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1. Resumen

Existe un continuo interés en la racionalizacion de los modelos de reactividad
existentes y el desarrollo de nuevos modelos para la comprensién y la prediccion de
reactividad quimica. La comprension y la modelizacién de la reactividad quimica es
el objetivo principal de la llamada teoria conceptual del funcional de la densidad, que
dio origen a indicadores o descriptores tanto globales como locales, entre los cuales
se encuentra la funcién de Fukui.

Basados en la Teoria conceptual del funcional de la densidad se estudié en este
trabajo la reactividad quimica en el sustrato de la enzima crotonyl-CoA carboxila-
sa reductasa, especificamente tomando en cuenta las reacciones involucradas en la
fijacién de CO,. Esto implica la reduccién de los compuestos carboxilicos neutros
a,f-insaturados por un ataque nucleofilico de un anién hidruro de NADPH y el si-
guiente ataque electrofilico por el dioxido de carbono. Esta enzima en la actualidad
se ha estudiado experimentalmente debido a que permite fijar el CO, de la atmésfera
para luego convertirlo en compuestos utiles como biocombustibles, polimeros, etc.

A partir del sustrato original se estudié al 2-butenotioato de metilo tomando en
cuenta que posee dos posibles sitios reactivos. Se validaron los descriptores de reac-
tividad en compuestos «,S-insaturados, especificamente un conjunto de cetonas «,3-
insaturadas. Con los descriptores validados, se estudié la reactividad de ésteres y
amidas «,(-insaturados como posibles sustratos alternativos para la fijacion de COs.
Se encontrd que los valores condensados de la funcién de Fukui lineal dentro de la
aproximacion de fragmento de respuesta molecular describen mejor la reactividad de
las cetonas «,-insaturadas del conjunto de validacién y el mismo descriptor localiza
correctamente el sitio mas reactivo en los ésteres, amidas y tioésteres. Para los dos
procesos relevantes involucrados en la fijaciéon de COs, las amidas presentan la mayor
reactividad en vacio y solucién acuosa en comparacion con los ésteres y tioésteres, lo
cual las hace un candidato ideal alternativo para el estudio a futuro de la reactividad
en la enzima.

También se abordé el estudio de la reactividad quimica de moléculas en solven-
tes explicito y entorno enzimatico. Para esto se disené una metodologia, la cual
consistié en combinar las simulaciones de dindmica molecular Born-Oppenheimer
QM/MM para obtener los microestados (configuraciones) del sistema molecular de
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estudio y luego basados en estructuras representativas, calcular las respectivas fun-
ciones de Fukui condensada atomicas. Finalmente los distintos valores de funciones
de Fukui se ponderaron por la distribucién de Boltzmann para obtener un descriptor
(BW-AC-FF) desde un enfoque macroscopico termodindmico. Asi esta nueva meto-
dologia propuesta permite captar las fluctuaciones de la reactividad quimica debido
a cambios conformacionales del sistema molecular y el efecto polarizante sobre la
densidad electrénica por parte del entorno molecular. Como resultado principal se
pudo evidenciar que el entorno de la proteina aumenta la reactividad del sustrato con
respecto al solvente, mediante la eliminacién de enlaces de hidrégeno soluto-solvente
en los dos pasos elementales del mecanismo de reaccion: el ataque nucleofilico del
anion hidruro de NADPH sobre el tioéster «, -insaturado y el ataque electrofilico
de diéxido de carbono en la especie de enolato formada.



2. Introduccion

El estudio de la reactividad quimica es un campo clave de la investigacién en la
quimica moderna. El concepto de reactividad refleja la susceptibilidad de una sustan-
cia hacia una reaccién quimica especifica, y por lo tanto es importante en diversos
campos como: el disefio de nuevos compuestos, en la comprension de los sistemas
biolégicos, y en ciencias de materiales. Como consecuencia, existe un continuo in-
terés en la racionalizacion de los modelos de reactividad existentes y el desarrollo de
nuevos modelos para la comprension y la prediccion de reactividad quimica. Tales
modelos van desde unos bastante simples basados en electrostatica hasta los mas
avanzados basados en quimica cuantica.

La comprensién y la modelizacién de la reactividad quimica es el objetivo principal
de la llamada teoria conceptual del funcional de la densidad DFT,' % desarrollada
desde finales de 1970 y principios de 1980, por R. G. Parr. La misma se basa en la
idea de que la densidad electrénica es la cantidad fundamental para la descripcién
de estados fundamentales atomicos y moleculares. Parr y colaboradores, y mas tarde
una gran comunidad de tedricos orientados quimicamente, fueron capaces de dar
definiciones nitidas a conceptos quimicos que eran ya conocidos y que habian estado
en uso durante muchos anos en diversas ramas de la quimica (electronegatividad
siendo el ejemplo mas prominente). Esto permitié cuantificar estos conceptos por
una base matematica. Este campo ha permitido poner una base tedrica mas firme a

importantes conceptos conocidos como la mencionada electronegatividad,” la teorfa
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de los acidos y bases duros y blandos, y otros como el principio de maxima

dureza. ™%

En el enfoque de la teoria funcional de la densidad (DFT) a la reactividad quimica,
los indicadores clave de reactividad son las respuestas del sistema a los cambios en los
pardmetros globales (el nimero de electrones, N), y una funcién local (por lo general
el potencial externo, v(r)) que definen el sistema. En cuanto al potencial externo
este esta dado por la energia de atraccién nuclear que forma parte del hamiltoniano
y se denomina externo porque debido a la aproximacion de Born-Oppenheimer se
realiza el calculo mecanico-cuantico para los electrones manteniendo la posicién de
los ntcleos fijos. De esta forma los niicleos son cargas fijas externas que ejercen su
potencial coulémbico a los electrones. Tomando como base la energia del sistema
dependiente del niimero de electrones y del potencial externo, y luego derivando la
misma, se obtienen de manera natural dos tipos de cantidades como se observa en
la figura 2-1. Primeramente se observan cantidades o descriptores globales como el
potencial quimico i y la dureza n y también se observan descriptores locales como
la funcién de Fukui f(r).

Una de las desventajas de los descriptores globales es que indican la reactividad
a nivel general, o sea de toda la molécula. Si en cambio de diferenciar la energia
con respecto a N se considera el potencial externo v(r) se obtienen descriptores
locales que permiten estudiar la reactividad en una parte especifica de la molécula.

Primeramente se tiene que la densidad electrénica se puede definir como:

o(r) = (aa—a)]v (2-1)

donde E es la energia, N el nimero de electrones, y v . es el potencial externo.

Basados en esta densidad electrénica como observable del sistema estudiado se



E = E[N.v(r)]

(ﬂ) e JdE ;
ON v(r) R ((‘)l’(l‘))}\; 2 [I(V)

Potencial quimico electronico Densidad electronica
= -electronegatividad

HE2 ay OFE? _ (Ip(r) — ()
ON?2 v(r) - W =1 i)i\"i)’/(") N B ON v(r) o

Dureza quimica Funcion de fukui electronica f(r)

Figura 2-1.: Esquema de las derivadas de la energia con respecto al nimero de electrones y po-
tencial externo del sistema, obteniendo descriptores globales y locales

tiene que uno de los indicadores de reactividad locales mas comunmente usados son

las funciones de Fukui, las cuales se definen como: el cambio en la funciéon de densidad

p(r, N) de la molécula como una consecuencia del cambio del nimero de electrones

N en la misma, bajo potencial externo constante.?*

e = (T5) 22)

donde p(r) es la densidad electréonica y N es el nimero total de electrones en el
sistema

La funcién de Fukui predice como un aumento o disminucién de densidad electroni-
ca es redistribuida en la molécula. La dependencia en el ntimero de electrones en la
molécula es incluida explicitamente para todas las funciones de la ec.(2-1).

Para las moléculas aisladas a temperatura cero kelvin, la funciéon de Fukui estd mal



definida debido a la discontinuidad en la derivada.?> 2" Para resolver esta dificultad,

se definen las funciones de Fukui por encima y por debajo, usando derivadas de un

lado,
f*(r, N) = <8(p(§r]\,[N)) = lim_ ot PN+5(7“)€— pn(r) (2-3)
f(rN) = <—8(’)ng ) ) _ — lim, g 21 _gpN‘a(r) (2-4)

Cuando una molécula acepta electrones, los electrones tienden a ir a los regiones en
las cuales f*(r) presenta mayor valores, ya que es en estos lugares donde la molécula
es capaz de estabilizar de forma mas eficiente los electrones adicionales. Por lo tanto,
una molécula es susceptible al ataque nucleofilico en sitios donde f*(r) es mayor.
Del mismo modo, una molécula es susceptible al ataque electrofilico en los sitios
donde f~(r) es grande, debido a que en estas regiones la remocién de electrones
desestabiliza la molécula de menor manera. En la teoria conceptual del funcional de
la densidad, las funciones de Fukui son los indicadores clave para la regioselectividad
de reacciones controladas por transferencia de electrones.

En la practica es de suma importancia el estudio de la reactividad, especificamente
el conocer de antemano los posibles sitios més reactivos de una molécula, para lo cual
se utiliza la Teorfa de Atomos en Moléculas (AIM), con lo cual se particiona el espacio
real usando métodos como Hirshfeld-I,2® Hirshfeld, etc, en los cuales se le da un peso
a cada atomo consiguiendo de esta forma condensar la funciéon de Fukui en cada uno
de los atomos de la molécula. Quimicamente hablando la condensacién tiene una
gran utilidad, debido a que permite representar la reactividad en cada atomo de la
molécula y no en puntos en el espacio molecular como lo hace la funcién de Fukui sin

condensar. También permite el estudio de reacciones quimicas regioselectivas, entre



las cuales se podrian nombrar las reacciones que involucran ataques nucleofilicos y
electrofilicos.

En la actualidad la mayor parte del estudio en reactividad quimica se ha realiza-
do tomando en cuenta el sistema molecular de estudio representado por una unica
geometria molecular representativa y mas estable (geometria optimizada), lo cual es
vélido para sistemas en vacio y bajo la influencia de un solvente implicito (medio
dieléctrico isotrépico) pero desconoce la naturaleza estadistica intrinseca del siste-
ma que tiene su base en la mecanica estadistica. Esta naturaleza estadistica se hace
notoria o cobra mas fuerza en sistemas en fase condensada y en sistemas biolégi-
cos, donde coexisten al mismo tiempo diferentes conformaciones moleculares (bajo
ambientes quimicos diferentes) igualmente probables con reactividades quimicas di-
ferentes. Un ejemplo grafico de esto se podria ilustrar en la figura 2-2 donde al rotar
el angulo diedro w se hace evidente la existencia de varios minimos en la energia po-
tencial que podrian presentar reactividades quimicas diferentes debido no solamente
al cambio conformacional sino también al efecto polarizante que ejerce el entorno
sobre la molécula de estudio.

La naturaleza estadistica basada en la mecanica estadistica permite definir un sis-
tema de estudio como un colectivo (macroestado), conformado por diferentes estruc-
turas moleculares (microestados) ponderadas probabilisticamente por la distribucién
de Boltzmann, que tienen en comun propiedades macroscopicas definidas. Para la
bisqueda de las conformaciones (microestados) o puntos en el espacio de fase se
utilizan en la actualidad métodos como los de dinamica molecular o métodos Monte
Carlo. Los métodos de dindamica molecular estan basados en las ecuaciones clasicas
newtonianas para lo cual se supone valida la aproximacién de Born-Oppenheimer en

la cual el movimiento nuclear esta desacoplado del movimiento electrénico (debido
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Figura 2-2.: Fluctuaciones en la reactividad debido a cambios conformacionales y efecto polari-
zante del medio.
a la diferencia notoria de masas entre ambos). Este desacople permite describir el
movimiento nuclear de forma clasica. Las simulaciones de dindmica molecular parten
de la generacién de una distribucion microcanénica a partir de la evolucién tempo-
ral del sistema de acuerdo a las ecuaciones clasicas newtonianas bajo la suposicién
de ergodicidad a tiempo infinito. De esta forma el sistema estard descrito por una
coleccién de puntos en el espacio de fase a nimero de particula N, volumen V y
energia I constantes. Una de las principales desventajas del colectivo microcanénico
es que la mayoria de los experimentos no son a energia constante, para lo cual se
deriva otro colectivo muy importante llamado colectivo canoénico, en el cual se fijan
las propiedades termodinamicas N, V', T', donde T es la temperatura y que se carac-
teriza por un sistema en contacto térmico con una fuente infinita de calor. De esta
forma la energia del sistema puede fluctuar manteniendo la temperatura del sistema

constante, permitiendo describir los sistemas de estudio de manera mas cercana al



experimento.

La reactividad quimica no solo va a depender de las conformaciones del sistema
sino también de las interacciones del sistema y a su vez de factores macroscopicos
descritos con variables termodinamicas como temperatura, densidad o presion entre
otras. Los sistemas bioldgicos presentan desafios a la hora de predecir la reactividad
quimica debido a que las moléculas pueden adoptar diferentes conformaciones in-
ducidas por el entorno y los cambios conformacionales ocurren en diferentes escalas
de tiempo. Durante la simulacién de dinamica molecular o en calculos posteriores
a esta se requiere el uso de métodos para la descripcion de las interacciones del
sistema de estudio, el cual se puede aproximar de diferentes formas. Una forma am-
pliamente usada es dividir el sistema de estudio con métodos hibridos?? que pueden
ser QM/MM, QM/QM/MM en los cuales se hace uso de niveles de teoria mas o
menos rigurosos de acuerdo a la zona molecular a estudiar. El uso de cada una de
estas formas de describir el sistema va a depender también del tamano de sistema
de estudio y el tipo de propiedad que se requiere calcular. En el caso de sistemas
conformados por muchos dtomos como proteinas o fase acuosa se consideran para sus
descripcion campos de fuerza, en los cuales se reemplaza el hamiltoniano mecanico-
cuantico por funciones matematicas que describiran de forma clasica la interaccién
entre atomos. Estas contribuciones en la energia del sistema se pueden dividir bien
sea por contribuciones enlazantes (enlaces covalentes,dangulos de valencia, dngulos
torsionales propios e impropios) y contribuciones a la energia del sistema no enla-
zantes (término atractivo-repulsivo de Lennard-Jones para fuerzas de Van der Waals
y término coulémbico para las interacciones electrostaticas). Para el caso de sistemas
de menor tamano se podria considerar métodos semiempiricos o si se quiere estu-

diar propiedades dependientes de la densidad electrénica seria adecuado considerar



niveles de teoria mas rigurosos como los derivados de la Teoria del Funcional de la
densidad (DFT).

