica
permite a ciertos residuos de histidina desempefar un papel importante en las

actividades cataliticas de algunas enzimas.
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Antecedentes 7
Tabla |. Clasificacién de aminoécidos de acuerdo con la polaridad del grupo R.'*®
Grupo | Aminoacidos | Abrev. PKas Pka2 PKas pl
(c-carboxilo) | (c-amino) (cadena
lateral)
(1) Glicina Gly(G) 2.34 9.6 597
Alanina Ala (A) 2.34 9.69 6.01
Valina Val (V) 2.32 9.62 5.97
Leucina Leu (L) 2.36 9.6 5.98
Isoleucina lu (1) 2.36 9.68 6.02
Prolina Pro (P) 1.99 10.96 6.48
(2) Fenilalanina | Phe (F) 1.83 9.13 5.48
Tirosina Tyr (Y) 2.20 9.11 10.07 5.66
Triptofano Trp (W) 2.38 9.39 5.89
(3) Serina Ser (S) 2.21 9.15 13.60 5.68
Treonina Thr (T) 2.1 9.62 13.60 5.87
Cisteina Cys (C) 1.96 8.18 10.28 5.07
Metionina Met (M) 2.28 9.21 5.74
Asparagina | Asn (N) 2.02 8.80 5.41
Glutamina Gin (Q) 217 9.13 5.65
(4) Aspartato Asp (D) 1.88.1 9.60 3.65 2.77
(B-carboxilo)
Glutamato Glu (E) 2.19 9.67 4.25 3.22
(y-carboxilo)
(5) Lisina Lys (K) 2.18 8.95 10.53 9.74
Arginina Arg (R) 217 9.04 12.48 10.76
Histidina His (H) 1.82 9.17 6.00 7.59
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Antecedentes 8

Una cadena polipeptidica estd constituida normalmente por mas de 100
aminodcidos, unidos secuencialmente mediante enlaces peptidicos. Un enlace
peptidico une el grupo carboxilo-o. de un aminoécido y el grupo amino-a del préximo
(figura 1). Las proteinas consisten de una o més cadenas polipeptidicas, y pueden
variar ampliamente en tamaiio. Ademés que el nimero de residuos, lo que distingue a
las diferentes proteinas, es la secuencia de aminoécidos en la cadena polipeptidica.
Cada clase de proteina tiene una secuencia Unica de aminodcidos que esta
genéticamente determinada. Esta secuencia es conocida como la estructura primaria
de la proteina. La estructura primaria es uno de los principales determinantes de la
conformacién nativa, estructura estable bajo condiciones fisiolégicas y responsable de

la funcién biolégica de la proteina.

2.1.2 Naturaleza del Enlace Peptidico

Hacia finales de 1930, Pauling y Corey comenzaron su trabajo sobre la
estructura de proteinas, centrandose en la conformacién del enlace peptidico. Los
carbonos o de aminoacidos adyacentes estan separados por tres enlaces de

naturaleza covalente, dispuestos en la secuencia Ca-C-N-Ca.

Estudios de difracciéon de rayos X, efectuados a cristales de aminoéacidos,
dipéptidos y tripéptidos, demostraron que el enlace amida C-N peptidico es un poco
mas corto que el correspondiente de una amida simple y que los dtomos asociados
con el enlace, son coplanares (las caracteristicas geométricas del enlace se muestran
en la figura 1). Esto indica una resonancia o parcial comparticién de dos pares de
electrones entre el oxigeno del grupo carbonilo y el nitrégeno de la amida:

0 .

oo &

R1—C—"IJ—R2 = R1— C =N|—R2
H H

El oxigeno tiene una carga parcial negativa y el nitrégeno una carga parcial positiva,
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Antecedentes 9

estableciendo un pequefio dipolo eléctrico. Los cuatro atomos del grupo péptido yacen
en un solo plano, en el que el atomo de oxigeno del grupo carbonilo y el atomo de

hidrégeno de la amida se encuentran en posicion trans.

A partir de estos estudios, Pauling y Corey concluyeron que el enlace amido C-
N es incapaz de rotar liboremente, debido a su caracter parcial de doble enlace, por lo
que el esqueleto de una cadena polipeptidica puede esquematizarse como una serie
de planos rigidos separados por grupos metileno sustituidos -CH(R)- (figura 1). La
rigidez de los enlaces peptidicos limita el nimero de conformaciones que una cadena

polipeptidica puede asumir.

Figura 1. La estructura de un aminoacido esta constituida por un atomo central de carbono, Co, unido a
un grupo amino, NH2 , un grupo carboxilo, C'OOH, y una cadena lateral, R. En una cadena polipeptidica,
el grupo carboxilo de un aminoacido forma una enlace peptidico, C-N, con el grupo amino del siguiente.
Alrededor de dos de los tres tipos de enlaces presentes en una cadena polipeptidica, puede ocurrir
rotacién limitada. Los enlaces C-N en el grupo péptido planar, los cuales constituyen la tercera parte de
todos los enlaces de la cadena principal, no pueden rotar libremente. Otros enlaces sencillos en la
cadena principal también pueden estar rotacionalmente impedidos, dependiendo del tamafio y carga de
los grupos R.'*®

Debido a la planaridad del enlace peptidico, Unicamente se permiten las
rotaciones alrededor de los enlaces N-Ca y Ca-C. Por convencién, los angulos de
rotacion se denominan ¢ (phi) para el enlace N-Co y y (psi) para el enlace Co-C.
También, por convencién, ¢ y y son definidos como 0° en la conformacién en la que

los dos enlaces peptidicos conectados a un mismo Ca estan en el mismo plano, como

se muestra en la figura 2.

En principio, ¢ y v pueden tomar todos los valores comprendidos entre -180° y

+180°, pero ciertos valores estan prohibidos por interferencias estéricas entre atomos
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de la cadena principal del polipéptido y las cadenas laterales. Por esta razon, la

conformacién en la que ¢ y v tienen un valor de 0° es inaccesible, y constituye tan

solo un punto de referencia para describir los angulos de rotacion.

Figura 2. Por convencién, ¢ y Y son definidos como 0°
cuando los dos enlaces peptidicos adyacentes a un carbono
o estan en el mismo plano. En una proteina, esta
conformacién es prohibida por traslape estérico entre un
oxigeno del carbonilo y un atomo de hidrégeno del o-
amino.'*®

A partir del andlisis de diversas
estructuras de proteinas, se ha encontrado que el
enrollamiento de porciones de la cadena
polipeptidica  frecuentemente tiene ciertas

regularidades, llamadas elementos de estructura secundaria. Todas las posibles

conformaciones de la cadena principal estdn completamente definidas por los angulos

¢ y v de cada aminoacido. Los valores permitidos para ¢ y y pueden visualizarse

graficamente representando ¢ versus y, un arreglo conocido como representacion de

Ramachandran (figura 3).

A

hojas 8 /ff\,’;ﬂ
antiparalelas P
o
) y,
hojas 8
paralelas

ol

/" torsién derecha

hopae g Figura 3. Representacién de

Ramachandran. Se muestran las
conformaciones teéricamente

v (grados)

180k

1

permitidas para péptidos, que se
definen por los valores de ¢ y .
Las areas sombreadas indican
las conformaciones accesibles a
los amino4cidos.'®®

-180

o-hélice
derecha

0

¢ (grados) “

o -hélice
izquierda

; % .+130

i
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2.1.3 Elementos de Estructura Secundaria: hélice o y hoja p plegada

La disposiciéon mas simple que una cadena polipeptidica podria asumir, con
sus enlaces peptidicos rigidos (pero con otros enlaces sencillos libres para rotar), es
una estructura helicoidal, denominada hélice o por Pauling y Corey.17 La hélice o es
una estructura compacta, semejante a una varilla, con 3.6 aminoacidos por vuelta, un
ascenso de solamente 1.5 A por vuelta y un enlace de hidrégeno, C=0O- - - H-N, entre

los residuos n y n+ 4 (figura 4).

Figura 4. Esquema de la cadena principal de una
hélice a. La hélice a es uno de los principales
elementos de estructura secundaria en proteinas, con
3.6 residuos por vuelta, correspondiente a 5.4 A (1.5 A
por residuo) y la formacién de puentes de hidrégeno
intracadenarios.

Todos los enlaces de hidrégeno en
una hélice o. apuntan aproximadamenteen la
misma direccién, por lo que las unidades
péptidas presentan igual orientaciéon a lo
largo del eje helicoidal. Ya que una unidad

péptida tiene un momento dipolar originado

por la diferencia de polaridad de los grupos
amino y carboxilo, estos momentos dipolares
se encuentran alineados a lo largo del eje

helicoidal, y en consecuencia se tiene un

dipolo neto para la hélice o, con una carga

parcial positiva en el amino terminal y una

carga parcial negativa en el carboxilo terminal de esta estructura.

Pauling y Corey,"” predijeron un segundo tipo de estructura repetitiva, la
conformacién B. Esta estructura se construye de la combinacién de varias regiones de
la cadena polipeptidica, en contraste con la hélice o, que se construye con los

elementos de una regién continua.

Las cadenas B, usualmente tienen de 5 a 10 residuos de longitud y una
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conformacién extendida en zig zag (figura 5). Se encuentran alineadas
adyacentemente una con respecto a la otra, de manera tal que se forman enlaces de
hidrégeno entre los grupos carboxilo de una cadena y los grupos amino de la cadena
adyacente. Las hojas B que estan formadas de varias cadenas son “plegadas”, con

atomos Co. por encima y por debajo del plano de la hoja B sucesivamente.

Las cadenas B pueden interaccionar de dos diferentes maneras para formar
una hoja plegada. Los aminoacidos en las cadenas adyacentes pueden estar
orientados en la misma direccién: amino terminal a carboxilo terminal (orientacion
paralela) o amino terminal a carboxilo terminal, carboxilo terminal a amino terminal
(orientacion antiparalela). Las probables orientaciones de las cadenas B se muestran

en la figura 5.

5 i § \ : % < - "x-“ . {& :
(a) Antiparalela (b) Paralela

Figura 5. Conformacién 3 de una cadena polipeptidica. (a)Hoja B antiparalela. (b) Hoja B paralela1ea).

La hélice o y la conformacién B son los principales elementos de estructura

secundaria encontrados en una amplia variedad de proteinas. Existen otras
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estructuras repetitivas, que se presentan con menor frecuencia (v.g. la hélice del

colageno).

Otro tipo de estructura secundaria comun es el giro B (figura 6), encontrado
frecuentemente cuando una cadena polipeptidica cambia abruptamente de direccion.
Estas giros generalmente conectan los extremos de dos segmentos adyacentes de
una hoja B plegada antiparalela, de aqui que sean denominados giros B). La
estructura es una vuelta estrecha (~180°) que involucra cuatro aminoacidos. Los
grupos peptidicos adyacentes al primer aminoacido forman enlaces de hidrégeno con
el grupo peptidico adyacente al cuarto aminoacido. Glicina y prolina son residuos
participantes en vueltas debido a que sus cadenas laterales son grupos pequefos y
en el caso de glicina, muy flexible. Los giros B se encuentran frecuentemente cerca de

la superficie de la proteina.

Figura 6. Estructura de un giro .Ya que las
proteinas globulares tienen un radio de giro
finito de 15 a 80 A o mas, los elementos de
estructura secundaria tales como la hélice o y

la hoja B plegada, estan limitadas en longitud y
frecuentemente terminan en vueltas, con
formacién de enlace de hidrégeno entre los
grupos peptidicos del primero y cuarto residuos
involucrados en la vuelta. Las vueltas presentan
ciertas caracteristicas, por lo que pueden ser
clasificadas en dos tipos: | y Il, difiriendo estos
tipos Unicamente en la orientacién del grupo
peptidico central.'®®

Frecuentemente se ha
encontrado en la estructura de proteinas la combinacién de algunos elementos de
estructura secundaria con un arreglo geométrico especifico. Estas unidades han sido
llamadas estructuras supersecundarias o motifs.'® Algunos de estos motifs son
asociados con una funcién particular tal como ligar DNA; para otros no se ha
determinado wuna funcién biolégica especial, pero son parte de grandes
conglomerados estructurales. El motif mas simple, con una funcién estructural
especifica, consiste de dos hélices o unidas por una region no clasificada

estructuralmente, denominada "loop".
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2.1.4 Estructura Terciaria

La estructura terciaria de una proteina es el arreglo espacial de los
aminoacidos que la constituyen. Puede describirse en términos del empaquetamiento
de sus elementos de estructura secundaria, junto con la disposicién espacial de las
cadenas laterales.

El enrollamiento de una proteina, y la estabilizacién de tal estructura, se debe a
las diferentes interacciones no covalentes asociadas a los grupos R de los residuos de

aminoacidos, donde los tipos de interacciones principales son:

1) Interacciones electrostaticas

Se dan entre grupos de cadenas laterales cargadas positiva y negativamente.'
Esta interaccidn es conocida como par iénico o puente salino.

2) Puentes de hidrégeno'*?

Son interacciones entre un grupo acido débil y un atomo aceptor que tiene un
par de electrones libres. Los puentes de hidrégeno proveen una base estructural para
el patrén de enrollamiento de la proteina. Estos puentes pueden formarse por los
grupos C=0 y N-H de cada enlace peptidico y los &tomos electronegativos de
cadenas laterales polares. Estos grupos pueden formar enlaces de hidrégeno con
otros grupos o con moléculas de agua presentes en el exterior de la proteina.

3) Interacciones de van der Waals®
Son interacciones entre moléculas no cargadas eléctricamente. Surgen de las

interacciones electrostéaticas entre dipolos permanentes y/o inducidos.

4) Efecto hidrofébico
Son efectos relacionados con interacciones que inducen a las moléculas y

)

grupos no polares a minimizar su contacto con el agua. Son determinantes en la

estructura terciaria.

En ciertas proteinas, algunas cadenas laterales quedan enlazadas
entrecruzadamente por enlaces disulfuro, que resultan de la oxidacién de los residuos
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de cisteina. Estos puentes disulfuro, denominados cistina, se forman después de que

la proteina se enrolla en su conformacién nativa. Su funcién es estabilizar la estructura

tridimensional.'®®

-Cy SH- -Cy S
oxidacién
+ o
reduccién
-Cy SH- -Cy S

En la estructura plegada de las proteinas globulares, las cadenas laterales no
polares de los aminodcidos tienden a estar en el interior de la proteina, formando un
nicleo estabilizado. La mayor parte de las cadenas laterales cargadas y otros
residuos polares se concentran sobre la superficie de la proteina, con cumulos de
estos amino4cidos frecuentemente agrupados en la regién del sitio activo. Los
residuos polares, como el grupo carbonilo y amido de la cadena polipeptidica, tienden
a estar mas uniformemente distribuidos, con todos los donadores o aceptores de
enlace de hidrégeno localizados, por lo que forman puentes de hidrégeno ya sea con

otras partes de la proteina o con el solvente.

2.1.5 Estructura Cuaternaria

La estructura cuaternaria define el grado de asociacién de una unidad proteica.
Muchas proteinas estan compuestas de dos o mas cadenas polipeptidicas, a las
cuales se les llama subunidades, que pueden ser idénticas o diferentes en estructura.
Estas subunidades se asocian por medio de interacciones no covalentes y en algunos
casos a través de enlaces disulfuro. La asociacién de cadenas polipeptidicas puede
resultar util para una variedad de funciones. Muchas proteinas multisubunitarias tienen
funciones reguladoras; sus actividades se encuentran alteradas por unién de ciertas
moléculas. Ciertas interacciones entre subunidades pueden permitir cambios muy
grandes en la actividad enzimatica en respuesta a cambios pequefios en la
concentracién de moléculas de sustrato. En otros casos, subunidades diferentes
pueden llevar a cabo funciones separadas aunque relacionadas. Mientras que otras

asociaciones de proteinas tienen principalmente una funcién estructural.
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2.2 Caribdotoxina: Un Polipéptido Inhibidor de Canales de Transporte de K*

Los canales idnicos, responsables de la conduccién selectiva de potasio a
través de las membranas celulares, son notables por su diversidad y susceptibilidad a
efectos de modulacién, asi como blancos efectivos de intervencién farmacolégica por
diversos tipos de drogas.”’ Ademas de los inhibidores sintéticos, el veneno de abejas,
escorpiones y serpientes produce una gran variedad de toxinas que actuan sobre
diversos tipos de canales iénicos, perturbando el sistema nervioso y/o muscular. Estas
toxinas son valiosas como ligandos naturales para discriminar clases de canales de
transporte de K* y como herramientas en el desarrollo de los estudios bioquimicos de
los mismos. Algunas se han estudiado ampliamente con respecto a su estructura,
modo de accién y localizacién del sitio activo.

Hacia finales de los 80’s® se aislé, a partir del veneno de escorpiones, una
nueva familia de péptidos neurotéxicos que actian sobre diversos canales de
transporte de K*. Su secuencia primaria es de 30-40 aminoé4cidos e incluye tres

puentes disulfuro, con la misma posicién relativa de los residuos de cisteina.

La elucidacién de la organizacion tridimensional de esta nueva clase de toxinas
ha sido fundamental para comprender la base molecular de su actividad. Estudios de
RMN? han revelado que esta familia de toxinas presenta un motif estructural comun, a
pesar de su diferencia en tamaiio, secuencia y actividad biolégica. El motif comprende
una hélice o y una hoja B plegada antiparalela, unidas por dos puentes disulfuro, y un

pequeno fragmento extendido.

Una de estas toxinas, llamada caribdotoxina (ChTX), fue originalmente
identificada por su potente actividad bloqueadora de los canales de conduccién de K*
activados por Ca?*. % Su accién radica en bloquear reversiblemente, con afinidad

nanomolar®®*"* y por un proceso de inhibicién bimolecular,*

ChTX + Canal—2— ChTX — Canal

Koff

la actividad del canal por interaccion con el poro externo de éste.’
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Estudios posteriores” establecieron que la caribdotoxina se une a una
variedad de canales de transporte de K* en tejidos de vertebrados.

2.2.1 Caracteristicas Estructurales y Funcionales de la ChTX

La caribdotoxina se encuentra presente como un componente menor (~0.2%)33
en el veneno del escorpién Leiurus quinquestriatus var. hebraeus. Esta toxina es una
proteina pequefia formada por una sola cadena polipeptidica de 37 residuos de
aminodcidos (un total de 577 atomos), con peso molecular aproximado de 4.353 kDa.

Su mecanismo de accién ha sido estudiado ampliamente con técnicas

bioquimicas y de electrofisiologia niveles.***** Su secuencia primaria***’

presenta
una notable concentracién de residuos bdsicos entre las posiciones 21 y 28, por lo que
esta regién se convierte en un potencial sitio de interaccion con los canales de
transporte de K*, ya que el poro del canal presenta cargas negativas funcionalmente
importantes.4° Los residuos cargados positivamente (cuatro lisinas, tres argininas), y
los grupos cargados negativamente (un glutamato y el C-terminal), le confieren una

carga neta de +5 a pH fisiolégico.”

La toxina contiene tres puentes disulfuro, que son esenciales para mantener su
conformacién, ya que la reduccién de éstos® conlleva a la pérdida completa de la
actividad inhibidora; por otra parte, las cadenas laterales de Thr3, Val5, Val16 y Leu20
forman un cumulo hidrofébico que contribuye a la estabilizacién de la estructura.
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Figura 7. Secuencia de aminoécidos componentes de ChTX.*? La estructura secundaria presenta tres
puentes disulfuro, determinados por digestiéon enzimatica del péptido oxidado. La ubicacién de estos
puentes fue confirmada con la elucidacion de la estructura tridimensional por RMN-2D.*

2943 oo determind la estructura tridimensional de la

Recientemente,
caribdotoxina, en la que se identifican dos diferentes regiones con estructura regular
(figura 8a): una pequefa hoja B antiparalela de tres cadenas pequeas (secuencia 1 a
2, 25 a 29 y 32 a 36), unida a una bien definida hélice o (secuéncia 1 a 19) por dos
puentes disulfuro (Cys13-Cys33, Cys17-Cys35) y a un fragmento extendido

(secuencia 4 a 7) por un tercer puente (Cys7-Cys28).

La hélice estd conectada al fragmento extendido y a la cadena B con la
secuencia 25 a 29 por dos "loops". Las dos cadenas 25 a 29 y 32 a 36 estan
conectadas por un giro B tipo |. La parte 29-32 une las dos pequefias cadenas por un

giro, mientras que los residuos Asn30 y Lys31 se localizan en el centro de éste.

Seis de los residuos cargados, Arg25, Lys27, Lys31, Lys32, Arg34 y el C-
terminal, se localizan en la hoja B, en tanto que Lys11, Glu12, Arg19 se ubican en los
extremos de la hélice. His21 est4 en el "loop" que conecta la hélice con la hoja. Esta
organizacién espacial de los residuos, da lugar a la formacién de dos superficies
cargadas (figura 8b). La primera, localizada sobre la hélice y la segunda, sobre la hoja

B. Las cadenas laterales que forman estas dos superficies presentan varias
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caracteristicas interesantes. En la hélice, las cadenas laterales de Lys11 y Arg19
estan orientadas en la misma direccion (separadas por dos vueltas de la hélice) y se
encuentran expuestas al solvente, mientras que Glu12 se localiza hacia el interior de

la proteina.

Sobre la hoja B, las cadenas laterales de Arg25, Lys27, Lys31 y Lys32 se
orientan haéia la fase acuosa, mientras que la de Arg34 estd menos expuesta al
solvente. La cadena lateral de Arg34 esta rodeada por las cadenas laterales de Phe2,
Lys27 y Tyr36, con la que se encuentra involucrada en una serie de contactos cortos

que corresponden a interacciones débiles.
Las interacciones muiltiples entre las cadenas laterales de los residuos, dan

como resultado una estructura tridimensional de ChTX, compacta y ligeramente

semejante a un prolato, de dimensiones 20 x 20 x 25 A (Figura 8c).
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Debido a su contenido de puentes disulfuro, ChTX es un buen candidato para
trabajos de mutagénesis. Y ya que algunas de las cadenas laterales que no son de
cisteina se proyectan hacia el solvente, es dificil que un solo punto de mutacién pueda
ocasionar la pérdida del plegamiento de la toxina.

Park y Miller® centraron su trabajo de mutagénesis dirigida en los residuos
cargados de CTX y mostraron que sélo tres de ellos (Arg25, Lys27 y Arg34) son
funcionalmente importantes. Estos residuos se localizan conjuntamente sobre la
superficie del polipéptido, en la parte correspondiente a la superficie de la hoja f3; en
tanto que, los residuos cargados de la hélice no se encuentran involucrados
directamente con la actividad de la toxina.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se propone una clasificacién de los
residuos expuestos al solvente como cruciales o indiferentes para la funcion de
bloqueo del canal. Se define un residuo como crucial si al reemplazarlo por un residuo
de aminoécido conservado cambia hasta 8 veces o més la constante de la rapidez de
disociacién. De igual manera, un residuo indiferente es definido como tal cuando, al
mutarlo por un residuo no conservado, la constante de la rapidez de disociacion
aumenta menos de tres veces. Con este criterio, 8 residuos se clasifican como
cruciales. Asimismo, 16 residuos caen dentro de la categoria de indiferentes. También
se encontraron cuatro residuos ambiguos con incrementos de la rapidez de
disociacién entre 3 y seis veces para mutaciones conservadas. Esta clasificacion se

muestra en la Tabla Il y la disposicién espacial de los residuos en la figura 9.