La complejidad en el estudio de la reactividad quimica variaréd tomando en cuenta
diferentes ambientes, empezando con el sistema mas sencillo e ideal que es el vacio,
pasando por el solvente implicito y finalmente a sistemas explicitos como soluto ro-
deado por solvente o considerando el ambiente enzimatico. En cuanto al estudio de
la reactividad de estos sistemas explicitos los mismos son fuertemente dependientes
de las conformaciones e interacciones intermoleculares como se mencioné anterior-
mente, por lo cual se propone en este trabajo una metodologia para el tratamiento

de la reactividad quimica especialmente para fase condensada y sistemas biolégicos

H [0}

0
N _
NADPH & &
CoA %, r CoA — CoA
H3C)\‘)K/ HC | = HC Z
H

H

e
(o]

Figura 2-3.: Reaccién de reduccién y subsecuente carboxilaciéon del Crotonyl-CoA.

En cuanto al sistema de estudio idéneo para este trabajo, se escogieron las reac-
ciones quimicas que involucran el ataque nucleofilico del aniéon hidriro del NADPH
sobre el crotonyl-CoA en la enzima crotonyl-CoA carboxilasa reductasa (CoA =
Coenzima A) y la reactividad del aniéon formado a través del ataque electrofilico
del diéxido de carbono®® (ver figura 2-3). Adicionalmete se puede mencionar que

el estudio de la reactividad del ataque nucleofilico del tioéster «,f-insaturado del



crotonyl lleva consigo un desafio extra debido a que en la misma molécula se en-
cuentran dos posibles sitios reactivos que serian el carbono carbonilico y el carbono
beta. Tomando en cuenta esta dualidad en cuanto a la region més reactiva se tuvo
que validar cada uno de los descriptores globales y locales basados en modelos de
energia lineales y cuadraticos, comparandolos a su vez con datos experimentales de
constantes de velocidad de reaccién para compuestos organicos «,(-insaturados.
Cada una de las reacciones quimicas de reduccion y carboxilacién mencionadas

130 en el entorno en-

anteriormente se estudiaron experimentalmente por Erb et.a
zimatico. De esta forma si se quiere comparar dicha reactividad quimica se debe
de considerar el entorno de la enzima crotonyl-CoA carboxilasa reductasa, lo cual
incrementa la complejidad del sistema estudiado. En cuanto a la importancia de
esta enzima se tiene que recientemente se ha evidenciado que enzimas de la misma
familia han mostrado ser capaces de catalizar varios tioésteres con diferentes susti-
tuciones de la cadena alquilica.?! La posibilidad de usar sustratos alternativos para
la reaccién catalizada permite una posible aplicacién de estas enzimas en procesos
industriales para crear compuestos organicos valiosos. Sin embargo para encontrar
estos sustratos alternativos se requiere un método sistematico y racional que conserve
o aumente la reactividad del sustrato sin alterar la uniéon con la enzima mantenien-
do la accion catalitica de la enzima. En procesos bioquimicos, sustratos como los
tioésteres «,B-insaturados estan envueltos en la sintesis de acidos grasos y juegan
un papel importante en varios de estos procesos. Recientemente se ha evidenciado
que participan en la fijacién de diéxido de carbono en ciclos alternativos de fijacién
del carbono.??3234 En este ciclo uno de los pasos importantes es la reduccién del
tioéster «,f-insaturado por el i6n hidruro de la nicotinamida adenina dinucleétido

fosfato(NADPH) para producir el enolato que se unira al COy como se muestra en
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la figura2-3 y que corresponden a las reacciones de estudio en este trabajo.

2.1. Estado del arte

Los descriptores de reactividad han sido usados en diversas areas, como la quimica

35-39

organica para el estudio de reactividad de compuestos organicos, en la bioquimi-

ca computacional para el acoplamiento molecular“’ y la deteccién de sitios activos.*°
También se ha utilizado en el estudio de mecanismos de reaccion mostrando una im-
portancia creciente dentro del campo de la catélisis enzimatica. Como primeros pasos
en el estudio de sistemas biolégicos se han reportado en la literatura diferentes tra-
bajos en los cuales se abordan variaciones en la reactividad quimica inducidos por
cambios conformacionales y de ambiente considerando diferentes estructuras pun-
tuales con variada afinidad o variando las estructuras proteicas en el analisis. 044
En cuanto a la influencia del medio solvente se podria mencionar los trabajos de
Fuentealba et al.,en donde se estudio la funciéon de Fukui en ambientes homogéneos
como solventes usando el modelo de solvatacién Onsager.*>*También se estudio
el efecto del solvente implicito en descriptores globales como electrofilicidad por
parte de Perez et al.#” Recientemente Padmanabhan et al. realizaron estudios con

4849 en los cuales se utilizé el modelo

modelos de solvente implicito mas avanzados
de solvatacion COSMO para estudiar el efecto de la solvataciéon en la reactividad de
una serie de clorobencenos utilizando descriptores locales y globales . Estos métodos
toman en cuenta la polarizacién de la densidad electrénica debida a propiedades
macroscopicas dieléctricas del ambiente pero ignoran las interaccién locales explicitas
como los puentes de hidrogeno y su dindamica intrinseca, lo cual afecta la descripcién

del sistema y a su vez la estimacién de la reactividad local.

Otros estudios han considerado la dependencia conformacional de descriptores de
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reactividad en vacio. Tal es el caso de Parthasarathi et al. que analizaron descrip-
tores de reactividad global como dureza quimica, potencial quimico, electrofilicidad
con respecto a modos normales y rotaciones internas.’® Considerando métodos de
dindmica molecular Liu et al.51%? estudiaron la relacién conformacional de descrip-
tores globales de reactividad usando simulaciones de DM bajo la aproximacién de
Born-Oppenheimer en fase gaseosa. Mas recientemente, la dependencia conforma-
cional del soluto y de moléculas de solvente del entorno han sido estudiadas con
método de muestreo Monte Carlo secuencial por Jaramillo et al.?® Sus principa-
les hallazgos fueron que las moléculas de agua explicitas cambian los descriptores
de reactividad globales principalmente cuando estas moléculas son descritas usando
mecéanica cuantica en conjunto con el soluto. Con una metodologia similar Safi et
al. ha estudiado también descriptores de reactividad locales y globales de moléculas
pequenas diatomicas con el método de potencial de fragmento efectivo para describir
el efecto de moléculas de agua del ambiente y sus orientaciones sobre los descripto-
res.’® Los autores crearon orientaciones iniciales aleatorias de moléculas del solvente
alrededor de diferentes solutos y optimizaron estas geometrias para asi obtener des-
criptores globales y locales. Ellos concluyeron que los enlaces de hidrégeno entre
solutos y moléculas de agua aumentan la blandura atémica condensada de los ato-
mos electronegativos de bases de Lewis como NHj3, HoO o haluros en acidos préticos,
acompanados con cambios en la geometria de los solutos.

Desde la perspectiva de la mecanica estadistica, los descriptores de reactividad
deberfan considerar todas las comformaciones (microestados) que contribuyen al co-
lectivo definido por las variables termodindamicas como el nimero de atomos, volumen
y temperatura (NVT). Dependiendo de la complejidad del sistema molecular estos

descriptores promediados por colectivo serian necesarios en fases como la condensa-
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da cuando se considera el solvente de forma explicita y en un ambiente enzimatico,
con lo cual se tendria un descriptor mas representativo para este tipo de sistemas y
que pudiese ser comparado con datos experimentales. Basados en la literatura actual
reportada se podria decir que existe un vacio en cuanto al tratamiento de la reacti-
vidad quimica por medio de descriptores que tomen en cuenta al sistema de estudio
como un sistema estadistico(colectivo) y no como un sistema representado por una

sola estructura optimizada.

2.2. Hipétesis y objetivos

Hipotesis

Se postula que las funciones de Fukui condensadas a atomos obtenidas de si-
mulaciones de dindmica molecular podran describir correctamente la reactividad y
regioselectividad de moléculas tipo crotonyl bajo condiciones de efecto de solvente y
entorno de la enzima crotonyl-CoA carboxilasa reductasa. La reactividad y regiose-

lectividad estan representadas experimentalmente por la constante de velocidad de

reaccion k., v los productos de la reacciéon reportados.

Objetivo General

Determinar las funciones de Fukui condensadas usando diferentes aproximacio-
nes de sistemas tipo crotonyl a través de simulaciones de dindmica molecular con

metodologia QM-MM incluyendo el entorno molecular.
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Objetivos especificos

1. Desarrollar una herramienta computacional para obtener funciones de Fukui

condensadas desde simulaciones de dinamica molecular.

2. Calcular las funciones de Fukui condensadas a dtomos para moléculas tipo

crotonyl en fase gaseosa en simulaciones de dinamica molecular.

3. Calcular las funciones de Fukui condensadas a atomos para moléculas tipo
crotonyl en fase condensada tomando en cuenta el solvente implicito y explicito

a través de dindamica molecular QM-MM.

4. Calcular las funciones de Fukui condensadas a atomos para moléculas tipo
crotonyl en fase condensada tomando en cuenta el solvente explicito y el en-

torno de la enzima crotonyl-CoA carboxilasa reductasa a través de dindmica

molecular QM-MM.



3. Métodos

En este trabajo primeramente se realizéo un estudio detallado de diferentes des-
criptores de reactividad basados en la DFT conceptual tomando como geometria
molecular la obtenida de la estructura més estable (estructura optimizada) en vacio
y solvente implicito. Luego de validar los respectivos descriptores se estudio la reac-
tividad considerando un colectivo canénico de moléculas solvatadas explicitamente
y bajo la influencia del ambiente enzimatico.

Basado en el analisis de la reactividad quimica, en este capitulo se trata sobre
los diferentes métodos empleados para dicho estudio: en primera instancia se ex-
plica la teoria usada para el estudio de la reactividad quimica basada en la DFT
conceptual. En la misma se detallara sobre los descriptores de reactividad globales,
locales, formas de condensar los descriptores locales basados en teorias de atomos en
moléculas. Luego en la seccién siguiente se explican los métodos usados para la des-
cripcién electrénica del sistema de estudio, la cual contempla una parte introductoria
de mecénica cuantica aplicada a la quimica y los métodos basados en la teoria del
funcional de la densidad DF'T como el método de Kohn-Sham. Luego se introduce la
metodologia pertinente al abordaje de sistemas mas complejos como solutos en sol-
vente explicito o en ambiente enzimatico donde la inclusién de la dinamica molecular
es necesaria. Aqui se abordard lo concerniente a la dindmica molecular, la utilizacién

del método QM-MM, el termostato de langevin para conseguir un colectivo canénico
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y el método Umbrella Sampling.

3.1. Reactividad Quimica. Teoria conceptual del
funcional de la densidad

Segun la teoria conceptual del funcional de la densidad la dependencia de la energia
de un sistema molecular con el nimero de electrones puede ser representada por
9,55,56

diferentes modelos: cuadratico, exponencial, lineal, etc.

El modelo de energia cuadratico se representa de la siguiente forma:

Epuad(N;ar) = ag + ayN + ayN? (3-1)

y el modelo lineal:

Elinear(N; ak) =ap + alN (3_2)

Basados en estos modelos de energia se obtienen diversas derivadas (ver figura
2-1), bien sea con respecto al nimero de electrones o al potencial externo, dando
de esta forma origen a una serie de descriptores de reactividad quimica globales y

locales que seran explicados a continuacion.

3.1.1. Descriptores globales

Entre los indicadores de reactividad globales se encuentra el potencial quimico u,
que se obtiene de la derivada de la energia con respecto al nimero de electrones N

a potencial externo constante, el cual por diferencias finita queda como:
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p=— = —XM (3-4)

,donde x es la electronegatividad y A e I son la afinidad electrénica y potencial de
ionizacion del sistema. Este potencial quimico, cambiando de signo, no es mas que la
definicion original de Mulliken para la electronegatividad. Dentro de la aproximacién

de Koopman’s® :

(A+1 _ Erumo + Eromo
2 2

p= (3-5)

,donde eyono se refiere a la energia del orbital ocupado de mas alta energia y
erumo ala energia del orbital desocupado de més baja energia. El potencial quimico
es una medida de la tendencia que tienen los electrones a escapar del sistema. Una
diferencia de potencial quimico grande entre dos sistemas favorece la transferencia

electrénica.

Otro descriptor de reactividad global derivado de la DFT conceptual es la dureza
1. La misma se define como la segunda derivada de la energia respecto al nimero de

electrones a potencial externo constante:

1 (O’°FE 1 [/ 0u
=3 (aN2)V_§ (8_N) (3-6)

La dureza puede ser considerada como una medida de la resistencia a la trans-
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ferencia de carga. Variar el nimero de electrones en un sistema duro va a ser mas
costoso energéticamente y por lo tanto este sistema tendra poca tendencia a dar o
aceptar electrones. La aproximacion de diferencias finitas aplicada en este caso lleva
a:

(I—-A)  ervmo —€momo

== 5 (3-7)

La dureza no es mas que la diferencia entre la energia del LUMO y HOMO.
En general una diferencia energética grande corresponde a sistemas estables y poco
reactivos, mientras que cuando la diferencia de energia HOMO-LUMO sea pequena
es de esperar que el sistema sea poco estable y altamente reactivo. En el caso de la

blandura S, esta se define como la inversa de la dureza como se muestra en la ec.3-8.