Tabla Il. Clasificacién de los residuos de aminoacidos de la ChTX, de acuerdo con su funcién.®

Cruciales Indiferentes Ambiguos

Ser10, Trp14, Arg25, Asn4, Val5, Ser6, Thr8, pGlui, Phe2,
Lys27, Met29, Asn30, Lys11, Glu12, Ser15, Thr3, Ser37
Arg34, Tyr36 Val16, GIn18, Arg19,
Leu20, His21, Asn22,
Ser24, Lys31, Lys32
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ie de van der Waals, determinada por RMN 2-D,*® con

amarillo a Iog residuosé cargados positivamente y rosa a los que presentan capacidad para formar
enlaces de hidrégeno.
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Los residuos de aminodcidos cruciales incluyen grupos con una variedad de
caracteristicas quimicas: con cargas positivas (Lys27, Arg25, Arg34), hidrofébicos
(Trp14, Met29, Tyr36), y con la capacidad de formar enlaces de hidrégeno (Ser10,
Asn30). Por lo que se puede esperar que el sitio receptor esté dotado de un ambiente
quimico muy diverso.

Los ocho residuos cruciales estan espacialmente separados de los indiferentes
y ambiguos sobre la superfcie molecular de la toxina.”® Visto por un ion K* emergiendo
del canal de conduccién, seis de los residuos cruciales constituyen una superfcie
plana de forma triangular que hace contacto con el sitio receptor localizado sobre la
superficie del canal. La superficie de interaccion cubre cerca del 25% de la superficie
molecular de ChTX.

Mediante un andlisis detallado de la
conformacién de la toxina y al considerar
que, 1) la toxina y el canal interactian
minimizando los efectos estéricos, 2) no
existe perturbacién alguna en la estructura
de la toxina cuando se une al canal, 3) el
canal de transporte de K* (canal maxi-K) es

un tetramero simétrico de subunidades
idénticas, y 4) la Lys27 esta fisicamente
ubicada muy cerca de un sitio de unién a K*
en la superficie externa del poro; se ha
podido deducir un modelo del sitio receptor
complementario en el vestibulo externo del

canal de transporte de K* (figura 10).*

104

Figura 10.Modelo propuesto para el receptor de CTX.* (a) Localizacién de los residuos sobre la
superficie de interaccién con respecto al vestibulo teratmérico. (b) Modelo de interaccién toxina-canal.
Lys27, Arg34 y Trp14 estan en contacto con el vestibulo. La posicién de Phe2 es lo suficientemente
cercana para establecer interacciones débiles. Thr3, Ser15, Val16 y Arg19 se ubican lejos de los sitios de
interaccién con el canal.
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2.2.2 Modificacién Quimica de la ChTX

Como ya se ha mencionado, las cadenas laterales importantes funcionalmente,
Arg25, Lys27, Arg34, se encuentran juntas sobre el mismo lado de la molécula,
mientras que los residuos indiferentes Lys11, Glu12, Arg19, His21 y Lys32, ocupan
posiciones sobre el lado opuesto. Esta clara distribucién espacial sugiere que la base
de la molécula hace contacto directo con la boca del canal, mientras que la parte
superior no lo hace. Esta propuesta es reforzada por efectos funcionales ocasionados
por mutaciones quimicas de ChTX, las cuales sugieren que los residuos hidrofébicos
se encuentran también involucrados en las interacciones de unién de la toxina con el

canal.

La iodacién de la Tyr36, y el rompimiento con quimotripsina en Phe2,*
ocasionan efectos adversos sobre las constantes de rapidez de asociacion y
disociacién de la unién toxina-canal. El valor de la constante de rapidez de asociacion
sufre un decremento, mientras que el correspondiente a la disociacién se incrementa

de 20 a 50 veces.**?

Estudios de mutaciones electrostaticas® han mostrado que Phe2 es un residuo
con carécter funcional ambiguo, pero con una ubicacién espacial lo suficientemente
cercana para establecer interacciones débiles con residuos cruciales, mientras que la
Tyr36 es considerada como crucial para la actividad biolégica de la toxina. Ambos

residuos se localizan en la base de la molécula, orientados hacia Arg34.

En el caso particular de la iodacién de ChTX, la disminucién de la capacidad
bloqueadora aparece como resultado de la iodacién de una sola tirosina en la posicion
36 y, posiblemente, de la oxidacion de la metionina en la posicién 29. La inhibicion de
la actividad de, proteinas ocasionada por iodacién de la tirosina, ha s'ido observada
comunmente para diversos peptidos y enzimas.”® Se considera que dicho efecto se
debe al gran tamario del atomo de iodo (similar al didmetro del anillo de benceno), lo
que puede impedir estéricamente al anillo de fenol para interactuar con una superficie
hidrofébica. Ademas, la iodacién puede disminuir el pka del grupo hidroxilo de la
tirosina, lo que perturbaria las interacciones electrostaticas en su vecindad.
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De acuerdo con las caracteristicas estructurales y funcionales que presenta la
ChTX, la unién toxina-canal se lleva a cabo por diversos tipos de interacciones: los
grupos cargados positivamente, y ubicados sobre la superficie molecular de la ChTX,
promueven la interaccién toxina-canal por dos vias: influencias electrostaticas
espaciales y por contacto directo con el canal. Las interacciones hidrof6bicas estarian
relacionadas con los residuos Tyr36, Met29 y Phe2; ademds, se puede considerar la
posible transferencia de carga en diferentes sitios de la molécula de la ChTX cuando
ésta interactia con el canal. Este dltimo tipo de interaccién sera el problema de

estudio a tratar en el presente trabajo de tesis.

ABRR == ==*== 1997



Antecedentes 26

2.3 Estructura Electréonica de Proteinas

En la primera seccién de este capitulo, se cita la importancia de las proteinas
como materiales estructurales y funcionales y la complejidad estructural de las
mismas. Estos aspectos han despertado el interés por lograr una descripcion
microscépica de este tipo de moléculas. A pesar del gran avance logrado en la
caracterizacién estructural y dindmica de este tipo de sistemas,"****' las limitaciones
computacionales y metodolégicas no han permitido lograr una descripcion adecuada
de su estructura electrénica. En esta seccion se dard un resumen de los aspectos
importantes logrados en la busqueda de una descripcién detallada de la estructura

electrénica de polipéptidos.

Un aspecto de particular significado en la estructura de proteinas es, sin duda,
el referente a la existencia de deslocalizacién electrénica general. El esqueleto del
péptido esta formado, como ya se ha mencionado, de la repeticion periddica de

o
]
pequefias unidades resonantes — C— N- ,separadas por carbonos saturados. Por lo

|
H

que a lo largo de la cadena principal de la proteina no puede establecerse
deslocalizacién electrénica. En la estructura proteica existen enlaces secundarios,
llamados enlaces de hidrégeno. Ya que estos enlaces pueden participar en la
deslocalizacién electrénica y transmitir efectos de conjugacion, dicha deslocalizacion
electronica se puede extender involucrando toda la estructura molecular del

polipéptido.

Szent-Gyorgy®>* postulé que la deslocalizacién electrénica puede desempenar
un papel importante en las propiedades de transporte de las proteinas, al proponer
que la transferencia de energia en sistemas biolégicos puede llevarse a cabo por un
mecanismo andlogo al fenémeno de conductividad observado en cristales, y en
particular, que el arreglo regular de los enlaces peptidicos en las proteinas puede
resultar en la existencia de bandas de energia, similar a aquellas que se presentan en
semiconductores. Esta hip6tesis marco la pauta para innumerables investigaciones

experimentales sobre las propiedades semiconductoras de proteinas (y acidos
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nucleicos), a la par de dar origen a diversas discusiones y controversias.

En el campo de la investigacién experimental de este fendmeno, destaca el

1.3*%% quienes establecieron que las proteinas

trabajo realizado por Eley y co
manifiestan conductividad eléctrica. La conductancia especifica, x, de estas
substancias depende de la temperatura de acuerdo con la expresion clasica para

semiconductores:

% = %0€Xp— (AE/ 2KT)ohm'cm

donde yo es una constante, K es la constante de Boltzmann, T es la temperatura
absoluta y AE el gap. Estos autores encontraron valores para el gap de energia en
diversas proteinas, globina 2.97 eV, hemoglobina 2.75 eV, poliglicina 3.12 eV y de
2.92 eV para el monémero de glicina.

Los resultados anteriores condujeron a Eley a postular la existencia de una
semiconductividad electrénica intrinseca en proteinas. El caracter electronico e
intrinseco de la conductividad observada en proteinas fue cuestionado severamente
por diversos autores, quienes estimaron que los resultados experimentales
presentados por Eley no excluian la posibilidad de una conductividad ionica® o
electronica extrinseca,” y por lo tanto a nivel experimental no quedaba claramente
establecida la naturaleza de dicho fenémeno. En el aspecto tedrico tampoco se ha
resuelto el problema de la conduccién electrénica en polipéptidos, y a este respecto se
ha de mencionar que los trabajos de Ladik® y Suhai®*® han servido para poner de
manifiesto el efecto que los métodos y aproximaciones utilizados tienen sobre los

resultados.
Utilizando el método Extended-Huckel, Evans y Gergely®® efectuaron el primer

célculo de bandas de energia para una proteina. Los célculos estuvieron basados

sobre la red conjugada de electrones ©t
—C=0---H-N-C=0-*-H—-N-

formada por enlaces de hidrégeno y que se extiende en direccién perpendicular a la
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cadena polipeptidica principal en las estructuras secundarias hélice o y B-plegada de
una proteina. Coulson® fue el primero en sugerir que el sistema electrénico « arriba

mencionado, puede dar origen a una ruta de conduccién electrénica en una proteina.

o]
]
Considerando que cada unidad péptida — C— N— consiste de un sistema deslocalizado
|

H
de electrones =, asociados con los orbitales = de los atomos de C y O junto con el
orbital del par libre de electrones del &tomo de N, Evans y Gergely propusieron que la
deslocalizacién electrénica ocurre a través de los enlaces de hidrégeno, para dar lugar
a un acoplamiento electrénico entre todas las unidades péptidas de las cadenas
enlazadas por hidrégeno. De lo anterior se obtiene que para una cadena de n
péptidos, enlazada por hidrégeno, los tres niveles discretos de energia n de cada

unidad péptida pueden ensancharse en tres bandas de energia de n niveles cercanos.

Para un sistema polipeptidico como el mostrado en la figura 5(a), el estado
intrinseco de semiconduccién se obtuvo por la excitacién de electrones a través de la
energia del gap, &, entre la banda mas alta ocupada y la banda mas baja
desocupada, como se muestra en la figura 11. Asumiendo una estructura trigonal para
el nitrégeno del amino, Evans y Gergely obtuvieron un valor de 3.05 eV para el gap y
de 0.26 eV y 0.12 eV para el ancho de la bandas de valencia y conduccion,

respectivamente.

Algunos afos mas tarde, Itoh® utilizé funciones orbitales de Bloch para los
electrones del sistema formado por enlaces de hidrégeno, obteniendo anchos de
banda y un valor de 4.4 eV para &,. Algunos célculos posteriores®™’* utilizaron datos
espectroscépicos obtenidos para los péptidos y asignaron valores a ciertas integrales,
ademas de considerar el par electrénico libre de los a&tomos de oxigeno.

El concepto de deslocalizacion electrénica © a través de los enlaces de
hidrégeno fue tomado en cuenta al incluir dentro de la base de orbitales atémicos el
orbital vacio 2p del atomo de H. Como resultado de estos calculos se obtuvo el
esquema de bandas de energia mostrado en la figura 11. Este esquema consiste de

dos bandas & y una banda n, con ancho de banda de alrededor de 1 eV y un gap de
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energia del orden de 5-7 eV. Este valor del gap excluye definitivamente la posibilidad
de una significativa generacion intrinseca de portadores de carga moviles en las

estructuras hélice o y B-plegada.

te
tl Figura 11. Formacién de la estructura de
e TTTToT bandas de energia para un polipéptido con
estructura [3-plegada.75 W, corresponde al
: P ancho de la banda de conduccién y W, al
Unidad péptida de la banda de valencia.

Los célculos de bandas de energia para estructuras de proteinas hasta ahora
se han descrito baséndose en la posibilidad de deslocalizacién electrénica a través de
los enlaces de hidrégeno entre las unidades péptidas. Célculos mas recientes, han
mostrado que es posible la formacién de bandas de energia de amplitud considerable
debido a las interacciones atémicas que se suscitan a lo largo de la cadena

polipeptidica principal. Esta aproximacion sigue la propuesta de Brillouin’, en la que

los grupos
O H
no1
& |;]_ b= ?_
H R

de la cadena polipeptidica constituyen la celda unitaria para un modelo de estructura
periédica de proteina (de acuerdo con la idea original de Laki’’), con los cadenas
laterales (R) actuando como perturbaciones para producir niveles tipo impureza dentro

del gap.

Al calcular la estructura electronica de poliglicina en forma de hélice o, Fujita e
Imamura’® llegaron a la conclusién que hay una considerable mezcla de orbitales ty ¢

en las bandas de energia. Esto indica que los sistemas electrénicos m y ¢ no pueden
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ser tratados independientemente, y que los primeros célculos de bandas de energia
usando solamente los electrones m de la estructura de proteinas requieren
reinvestigacion y posible modificacion. Esta conclusion fue confirmada mas tarde por
los calculos (MINDO/2) de Beveridge y col.” para poliglicina, donde se obtuvieron
valores del gap de 5.7 eV y 6.14 eV para las estructuras hélice o y B-plegada

respectivamente.

Al considerar simultineamente, en una conformacién B-plegada de
poIiincina,°° las interacciones que se dan a través de la red formada por los enlaces
de hidrégeno, y aquellas que tienen lugar a lo largo de la cadena polipeptidica
principal, se observé que la amplitud de la banda de energia depende de la geometria
molecular usada y si se toman o no en cuenta las interacciones con segundos

vecinos.

Se ha encontrado que las amplitudes de las banda de energia son mayores
para interacciones atémicas a lo largo de la cadena principal del polipéptido que
aquellas que resultan de interacciones a través de la red formada por enlaces de
hidrégeno. Esto puede apreciarse en la tabla Ill, en donde se muestran algﬁnos
pardmetros electrénicos caracteristicos obtenidos por Suhai® y Ladik® para la
estructura hoja B-plegada paralela de poliglicina, usando los métodos MINDO/2 y ab
initio SCF LCAO, respectivamente. En el caso del célculo efectuado por Ladik para la
cadena principal, se incluyeron correcciones para efectos de correlacion de largo

alcance.
Tabla Ill. Parametros electrénicos para una estructura B-plegada de poliglicina.75
Cadena Cadena
polipeptidica Enlazada
principal por hidrégeno
_ Suhai®'  Ladik™ |Suhai°®  Ladik™
Ancho banda de valencia (eV) 1.23 1.91 0.31 0.29
Ancho banda de conduccién (eV) |1.68 1.26 0.48 0.14
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Como conclusién de los resultados obtenidos, Suhai®' propone que el
mecanismo mas favorable para el transporte de electrones en proteinas, involucra
conduccidn a lo largo de la cadena principal del polipéptido, mas que a través de la
red pseudoconjugada formada por los enlaces de hidrégeno, y que para que esto
ocurra, se requiere de la interaccion por transferencia de carga con otra molécula.

Por otra parte, el hecho de que la amplitud de las bandas de energia se
encuentre asociada con interacciones atémicas a lo largo de la cadena principal del
polipéptido, sugiere que las propiedades de conduccién electrénica de las proteinas

estan asociadas principalmente con la estructura primaria.

La hidratacién puede modificar la estructura de bandas de energia de una
proteina como resultado de su influencia sobre los valores de permitividad local
(Figura 12a). La presencia de cargas localizadas es otro de los factores que modifican
la estructura de bandas. En la vecindad de un grupo cargado negativamente, las
repulsiones coulémbicas pueden incrementar la energia potencial de los estados
electronicos en esa region, mientras que la atraccién coulémbica originada por la
cercania de grupos cargados positivamente tiende a reducir la energia potencial de los
estados. El efecto de tales interacciones electrostaticas sobre la banda de valencia es

mostrado esquematicamente en la figura 12 (b).

R

conduccion

N\

&g @

aumenta €; ~———)

(b)

Figura 12. (a) Variacién de la estructura de bandas de
® ® energia como una funcién de la permititividad relativa.
(b) La influencia de cargas localizadas sobre Ila
estructura de la banda de valencia. Efectos similares
pueden ocurrir para la banda de conduccion’.
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Petrov y col.® sugieren que las aproximaciones utilizadas en los diferentes
célculos de bandas de energia para proteinas no describen los estados excitados de
las cadenas polipeptidicas, ya que la mayoria de los célculos emplean bases minimas
e incluyen solamente los orbitales de Slater 1s 2s y 2p para los atomosde N, Cy Oy
el orbital 1s para el &tomo de hidrégeno, a pesar de ser conocido que el espectro de
los elementos del segundo periodo de la tabla periédica involucra los estados 3s y 3p.

Petrov y col. proponen para las bandas de energia de una cadena polipeptidica
la forma mostrada en la figura 13. Puesto que los estados 3s y n* se encuentran
mezclados en la banda de conduccién, un electrén puede migrar a lo largo de la
cadena polipeptidica, se encuentre o no presente una estructura de electrones n
asociada con enlaces de hidrégeno en las estructuras hélice o y B-plegada. Estando
en buen acuerdo con Suhai,®' que la ruta de conduccién electrénica predominante se

da a través de los enlaces ¢ de la cadena polipeptidica principal.

Banda de conduccion 3s,3p,TL*(2p)

Figura 13. Estructura de bandas de energia sugerida por
Petrov y col.®® para cadenas polipeptidicas.”

Los estudios mencionados, son sélo algunos de los intentos realizados para
describir la estructura electrénica de las proteinas. A pesar de que la Mecanica
Cuantica se ha distinguido por ser una de las teorias con mayor impacto en el
desarrollo de las ciencias naturales durante el siglo XX, y que, tedricamente,
basandose en sus postulados, se podria describir el comportamiento de cualquier
sistema fisico (electrones, nucleos, atomos, proteinas, minerales, polimeros, etc.)
cuando éste se encuentre aislado o interactuando con otros sistemas (fenémenos
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fisicos, quimicos, biolégicos, etc.), también lo es el hecho de que en la practica sélo es
posible analizar una estrecha gama de problemas, lo cual se corrobora con lo descrito

en esta seccion.

Los recientes avances logrados en el ambito computacional y metodolégico
indican que no esta lejano el dia en que se pueda lograr una descripcién detallada de
la estructura electrénica de proteinas.

Son diversas las opciones metodolégicas con las que actualmente se cuenta
para resolver este problema. Esta tesis se enmarca en la utilizacién de la metodologia
Funcionales de la Densidad con Bases de Ondas Planas (FDBOP), en combinacion
con el cémputo en paralelo (uso de la supercomputadora CM-5) para estudiar “a
primeros principios” el caso particular de la caribdotoxina y su derivado monoiodado.
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3 CALCULOS “A PRIMEROS PRINCIPIOS” DE
ENERGIA TOTAL EMPLEANDO EL ALGORITMO DE
CAR Y PARRINELLO

El floreciente desarrollo de la Mecénica Cuantica a través del presente siglo, y
los extraordinarios avances logrados en materia de cémputo en los ultimos veinte
anos, han permitido explorar con detalle la estructura electrénica de los méas variados
sistemas. Sin embargo, existen complejos problemas al tratar sistemas constituidos
por un considerable numero de atomos. Diversas metodologias “a primeros principios”

se han desarrollado para intentar describir sus propiedades.

Los calculos de la estructura electrénica de sistemas con muchos atomos y/o
electrones requieren de la combinacién de un buen nimero de ingredientes y

aproximaciones.

A través del presente capitulo, se hard una breve descripciéon de dichos
ingredientes y de las aproximaciones realizadas al calcular la energia total de una
molécula con cientos de atomos (una biomolécula).

3.1 Teoria de Funcionales de la Densidad

Al calcular la estructura electrénica de atomos y moléculas, dentro del contexto
formal de la Teoria de Funcionales de la Densidad, el problema central radica en
encontrar la densidad electrénica que minimice la energia total del sistema, de
acuerdo con el funcional planteado por Hohenberg y Kohn:

Elp]=Tlp]+ Vy_ o]+ V._.[p]+Ex_y L

En donde T[p] es la energia cinética del sistema, Vn.e[p] ¥ Vees[p] representan las
contribuciones de la energia potencial debido a las interacciones ntcleo-electrén y

electrén-electrén, respectivamente y Ey.y es la energia de repulsiéon internuclear.
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Para el caso de sistemas multielectrénicos, la ec. (1) involucra interacciones de

muchos cuerpos, con un considerable grado de dificultad para modelar.

De acuerdo con la propuesta hecha por Kohn y Sham®®, el problema de
obtener la densidad electrénica correspondiente al estado de minima energia del
sistema, se resume en un conjunto de ecuaciones monoelectrénicas autoconsistentes,

en el que para los spin-orbitales, ¥ i(r), se cumple que' -
IV VL OV L O VL OO e 6 @

En la expresién anterior, Vy.(r) representa el potencial correspondiente a la
interaccion nucleo-electrdn, V... es el potencial coulémbico clasico repulsivo sentido
por un electrén y generado por el resto de los electrones, y Vy(r) es la contribucién no
clasica al potencial, debido al intercambio y correlacién electrénica. El sistema de
ecuaciones se resuelve a través de un desarrollo autoconsistente, similar al de las
ecuaciones de Hartree-Fock. Una vez obtenido el conjunto de <‘Pi(r)}, se calcula la

densidad electrénica para el caso de espin restringido (capas llenas), de acuerdo con:

r=2%‘1’4r2 3)
p()=2) ¥ ()

siendo n el nimero de electrones que constituyen el sistema. La energia total se

calcula a través de la siguiente ecuacion :

B9, 123, [ (0%, 6K+ [V (olekir+
) @)

A e L RO N

A menos que se indique lo contrario, todas las ecuaciones mostradas se expresan en unidades atémicas.
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La parte derecha de la igualdad, incluye los términos correspondientes a las
energias cinética, de interaccién nucleo-electrén, electrostatica clasica electron-
electrén, de intercambio y correlacion y de interaccién nucleo-nucleo.

Son muy variadas las implementaciones que permiten resolver las ecuaciones
de Kohn-Sham. En el desarrollo de este trabajo de tesis, se emplean
pseudopotenciales para modelar la interacciéon nicleo-electrén, ondas planas para la
expansion de la funcién de onda y una aproximacién local al potencial de intercambio
y correlacién electrénica con la parametrizacion de Perdew-Zunger. =

3.1.1 Ecuaciones de Kohn-Sham en Espacio Reciproco

De acuerdo con estudios realizados en sélidos, cuando se tiene un potencial

87
|

invariante traslacional”’ de la forma:

U(+R)=U(r) (5)

para toda R en la malla de Bravais, las eigenfunciones correspondientes a un

hamiltoniano monoelectrénico:
1 &2
H = —EV +U()|, (6)

se pueden elegir de forma tal, que sean una onda multiplicada por una funcién fi(r)

con la periodicidad de la malla de Bravais :
_ ikr :
Wy (r)=e fj(r) (7)

donde k recibe el nombre de vector de onda y la expresiéon dada por la ec. (7),
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corresponde al Teorema de Bloch. ¥

Al suponer una solucién tipo Bloch para la ec. (2), y al desarrollar f; como una

sumatoria de ondas planas, entonces ¥(r) puede expresarse como:**®°

\ij = ZC j,k+ce[i(k+G)'r] ) (8)
G

siendo G los vectores de la malla reciproca, definidos por GeR=2nm para toda R en la

malla de Bravais y cualquier entero m.