Usando el modelo lineal se puede obtener solo el potencial quimico como un des-
criptor global de la reactividad debido a que la derivada de la energia no es continua
con respecto al nimero de electrones.?>?” El potencial quimico esta definido como
la derivada por arriba y abajo de la energia con respecto al nimero de electrones a

potencial externo constante,

OE\ ™"
+ — _
a _(8N> A

v(r)

3-9

ey (39)
"T\ON )

Descartando la relajacion orbital sobre el cambio en el niimero total de electrones

la afinidad electronica A puede ser aproximada como la energia del orbital molecular
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desocupado mas bajo (LUMO) eryao. Por otra parte el potencial de ionizacién
puede ser expresado como el negativo de la energia del orbital molecular ocupado
més alto (HOMO) exonro por medio de la aplicacién del teorema de Koopmans®” en
el método de Hartree-Fock. Usando la teoria del funcional de la densidad, el potencial
de ionizacion esta relacionado con la energia del HOMO solo para el funcional exacto
por medio del teorema de Janak®® y la afinidad electrénica solo se relaciona con la
energia del LUMO bajo ciertas circunstancias especificas.’® Pero en este estudio
no nos enfocamos en el valor exacto del potencial de ionizacién o en la afinidad
electrénica sino en valores relativos entre moléculas similares usando funcionales
DFT. Por lo tanto posibles errores de la aproximacion discutida anteriormente serian
similares en todas las moléculas y los valores relativos de las energias orbitalarias
reproduciran el correcto orden de reactividad de las moléculas. Esto fue confirmado
en nuestros resultados cuando las energias de los orbitales fueron comparadas con los
valores del potencial de ionizacién y de la afinidad electrénica calculada con métodos
de diferencia finita, donde la energia del cation y anién son calculadas con el mismo
método DFT en vacio.

De acuerdo con la definicién de Parr,® la electrofilicidad w de una molécula puede
ser definida como la diferencia de energia, AE(N) = Ey, — Ey,,,., donde Ey, es la
energia de una molécula neutra y Ey,___ es la energia de la molécula con la fraccion
maxima de un electron que puede aceptar sin aumentar su energia. Basados en el

modelo cuadratico de energia AN, se define como:

AN = — 1 (3-10)
n

y la electrofilicidad propuesta por Parr® adopta la siguiente forma:
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w=" (3-11)

En el modelo lineal, la definicién analoga para la electrofilidad serfa AE(N) =
En, — Eny+1 y en este caso se iguala a la afinidad electrénica vertical A, la cual
puede ser aproximada por la energia del LUMO o calculada por método de diferencia
finita.

Para describir la nucleofilicidad IV de una molécula se adopté el método propuesto
por Contreras et al.,%! donde N = En, — En,-1. La nucleofilicidad N esta dada
como N = —I, donde I corresponde con el potencial de ionizacion vertical. Para

diferenciar la nucleofilicidad del niimero de electrones N se adopta la notacion Ngp.

3.1.2. Descriptores locales

Una de las desventajas de los descriptores globales es que indican la reactividad a
nivel general, o sea de toda la molécula. Si en cambio de diferenciar la energia con
respecto a IV se considera el potencial externo v(r) se obtienen descriptores locales
que permiten estudiar la reactividad en una parte especifica de la molécula. Entre los
indicadores de reactividad locales mas comunmente usados se tienen las funciones
de Fukui, las cuales se definen como la respuesta local de la densidad electrénica de

una molécula al cambio en el niimero de electrones,

, donde E es la energia, N es el nimero de electrones, v, es el potencial externo
y p(r, N) la densidad electrénica de la molécula, que depende del nimero total de

electrones N en la molécula.?*
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Para los sistemas no degenerados, la definicion més frecuentemente utilizada de
la funcién de Fukui se da como el cambio en la funcién de densidad p(r, N) de la
molécula como una consecuencia del cambio del niimero de electrones N en la misma,
bajo potencial externo constante.?

Basados en el modelo de energia lineal (eq. 3-13) la funcién de Fukui puede ser
obtenida como una derivada por arriba y abajo con respecto al niimero de electrones
a potencial externo constante, debido a que la derivada de p(r, N) es discontinua® 27
con respecto a IN. En la préctica las funciones de Fukui se obtienen por cédlculos de

estructura electrénica de la densidad electronica de sistemas que involucran la adicién

o pérdida de un electréon, como se aprecia en las siguientes ecuaciones:

(%]\@) = PNo+1 (I‘) — PNy (I‘) = fﬁo (I‘)
) o) [N=Ng (3-13)
( pa]\;\gr))v(r) N=N- = PNo (I‘) - pNO_l(r) - fj:fo (I‘)

Cuando una molécula acepta electrones, los electrones tienden a ir a los lugares
donde f*(r) es grande, ya que es en estos lugares donde la molécula es capaz de esta-
bilizar de forma mas eficiente los electrones adicionales. Por lo tanto, una molécula es
susceptible al ataque nucleofilico en sitios donde f*(r) es grande. Del mismo modo,
una molécula es susceptible al ataque electrofilico en los sitios donde f~(r) es grande,
debido a que en estas regiones la remocién de electrones desestabiliza la molécula de
menor manera. En la teoria conceptual del funcional de la densidad, las funciones de
Fukui son los indicadores clave para la regioselectividad de reacciones controladas
por transferencia de electrones.

Descartando la relajacion orbital con el cambio en el nimero total de electrones, el
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método de orbital molecular de frontera(FMO?*%%) aproxima la funcién de Fukui con
la densidad molecular del orbital molecular ocupado més alto (HOMO) y el orbital

molecular desocupado més bajo (LUMO) :

F3 () = prgaa (r) = pav (r) = p"HO (1) (3-14)

3 (1) = oy (1) = oy -1 (x) & p" MO (x) (3-15)

Basado en el modelo de energfa cuadrético, Heidar-Zadeh et al.%® propusieron el

uso de un descriptor local para la electrofilicidad como:

)= () = (PLE ) < B

= pNnLaw (r) - IONO (r)

(3-16)

Con el modelo de energia cuadratico para la densidad electrénica de un sistema

de N electrones se obtiene la siguiente expresion

Lvtr) = = (4) £+ 5 (g) ) (317)

donde f(r) es la funcién de Fukui cuadratica y f2(r) es el descriptor dual.5+¢7

Siguiendo el mismo razonamiento se propone en este trabajo una respuesta local
a la nucleofilicidad Ngp. Debido a que la nucleofilicidad Ngp esté representada por
—1, el negativo del potencial de ionizacién, la respuesta local de la nucleofilicidad

esta definida como:
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o) = (aauj(vrﬂ)]v B <8[E(N0)a_y(€)<% - 1)]>N

(3-18)

Reemplazando la densidad electrénica para el modelo de energia cuadratico da:

e (1) = £(r) = 3 £2() = £ (r). (319)

Si la densidad electronica del modelo de energia lineal es usado en vez de reem-

plazar la densidad electrénica anterior, la misma funcién f~(r) es obtenida.

3.1.3. Descriptores locales condensados

Los descriptores locales y especificamente la funcién de Fukui, tal y como aparece
en las formulas anteriores nos sirve como indicador de reactividad molecular, el cual
varia con respecto al espacio molecular punto por punto. Debido a que en quimica no
nos interesa saber cual punto en el espacio molecular es méas reactivo, se introduce
otro concepto nuevo que identifica la funcién de Fukui con respecto a los atomos en
moléculas y no a puntos en el espacio. Esta nueva funcién se llama funcién de Fukui
atomica, que la misma al integrarla dara origen a la funcién de Fukui condensada a
atomos.

Para poder entender como se calcula una funciéon de Fukui atémica primeramente
se debe definir un dtomo en una molécula. Este concepto es clave y la herramienta

matematica usada para delimitar o particionar el espacio molecular tridimensional
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seria la funcién de peso wa(r, N).
Una funcién de densidad de atomos en moléculas (AIM) para el atomo A p4(r, N)

es obtenida de la densidad molecular p(r, N') de la siguiente forma:

pA(n N) = U}A(T, N)p(’f’, N) (3_2())
las funciones de peso wa(r, N) para todos los dtomos siempre suman la unidad,

M

> wa(r,N) = 1. (3-21)

A

Se debe tomar en cuenta que las funciones de peso en general también dependen
del ntimero de electrones contenidos en la molécula. Es decir, en general, las funciones
de peso seran diferentes si la molécula tiene N, N — dN, o N + dN electrones, aun
si la geometria es la misma.

Basados en la metodologia de dtomos en moléculas (AIM), se puede definir la
funcién de peso utilizando un método que toma en cuenta el espacio cartesiano
(espacio real y no de Hilbert) que fue sugerido por Hirshfeld.?® La idea es que AIM no
tiene limites agudos. En su lugar, la densidad electrénica en cada punto es distribuida
entre todos los atomos.

El método de Hirshfeld clasico el cual se basa en la funcién de peso dada por

0
H pA ZA (r>
wh(r) = —AZar’ (3-22)
A= S 0)
donde p%(r, Z4) es la densidad del dtomo aislado para el dtomo A. La densidad
promolecular para la molécula con M atomos p°(r) = 4L, p% , (r) es obtenida por

simple superposicion de las densidades de los a&tomos aislados en la geometria promo-

lecular. A pesar de ser popular dentro del llamado DFT conceptual, el mismo posee
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ciertas fallas como: Las cargas atémicas de Hirshfeld tienden a cero, esto es debido
a que el factor de peso hace que los AIM sean muy similares a los atomos aislados.
También se tiene que las poblaciones AIM de Hirshfeld dependen en la seleccion de
la densidad promolecular, la densidad promolecular es usualmente aquella obteni-
da por la superposicion de densidades atomicas calculadas para atomos neutros, lo
cual no tiene una base tedrica estricta. El subindice Z4 es usado para indicar que la

densidad atémica usualmente integra sobre el niimero atémico,

Za= [ Az ) (3-23)

Esto significa que la densidad promolecular es siempre la misma, independiente-
mente del niimero de electrones que contenga la molécula.
Para resolver todos estos problemas se diseno un método autoconsistente llamado

Hirshfeld-I donde la funcién de peso se expresa como

P%,NA (7)

H-I
N)= ——7+———.
wa () E%zlpgx,NA(r)

(3-24)

En este caso las densidades atémicas usadas para construir la promolecula integran
sobre la poblacion N4 como aparecen en la molécula. Como el nimero de electrones
en los AIM depende del niimero total de electrones en la molécula, las funciones de
peso se vuelven dependientes del niimero de electrones.

En este estudio se usé el método de Hirshfeld-I, el cual tiene como ventaja que la
densidad promolecular y factor de peso son dependientes del niimero de electrones,
con lo cual se evita un error de calculo. El mismo método no depende de la funcién
base usada y reproduce el potencial electrostatico.

En el enfoque FMO como se traté anteriormente en las ec. 3-14 y 3-15, se toma

en cuenta las densidades del HOMO y LUMO y luego se le aplica la funcién de peso
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para calcular la respectiva funcién de Fukui atémica, que luego se integrara para dar
la funcién condensada a dtomos, como se muestra por ejemplo en la ecuacién 3-27.
Para el célculo de las funciones de Fukui condensadas se siguen dos métodos en
cuanto a como aplicar la respectiva funcion de peso. La primera metodologia de
"fragmento de respuesta molecular” (en ingles FMR), consiste en que primero se cal-
cula la respuesta molecular de la funcién de densidad y luego esta se distribuye con el
método AIM. Esta es opuesta a la segunda aproximacion, que se basa en la respuesta
de un fragmento molecular” (en ingles RMF) a la perturbacién, en la cual se opta por
dividir primero la funciéon de densidad en contribuciones atémicas y luego realizar las
otras derivaciones matemaéticas. La diferencia entre ambas aproximaciones (FMR) y
(RMF) se basa en la ubicacién de la funcién de peso como se muestra en la siguiente

ecuacion,

<8wA(7’, é\f]\)fp(r, N ))m + (w a(r, N )%) . (3-25)

La funcién de Fukui condensada a 4tomo A para el modelo de energia lineal usando

el método de fragmento de respuesta molecular (FMR)% ™ se obtiene como:

i / wa(r, N)fE(r)dr (3-26)

y el descriptor local condensado del modelo de energia cuadratico como:

Liin = / wa(r, Nl (r)dr (3-27)

El método de respuesta de fragmento molecular (RMF)® fue también evaluado,
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donde la densidad electrénica esta condensada en poblaciones atomicas,

Ny = /wA (r)p(r)dr (3-28)

y la dependencia de la funcién de peso con el numero total de electrones de la

molécula esta considerado por la siguiente expresion:

FIRME /wA (N+1,1)p(N+1,r) —ws (N,r) p(N,r)dr (3-29)

Y

ME — /wA (N,r)p(N,r) —wus (N —1,r)p(N —1,r)dr (3-30)

Para comparar cada uno de los valores condensados atémicos de la funcion de
Fukui (FMR y RMF ) alternativamente también se calculé la blandura local lineal
condensada en base a la blandura global (modelo de energia cuadrético) definido

como: 2774

1
si=Sfx= Eff (3-31)

La blandura local condensada puede ser interpretada como una funciéon de Fukui
escalada, la cual sumada con respecto a todos los &tomos da la blandura global de la
molécula, en contraste con la funciéon de Fukui que esta normalizada a 1. La blandura
local fue propuesta para ser mas apropiada para la comparacion de reactividades
locales entre moléculas debido a que toma la blandura global entre moléculas en

consideracién. 7274
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3.2. Descripcidn electronica del sistema de estudio

3.2.1. Mecanica Cuantica

La quimica cuantica esta basada en la mecénica cuantica y en la misma se han
desarrollado métodos de primeros principios (ab initio), que tienen como punto de

partida la solucién de la ecuacién Schrodinger no-relativista independiente del tiem-

po:

HJp) = El) (3-32)

Donde H es el operador Hamiltoniano, 1 es la funciéon onda y E es la energia del

sistema. Para un sistema de N-electrones y M-nicleos, H se expresa como:

N M N M

=——2v2 z TR D DT B) D P30S Laln gy

o1 a1 A G =i T As1poa

El primero y segundo términos son la energia cinética de los electrones y de los
nucleos, respectivamente. El tercer término es la energia de atraccién electron-nicleo,
y los términos restantes corresponden las repulsiones electréon-electrén y ntcleo-
ntcleo.

La solucién para la ec. 3-33 es conocida para el atomo de hidrégeno y el ién de
la molécula hidrégeno (Hy), para los que se conoce la energia exacta en el estado
fundamental y todos los estados excitados. La solucién para sistemas polielectronicos
solo es posible mediante una serie de aproximaciones.