En general, deberia escribirse una funcién como la ec. (8) por cada punto k
permitido en la primera zona de Brillouin, pero se ha encontrado que para calcular
ciertas propiedades de los sistemas periédicos, como es el caso de la densidad
electrénica, sélo es necesario calcularla en un conjunto especial de puntos k y hacer
un promedio de estos valores pesados con coeficientes determinados con respecto a
la simetria presentada por el sistema.” Para obtener el conjunto especial de puntos k,
y sus correspondientes pesos de acuerdo con el tipo de celda unitaria, se han

desarrollado diversas técnicas.**%

El ndmero de puntos k requeridos para efectuar un célculo de estructura’
electrénica, es proporcional al volumen de la primera zona de Brillouin, que a su vez,
es el inverso del volumen de la celda unitaria en el espacio real. Lo anterior implica
que a medida que la celda unitaria en espacio real crece, los puntos k permitidos se
encuentran més cercanos unos de los otros. En consecuencia, el comportamiento de
la solucién en los distintos puntos k es muy cercana, y por lo tanto es factible reducir
el nimero de ellos y tener un aceptable promedio de las propiedades. En el caso
particular de moléculas aisladas, las celdas unitarias en el espacio real son de
dimensiones considerables (superceldas), ya que se requiere evitar posibles
interacciones entre celdas vecinas. Lo anterior permite utilizar un sé6lo punto k en la
solucién de la ecuacién de Kohn-Sham. Dadas las dimensiones del sistema a estudiar

en el presente trabajo, el cdlculo se efectia en un solo punto k.
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Al sustituir la ec. (8) en la ec. (2) y tomar la transformada de Fourier, se

obtiene:

1 —i(k+G)- 1 2 {(k+G')-
—Idre e -5V —Sj +VN—e(r)+Ve—e(r)+ch(r) ch,lﬁG'e[l( il =1
\Y 2 -

(9)
en donde v reresenta el volumen de la celda unitaria. Si se supone que las

eigenfunciones son normalizadas sobre el volumen de la celda, la expresion resultante
corresponde a la ecuacién de Kohn-Sham en espacio reciproco:**

1 .
Y [Elk +G[' 86 + Vy_o(k+G,k+G)+V,_ (G-G")+V,(G-G )]C,-,x+c- =€;x+6Cjxe0

G'

(10)

De esta manera, mientras que la energia cinética es diagonal, los potenciales son
descritos en términos de sus transformadas de Fourier. En el caso del potencial de
interaccién coulémbico clasico, Ve.o(G-G’), éste se determina a partir de la ecuacion de

Poisson: %
V2V, o(r)=—-4mp(r) (11)

La transformada de Fourier de la ec. (11) corresponde a la expresion :

—-i(G-G": G =6"):
jdre HE-C)rg 2y, )= —41tjdre R ) (12)
y a partir de ella se obtiene que:

V“"’(G_G'):MT—(GG—TC'F) (13)
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De manera analoga, v,(G-G’) corresponde a la transformada de Fourier del
potencial de intercambio y correlacién electrénica. Como ya se mencioné al inicio de
este capitulo, en el célculo que nos ocupa, se utilizé una aproximacion local a vy con

la parametrizacion de Perdew-Zunger.*

A partir de p(G), y empleando la expresion:

p(r) =Y p(G)e'*+? (14)
G

se calcula p(r) y con este valor se procede a calcular vi(r) en una malla, para
posteriormente hacer la transformada de Fourier numéricamente sobre la malla, con lo

que se genera Vy(G-G’).

En el caso del potencial de interacciéon nucleo-electrén, éste se aproxima por

medio de pseudopotenciales.

3.2 Pseudopotenciales en la Descripcion de la Interaccién Nucleo-

Electron

De acuerdo con el teorema de Bloch, es factible desarrollar la funcién de onda
completa de Kohn-Sham usando como base un conjunto de ondas planas, lo cual
computacionalmente no es practico, ya que se necesitan un gran nimero de ellas
para describir las oscilaciones que presentan las funciones de onda de los electrones
de valencia en la regién cercana al nucleo (core), y en consecuencia, el calculo de la
estructura electrénica no seria factible debido a la cantidad de tiempo de cémputo
requerido. El empleo de pseudopotenciales en la descripcién de la interaccién nucleo-
electrén, permite el desarrollo de la funcién de onda con una considerable reduccion
en el nimero de ondas planas, y en consecuencia el método se vuelve

computacionalmente viable.®®
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Fermi introduce en 1934 la aproximacién por pseudopotenciales y, un afo
después, Hellmann propone que podria usarse en el célculo de los niveles de energia
de atomos alcalinos.®® El objetivo de esta aproximacién fue simplificar los clculos de
la estructura electrénica, al eliminar los orbitales del core y el fuerte potencial
responsable de la atraccién de los electrones en esa regién, basandose en el hecho
de que un gran numero de las propiedades fisicas y quimicas de los sistemas pueden

describirse de acuerdo con el comportamiento de los electrones de valencia.

Las funciones de onda de valencia oscilan rdpidamente en la regién ocupada
por los electrones del core, debido al fuerte potencial iénico presente en esa region.
Debido a estas oscilaciones, se mantiene la ortogonalidad entre las funciones de onda
de los electrones del core y los electrones de valencia, requerida por el principio de
exclusién. Al no considerar en el célculo los electrones de la regién del core, el
potencial en dicha zona se suaviza (es menos atractivo) y, por consiguiente, las
funciones de onda de valencia (pseudofunciones) no presentan nodos ni rapidas
oscilaciones en tal region (funciones suaves). Por lo que el numero de ondas planas

necesario para describirlas se reduce considerablemente.

Inicialmente, los pseudopotenciales se obtenian modelando el potencial total
efectivo que actia sobre los electrones, de manera que éste fuese suave en la region
del core, utilizando parametros que eran ajustados hasta reproducir los datos
experimentales como estructuras de bandas en sélidos. Estos pseudopotenciales se
emplearon principalmente en el estudio de semiconductores, y fueron llamados

pseudopotenciales empiricos.

Phillips y Kleinman,”® basandose en el método de cdlculo de bandas “a
primeros principios”, llamado OPW (orthogonalized plane waves), encontraron una
justificacién teérica al uso de esta aproximacion. Son muy diversos los modelos que
han sido desarrollados para generar pseudopotenciales “a primeros prfncipios”, entre
los que se encuentran: pseudopotenciales Phillips-Kleinman; con conservacion de la
norma; Kleinman-Bylander y del tipo convergentes y transferibles. Este ultimo modelo
fue empleado en la generacién de los pseudopotenciales utilizados en este trabajo. .
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El desarrollo de los pseudopotenciales convergentes y transferibles tuvo como
punto de partida el hecho de que la convergencia en la energia cinética de un
pseudoatomo vy la del sélido que lo contiene son muy semejantes. % La convergencia
de la energia cinética del pseudoatomo es un indicador de gran precision de la
convergencia en la energia total y constituye una medida indirecta de la convergencia
en la energia del sélido que lo contiene. Esto origin6 el uso de pseudofunciones con
convergencia rapida en la energia cinética en la generacién de pseudopotenciales a
través de la inversién de la ecuacion de Kohn-Sham. El objetivo es obtener una
pseudofuncién controlando convergencia en la energia cinética y la transferibilidad del

pseudopotencial a otros ambientes quimicos.

Tomando como punto de partida estos criterios, el pseudopotencial se genera

modelando la pseudofuncién de onda ,, a través de funciones de Bessel esféricas ji:

\Ppl‘—‘e(rc—r)i Otiji(qi-r)+9(r-rc)¢l(r) (15)

i=1

donde q; son vectores de onda, seleccionados de tal forma que la pseudofuncién es
igual a la funcién real para r igual o mayor que un cierto radio de core, r.. Para que el
pseudopotencial generado sea transferible a otros ambientes quimicos, las derivadas
logaritmicas de la pseudofuncién y de la funcién real deben ser las mismas.

En lo que respecta a la convergencia en la energia, la estrategia para
alcanzarla rapidamente consiste en imponer un corte, g, en la definicion de la base,
con lo que se hacen a un lado las contribuciones a la energia cinética provenientes del
intervalo (q. — <) en espacio reciproco, y asi, al minimizar dichas contribuciones, se
asegura una mejor representacién de la energia cinética total del sistema. Ambas
restricciones pueden tratarse de forma simultanea, minimizando la siguiente ecuacion:

Bl - J¥rew e 6 - fq”“’l(‘*lz“q ) (16)

i=1

(1—3)[2” (x(Ei)—y(Ei))Z]
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donde ¥, que es funcién de la energia, representa la derivada logaritmica de la funcion
real para cierto radio de core. La funcion y representa la derivada logaritmica de la
pseudofuncién. De esta manera, se obtiene la constante o (presente en la ec. 15).
Invirtiendo la ecuacién de Kohn-Sham utilizando la pseudofuncién generada, se

obtiene el pseudopotencial. **

La forma general del pseudopotencial generado es :
VN =2‘Ylm <vl>Ylm‘ (17)
1

Para llevar a cabo el estudio de la estructura electrénica de una molécula con
el método FDBOP, es necesario generar un pseudopotencial por cada diferente atomo
presente. % Sumando los pseudopotenciales para cada tipo de atomo, cada uno
multiplicado por un factor de estructura® (ecuacién 18), que contiene la informacion
de la posicién del ion en la molécula, se obtiene la aproximacion al potencial total de
interaccién ntcleo-electrén, Vi.e, de la ec. (10).

Su(G —G')= vaze—i(G—G')rB (18)
¢’ B

Para el caso de un sistema poliatémico, el pseudopotencial total es:

Voa(k+Gk+G) =Y 8,(G-G)Vyqk+Gk+G) (19)
o

donde o etiqueta los diferentes atomos, S, es el factor de estructura definido en la ec.

(18) y Vni, €s ld transformada de Fourier del potencial no local.
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De especial relevancia son los parametros radio de core, r;, y energia cinética
méxima, qc, ya que deben ser fijados de forma tal que el pseudopotencial sea el
éptimo, esto es, que sea generado con el minimo de ondas planas, la pseudofuncion
se desarrolle con el nimero minimo de funciones base, y el pseudopotencial sea
capaz de reproducir resultados precisos. No obstante lo anterior, r y g no son
pardmetros arbitrarios. r. se escoge de acuerdo al formalismo descrito en parrafos
anteriores y q. tiene un valor minimo para el cual la energia del sistema ha convergido
por completo. *

3.3 Métodos de Minimizacion Iterativa

Como ha sido mencionado con anterioridad, en el contexto de la Teoria de
Funcionales de la Densidad, el problema del célculo de la estructura electrénica de un
sistema se reduce a resolver el conjunto de ecuaciones propuestas por Kohn-Sham
ec. (2), que en espacio reciproco adquiere la forma de la ec. (10) y habitualmente se
resuelve diagonalizando la matriz resultante. El costo computacional de la
diagonalizacién de dicha matriz se incrementa como la tercera potencia del nimero de

funciones base.

En un célculo de estructura electrénica, utilizando pseudopotenciales, aun para
sistemas que contienen unos cuantos atomos en la celda unitaria, el nimero de ondas
planas por cada atomo es del orden de 100 en los casos mas favorables, lo que
marca una gran limitante en el numero de atomos por celda unitaria que se pueden
estudiar. El uso de técnicas alternativas, como dindmica molecular® y gradientes
conjugados'® en la diagonalizacién de matrices, ha permitido incrementar en un orden
de magnitud el nimero de atomos o electrones de los sistemas a tratar.
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La filosofia de los célculos de estructura electrénica donde se emplean
pseudopotenciales se transformé con el método de dinamica molecular, desarrollado
por Car y Parrinello.” En lugar de determinar el conjunto minimo de coeficientes de
ondas planas diagonalizando la matriz de Kohn-Sham, Car y Parrinello consideraron
que una minimizacién directa de la energia tendria mayor eficiencia si los grados de
libertad i6nico y electrénico se trataran en forma equivalente. Para realizar la
minimizacion introdujeron una técnica iterativa de optimizacién, donde los coeficientes
de las ondas planas son tratados como particulas ficticias interactuando a través de
un lagrangiano clasico. La integraciéon de las ecuaciones de movimiento para estas
particulas conduce a la configuracién que minimiza la energia total del sistema.