La primera aproximacion que se utiliza para la solucién de la ecuacién de Schrodin-

ger en sistemas polielectréonicos es la aproximacion de Born-Oppenheimer, la cual
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considera los nicleos fijos y el Hamiltoniano se puede escribir como:

H=H.+H, (3-34)

Donde la energia cinética de los nicleos se desprecia y las repulsiones entre los
nucleos se consideran constantes. Asi, el hamiltoniano describe el movimiento de los

N-electrones alrededor de cargas nucleares puntuales fijas, y se expresa como:

1N N M 1 N M ZA
He:—§ZVf+ZZT Yy = (3-35)
=1

i=1 j>i Y - o1 Ay A
La funcion de onda electrénica 1, debe cumplir con un postulado independiente
de la mecanica cuantica llamado Principio de Antisimetria o Principio de Exclusién
de Pauli. Este principio establece que la funcién de onda N-electrénica 1(x) , donde
x=r,w , debe ser antisimétrica con respecto al intercambio de la coordenada x de dos
electrones, es decir, depende de las coordenadas espaciales de los electrones x(r) y

las coordenadas de espin x(w):

Y(T1, ooy Tiy ooy Ty ooy TN) = =P (L1, oy Ty ooy Ty ooy, TN) (3-36)

La funcién 1, se conoce como orbital espin, y es el producto de cada funcion orbital

espacial 1;(r) por la funcién espin a(w) o B(w) , donde w = (+3,—5) . La funcién

L1
207 2
de onda 1, para que tenga sentido fisico, debe ser una funcién continua, doblemente
diferenciable, cuadraticamente integrable y anularse en el infinito.

Otra de las aproximaciones usadas es la de Hartree-Fock (HF), la misma constituye
la parte central de los métodos actuales y es el primer paso hacia aproximaciones mas
exactas. Se fundamenta en que la funcion de onda total puede expresarse como un

producto antisimétrico de funciones de onda mono-electrénicas, en donde se incluyen
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las coordenadas de espin de todos los electrones. En este contexto, la funcion de
onda total es antisimétrica y satisface el principio de exclusion de Pauli, y la misma
describe el estado fundamental de un sistema de N electrones y M ntcleos. Esta
funcién se expresa como un simple determinante que lleva el nombre de determinante
de Slater.

El problema se centra en encontrar el mejor conjunto de funciones orbital espin que
describen el estado fundamental. De acuerdo al principio variacional este conjunto
de funciones es aquel que minimice la energia electronica del sistema. Para encontrar
dichas funciones se utiliza el método del campo autoconsistente (SCF).

Las ecuaciones HF se resuelven mediante la introduccién en la ecuacién siguiente

F(l)’Xa> = 5a|Xa> (3—37)

, donde F(1) es el operador de Fock.

de un conjunto base de funciones atomicas, y transformando las ecuaciones di-
ferenciales en un conjunto de ecuaciones algebraicas en forma matricial. Este pro-
cedimiento es conocido como aproximacién de Roothaan-Hall y considera que los
orbitales moleculares (OM) forman un conjunto ortogonal de funciones de onda
mono-electronicas.

En el modelo de Roothaan-Hall, los OM se expresan como un desarrollo lineal de un
conjunto finito de funciones no ortogonales (orbitales atémicos, ¢,,). Este esquema se
conoce como combinacién lineal de orbitales atémicos (CLOA), donde 1); se expresa

como una expansion lineal de la forma:

vi=Y = Cuitn (3-38)
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3.2.2. Teoria del funcional de la densidad

Primeramente se menciona de forma resumida nociones bésicas de lo que es la
correlacion electrénica, para luego tocar el tema de la Teoria del funcional de la
densidad.

La energia de correlacion electronica F,. es definida como la diferencia entre la

energia no relativistica exacta y la energia de Hartree-Fock (HF):

E.= FEy— Enr (3-39)

lo cual implica que la energia E. es siempre una cantidad negativa. Una definicién
matematica de la energia de correlaciéon involucra tanto la funcién de onda exacta
de un sistema de muchos electrones en el i-estado ¢; asi como la funcién de onda de

correccion ¢;., resultando:

Vi = ¢i + Pic (3-40)

Después de aplicar la condicion de normalizacion y el hamiltoniano expresado en

la ec. (3-36) sobre v;, encontramos que la energia del sistema viene dada por,

Ei = Ei,referencia + Ei,correlacion (3—41)

Donde E; ;¢ ferencia €5 la energia de Hartree-Fock, segun la definicién de Lowdin. ™
El efecto de la correlacién es una consecuencia de la deficiencia del modelo Hartree-
Fock al presentarse el hecho de que dos electrones con espines opuestos no se le
permite ocupar simultaneamente la misma region del espacio, ya que la interaccién
coulémbica (1/r;;) entre los electrones i y j tiende a infinito. El valor relativo de la

energia E. es aproximadamente 1 % de la energia SCF. Los efectos de la correla-
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ciéon son muy importantes cuando se estudian disociaciones moleculares y cuando se
determinan propiedades electrénicas dependientes de la densidad electrénica.

La teorfa del funcional de la densidad (DFT)S representa una forma alternativa de
introducir los efectos de la correlacion electronica en la resolucién de la ecuacion de
Schrodinger electrénica. De acuerdo con la DFT | la energia del estado fundamental
de un sistema polielectrénico puede expresarse a partir de la densidad electronica en
lugar de la funcién de onda para el célculo de la energia del sistema. Sin embargo, la
formula matematica exacta que relaciona la energia con la densidad electrénica no es
conocida, y es necesario recurrir a expresiones aproximadas como son los funcionales
que en la practica se ha comprobado que dan buenos resultados. De esta forma se
puede abordar el célculo de estructura electrénica para sistemas moleculares de gran
tamano. También tiene la ventaja que solamente depende de 3 coordenadas espaciales
a diferencia de la funcién de onda que depende de 3n coordenadas espaciales donde n
representa el nimero de electrones. Ademas, la densidad electréonica es un observable
que se puede comprender mas facilmente.

La base tedrica de la DFT se basa en dos teoremas, el primero que fue dado por
Hohenberg y Kohn en 19647 se enuncia: “Cualquier observable de un estado estacio-
nario fundamental no degenerado puede ser calculado, en principio de forma exacta,
a partir de la densidad electrénica de este estado fundamental, esto es, cualquier
observable puede escribirse como funcional de la densidad electrénica del estado
fundamental.”

Para los casos en que este teorema es vélido se tiene que :

Elp] = T[p] + Vielp] + Vee[p](+Vnn) (3-42)

T[p] v Veelp] son funcionales universales, dado que no dependen del potencial
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externo. Estos se engloban dentro del funcional Fyg[p] obteniendose:

Bl = / o(r)p(r)dr + Faxlo (3-43)

,donde E,[p]indica que para un potencial externo v(r) determinado, la energia es
un funcional de la densidad.

El segundo teorema Hohenberg y Kohn proporciona el principio variacional para
E[p]. y se enuncia asi: “ La densidad electrénica de una estado fundamental no-
degenerado puede ser calculada, en principio de forma exacta, determinando aquella
densidad que minimiza la energia del estado fundamental.”

El principio variacional asegura que cualquier densidad de prueba da una energia
superior o igual a la energia exacta del estado fundamental. Asi para obtener la
densidad exacta del estado fundamental, se tendra que encontrar la densidad que

minimiza la energia :

—0 (3-44)

La siguiente ecuacién recibe el nombre de ecuacion fundamental de la teoria del
funcional de la densidad:
OFpk|p]

= Un(T) + T(T) (3—45)

De esta forma esta ecuaciéon permite minimizar la energia y determinar asi la

densidad del estado fundamental. El problema que presenta es que no se conoce con
exactitud la expresion que relaciona Fyi con la densidad. En particular la forma
exacta de T[p] no se conoce con suficiente precisién. Por el contrario, la energia

cinética se calcula facilmente si se conoce la 1. Basandose en la expresién de T[¢)]
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para una funcion monodeterminantal, Kohn y Sham propusieron un método para

calcular la energia a partir de la densidad electronica.

Método de Kohn-Sham

A partir de este método, Kohn y Sham presentaron una forma de aproximar al
funcional universal F,. Para ello utilizaron como sistema de referencia un sistema de
N electrones que no interaccionan entre ellos moviéndose bajo un potencial externo
v,(r). Este potencial posee la propiedad de que aplicado al sistema genera una funcién
de onda 1,, que tiene la misma densidad que la del sistema real. En este sistema los
electrones no interaccionan entre ellos aunque si presentan interacciones coulémbicas
con los nicleos. En este caso el sistema esta representado por un determinante de
Slater cuyos elementos son funciones que representan a cada uno de los electrones
del sistema (orbitales ¢;), de esta forma la energia cinética corresponde a una suma

de energias cinéticas individuales

Tl = =5 3 (60 [72] ). (3-16)

y la densidad electrénica es la suma de densidades orbitales

p(r) = Z EAGI (3-47)

otro aspecto importante seria la aproximacion a la interaccion electron-electréon en

la cual se propone como parte principal a la interacciéon coulémbica:

e % / / %drd% (3-48)

de esta forma el funcional universal queda como:
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Flol+Tp] + Vee [o] = Ts [p] + J [p] + Eac [p] (3-49)

, donde el funcional de intercambio y correlacién, E,. [p] se define como:

Ezelp] = (T [p] = Ts [p]) + (Vee [0] = 7 [p)). (3-50)

Asi se podria decir que los orbitales de Kohn-Sham son aquellos que satisfacen las

ecuaciones siguientes:

{—% v’ +veff] Gi(r) = €idi(r) (3-51)

, donde verr = v(r) +v5(1) +v.(r), teniendo que v(r) corresponde al potencial atrac-
tivo generado por los niicleos sobre los electrones, v;(r) es el potencial coulémbico
electrén-electron y v,.(r) es el potencial de intercambio-correlacion.

Luego de resolver esta ecuacién se obtienen los valores de ¢;(r) que proporcionan
la densidad electrénica. La resolucion de la misma se realiza de forma iterativa y
autoconsistente como en el método de Hartree-Fock, debido a que las soluciones de
¢i(r) vienen determinadas por el potencial v.ss y este depende implicitamente de los
valores de ¢;(r) a través de su relacién con la densidad.

En teoria el planteamiento de Kohn y Sham es exacto pero el problema es que
se desconoce actualmente la forma de obtener la expresion exacta del funcional de
intercambio-correlacién. De esta forma se hace uso de aproximaciones como lo son la
aproximacion de densidad local (LDA), aproximaciones de gradiente generalizado
(GGA).™ Entre algunos de los funcionales, se encuentran los funcionales puros co-
mo por ejemplo BLYP y funcionales hibridos, como el popular BSLYP que incluye

un funcional de correlacién de Lee-Yang-Parr™ y funcional de tres pardmetros de
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3.3. Dinamica molecular

Es un método determinista en el cual las posiciones atomicas se ajustan de mo-
do secuencial mediante el empleo de las ecuaciones de movimiento de Newton. La
integracion de estas ecuaciones con el tiempo permite construir una trayectoria de
puntos en el espacio de fase (r™¥(t),p™(t)). Se dice que es determinista debido a que
el estado futuro del sistema puede ser predicho a partir del estado actual.

La dindmica molecular empieza definiéndose las posiciones iniciales, rV, y las ve-
locidades o momentos lineales iniciales, p’¥, de todas las particulas del sistema. Co-
nociendo esta configuracion inicial se puede calcular la fuerza sobre cada particula

mediante la siguiente expresion:

Fy(r") = =i B(Y) (3-52)

donde Fj es la fuerza que actiia sobre la particula i y E(r") es la energia potencial.
De esta forma en las simulaciones de dinamica molecular se requiere conocer la
energia potencial del sistema para poder calcular la fuerza que actia sobre cada
atomo. Este valor puede ser obtenido mediante métodos de estructura electrénica
como métodos ab initio o DFT o usando mecénica molecular como los campos de
fuerza.

La trayectoria de las particulas se obtienen al resolver la ecuacion de la segunda
ley de Newton,

827”2‘ Fz

o~ m; (3-53)
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Debido a que los potenciales de interaccion son continuos y la fuerza que actua
sobre cada atomo, la misma cambiara cuando el atomo cambie de posicion o cuando
cualquier otro atomo lo haga. Este acoplamiento lleva a que la integracién de las
ecuaciones de movimiento se integran en intervalos de tiempo muy cortos, At del
orden de femtosegundos (1fs =107'°s). Para cada tiempo t se determina la fuerza
en cada atomo producto de la interaccién con los demas atomos. Asi se calculan las
fuerzas sobre todas las particulas y se combinan con la posicién y velocidad actuales
para generar las mismas a un tiempo t + At. La forma mas simple de integracion
numérica es usando una serie de Taylor. En este método la posicién del atomo a un
tiempo t + At es expresado en términos de la posicién, velocidad y aceleracién a
tiempo t como sigue:

or 10%r

r(t + At) = r(t) + Em + Qﬁ(

At)? + .. (3-54)
las velocidades v; son las primeras derivadas de la posicion con respecto al tiempo,
la aceleracion son las segundas derivadas con respecto al tiempo. Uno de los algo-

t81

ritmos de integracién mas utilizados es el Verlet® que trunca la serie en el segundo

orden,

i1 = (2ri — ris1) + @i (AL + ... (3-55)

donde a es la aceleracién. Este algoritmo es bastante estable pero tiene la des-
ventaja del redondeo numérico que se genera debido a que para obtener la nueva
posicién hay que sumar una cantidad pequeia, a;(At)? a la diferencia de posicio-
nes (2r; — r;_1). Los inconvenientes de este algoritmo pueden ser remediados por el
algoritmo ”salto de rana”(en inglés leap-frog),®? el cual se expresa con la siguiente

ecuacion:
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r(t+ At) = r(t) + v(t + %)At

o1+ 28—y (1o 2 +a(t)At g
(+3) (-3 v

en las cuales se calculan las velocidades a la mitad del intervalo de integracién y se
utilizan para calcular las nuevas posiciones. Una de las ventajas sobre el algoritmo
Verlet es que la velocidad se calcula explicitamente y que la posiciéon no se calcula

como diferencia entre dos cantidades grandes.