El método de gradientes conjugados'® consume en ciertos casos, un orden de
magnitud menos de tiempo de CPU que los mejores esquemas de dinamicas
electrénicas ficticias. Sin embargo, la memoria disponible en las supercomputadoras
vectoriales convencionales limita ambos métodos a sistemas que involucran alrededor

de 100 atomos.

Aunado a las técnicas mencionadas, el uso de computadoras masivamente
paralelas abre una nueva expectativa para el estudio de sistemas con un gran nimero
de 4tomos o electrones, ya que el tiempo empleado por el proceso se reduce. En este
trabajo de tesis, se utilizd la versién paralelizada del cédigo, que incluye como método
de minimizacién iterativa, la dinamica molecular de Car y Parrinello.

3.3.1 Algoritmo Car-Parrinello

El método consiste en aplicar el formalismo de la dindmica molecular al
problema de encontrar el conjunto de coeficientes {c;} que satisfagan la ec. (10). El
problema a resolver es encontrar aquél conjunto de posiciones de las moléculas {x;}

que cumplan con las ecuaciones de movimiento :

d dL = dL
+ —

el e 20
dt ox; Ox; o

0,Vx

i
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El lagrangiano esta definido por :
L=T-V (21)
En la expresién anterior, T representa la energia cinética y V la energia potencial.
Car y Parrrinello aplicaron esta idea en el espacio de funciones en las cuales

se desarrolla la funcién de onda. * Un lagrangiano para un sistema electrénico se

define como:®®

‘I.’i>_E[{‘|fi}’{Ri}{an}] (22)

L=Z ll<\|}i

donde p es una masa ficticia asociada con la dindmica de los coeficientes de la
funcién de onda, E es el funcional de energia de Kohn-Sham que ocupa el lugar de la
energia potencial en una formulacién clasica del lagrangiano, R, es la posicion del ion
l, y o, define las dimensiones tamafio y de la celda unitaria. Adicionando al
lagrangiano la restriccién de ortonormalidad para las funciones de onda , la expresion

resultante es: %

L = z H<‘I’il‘l.’i>_ E[{Wi}’{Ri}’{an}]+
> aulfviewen s, ]

(23)

Entonces las ecuaciones de movimiento para los estados electrénicos serian de la

forma:
dfoL |__ oL e
dt [ 0V ; v ;

dando lugar a:
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Wy, = —Hyi+ Y Ay (25)
i

Con el objeto de hacer la ec. (25) mas tratable, los multiplicadores
indeterminados de Lagrange se consideran independientes del tiempo, con lo cual las
funciones de onda obtenidas en cada intervalo de tiempo no son ortonormales, por lo
que la ortonormalizacién tendrd que hacerse posteriormente. De esta manera, sé
puede trabajar con una ecuacién de movimiento para las funciones monoelectronicas
parcialmente restringida, donde los multiplicadores indeterminados son aproximados a

través de los valores esperados de las funciones de onda: P

Wy =_[H_}\‘i]\|li (26)

Empleando el algoritmo de Verlet'®' para integrar la ecuacién anterior se tiene: 88

At?
‘I’i(At)= 2‘I’i(o)—\lfi(‘ At)"T[H_xi]‘l’i(O) (27)
Siendo At la longitud del paso en el tiempo, yi(0) el valor del estado en At presente y
yi(-At) el valor en el paso anterior. La ec. (27) se resuelve de manera autoconsistente
hasta obtener una solucién estacionaria, teniéndose una ecuacion de este tipo por

cada orbital que se desee calcular. Después se tendra que ortonormalizar la funcion

de onda.

El conjunto de soluciones estacionarias {yi} a las ecuaciones como la ec. (27),

son las soluciones que satisfacen las ecuaciones de Kohn-Sham.

Al considerar una base de ondas planas para desarrollar la funcion y; (ec. (8))

e integrando la ec. (26), ésta se transforma en:
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=

1
HCivic = —|:—2‘|k +G‘2 _ki:|ci,k+G =
Y [y (k+G,k+G")+ v, . G-G)+v . (G-GHI, .q
o
(28)

Se tiene una ecuacién como la anterior por cada coeficiente del orbital ;. Integrando
el conjunto de ecuaciones resultantes con el algoritmo de Verlet, en el contexto de un
esquema autoconsistente, se obtiene el conjunto de coeficientes {ci} que cumplen con
la ec. (10).

En la figura 14 se esquematiza el algoritmo de Car-Parrinello, implementado
por Brommer y col.' en una supercomputadora con arquitectura paralela. Comienza
tanto con una configuracién iénica como con una funcién de onda de prueba, con un
conjunto inicial de coeficientes de ondas planas. A partir de esta funcion de onda, se
calcula una densidad de carga inicial, la cual es usada en los potenciales de Hartree,
intercambio y correlacion y en los pseudopotenciales local y no local.

Enseguida, se calcula la energia total correspondiente a la funcién de onda de
prueba y los coeficientes de las ondas planas son actualizados a través de la
integracién de sus ecuaciones ficticias de movimiento, de acuerdo al esquema de Car-
Parrinello.

Después de la integracién de las ecs. de movimiento, la funcién de onda es
reortogonalizada y partiendo de este punto, comienza la siguiente iteracién. Después
de cada cinco a diez iteraciones, se calculan las fuerzas i6nicas y los iones son
movidos con objeto de relajarlos simultdineamente con la funcién de onda. Este
desarrollo continia hasta que ya no se observa un cambio sustancial en la energia
total y fuerzas iénicas de una iteracién a la siguiente.
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Grados clasicos

de libertad

~ “

Elegir un conjunto inicial {C n.k+G }, {Rl }{L} —y {X j }

.

»| Calcular p(r)— V. (p)=Va()+ V()

Calcular el funcional de energia total

Elp,R}LH=Tp]+ J‘(Vel—ion + Ve %1 + Vg, ion

Calcular  fuerzas z y actualizar {x j}
x

Geometria de equilibrio '

Figura 1;12 Algoritmo de Carr-Parrinello implementado en una supercomputadora con arquitectura
paralela ™.
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3.4 Uso de Superceldas

Cuando se utiliza una base de funciones periddicas, como las ondas planas, en
la descripcién de un sistema no periédico, los resultados que se obtienen son
erréneos si no se restablece la no periodicidad del sistema de alguna forma. La
manera de hacerlo, consiste en crecer el tamafio de la celda unitaria para evitar
cualquier interaccién del sistema con las celdas vecinas. En teoria, se requeriria una
celda de dimensiones infinitas para aislar por completo al sistema, vy
consecuentemente el célculo no seria viable, pues el nimero de ondas planas crece
con el tamafio de la celda de acuerdo con la relacion GeR=2rm, donde G son los
vectores de la malla reciproca, R los vectores de la malla de Bravais y m es cualquier

entero.

Rappe® e Ireta,*”'® entre otros, han aplicado exitosamente la técnica de la
supercelda en el estudio de moléculas pequefas. En dichos trabajos, se han utilizado
superceldas de dimensiones tales que aseguren que las moléculas se separan por lo
menos la suma de sus radios de van der Waals. Los pseudopotenciales utilizados por

ambos, fueron del tipo convergentes y transferibles.

En su trabajo, Ireta hace la descripcién de la molécula de cisteina, la cual
contiene todos los atomos presentes en polipéptidos comunes (C,H, O , N, y S),
analizando parametros y propiedades de enorme interés. Los pseudopotenciales
generados para dicho estudio, fueron utilizados en el célculo efectuado en el presente

trabajo de tesis.

3.5 Blandura Local: un Criterio de Reactividad en la Teoria de Funcionales
de la Densidad

Entre las caracteristicas principales de la Teoria de Funcionales de la Densidad
(TFD), se encuentra la posibilidad de poder identificar parametros de su formalismo

matematico con parametros de reactividad quimica.5

Uno de estos parametros, descritos por TFD, es la blandura:*'*
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=[N (29)

m v(r)

el cual se encuentra relacionado con fluctuaciones en la densidad electrénica. En la
ec. anterior, N es el niumero de electrones del sistema, p representa el potencial

quimico y v es el potencial externo.
La blandura local fue introducida dentro del contexto de la extensiéon a

temperaturas finitas de la TFD.'® En este formalismo, el gran potencial es un

funcional de la densidad :
Q= (v -mwpd + Flo(] (30)

F[p(r)] es un funcional universal de la densidad, que incorpora la energia cinética, la
interaccién electrén-electrén y un término de entropia. En esta representacion de TFD,

las variables naturales son la temperatura, T, volumen, V, y el potencial quimico.

De acuerdo con Yang y Parr,'® la blandura local es definida como

Tres expresiones alternativas para s(r) le han conferido a esta cantidad un
lugar preponderante entre los indices de reactividad local definidos en el contexto de
TFD. La primera expresion fue obtenida por Yang y Parr,'®

s(1) = (P ON )= (p @NN)) (@2)
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donde N es el nimero de electrones, y < > implica un promedio sobre el ensamble
gran candnico. Esta expresion indica que fluctuaciones locales en p(r) van
acompafiadas con cambios en la blandura local. Yang y Parr sefalan que la
relevancia de este hecho en catdlisis, esta relacionada con la idea de Falicov y
Somorjai'® que la actividad catalitica en metales de transicion estd asociada con
fluctuaciones electrénicas de baja energia. La segunda relacién establece que la
blandura local y la derivada de la densidad con respecto al nimero de electrones, la

funcién de Fukui,' f(r), tiene la misma informacioén local

s(r)= a;—(’) = Sf (1) (33)
v(r)

y la blandura global>'** viene dada por
S = js(r)dr (34)

Como ha sido indicado,'™ si se emplea la aproximacién de "core congelado®,
f(r) se reduce a la densidad del orbital mas alto ocupado o a la densidad del orbital
mas bajo desocupado (orbitales de frontera), dependiendo del proceso de
transferencia de carga considerado para realizar la derivacion con respecto a N;
consecuentemente, la ec. (33) indica que s(r) incluye el comportamiento de los

_orbitales de frontera como un caso limite. La tercera expresién,'®

)] 2N

(35
0 v(r) T :

da una interpretacién de s(r) de gran interés para el propdsito de obtener un indice
que distinga capacidades regionales para efectos de transferencia de carga: /a
blandura local proporciona una medida de la capacidad de ese sitio para aceptar o

donar electrones en un punto particular del espacio de acuerdo al cambio de potencial
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externo en ese punto, cambio que puede suscitarse cuando otra especie quimica

interactia con esa zona del sistema.

La utilidad de la dureza y la blandura en sistemas extendidos se ha sefalado

109.110.111 gj se considera la superficie de

en diversas aplicaciones de estos conceptos.
un semiconductor, se puede extender la definicién de s(r), dada por Yang y Parr para

metales, a sistemas con un gap.

El tratamiento de las siguientes ecuaciones se ha hecho por simplicidad a
temperatura cero, pero puede extenderse a una temperatura finita. La densidad de

carga p(r) para un sistema en estado sélido puede expresarse como

n
p(r,p) = [dEg (E,1) (36)
0

donde g(E,r) es la densidad de estados local

9(E;r) = Y [wi(r)[*3(E-E)) (37)
i

El potencial quimico, u, es igual al nivel de Fermi Er. La funcién de onda yi(r) esta
asociada con el eigenvalor E;. De acuerdo a la definicion de s(r) dada en la ec. (31), se
puede tomar la derivada de la densidad con respecto al potencial quimico. Empleando
las ecs. (31) y (36), la blandura local puede escribirse en la forma:

B+
d

[M Eg (E,r) (38)

] = lim —
a}l T,v(r) 51.1—)08”,

que es una expresion del tipo "core congelado". En general, du puede ser positivo o
negativo, por lo que tiene dos derivadas diferentes, asociadas a procesos de

transferencia de carga en dos direcciones opuestas.

ABRR = #=w= 1997



Célculos "a primeros principios” de energia total empleando el algoritmo de Carr-Parrinello 53
— ——

De acuerdo con el material presentado a lo largo de este capitulo, es factible
utilizar los datos obtenidos por el método FDBOP vy el formalismo dado por la TFD,
para estimar teéricamente el comportamiento de diferentes sitios en una molécula al
interactuar con otro sistema y desarrollar un estudio de estructura electronica de
caribdotoxina monoiodada y el efecto que sobre ésta tiene la yodacién en el residuo
Tyr36.
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4 CALCULO DE LA ESTRUCTURA ELECTRONICA DE
LA CARIBDOTOXINA MONOIODADA

La iodacién radiactiva es una técnica empleada con frecuencia para marcar
una proteina con un isétopo radiactivo con el propésito de determinar la presencia de
cierto aminoacido en la estructura o si es trascendental para la estructura y funcién de
la misma. Esta modificacién quimica se efectia primordialmente sobre la tirosina,
debido a que su grupo fendlico es muy vulnerable a la iodacién directa, aunque los
grupos R de la histidina, cisteina y metionina también son susceptibles de ataque. El

25| &s uno de los nclidos de iodo mas utilizado para estos propdsitos.

Son diversos los agentes empleados para el marcaje radiactivo de proteinas y
particularmente de ChTX con '®L.*'"? En el rango de valores de pH 7-8, la posicion
orto del anillo aromético de tirosina es activado para un ataque de naturaleza
electrofilica, a causa del efecto donador del grupo hidroxilo.

La reaccion general que se efectua es:

leI
Polipéptido —CHz —@—OH Mareadory, polipéptido —CHz H

La geometria de ChTX se obtuvo a partir de datos experimentales de
RMN.2443""3 | a jodacién se efectud sobre el residuo Tyr36 (fig. 15a). La distancia Car

se ajusté a un valor promedio de 2.09 A."™

Para el célculo sélo se consideré el derivado monoiodado, por ser éste el que

ha sido estudiado a nivel experimental. .
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"5 lealizan el célculo de la estructura

En un estudio previo, Ireta y col.
electrénica de ChTX y de ChTX sin la estructura hélice o. En sus resultados se
aprecia claramente que la forma de N(E) para ambos polipéptidos es practicamente la
misma. La semejanza observada en N(E) entre ChTX y ChTX-hoja B sugiere que la
forma de esta cantidad es independiente del motif estructural (hoja B o hélice o). Este

célculo utilizé un corte en la energia de 6 Ry.

Tomando como base el argumento dado por el estudio mencionado en el
parrafo anterior, se decidi6 aislar la hoja B plegada antiparalela (figura 15b). Este
elemento de estructura secundaria contiene la mayor parte de la zona deinteraccion

con el canal de K* y el tnico residuo de tirosina presente en la molécula.

Se realizé el célculo de la estructura electrénica para dicho fragmento, con y

sin iodacién (fragmentos ChTX-hoja B y ChTX-hoja B iodada). Las dimensiones de las

-superceldas empleadas para ambos fragmentos fueron: 30.64x18.37x15.14 A. El
tamafio de esta celda unitaria nos permite tratar el sistema de estudio como una

molécula aislada, ya que se incluye un vacio equivalente al menos a la suma de los

radios de van der Waals de atomos adyacentes, evitdndose asi posibles interacciones

entre celdas vecinas.

La estructura electrénica de ambos fragmentos se obtuvo calculando la
energia total del sistema empleando pseudopotenciales, metodologia descrita en el
capitulo anterior. Al emplear una base de ondas planas en la resolucién de las
ecuaciones de Kohn-Sham, es necesario muestrear la Zona de Brillouin (BZ), para lo
que se han desarrollado diversas técnicas; en este caso particular se ha utilizado el
punto I(0,0,0), ya que ha dado resultados aceptables en el tratamiento de

m0|éCU|aS.1oo'103'116'117
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También se ha hecho mencién en este trabajo del rol preponderante que en
esta metodologia juegan la precision en la descripcion de la interacciéon electron-
electron y la base empleada para la expansién de los orbitales de Kohn-Sham. El
calculo se efectué con una aproximacion local al potencial de intercambio y correlacion

(parametrizacién de Perdew-Zunger).”

En el caso de la base de ondas planas, se us6 un corte en la energia de 10 Ry,
aproximacién que debe tomarse con cautela por truncar de manera tan drastica la
base. Sin embargo, en estudios precedentes'® se ha encontrado que a pesar de
utilizar un corte bajo es posible rescatar muchos aspectos de estructura electronica,
tales como enlaces sigma, pi y pares libres. Para el desarrollo se requirieron 31744
ondas planas y la transformada de Fourier se realizé en una malla de 128x128x64.
Aunado a lo anterior, no debe perderse de vista que el sistema de estudio presenta
una carga neta de +4, y que este hecho introduce un factor constante de error en la

energia total, que es inversamente proporcional al volumen de la celda unitaria.'*®

Los aspectos arriba mencionados circunscriben el presente andlisis a un
marco de descripcién cualitativa de la transferencia de carga y capacidad de

interaccion electrostatica.

Ya que sélo se consideran los electrones de valencia, el nimero de orbitales
ocupados para la estructura ChTX-hoja B es de 367 y de 370 para la estructura ChTX-

hoja B yodada. En ambos casos, se evaluaron 34 orbitales virtuales.

Los pseudopotenciales empleados son del tipo convergentes y transferibles,” y

en el caso del pseudopotencial del yodo, éste incluye efectos relativistas.

Con los parametros anteriores, se desarroll6 el proceso autoconsistente en la
busqueda de los eigenvalores para las ecuaciones de Kohn-Sham, bajo el esquema
de Car-Parrinello y dado el tamafio del sistema, se requiri6 del computo en paralelo,
utilizandose la supercomputadora CM-5 con 32 procesadores y 1 Gb de memoria
RAM. La convergencia en la energia total se llevé hasta 10° eV.
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A continuacion se presentan los resultados obtenidos del célculo de densidad
de estados, potencial electrostatico, blandura local, asi como de la asignacion de las

distintas bandas formadas en el polipéptido.

4.1 Densidad de Estados y Estructura de Bandas

Una de las limitaciones que hay que enfrentar al efectuar célculos de energia
total con pseudopotenciales, para estudiar biomoléculas, es que contienen atomos de
primera fila. Esto implica el uso de cortes altos en la energia para generar los
pseudopotenciales, una situacién que practicamente prohibe el estudio de polipéptidos
que contienen cientos de atomos, ya que el nimero de ondas planas en la base es

considerable.

Para realizar célculos de este tipo de sistemas, que sean computacionalmente
factibles, una posibilidad es usar un corte mas bajo que aquél implicado en la
generacién de los pseudopotenciales. Este procedimiento se fundamenta en una
calibracién que proporciona una idea de la cantidad de informacién que se pierde por

truncar la base de esta manera.

Este tipo de calibracién fue hecho recientemente en el estudio de pequefios
sistemas moleculares'® y ya se cuenta con resultados aceptables para un polipéptido
de mas de 500 atomos.'"® Los pseudopotenciales usados en este trabajo fueron

generados con un corte de 40 Ry.”’

A pesar del bajo corte en la energia usado en este trabajo (10 Ry), la densidad
de carga obtenida para las estructuras ChTX-hoja B y ChTX-hoja B yodada, preserva
aspectos relevantes de la estructura electrénica del polipéptido, tal y como ha sido

mostrado en estudios precedentes.'"®
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Para identificar y asignar las bandas formadas a causa de la naturaleza
polimérica del sistema de estudio, las figuras 16 y 17 muestran la densidad de estados
N(E) obtenida en el punto T en la primera zona de Brillouin. La forma de N(E) es
practicamente la misma para ambos polipéptidos. En ambas graficas se aprecia la
clara definicion de seis agrupaciones de estados electrénicos (que a partir de este
momento seran referidas como bandas), etiquetadas en orden ascendente al avanzar

de los niveles mas profundos hacia el nivel de Fermi (Ef).

Las diferencias que se pueden apreciar entre la estructura yodada y la que no
lo esta corresponde a un ligero corrimiento de las bandas hacia la izquierda, debido a
la introduccién de los estados electrénicos del yodo; ademas el nivel de Fermi es mas

profundo para la estructura yodada.
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4.1.1 Asignacion de Bandas

Una caracteristica muy importante de una banda es su dispersion o ancho de
banda, que es la diferencia entre los niveles de energia mas alto y mas bajo. La
amplitud de una banda es determinada por el traslape de los orbitales interactuantes,

a mayor traslape mayor amplitud de banda.

Las caracteristicas electronicas asociadas a cada banda, se obtuvieron a partir
de la proyeccién de la densidad correspondiente (isosuperficies), sobre la estructura
de ambos polipéptidos. Cabe mencionar que los contornos de densidad (figuras 18 -

21), fueron seleccionados con un criterio cualitativo de visualizacion.

Las isosuperficies de densidad para las bandas 1 a 4 de ambas estructuras,
muestran caracteristicas electrénicas muy similares (figura 18). La banda 1 es muy
estrecha y como cabria esperar, la densidad en esta region se encuentra muy
localizada, concentrandose sobre los oxigenos de los grupos carbonilo. En lo que
respecta a la banda 2, esta también es estrecha, existiendo una gran localizacion de la
densidad sobre nitrégenos y azufres. La tercera banda tiene una mayor
deslocalizacién de carga. La densidad se encuentra localizada en los carbonos o
unidos a nitrégeno o azufre y en los enlaces carbono-carbono de las cadenas laterales
hidrocarbonadas. En la cuarta banda la densidad se encuentra localizada en los
enlaces nitrégeno-hidrégeno, oxigeno-carbono y sobre los pares libres del oxigeno. La
banda 5 para ambas estructuras es una banda ancha, con amplio traslape, la
densidad se encuentra muy deslocalizada (figuras 19a y 20a). Es una banda asociada
fundamentalmente a enlaces con hidrégeno. En lo que respecta a la banda 6 o banda
de valencia (en ella se ubica el nivel de Fermi), las contribuciones provienen de nubes
n de anillos aromaticos y pares libres de oxigeno, nitrégeno y azufre. Vale la pena
mencionar que los estados electrénicos correspondientes al yodo s6lo aparecen en

esta banda (figura 20b).
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La figura 21 muestra la banda correspondiente a los orbitales virtuales para
ambas estructuras. Como se puede apreciar, existe una gran concentracion de
estados electrénicos en los residuos Lys27, Lys31, Lys32, Arg25 y Arg34. Estos
residuos se encuentran cargados en la estructura. Lys27, Arg25 y Arg34 son

considerados cruciales para la funcionalidad de la toxina.?

En la tabla IV se muestran los anchos de banda obtenidos para las estructuras

de estudio.
Tabla IV. Bandas caracteristicas de ChTX-hoja B y ChTX-hoja B yodada
Banda Polipéptido Ancho de banda (eV)
1 ChTX-hoja B 1.78
ChTX-hoja B yodada 1.69
2 ChTX-hoja B 1.94
ChTX-hoja B yodada 2.54
3 ChTX-hoja B 2.46
ChTX-hoja B yodada 2.62
4 ChTX-hoja B 1.5¢
ChTX-hoja B yodada 4.62
5 ChTX-hoja B 12.01
ChTX-hoja B yodada 6.28
6 ChTX-hoja B 2.63
ChTX-hoja B yodada 3.08
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Figura 19. Bandas 5 y 6 de CTX-hoja B. Isosuperficies de la densidad local de estados
correspondientes a integrada por bandas de acuerdo a las figura 16 . (a) La banda 5 presenta amplio
traslape. La densidad se encuentra muy deslocalizada. Es una banda asociada fundamentalmente a
enlaces con hidrégeno. (b) La banda 6 (banda de valencia), contiene al nivel de Fermi, las
contribuciones provienen de nubes 7 de anillos arométicos y pares libres de oxigeno, nitrégeno y
azufre.