3.3.1. Métodos QM-MM

En la dinamica molecular, se simula la evolucion temporal del sistema mediante
la integracién de las ecuaciones Newtonianas del movimiento. El nivel de teoria
empleado es determinado por la funcién de energia potencial que rige el sistema, y
se elige dependiendo del fenémeno que se quiera estudiar. Los niveles de teoria se
clasifican en: métodos de mecénica cudntica (QM) y de mecénica cldsica o mecanica
molecular (MM). En los métodos QM, el sistema se define a nivel electrénico, y
la energia potencial se calcula mediante la resolucién (aproximada) de la ecuacién
de Schrodinger o de las ecuaciones de Kohn-Sham en el caso de DFT o también
se pueden incluir los métodos semi-empiricos; en los métodos MM el sistema se
define mediante atomos indivisibles, en los cuales la funcién de energia potencial
se calcula a partir de funciones matemaéticas dependientes de la posicién relativa
de los atomos que debe ser previamente parametrizado empiricamente o mediante
calculos realizados a un nivel tedrico superior. Estas funciones matematicas junto a
sus parametros forman un campo de fuerza.

La precisién de los resultados (la estructura electrénica/atémica, las energias de
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interaccién, los estados de transicién,...) asi como el nivel de informacién sobre el
sistema depende del nivel de teoria empleado. Pero al mismo tiempo, el coste compu-
tacional para resolver la funcién de energia potencial depende del nivel de teoria, de
manera que, el tamano del sistema y el nimero de pasos de integracién que se puede
calcular con un método QM es mucho menor que el que se puede calcular con un
método MM. Por otro lado si se quiere describir cambios importantes en la estruc-
tura electrénica del sistema, como la rotura y la formacion de enlaces covalentes se
debe utilizar métodos QM que describan de forma cudntica el sistema de estudio.

Para la descripcion correcta de un sistema bioldgico se deben calcular las posicio-
nes de miles de dtomos. Sin embargo, estas macromoléculas vibran, giran y rotan
en una escala de tiempo de los femto a picosegundos. La distancias y angulos de
enlaces se mueven alrededor de sus correspondientes valores de equilibrio. El tamafio
y complejidad de estos sistemas con un elevado niimero de atomos hacen necesario
el uso de la mecanica molecular para la descripcién de las interacciones entre los
atomos constituyentes del sistema.

Para poder describir cambios en la estructura electronica en estos sistemas se
utilizan simulaciones de dindmica molecular QM /MM mediante dindmica molecular
de Born-Oppenheimer (BOMD), en la cual se calcula la funcién de onda a cada paso
de integracién. El método QM/MM se caracteriza por la particién del sistema en
i) una “region QM” que corresponde a la parte quimicamente relevante y que se
trata mediante un método basado en la mecdnica cudntica y ii) una “region MM”
que incluye el resto del sistema y que se describe mediante un método de mecéanica
molecular. El calculo QM /MM se define por los métodos QM y MM empleados,
por ¢cémo se combinan los Hamiltonianos (segin si es por acoplamiento mecanico o

electrénico) y por la forma de tratar la interfase entre las regiones QM y MM.
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Para calcular la energia y las fuerzas de cada atomo del sistema se construye un
Hamiltoniano efectivo, H.s¢ y se resuelve la ecuaciéon de Schrodinger independiente
del tiempo para la energia del sistema, E y la funciéon de onda de los electrones de

los dtomos QM, W:

Heff\I/(T, RQ,RM) = E(RQ,RM)‘IJ(T, Ra,RM) (3—57)

la funcién de onda es una funcién de coordenadas de los electrones r y depende
de las posiciones de los nicleos mecanocuanticos R, y de los atomos MM R,;. La
energia se calcula para cada geometria de los nicleos QM y de los atomos MM y se
obtiene la fuerza sobre cada nicleo en el sistema.

La energia se obtiene a partir de la funciéon de onda:

V[Hepr|V)

4
B="—3% (3-58)

y el hamiltoniano efectivo para el sistema total se puede escribir como la suma de

3 términos:

Hepp = Hom + Hyn + Hov—mm (3-59)

El primer término que describe la ecuacién anterior es el hamiltoniano que describe
las particulas mecanocudnticas (electrénes y niicleos) del sistema y sus interacciones.

Es un hamiltoniano no relativista y en unidades atémicas se escribe como:

1 1 Lo YAVA:
Hoy=—-=Y V? — ) = 3-60
SRR IR DL & (3-60)
donde i,j y a y B indican las coordenadas electronicas y nucleares respectivamente,

r es la distancia electrén/electrén | y Z, es la carga nuclear. La parte MM del hamil-
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toniano, Hysy, describe la region MM. El hamiltoniano que describe la interaccion
entre los d&tomos QM y MM viene dado por Hgar/a-

El hamiltoniano MM es funcion de las posiciones de los atomos tratados mediante
mecanica clasica. No depende de las coordenadas de los electrones y nucleos de los

atomos QM, y por tanto coincide con un nimero:

Hyv(Ry) = Eyii(Ry) (3-61)

Por ello para calcular la energia MM se utiliza un campo de fuerza MM estandar.
Los atomos MM se representan como cargas parciales y se utiliza el potencial de
Lennard-Jones para describir la interaccién a larga distancia de estos dtomos. Cuan-
do interaccionan a corta distancia se describen con funciones matematicas que des-
criben variaciones de energia por cambios en enlaces, angulos y angulos diedros
parametrizados con constantes de fuerza armonicas que determinan la conectividad
de la molécula.

El hamiltoniano Hgps/aar describe como interaccionan los dtomos QM con los
MM. Como los datomos MM se representan por cargas puntuales y parametros de

van der Waals el hamiltoniano de interaccién mas simple puede escribirse como:

Hoymm = Z Ll + Z Lot + Z{RHM } (3-62)

Tim
donde los subindices 74" hacen referencia a los electrones de los atomos QM |,
subindices "a” a los ntcleos de los atomos QM y los subindices ” M” a los dtomos
MM. El primer término de la ecuacién 3-62 representa las interacciones electrostati-
cas entre los atomos MM y los electrones de los atomos QM. El segundo término
representa las interacciones electrostaticas entre los atomos MM y los nicleos de los

atomos QM. El tercer término describe las interacciones de van der Waals. Los dos
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ultimos términos de la ecuacién 3-62 son constantes, ya que no incluyen coordenadas
electronicas, de modo que pueden ser calculadas y sumadas directamente a la energia
total. Sin embargo, el primer término incluye coordenadas electrénicas por lo que
debe tratarse en el procedimiento de campo autoconsistente (SCF).

La energia total es la suma de los valores de cada término en el hamiltoniano:

E = Equ + By + Equjaru (3-63)

Como la funcién de onda solo depende paramétricamente de Ry, el término Ejys,

puede salir de la integral en la ecuacién siguiente:

_ (Y|Houm + Homymn|¥)

b D)

+ Enu (3-64)

3.3.2. Campo de fuerza

El uso de campos de fuerza para la descripcién del sistema de estudio es aconsejable
cuando se trabaja con sistemas de gran tamano como proteinas, etc. en la cual se hace
uso de la mecanica molecular para la descripcion del mismo. La mecanica molecular
modela las estructuras quimicas mediante el uso de un campo de fuerza el cual esta
caracterizado por un conjunto de ecuaciones que definen la variaciéon de la energia
potencial de las moléculas segin la posicion de los atomos. Estos campos de fuerza
contienen una gran cantidad de parametros como por ejemplo: longitudes de enlace,
angulos y constantes de fuerzas, entre otros. Cuando se utiliza un campo de fuerza
los electrones no son tratados explicitamente en este tipo de metodologia, pero si se
incluyen los efectos electrénicos mediante los parametros del campo de fuerza.

En un campo de fuerza la energia potencial del sistema se puede separar en dos

contribuciones mediante la siguiente expresion:



3.3 Dindmica molecular

42

Esz‘st = Etérminos enlazantes + Etérminos no enlazantes (3'65)

el término FEligrminos enlazantes da cuenta de la energia de interaccion entre atomos
enlazados e incluye las contribuciones debidas a los enlaces covalentes, los angulos
de enlace y las torsiones propias e impropias. El término Figminos no enlazantes describe
la energia de interaccion entre los &tomos no enlazados y se define por un término de
Coulomb para las interacciones electrostaticas y un término de Lennard-Jones para
las fuerzas de van der Waals.

Todas las contribuciones mencionadas anteriormente involucran un proceso de pa-
rametrizacion, debido a que las expresiones matematicas de las mismas dependen
de ciertas constantes para su uso. El origen de estos datos usados en el proceso de
parametrizacién se puede dividir fundamentalmente en dos tipos: los campos de fuer-
za experimentales, en los cuales las constantes de fuerza de la expresion de energia
provienen de medidas experimentales y los campos de fuerza mecano cuanticos, de-
rivados a partir de parametros fundamentalmente ab initio.

Una de las limitaciones mas importantes es que debido a su componente funda-
mental clasico no permite abordar la resolucién de problemas que tengan un caracter
marcado cuantico como por ejemplo : el estudio de estados excitados o de sistemas
en que se formen o rompan enlaces. En estos casos es aconsejable delimitar la zo-

na mas importante y estudiarla de forma cuéntica o hacer uso de métodos hibridos

QM /MM.

3.3.3. Termostato de Langevin

En este trabajo se realizaron las simulaciones de dinamica molecular a NV'T cons-

tante (colectivo candnico). Por esta razén se requiere mantener la temperatura cons-
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tante, lo cual se logré mediante el uso de un termostato, especificamente el termostato
usado fue el basado en la ecuacion de Langevin. El mismo tiene su fundamento en
ecuaciones de Newton modificadas, donde cada particula o atomo 7 se mueve como
si estuviese inmerso en un bano de muchas particulas pequenas, de esta forma la

ecuacion de Langevin se expresa como:

m;a; = I, — myyv; + f; (3-66)

OU(R . , . : .

, donde F; = % es la fuerza que actua en el atomo ¢ debido al potencial de
7

interaccién, ~; es el coeficiente de friccién y f; es una fuerza aleatoria con dispersién

o relacionada con el coeficiente de dispersiéon v; de la siguiente forma:

o7 = 2mviksT/A() (3-67)

siendo T la temperatura, kg la constante de Boltzmann y A(¢) el tiempo de pa-
so usado en la simulacién de dinamica molecular para integrar las ecuaciones de

movimiento.

3.3.4. Método de Umbrella Sampling

El método de Umbrella sampling®® es una técnica computacional de calculo de
energia libre en la cual se restringe el muestreo en una regién especifica del espacio
de fase representada por ejemplo por una coordenada de reaccién en la cual se le
somete al sistema un potencial de restriccién. La restriccion se lleva a cabo mediante

un potencial armoénico de la forma:

W(f (s o)) = %k:(fl(rl, ) — 8)? (3-68)
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La ecuacién anterior se adiciona a la energia potencial del sistema U(r), de esta
forma el potencial total es U(r) + W (fi(r), s). Este potencial se utiliza para mejorar

el muestreo de cierta variable en regiones con baja probabilidad de ocurrencia.

3.4. Funcién de Fukui condensada atémica
ponderada por la distribucién de Boltzmann

En esta seccion se explica la nueva metodologia desarrollada en este trabajo, en la
cual se definen descriptores de reactividad aplicados a sistemas complejos como enzi-
mas o solutos solvatados en agua explicita. Los mismos se basan en la aproximacién
de que la posicion de los &tomos o niicleos en los sistemas se desacopla de los grados
de libertad electrénicos (aproximacién de Born-Oppenheimer). Combinando simula-
ciones de dinamica molecular y métodos de muestreo mejorados, se obtienen todas
las posiciones de dtomos posibles en un colectivo canénico definido por el nimero de
atomos N, el volumen V y la temperatura 7. La energia potencial que describe las
interacciones entre los atomos se obtiene con los hamiltonianos basados en métodos
de estructura electrénica semiempirica o combinandolos con campos de fuerza en un
enfoque QM /MM para sistemas més complejos.

Para cada configuracion de los atomos, se estudid la reactividad del tioéster de
crotonilo como modelo de sustrato enzimatico con descriptores de reactividad lo-
cal condensados por atomos basados en DFT conceptual. Se obtiene una reactividad
representativa para el colectivo de configuraciones como promedio ponderado de Bol-
tzmann de los valores condensados de atomos calculados, manteniendo constante el
nimero de electrones del sustrato en diferentes entornos moleculares. Al comparar

estos valores promedio ponderados de Boltzmann para cada atomo del sustrato, se
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abordo el efecto de la enzima o las moléculas de solvente explicito sobre su reactivi-
dad.

La funcion de Fukui condensada por atomos descrita anteriormente adoptara dife-
rentes valores dependiendo de la posicion de los niicleos en el sistema molecular. Bajo
temperatura constante T' todas las posiciones posibles de N nicleos/atomos Ry, en
un volumen definido V, estan representados por la funcién de particion candnica

bajo una descripcién clasica de los atomos

1
Q(N,V,T) = PEL /D ( )de...dRNe‘ﬂU(Rl""’RN) (3-69)

Se suponen momentos y posiciones independientes de los atomos, la integracién
de los momentos esta dada por A%N, y la integracién se extiende sobre todo el vo-
lumen accesible por las posiciones de los dtomos D(v). U(R4, ..., Ry) es la energia
potencial del sistema que describe las interacciones de los atomos en la posiciéon R;
y se obtiene a partir de céalculos de estructura electréonica ab-initio, de campos de
fuerza adecuadamente parametrizados o mediante métodos hibridos como QM /MM,
que describen la parte reactiva del sistema con métodos ab-initio, incluida la polari-
zacion de los atomos circundantes representados por cargas atémicas y el resto con
campos de fuerza. Con esta metodologia propuesta asumimos explicitamente que los
electrones estan en 0 K y estan desacoplados de los grados de libertad nuclear.

En base a esta aproximacion, una funcién de particién configuracional

Z(N,V,T) = / dR;...dRye PURL--Ry) (3-70)
D(v)

es definida para obtener la diferencia de energia libre de Helmholtz AA entre dos
estados con el mismo nimero de atomos y funciones de particién configuracional, Z;

y Zj, que difieren en las interacciones atémicas como
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7

La funcién de particién configuracional Z en mecénica estadistica permite el calculo
de un observable del sistema como un promedio ponderado de la funcién correspon-
diente a(Ry, ..., Ry), que depende solo de la posicién de los atomos R,;.