Figura 20. Bandas 5 y 6 de CTX-hoja B yodada. Isosuperficies de la densidad local de estados
correspondientes a integrada por bandas de acuerdo a las figura 17 . (a) La banda 5 presenta amplio
traslape. La densidad se encuentra muy deslocalizada. Es una banda asociada fundamentalmente a
enlaces con hidrégeno. (b) La banda 6 (banda de valencia), contiene al nivel de Fermi, las
contribuciones provienen de nubes 7 de anillos aromaticos y pares libres de oxigeno, nitrégeno y
azufre. Los estados electrénicos correspondientes al yodo s6lo aparecen en esta banda.
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b) banda de orbitales virtuales, hoja 3 yodada

Figura 21. (a) Orbitales virtuales de ChTX hoja B. (b) Orbitales virtuales de ChTX hoja  yodada.
Existe una acumulacion de densidad en los residuos Lys27, Lys31, Lys32, Arg25 y Arg34. Estos
residuos se encuentran cargados en la estructura. Lys27, Arg25 y Arg34 son considerados
cruciales para la funcionalidad de la toxina.’
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4.2 Potencial Electrostatico

El desarrollo y optimizacion de métodos que permitan la elucidacion y
prediccién del comportamiento reactivo de moléculas ha sido un tema de busqueda
continua en la Quimica Tedrica. Durante la segunda mitad del presente siglo, se han
introducido diversos indices de reactividad con el objeto de proporcionar una medida
de la actividad quimica de regiones de interés en moléculas. Entre estas cantidades
se encuentran las cargas atémicas, érdenes de enlace, densidades electronicas de
frontera y energias de estados de transicion. El potencial electrostatico, V(r) es
generado en el espacio circundante de una molécula por su nucleo y electrones. En
las dos Ultimas décadas, V(r) ha emergido como una herramienta analitica en el
estudio de la reactividad molecular y, a diferencia de otros indices de reactividad, es
una propiedad fisica real que puede ser determinada tanto experimentalmente, por
métodos de difraccién, como computacionalmente. Es a través de este potencial que
una molécula es “vista” o “sentida” electrostaticamente por otra especie quimica que
se aproxima, por lo que V(r) ha sido usado ampliamente para interpretar y predecir el
comportamiento relativo de una gran variedad de sistemas quimicos en reacciones
nucleofilicas y electrofilicas,'">"? interacciones por puente de hidrégeno,'®' difusion de

substratos cargados'® y en el reconocimiento molecular. '*"'2>'2¢

Tanto ChTX como el canal de K, son especies cargadas. En el capitulo 2 se
menciond que la regién del sitio activo de la toxina estaba dotada de un ambiente
quimico muy variado, y que en la interaccién de la toxina con el canal se pueden
distinguir dos tipos de fuerzas: interacciones electrostéticas de largo alcance entre los
sitios cargados de las moléculas e interacciones de corto alcance relacionadas con las
regiones que entran en contacto en el ajuste de la topologia de la toxina con el canal.
El primer efecto puede asociarse con el potencial electrostéatico, mientras que el
segundo, probablemente esté vinculado ademds a interacciones que implican

transferencia de carga.
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En la figura 22 se muestran los potenciales electrostaticos generados para las
estructuras ChTX-hoja B (fig 22b) y ChTX-hoja B iodada (fig. 22c). La figura 22a) es

un indicador de los sitios de interés en la molécula.

En el caso correspondiente a 22b) claramente se distingue que las regiones
positivas est4n asociadas a los residuos cargados positivamente, localizandose una
gran acumulacién sobre Lys 27, Arg34, Lys31, Lys32 y ligeramente sobre Arg25. La
proyeccién del potencial electrostatico se realizé sobre esferas de radio constante (1.5
A). Al proyectar sobre radios costantes de 2.0 y 2.5 A, la acumulacién de carga sobre
Arg25 précticamente desaparece, por lo que tal vez este residuo no es un buen
candidato para interacciones electrostaticas de largo alcance, contrario a lo que ocurre
con Lys27, Lys31, Lys32 y Arg34.

En lo que respecta a la estructura ChTX-hoja B yodada (fig. 22 c), los cambios
observados en el potencial electrostatico son verdaderamente interesantes; la
iodacién no provoca cambios en los residuos Lys31 y Lys32, pero en el caso de
Lys27, se aprecia una disminucién en el caracter positivo de éste; cabe recordar que
ha sido propuesto como fundamental, a nivel de interaccién electrostatica, el papel de
este aminodcido en la unién toxina-canal de K*. En lo que respecta a Arg34, también
se observa un cambio considerable, mientras que el cambio observado en Met29 es
ligero. En el caso de Try36, en la fig. 22b), se observa un caracter practicamente
neutro, mientras que al ser iodada sufre un cambio que va de neutro a ligeramente
negativo, concentrandose carga positiva en el iodo, es decir, se genera una zona
altamente positiva en un lugar en el que no existia antes de la modificacion. Lo
anterior puede generar un impacto en las interacciones hidrofébicas.
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Se mencioné en el cap. 2, que la iodaciéon de ChTX afecta la constante de
disociacién toxina-canal de K*, y que como consecuencia de la iodacién podria darse
una disminucién en el pka del grupo hidroxilo de la tirosina, lo que perturbaria las
interacciones electrostaticas en su vecindad. Se observa que efectivamente, el iodo
introduce un cambio apreciable en el potencial electrostatico, sin embargo, hasta este
momento, el sélo célculo del potencial electrostético no permite establecer una clara
conexién entre el cambio en la estructura electrénica y la alteracién en la funcionalidad

de la toxina.
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4.3 Blandura Local

La capacidad de transferencia de carga fue estudiada utilizando la blandura

19 (cap. 3), existen dos blanduras locales, s'(r)

local.'®'"® Como ya se ha sefialado
relacionada a la transferencia electrénica del polipéptido al canal y s'(r) que mide la
capacidad de aceptar carga de la toxina. La cantidad &u que aparece en la ec. (38),

esta relacionada con el ancho de las bandas de frontera del sistema.

Al analizar s*(r) para la estructura ChTX-hoja B (fig. 23b), se encuentra que no
existe una capacidad donadora especial relacionada con los residuos cruciales. Se
observa capacidad donadora en el d&tomo de azufre de Met29 y en algunos sitios que
no han sido considerados, desde un punto de vista experimental, como cruciales para
la funcionalidad de la toxina. La observacién anterior sugiere que la transferencia de

carga en el sentido toxina a canal, tal vez no sea crucial.

En la fig. 23c), se muestra s*(r) para la estructura que ha sido iodada. Es
sorprendente el ambiente que se genera sobre el iodo, pues cede carga y ademas
tiene posibilidad de ser aceptor de carga del canal.

En el caso de s'(r) para la ChTX-hoja B, mostrada en la figura 24 a), existen
varias regiones con alta capacidad para aceptar carga. Una de ellas esta formada por
Lys27, Met29, Arg34 y Tyr36, la segunda incluye Lys31 y Lys32; y la tercera
solamente Arg25. Como puede apreciarse, son los residuos cruciales los que se ven
involucrados en aceptar carga del canal. Nuevamente, es interesante el papel del
yodo en la estructura (fig. 24 b). Las regiones aceptoras de carga, ven disminuida su
capacidad aceptora, mientras que en el iodo reside parte de esa capacidad.

Podemos apreciar que el impacto del iodo en la capacidad de transferencia de
carga del sitio activo, es global. Ademas, la posible transferencia de carga como una
interaccion de corto alcance, adquiere relevancia en este problema de estudio y tiene

sentido plantear transferencia de carga del canal hacia la toxina.
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Tal y como debia esperarse, los aminoécidos cargados positivamente son
buenos aceptores, pero es interesante observar que aminoécidos cruciales neutros
muestren carécter marcadamente aceptor. Es interesante observar que la mayor parte
de los aminoécidos asociados con las tres regiones mostradas en la fig. 24b), han sido
reportados como cruciales en la actividad de la toxina debido a que alteran la cinética
de la interaccién ChTX-canal principalmente a través del incremento de la constante
de disociacién, Ko en la reaccion®**'? de asociacién-disociacion toxina-canal.

Constante que también es seriamente afectada cuando la toxina es iodada.*'

Los resultados presentados, sugieren que la transferencia de carga es,
posiblemente, uno de los principales efectos estabilizadores del complejo toxina-canal.

Lys31 y Lys32, son aminoacidos cargados, que no afectan la Ky Tal vez un
hecho que induce esta situacién es que se encuentran ubicados lejos de la regiéon en
la cual ChTX hace contacto directo con el canal; otra posibilidad es que la region
correspondiente en el canal no exhiba capacidad donadora de carga. En efecto,
resultados experimentales han mostrado que dichos aminoécidos toman parte en
interacciones de largo alcance,'”'®® lo que se encuentra en buen acuerdo con el
potencial electrostatico que Ireta y col.'”® analizan para la estructura completa de

ChTX y con el presentado en este estudio para la ChTX-hoja f.

Es interesante notar que la regién definida por Lys27, Arg34, Tyr36 y Met29 es
la Gnica que exhibe una combinacién de alta capacidad aceptora, fuerte caracter
positivo, y un atomo (el 4&tomo de S en Met29) con carécter donador de electrones.
Experimentalmente es conocido que esta regién, la cual se encuentra en contacto
directo con la boca del canal, y es la mas activa en los casos de mutaciones, juega un
importante papel en la comprension de la afinidad de ChTX por los canales de K*. De
lo anterior, podemos notar que no es posible explicar el comportamiento de la
interaccién ChTX-canal exclusivamente por efectos electrostaticos. '
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La blandura local, nos ha provisto una util herramienta para tratar de elucidar si
las interacciones de corto alcance pueden deberse a procesos de transferencia de
carga y el sentido en que ésta se da, hecho que se manifiesta con los cambios

inducidos por el iodo en la estructura electrénica de la ChTX-hoja B.

Por lo que en efecto, tal y como lo han propuesto Ireta y col.'®, la combinacién
del potencial electrostatico y la blandura local pueden ser usados para dar una imagen
més rica (electrostética y transferencia de carga) de la compleja interaccion entre

macromoléculas.
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5 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que a pesar de la utilizacion
de un corte bajo en la energia, es factible obtener una densidad electrénica localizada
que permita hacer una descripcién confiable, aunque cualitativa, de los orbitales mas
altos ocupados y aplicar el formalismo de la TFD que caracteriza la reactividad
quimica de una regién de un sistema dado. Es importante destacar un resultado de
este tipo para sistemas moleculares de gran tamafno como el que ha sido estudiado.

Un pequefio cambio estructural como el que se ha hecho al iodar ChTX en el
residuo Tyr36, genera un cambio electrénico considerable en la estructura, lo cual ha
sido mostrado en el potencial electrostatico y la blandura local obtenidos. Este cambio
inducido por el iodo se percibe en una regién extendida del sitio activo de la molécula.
Desafortunadamente, la limitante del corte utilizado en la energia circunscribe el
andlisis a un contexto meramente cualitativo, y a pesar de tener una densidad
electrénica localizada, los cambios observados deben ser interpretados con cautela,
por lo que no se puede hablar de cual es el efecto especifico del iodo a larga

distancia.

La blandura local obtenida muestra cambios al comparar ambas estructuras,
pero no se puede definir de manera contundente una transferencia de carga y el
sentido en que ésta se realiza durante la interaccién toxina-canal, sélo puede
mencionarse que en el caso que ésta exista, debe verse afectada por la iodacion.

En el caso del potencial electrostatico, es claro que el iodo induce cambios

importantes en los amino4cidos considerados cruciales para la funcionalidad de la

toxina.
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La estructura de bandas observada nos indica que, a pesar del corte bajo
utilizado, la densidad de carga obtenida preserva aspectos relevantes de la estructura
electronica del polipéptido, y que independientemente de haber aislado la hoja B de
ChTX, la forma de la densidad de estados, N(E), es practicamente la misma. Es decir,
que la estructura general es independiente del motif estructural.

La combinacién del potencial electrostatico y la blandura local, representa un
esquema de gran utlidad para estudiar las complejas interacciones entre
macromoléculas, pues permiten complementar el estudio de diversas interacciones
(electrostaticas y transferencia de carga).

Finalmente, y en base a los resultados mostrados en este trabajo, el realizar

célculos de energia total empleando pseudopotenciales es una opcién viable en el

estudio de polipéptidos de considerable tamafio.
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