Como se vié anteriormente la funciéon de Fukui condensada por atomos depende so-
lo de la posicién de los niicleos, por ende teniendo en cuenta todas las configuraciones
posibles en el colectivo se definié en este trabajo una funciéon de Fukui condensada

por atomos promediada por el colectivo

1

U= 25 /D S Fi Ry, ..., Ry e VR Rn) (3-72)

1

w7+ L es la temperatura y kp constante de Boltzmann. fi(Ry, .., Ry)

con ff =
es la funciéon Fukui condensada por atomos obtenida en una configuracion especifica
de ntcleos dada por R;.

Para sistemas moleculares, el desafio consiste en encontrar métodos capaces de
proveer una completa descripcion del espacio de fase accesible dado por los ntcleos.
Como primer paso en esta direccion, primeramente se exploraron los diferentes gra-
dos de libertad configuracionales del tioester del crotonyl, el cual muestra variacio-
nes a cierta temperatura en vacio y solvente implicito, representado por la rotacion
con respecto a un enlace simple usando metodos DFT (ver Figura 4-9). Los dos
minimos resultantes accesibles a cierta temperatura en la superficie de energia po-
tencial (PES), sirven como puntos de partida para el estudio de la interconversién
con el método de Umbrella Sampling en ambientes moleculares diferentes (descrip-

cién implicita y explicita del agua) combinado con el método Weighted Histogram

Analysis Method (WHAM).84 Todos los microestados caracterizados por las posicio-
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nes atémicas de la molécula para cada ventana en el método Umbrella Sampling®?
fueron usados para obtener el valor de f} promedio para cada d4tomo con respecto a
cada valor del angulo torsional. Luego la funciéon de Fukui condensada ponderada por
el colectivo fue obtenida usando los pesos de Boltzmann de cada ventana calculados
por las diferencias de energia libre de las mismas. En solvente explicito y en la enzi-
ma, se produce una polarizacién de la densidad electronica del tioéster de crotonilo
debido a la inclusién de las cargas puntuales circundantes tomadas en cuenta en la
metodologia QM /MM. La densidad electrénica polarizada en las posiciones atémicas
fijas Ry da como resultado valores de la funciéon de Fukui condensada a dtomos que
describen el efecto polarizador del entorno molecular en el tioéster de crotonilo para
diferentes configuraciones de los atomos en el sistema.

En la enzima, el sustrato tioéster de crotonilo esta limitado por la interaccién con
los residuos de proteina y la fuerte unién de la porcién de la coenzima A, por lo tanto
se usaron simulaciones de dindmica molecular QM/MM con suficiente duracién para
muestrear las reorientaciones locales de los residuos interactuantes y las moléculas de
agua con el objetivo de proporcionar una representaciéon del espacio de fase accesible
del sustrato.

La metodologia propuesta en este trabajo,® para el calculo de la funcién de Fukui
condensada a dtomos ponderada por la distribucién de Boltzmann (en ingles BW-

AC-FF) se puede dividir en los siguientes pasos (en orden secuencial):

= Primeramente se requiere realizar un estudio previo conformacional para saber
los grados de libertad a considerar. (Ej: Rotacién de un dngulo diedro). Este

estudio se realizé con el programa ORCA. %

= A lo largo del diedro escogido se debe de encontrar los microestados accesibles

del espacio de fase, en este caso relacionados con la coordenada de reaccién (Se
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considera un colectivo candnico).

= Para encontrar los microestados accesibles se utilizan simulaciones de dinamica
molecular Born-Oppenheimer. Para mejorar el muestreo se utiliza el método de
Umbrella Sampling y se divide en ventanas la coordenada de reacciéon. Luego
se utiliza el método WHAMB®* para obtener la energia libre de cada venta-

na y probabilidades a nivel DFTB.®" Para este paso se utilizé el programa

AMBER.®8

= A partir de las estructuras conseguidas anteriormente con nivel de teoria DFTB
se realiza un recalculo usando el programa TERACHEM® para asi obtener

energias y coeficientes de orbitales moleculares a nivel DFT.

= Al tener las energias a nivel DFT de cada microestado se puede corregir la
energia libre de cada ventana considerando la diferencia entre < Edft > — <
Edftb > tomando en cuenta el factor entrépico constante (Solo para sistemas

en vacié y solvente implicito).

= Teniendo los coeficientes de orbitales moleculares para cada microestado en
cada ventana se procede a calcular los descriptores de reactividad con los pro-

gramas HORTON® y CHEMTOOLS.*!

= Una vez obtenido cada valor de descriptor de reactividad a lo largo de la coor-

denada de reaccion se procede a calcular un promedio del mismo por ventana.

= Finalmente para obtener la propiedad ponderada por el factor de Boltzmann,
que en este caso es la funcién de Fukui condensada(en inglés BW-AC-FF) se
procede a hacer una sumatoria de cada promedio de funcién de Fukui obtenida

por ventana multiplicada por su probabilidad respectiva.
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Estudio Conformacional
(Grados de libertad relevantes)

Encontrar los microestados accesibles en el espacio de fase usando
simulaciones de dinamica molecular Born-Oppenheimer y calculo de
probabilidades.(Métodos Umbrella Sampling y WHAM)

Calculo de coeficientes de Orbitales Moleculares a nivel de teoria DFT
de los conférmeros representativos

Calculo de descriptores de reactividad basados en la
densidad electronica de los conférmeros

Calculo de la funcion de Fukui condensada atomica
ponderada por la distribucion de Boltzmann.
(BW-AC-FF)

Figura 3-1.: Flujograma para el cédlculo de la Funciéon de Fukui condensada atémica ponderada
por la distribucién de Boltzmann (BW-AC-FF)

A continuacion se resume cada uno de los pasos mencionados anteriormente en un
flujograma de la figura 3-1. Finalmente se debe de mencionar que se tuvo que disenar
una serie de programas computacionales en lenjuage PYTHON y BASH que sirvieran
como interfase en la manipulacion de los programas antes mencionados. También se
disenaron programas para el calculo del promedio ponderado de la funcién de Fukui
condensada atomica y en general para el tratamiento estadistico de otras variables

como por ejemplo: puentes de hidrégeno, etc.



4. Resultados

4.1. Reactividad quimica de compuestos
«,-insaturados en vacio y solvente implicito.

En esta primera seccién se muestran los resultados obtenidos en el estudio de la
reactividad en compuestos insaturados en medios isotrépicos como vacio y solven-
te implicito. Para este tipo de casos los sistemas moleculares se representaron por
medio de geometrias optimizadas. La reactividad de tioesteres, amidas y esteres «, 8-
insaturados fue abordada con descriptores de reactividad globales y locales basados
en la teoria del funcional de la densidad conceptual. Debido a que no hay datos expe-
rimentales disponibles para estos compuestos, se tuvo que validar primeramente los
descriptores de reactividad para una serie de cetonas «, S-insaturadas con constantes

de velocidad experimental conocidas.

4.1.1. Validacion de descriptores de reactividad para moléculas

«, f-insaturadas

Recientemente la validacion de varios descriptores en compuestos carbonilicos con
un solo sitio reactivo fue reportado por Heidar-Zadeh et al.%® La mayoria de estos

compuestos poseen solo un sitio nucleofilico, el atomo de carbono carbonilo. Las
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moléculas «, f insaturadas, sin embargo, tienen mas de un sitio nucleofilico que

requiere una nueva validacion de los descriptores de reactividad.

H,C o
1 L {-,)J\/ il /\MC&
s He TR

H<C\)-L/\
CH,
HC )J\/\/\
3 ' QJ\/\/\(H‘ 7 H,C CH,
=
n H‘()]\/\CH, H y P o,
J

Figura 4-1.: Cetonas «,3-insaturadas electrofilicas usadas para validar los descriptores de reacti-
vidad globales y locales.

Como paso inicial fueron seleccionadas cetonas «, S-insaturadas con valores expe-
rimentales reportados de su reactividad como nucledfilos. La prediccion de la reac-
tividad en un conjunto de cetonas «, f-insaturadas se vuelve mas compleja debido
al aumento del nimero de sitios reactivos nucleofilicos, el carbono [ y el atomo de
carbono carbonilico. Los descriptores globales y locales (basados en los modelos de
energfa lineal y cuadratica) se evaluaron en fase acuosa y luego se compararon con
la constante de velocidad experimental reportada por Schwobel et al.”? para veri-
ficar el rendimiento de los diferentes descriptores de reactividad para las moléculas
elegidas. Estas constantes de velocidad corresponden a la reaccion entre cetonas «,3-
insaturadas en la Figura 4-1 y glutatién en una fase acuosa y se utilizaran como un
indicador de la reactividad de las moléculas.

La tabla 4-1 muestra los descriptores globales para todas las moléculas en la
Figura 4-1 junto con el logaritmo de la constante de velocidad experimental. La
electrofilicidad de cetonas «,-insaturadas se describe dentro del modelo de energia

cuadratico por el indice de electrofilicidad w de Parr. Al comparar los valores de la
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Tabla 4-1.: Descriptores globales para moléculas en el conjunto de validacién de la Figura 4.1
usando el modelo cuadratico de energia y el nivel de teorfa wB97X-D3 / 6-311G(d,p)
en solucién acuosa (modelo de solvatacién SMD). Log(k) representa los valores de
las constantes de velocidad experimentales en M ~!min~!, w es la electrofilicidad en
(eV), ANqz es la cantidad fraccionada de una carga elemental que el sistema tiene
que obtener para alcanzar N,,.. electrones, eryao es la energia del orbital molecular
desocupado mas bajo en eV y S es la blandura quimica en Ey,.

Ne Nombre 10g(k) ANmam w ELUMO S

1 l-penten-3-ona  3.10  0.4444 1.0136 0.5705 2.6507
2 1-hexen-3-ona  3.07  0.4448 1.0128 0.5648 2.6580
3 l-octen-3-ona  3.03  0.4446 1.0107 0.5655 2.6617
4 3-penten-2-ona  1.43  0.4321 0.9657 0.7023 2.6303
5 2-octen-4-ona 142 0.4291 0.9484 0.7296 2.6418
6
7
8

4-hexen-3-ona  1.38  0.4288 0.9498 0.7354 2.6337
3-hepten-2-ona  1.10  0.4353 0.9764 0.6665 2.6405
3-octen-2-ona  1.06  0.4350 0.9749 0.6697 2.6407

electrofilicidad w con los valores experimentales, se concluye que la electrofilicidad
solo discrimina entre familias de compuestos, pero no en una familia como por ejem-
plo en las moléculas con el doble enlace en la cadena alifatica en el lado derecho
de la molécula (moléculas 4,7 y 8). La energia del LUMO, que se puede aproximar
como la afinidad electronica y se puede usar como un descriptor de electrofilicidad
alternativo, muestra la misma tendencia en la que los compuestos mas reactivos se
separan de los menos reactivos, pero no se logra discriminaciéon entre los compues-
tos menos reactivos. Lo mismo ocurre para la blandura global que se muestra en la
ultima columna de la Tabla 4-1.

Los descriptores globales describen la reactividad de la molécula como un todo y no
pueden discriminar entre dos sitios reactivos. Por lo tanto, no se sabe si describen la
reactividad en el carbono 5 o en el carbono carbonilico en la molécula. Sin embargo,
los descriptores locales asignan reactividad a sitios especificos cuando se condensan
en atomos y podrian ser mas adecuados para moléculas «, S-insaturadas.

Como se describe en la seccién de métodos, los descriptores de reactividad local
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Tabla 4-2.: Descriptores locales condensados para las moléculas del conjunto de validacion usando
el modelo de energia cuadratico y lineal a nivel de teorfa wB97X-D3 / 6-311G(d,p) ba-
sados en la aproximacién de orbital molecular de frontera (FMO) en solucién acuosa
(modelo de solvatacién SMD) y los valores de log de constante de velocidad experi-
mental k (M ~*min~1). I,y es la respuesta local condensada de la electrofilicidad w,
f7T es la funcién de Fukui lineal condensada y s es la blandura local condensada (en
E}) para los dtomos diferentes en cada molécula.

Respuesta de fragmento molecular Fragmento de respuesta molecular

Molecule log(k)  lun It st lw:n fr st
1-penten-3-ona  3.10

Cps 0.1704 0.5612  1.4878 0.0911 0.2765 0.7330
Ce-o 0.1176 0.4360  1.1558 0.0810 0.2136 0.5664
O 0.1332 0.1187  0.3146 0.1300 0.1814 0.4810
1-hexen-3-ona 3.07

Cp 0.1704 0.5606  1.4901 0.0911 0.2759 0.7335
Ce=o 0.1187 0.4371  1.1620 0.0807 0.2126 0.5653
O 0.1315 0.1180  0.3137 0.1289 0.1813 0.4821
1-octen-3-ona 3.03

Cp 0.1704 0.5604  1.4918 0.0910 0.2759 0.7344
Ce-o 0.1197 0.4372  1.1639 0.0807 0.2127 0.5661
O 0.1286 0.1176  0.3132 0.1268 0.1811 0.4821
3-penten-2-ona  1.43

Cp 0.1663 0.5594  1.4716 0.0751 0.2371 0.6238
Ce=-o 0.1207 0.4648  1.2228 0.0769 0.2122 0.5582
O 0.1345 0.1148 0.3019 0.1323 0.1842 0.4846
2-octen-4-ona 1.42

Cs 0.1645 0.5580  1.4742 0.0745 0.2370 0.6261
Ce=o 0.1207 0.4627  1.2224 0.0776 0.2139 0.5651
O 0.1272 0.1132  0.2993 0.1251 0.1803 0.4763
4-hexen-3-ona 1.38

Cp 0.1644 0.5585  1.4710 0.0745 0.2374 0.6253
Ce=o 0.1193 0.4615  1.2155 0.0779 0.2149 0.5661
O 0.1298 0.1143  0.3011 0.1268 0.1806 0.4758
3-hepten-2-ona  1.10

Cp 0.1724 0.5721  1.5107 0.0763 0.2365 0.6246
Ce-o 0.1202 0.4570  1.2067 0.0767 0.2097 0.5537
O 0.1317 0.1141  0.3013 0.1301 0.1825 0.4820
3-octen-2-ona 1.06

Cp 0.1733 0.5720  1.5104 0.0770 0.2366 0.6247
Ce=-o 0.1205 0.4575  1.2083 0.0764 0.2099 0.5544

O 0.1287 0.1142  0.3016 0.1277 0.1827 0.4826
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pueden calcularse empleando diferentes aproximaciones. Dependen del modelo de
energia utilizado para expresar la dependencia de la energia con respecto al nimero
total de electrones y generalmente se condensan en atomos con un enfoque de atomo
en molécula para poder compararlos entre diferentes moléculas. En esta parte del
trabajo también se compara entre la aproximacion de Fragmento de la Respuesta
Molecular (en ingles FMR), donde la condensacién a los dtomos no depende del
numero total de electrones del sistema, y la aproximaciéon de Respuesta del Frag-
mento Molecular (en ingles RMF') donde la funcién de peso utilizada para condensar
el descriptor local de los atomos también depende de la cantidad de electrones (ver
la seccién de Métodos).

En la Tabla 4-2 los descriptores locales del modelo de energia cuadratica [,y (r)
y el modelo de energia lineal fT(r) se condensaron en atomos para cada molécula en
la Figura 4-1 usando el enfoque RMF y FMR y el método de particion Hirshfeld-I
para verificar como estas aproximaciones alteran los diferentes descriptores. Usando
la aproximacion RMF, ambos descriptores identifican el sitio més reactivo como el
atomo de carbono 3 en todas las moléculas, como se conoce a partir de los datos
experimentales. En el enfoque RMF, algunos dtomos presentan valores grandes para
los descriptores condensados locales de f*(r) y l,,n(r), cuya suma excede uno. Sin
embargo, algunos otros dtomos que no se muestran en la tabla presentan valores ne-
gativos que equilibran la suma total de la molécula completa a uno como se esperaba.
En la aproximaciéon FMR [,y (r) asigna el sitio mds reactivo al dtomo de oxigeno
pero el valor condensado de f*(r) es mayor en el dtomo de carbono § de acuerdo
con la reactividad experimental.

Dado que las moléculas tienen tamanos y grupos funcionales similares que difieren

solo en su posicién, el orden de reactividad experimental descrito por la constante de
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velocidad para los compuestos (segunda columna de la Tabla 4-2) también debe ser
reproducido por los descriptores locales. Sin embargo, la aproximacién RMF no es
capaz de asignar diferencias en las reactividades entre los compuestos para ninguno
de los dos descriptores locales. En el enfoque FMR, el descriptor local [, n(r) no
reproduce el sitio mds reactivo (lo asigna al dtomo de oxigeno) y f*(r) obtenido
del modelo de energia lineal identifica correctamente el &tomo de carbono 3 como el
sitio mas reactivo y ademds también reproduce el orden de reactividad experimental
dado por la constante de velocidad experimental. La figura 4-2 muestra la funcién
condensada de Fukui f*(r) en el sitio més reactivo de la molécula, el dtomo de
carbono [, frente a los valores de constantes de velocidad experimental. En general,
se observa una buena correlacion entre la constante de velocidad y el valor condensado
de f*(r). Sin embargo, la comparacién de los valores en la Tabla 4-2 muestra una
excepcion que no sigue la tendencia de reactividad experimental: 4-hexen-3-ona.
Pero, también se debe de considerar que los valores experimentales de las constantes
de velocidad tienen un error asociado que podria estar en el segundo decimal y
harfa dificil una diferenciacién entre 4-hexen-3-ona y 2-octen-4-ona o 3-penten-2-ona.
Teniendo en cuenta esta incertidumbre y la comparacién con los otros descriptores
locales, los valores condensados de f7(r) bajo el enfoque FMR separan correctamente
tres grupos de moléculas, que tienen constantes de velocidad experimental en un
rango cercano y reproduce mejor la reactividad de este tipo de moléculas.

Cuando las moléculas difieren en el niimero de dtomos, a menudo se elige la blan-
dura local para comparar las reactividades locales entre las moléculas, ya que tiene
en cuenta la diferencia en la blandura o polarizacién de las moléculas (ver la seccién
Métodos).™™ Sin embargo, para las cetonas a,f(-insaturadas estudiadas aqui, los

valores condensados de la blandura local no reproducen la tendencia de reactividad
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Figura 4-2.: Funcién de Fukui condensada f*(r) (en azul) y blandura local s (r) (en verde) para
el 4tomo de carbono f de las moléculas del conjunto de validacién (aproximacién
FMR ) vs. valores de log de las constantes de velocidad experimental k (M ~1min=1).
experimental correcta (ver Figura 4-2 lado derecho). Esto podria deberse a las simi-
litudes entre los valores de blandura de las moléculas que se muestran en la Tabla
4-1 y al hecho de que la blandura calculada a partir del modelo de energia cuadrética
no reproduce la reactividad global de las moléculas.

Curiosamente, los valores condensados de [, y(r) en el carbono § bajo el enfoque
FMR en la Tabla 4-2 reproduce la misma tendencia de reactividad observada en el
descriptor global w para todas las moléculas del conjunto de validacién. Considerando
que w y l,.n(r) son los descriptores de reactividad globales y local derivados del
mismo modelo de energia cuadratica, el orden de reactividad de los descriptores
locales y globales es consistente dentro del modelo de energia pero no reproduce la
reactividad experimental del compuesto. La funcién de Fukui f*(r) en el enfoque
RMF también ofrece el mismo orden que w y [, n(r) (FMR).

Teniendo en cuenta todas estas observaciones, el enfoque FMR en combinacion
con la funcién condensada de Fukui f*[Cjs] reproduce mejor el orden de reactividad

dado por los valores experimentales de las constantes de velocidad y, por lo tanto, se
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utilizé para estudiar la reactividad de ésteres, tioésteres y amidas «,-insaturadas.

4.1.2. Descriptores de reactividad en ésteres, tioésteres y

amidas «,-insaturados

La reactividad de ésteres, tioésteres y amidas «,-insaturados para formar el enola-
to reactivo después de la transferencia de hidruro y la posterior fijacién de didxido
de carbono por el enolato se abordd en dos procesos diferentes. Para la reaccién
de transferencia de hidruro se considero la electrofilicidad y, por lo tanto, el ataque
nucleofilico en los ésteres, tioésteres y amidas neutros «,S-insaturados. Para la reac-
cién de fijacion de didéxido de carbono, se estudié la nucleofilicidad del intermedio de
enolato. Para los dos procesos, los valores de los descriptores globales y locales se han
calculado para las respectivas moléculas neutras y aniénicas en vacio y en solucién
acuosa. Los efectos de los solventes sobre la reactividad se estimaron utilizando el
modelo implicito de solvatacién SMD.%

Las moléculas estudiadas difieren en el sustituyente R1 en el dtomo de carbono
B, el heterodtomo X (oxigeno, nitrégeno o azufre) y el grupo unido covalentemente
al heterodtomo R2 (hidrégeno, metilo o dimetilo). Para identificar las diferentes
moléculas se adopté la siguiente sintaxis: R1-X-R2, por ejemplo: H-S-Me, Me-S-Me,
H-O-Me, Me-O-Me, H-N-Hy, Me-N-H,, H-N-Me; o Me-N-Mes,.

Ataque nucleofilico del anién hidruro en tioésteres, ésteres y

amidas-insaturadas

En el ataque nucleofilico del aniéon hidruro en los ésteres, tioésteres y amidas
a, B-insaturados (ver Figura 4-3), las moléculas son electréfilos y, por lo tanto, se

calcularon los descriptores globales como la electrofilicidad w y la afinidad electrénica.
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Para la afinidad electrénica, el enfoque de diferencia finita se comparé con la energia

del LUMO. Los descriptores globales se muestran en la Tabla 4-3.

Tabla 4-3.: Descriptores globales de electrofilicidad (en eV) para ésteres, tioésteres y amidas «, 8-
insaturados neutras a nivel de teorfa wB97X-D3 / 6-311G(d,p) en vacio y solucién
acuosa (modelo de solvatacién SMD).

R1-X-R2 ELUMO A W ANmaz ELUMO A W ANmaz‘
Vacio Solvente
H-S-Me 0.4053 -0.3614 1.0259 0.4584 0.3457 2.0677 1.0534 0.4645
H-O-Me 0.8852 -0.9688 0.9833 0.4204 0.7968 1.6979 1.0253 0.4286
H-N-H, 1.1989 -1.3239 0.8143 0.3887 1.1142 1.3831 0.8868 0.3996
H-N-Me, 1.1711 -1.1549 0.7472 0.3842 1.0788 1.3883 0.7879 0.3938
Me-S-Me  0.6291 -0.4979 0.9327 0.4359 0.5123 1.8662 0.9804 0.4476
Me-O-Me  1.1252 -1.1040 0.8651 0.3973 0.9770 1.4674 0.9068 0.4096
Me-N-H, 1.4390 -1.4535 0.7341 0.3675 1.3042 1.1386 0.7974 0.3811
Me-N-Me, 1.3857 -1.2747 0.6785 0.3643 1.2501 1.1636 0.7329 0.3780
Rl/\\)LX/ N . /\)L A
+ H- Rl . X

Figura 4-3.: Ataque nucleofilico del anién hidruro en moléculas carboxilicas «, S-insaturadas

La electrofilicidad w definida por Parr identifica los tioésteres «, S-insaturados

como las moléculas mas reactivas seguidas por los ésteres y las amidas. Al cambiar

el grupo R1 de hidrégeno a un grupo metilo disminuye la reactividad. El efecto del

solvente acuoso representado por el modelo de solvente implicito en los calculos de la

estructura electronica aumenta ligeramente la reactividad con respecto a los valores

en vacio.

La afinidad electrénica también podria usarse como un descriptor global de la

electrofilicidad. La afinidad electronica de los sistemas moleculares se puede evaluar

bajo el enfoque de diferencia finita, que implica el calculo del anién inestable o el

uso de la energia del LUMO ignorando la relajaciéon de los orbitales moleculares tras
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la adicién de electrones. Como se muestra en la Tabla 4-3, en el nivel de teoria w
B97X-D3/6-311G(d,p) las energias del LUMO son positivas y la afinidad electrénica
negativa y cercana entre si en valor absoluto en calculos en vacio. Esto implica que
en el vacio el anion es menos estable que el sistema molecular neutro y el valor obte-
nido con el enfoque de diferencia finita podria depender del conjunto base empleado.
Pero, cualquiera de las aproximaciones de la afinidad electrénica da como resultado
el mismo orden de reactividad que el predicho por w, con la excepcién de las aminas
metiladas. Cuando se agrega el solvente, la afinidad electrénica del enfoque de dife-
rencia finita difiere considerablemente de la energia del LUMO, ya que el solvente
implicito hace que el anién sea méds estable que el sistema molecular neutro. Esto
da como resultado afinidades positivas de electrones A, que nuevamente muestran
un orden de reactividad similar a la electrofilicidad w definida por Parr. Como se
mostrara a continuacion, la afinidad electronica como descriptor global presenta un
orden de reactividad comtn con el valor condensado de f*(r) en el 4&tomo de carbono
carbonilico y no en el atomo de carbono 5 .

Junto con la electrofilicidad w definida por Parr también analizamos los valores de
AN,,q.. En la Figura 4-4 comparamos los dos valores para las moléculas estudiadas
y encontramos que AN,,,, también separa bien tioésteres, ésteres y amidas: AN,z
(amidas) < AN, (ésteres) < ANp,q. (tioésteres) mientras que w es méas sensible
para el grupo R1.

Del analisis de los descriptores globales se obtiene que los tioésteres a, f-insaturados
serfan las moléculas mas reactivas seguidas por los ésteres y las amidas. El grupo
metilo disminuye la reactividad y la adicién del solvente conduce a un aumento en su
reactividad. Sin embargo, como se senal6 en la validacion de los descriptores descritos

anteriormente, uno debe tener en cuenta que los descriptores globales solo describen
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Figura 4-4.: Relacién entre AN,,,, and w para moléculas carboxilicas «, S-insaturadas en fase
solvente. Amidas en azul, ésteres en verde y tioésteres en rojo.

la molécula como un todo y no la reactividad de un sitio especifico. En el caso de las

cetonas descritas anteriormente, se demostro que los descriptores globales no repro-

ducen el orden de reactividad del atomo de carbono 3, que es el méas reactivo como

lo demuestra el estudio experimental.

Por lo tanto, los descriptores locales se calcularon para los tioésteres, ésteres y
amidas «, S-insaturados empleando el modelo de energia lineal y cuadratica bajo la
aproximacién FMR (la aproximacién RMF se descarté ya que no reproducia el orden
correcto de reactividad en las cetonas). La funcién de Fukui f*(r) (modelo de energia
lineal) y I, v (r) (modelo de energia cuadratica) en combinacién con la aproximacién
FMO® se condensaron en dtomos con el método de particién de Hirshfeld-1%* (la
aproximacion de diferencia finita no se consideré debido a los aniones inestables en
el vacio). Los valores condensados para los atomos reactivos  y carbono carbonilico
se muestran en la Tabla 4-4. También aqui se consideré la influencia del solvente en
el descriptor de reactividad local.

Los valores condensados de las funciones de Fukui f*(r) (modelo de energia lineal)

muestran su mayor valor en el a&tomo de carbono 3 como se esperaba. Esto se eviden-
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Tabla 4-4.: Descriptores locales para la electrofilicidad de ésteres, tioésteres y amidas «, (-
insaturados neutras (modelo de energia lineal y cuadratico bajo la aproximacién FMR)
usando a su vez aproximacién de orbital molecular de frontera (FMO)(wB97X-D3 /
6-311G(d,p))en vacio y solucién acuosa (modelo de solvatacién SMD).

Vacio Solvente
R1-X-R2  atom I,y fr LN I+
H-S-Me Cp 0.0975 0.2823 0.0973 0.2703

Ce—o 0.0708 0.1974 0.0786 0.2168
H-O-Me Csz  0.0975 0.3214 0.1419 0.3132
Ce=o 0.0538 0.1522 0.0550 0.1691
H-N-H, Cs  0.0924 0.3362 0.0924 0.3236
Ce—o 0.0416 0.1245 0.0470 0.1396
H-N-Me, Cs  0.0861 0.3226 0.0880 0.3147
Ce=o 0.0416 0.1329 0.0470 0.1459
Me-S-Me Cs  0.0803 0.2420 0.0840 0.2326
Ce=o 0.0664 0.1983 0.0748 0.2183
Me-O-Me Cs  0.1094 0.2746 0.1087 0.2682
Ce—o 0.0457 0.1529 0.0525 0.1711
Me-N-H, Csg  0.0733 0.2863 0.1042 0.2757
Ce—o 0.0393 0.1257 0.0404 0.1432
Me-N-Me,  Cg  0.0687 0.2748 0.0730 0.2681
Ce=o 0.0391 0.1333 0.0450 0.1485

cia a partir de la distribucién de la funcién Fukui f7(r) con una gran contribucién
en este atomo que se muestra para el sistema Me-S-Me como representante de todas
las moléculas en la Figura 4-5. El atomo de carbono carbonilico presenta valores
condensados méas pequenos para f*(r). Ademds, los valores condensados de I, n(r)
(modelo de energia cuadratica) muestran un valor mas alto en el 4tomo de carbono
[ con respecto al atomo de carbono carbonilico, pero el valor méximo no siempre
estd en el dtomo de carbono 8 como se esperaba.

El estudio de validacion en cetonas mostrd que los descriptores locales son mas
adecuados para describir las tendencias de reactividad en este tipo de moléculas. Por
lo tanto, también aqui se compararon los valores de los descriptores locales entre las

diferentes moléculas para establecer un orden de reactividad. Cuando se considera
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el descriptor local del modelo de energia cuadrética [, n(r) en el atomo de carbono
carbonilico, los tioésteres son las moléculas més reactivas seguidas por el éster y las
amidas. Esto concuerda con el orden proporcionado por descriptores globales como
la electrofilicidad. Sin embargo, en la validacién de las cetonas, se demostré que
Ly.n(r) no identifica el sitio més reactivo (4tomo de carbono () en la molécula bajo

la aproximaciéon FMR y no describe la tendencia de reactividad correctamente.

Figura 4-5.: Funcién de Fukui f*(r) de molécula neutra Me-S-Me en vacio.

El descriptor local f*(r) del modelo de energia lineal, sin embargo, reprodujo co-
rrectamente la reactividad del conjunto de validacién reportado en el experimento.
Para los tioésteres, ésteres y amidas «, f-insaturados, los valores condensados de
f1(r) en el 4&tomo de carbono § asignan a las amidas como las moléculas mds reac-
tivas seguido por los ésteres y los tioésteres. La presencia de un grupo metilo en R1
disminuye su reactividad como la presencia del solvente o dos grupos metilo en lugar
de dtomos de hidrégeno unidos al dtomo de nitrégeno. Curiosamente, f*(r) en el
carbono carbonilico también muestra el mismo orden de reactividad de la afinidad
electrénica (A) para el tioéster, el éster y las amidas. De esta comparacion, se podria
concluir que los descriptores globales de los compuestos a, 5 -insaturados estdn més
asociados con la reactividad en el dtomo de carbono carbonilico y cada descriptor
local y global es consistente dentro de su modelo de energia.

La validacién de descriptores locales y globales en cetonas discutidas anteriormente

identificé los valores condensados de f*(r) como el descriptor més apropiado para
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predecir la reactividad en este tipo de moléculas. Por lo tanto, se puede concluir que
las amidas representan las moléculas mas reactivas para la transferencia de hidruros,

seguidas por los ésteres y los tioésteres.

Ataque electrofilico hacia los enolatos aniénicos «, S-insaturados por parte del

CO,

Después de que se transfiere el anién hidruro y se forma el enolato, el segundo
paso involucrado en la fijacién enzimatica de COs es el ataque electrofilico de la
molécula de diéxido de carbono en el enolato (ver Figura 4-6). Para este paso, las
diferentes reactividades del enolato también pueden afectar el mecanismo general
de reaccion de fijacién enzimatica de CO,. Para evaluar la reactividad del enolato
como nucledfilo hacia CO,, se calcularon descriptores de reactividad global y local
de nucleofilicidad para cada enolato construido a partir de las moléculas R1-X-R2

discutidas anteriormente.

)L R2 Rz
R1/\\i X/ + CG, - m/ﬁ»)kx/
H to,

Figura 4-6.: Reaccion de carboxilacién del enolato formado a partir de la adicién del hidruro.

La tabla 4-5 muestra para los aniones el indice de nucleofilicidad Ngp definido

61 como el negativo del potencial de ionizacién y la energfa del HOMO

por Contreras
emomo- La diferencia entre los dos es que Npp toma en cuenta la relajacion orbital
después de la eliminacion de un electréon del anién. El valor negativo de la energia
HOMO para todos los sistemas estudiados implica que los aniones son estables y que

el potencial de ionizacién es positivo, como lo demuestra un valor negativo de Ngp.

En el vacio, los dos valores estan cerca uno del otro y muestran la misma tendencia
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entre las diferentes moléculas: el enolato més nucleofilico es el formado a partir de
R1-NH,; seguido de R1-N-Me,, el éster y el tioéster. Hay un aumento muy pequeno
en la nucleofilicidad cuando el grupo metilo en R1 es reemplazado por un atomo de
hidrégeno.

Dado que el enolato presenta una carga negativa, el solvente acuoso estabilizaria
el anion considerablemente, lo que daria lugar a un aumento en el potencial de
ionizaciéon y también en la energia del HOMO. Como se evidencia en la Tabla 4-5,
ambos indicadores nucleofilicos globales aumentan (valores absolutos) con el solvente
y también presentan una mayor diferencia entre ellos. La diferencia surge porque
se espera que la relajacion orbital juegue un papel importante cuando el solvente
esta presente, lo que podria polarizar el anion. Cuando los indicadores nucleofilicos
globales se comparan con el vacio, se observa que el disolvente hace que la diferencia
entre cada molécula R1-X-R2 sea menor, pero el orden de reactividad general se

mantiene con solo algunos cambios menores en el orden de las amidas y el éster.

Tabla 4-5.: Descriptores globales (en eV) para tioéster, ester y amidas aniénicas «, f-insaturadas
(wB97X-D3 / 6-3114++G(d,p)) en vacio y solucién acuosa (modelo de solvatacién
SMD).

R1-X-R2  egomo  Nrp egomo  Nrp

Vacio Solvente

H-S-Me -2.2699 -2.0750 -6.9770 -4.4981
H-O-Me -1.6798 -1.5787 -6.7557 -4.1516
H-N-H, -1.5816 -1.4844 -6.7068 -4.0952
H-N-Mey,  -1.7587 -1.5345 -6.7495 -4.1540
Me-S-Me -2.3836 -2.1242 -6.9751 -4.5205
Me-O-Me -1.8306 -1.6449 -6.7607 -4.1783
Me-N-H, -1.7244  -1.5525 -6.7074 -4.1155
Me-N-Me, -1.8836 -1.5943 -6.7206 -4.1542

A partir de estos resultados, se concluye que para describir la nucleofilicidad de
las especies cargadas negativamente, el potencial de ionizacién y la nucleofilicidad

asociada es mas apropiado para describir la reactividad de los sistemas moleculares en
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la fase acuosa. La nucleofilicidad indica que los no metilados, seguidos de las amidas
metiladas, son los enolatos méds reactivos de las moléculas estudiadas en solucién
acuosa.

El indicador global nucleofilico (Ngp) para los enolatos fue contrastado con el
descriptor de reactividad local, que para ambos modelos de energia es la funcion
de Fukui f~(r) (ver la seccién Métodos). La funcién de Fukui nucleofilica f~(r)
se condensé en atomos para cada enolato R1-X-R2 con el método Hirshfeld-1 y los
valores para el atomo de carbono «, el atomo de carbono carbonilico y atomo de
oxigeno se muestran en la Tabla 4-6 para las moléculas en vacio y en solucion acuosa.
Tabla 4-6.: Funcién de Fukui condensada f~ de diferentes dtomos (en corchetes) para tioéster,

éster y amidas anidnicas «, S-insaturadas (wB97X-D3 / 6-311++G(d,p), aproximacién
FMR) en vacio y solucién acuosa (modelo de solvatacién SMD).

RI-X-R2  fiog  few=0y Jow=0y  fiew  Jiew=0n  fowe=oy
Vacio Solvente
H-S-Me 04327 01104  0.1926 03394 0.1221  0.1936
H-O-Me 04826 0.0971  0.1968 04584 0.1096  0.1841
H-N-H, 04785 0.0909  0.2005 04495 0.1094  0.1724
H-N-Me, 04621  0.0934 02060 04362 0.1081  0.1697
Me-S-Me 04355 01068 01862 03902 01202 0.1936
Me-O-Me 04847  0.0936  0.1907 04622 0.1072  0.1803
Me-N-H, 04779 0.0876  0.1957 04516 0.1072  0.1694
Me-N-Me, 04688 0.0807 01916 04375 01054  0.1727

Independientemente del entorno, el mayor valor del descriptor de reactividad nu-
cleofilica condensada derivado de f~(r) se observa en el 4&tomo de carbono « como
cabria esperar. Esto concuerda con la distribucién de la funcién de Fukui f~(r) que
se muestra para el enolato en la Figura 4-7. El segundo sitio mas reactivo en las
moléculas R1-X-R2 se encuentra en el atomo de oxigeno, ya que la carga negativa
estd parcialmente deslocalizada entre el atomo de carbono a y este atomo. Tam-

bién aqui, la presencia del solvente disminuye los valores de f~(r) condensados en
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el atomo de carbono « y el atomo de oxigeno carbonilico, lo que indica una menor

reactividad que los descriptores globales .

Figura 4-7.: Funcién de Fukui f~(r) de la molécula Me-S-Me anidnica en vacio.

Comparando los valores del descriptor de nucleofilicidad local condensado f~(r)
en los atomos de carbono a més reactivos, uno identifica los valores mas grandes
en los ésteres seguidos por las amidas, cuyos valores se vuelven muy similar después
de la adicion del solvente. Los tioésteres y las amidas metiladas presentan valores
significativamente menores. Para los enolatos en la fase acuosa, por lo tanto, el
descriptor nucleofilico global y el local asociado f~(r) identificaron las amidas y los
ésteres como las moléculas «, f-insaturadas mas reactivos hacia la adicion de un

electréfilo como COs y el efecto de agregar un grupo metilo en R1 es solo marginal.

4.1.3. Resumen de la primera seccion de resultados

A partir de los resultados presentados anteriormente, se concluye que para el ata-
que nucledfilico en compuestos «, S-insaturados, los descriptores de reactividad local
son mas apropiados para describir la reactividad de la molécula en comparacion con
los globales. Se establecié que los descriptores de reactividad locales y globales son
consistentes en el orden de reactividad de las moléculas para el mismo modelo de
energia, como se observd para la electrofilicidad de Parr w y el descriptor local con-

densado de electrofilicidad [, y(r). Entre todos los descriptores estudiados, la funcién
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de Fukui f*(r) condensada calculada por la aproximacion de fragmento de respuesta
molecular (FMR) identificé correctamente el atomo Cgz como el sitio més reactivo
y el valor en este atomo asigné el orden de reactividad experimental correctamente
para cetonas «, S-insaturadas.

El valor condensado de la funcién de Fukui f*(r) (aproximacién FMR) también
localiza correctamente el sitio mas reactivo en el atomo de carbono [ para tioéste-
res, ésteres y amidas «, S-insaturados, que son sustratos alternativos para la fijacién
de CO, por parte de la crotonil-CoA-carboxilasas. De todos los sistemas R1-X-R2
estudiados, este descriptor identificé las amidas como las moléculas mas propensas
al ataque nucleofilico por el anién hidruro. Los tioésteres, que son los sustratos na-
turales, presentan la menor reactividad independientemente de la presencia de un
solvente. Estos resultados son alentadores ya que proponen las amidas como sustra-
tos alternativos més reactivos para la fijacién de COq (suponiendo que la cinética de
unién de las amidas a la enzima es comparable a la de los tioésteres).

Después de la formacion de las especies de enolato por el anién hidruro, debe
producirse un ataque electrofilico por parte de la molécula de diéxido de carbono
para formar los productos. Este paso depende de la nucleofilicidad de los enolatos y
se abordo con descriptores de reactividad nucleofilica global y local. También aqui, el
valor condensado de f~(r) describié el sitio més reactivo en la molécula correctamente
en el atomo de carbono « e identifico los ésteres y las amidas como los mas reactivos.

En total, el estudio de reactividad en compuestos «, f-insaturados muestra que
para las moléculas con méas de un sitio reactivo, los descriptores de reactividad global
no representan necesariamente la reactividad en el sitio mas reactivo y, por lo tanto,
pueden no reproducir experimentalmente la tendencia de reactividad observada. A

partir de los descriptores locales que pueden usarse para asignar la reactividad a las
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moléculas estudiadas con estructura quimica similar, la funciéon de Fukui condensada
evaluada por la aproximacion FMR reproduce los valores experimentales mejor que
el descriptor local condensado [, y(r) derivado del modelo de energia cuadratica.
Con respecto a la reactividad de los compuestos «, f-insaturados como sustratos
alternativos para las enzimas Crotonil-CoA-carboxilasa para fijar COs,, las amidas
parecen ser los mejores candidatos debido a su mayor afinidad por la transferencia
de hidruros y su mayor nucleofilicidad por CO4 después de la formacién del enolato.
Para confirmar este resultado, en un futuro la cinética de reaccién de la enzima
con estos sustratos podria ser estudiada por grupos experimentales (suponiendo la
misma cinética de unién). Sin embargo, debe tenerse en cuenta que la influencia de
la enzima en la reactividad del sustrato o los posibles cambios conformacionales del
sustrato no se tomaron en cuenta en esta primera parte del estudio. Estos efectos
conformacionales y la influencia del entorno enzimatico se abordaran a continuacion

en la proxima seccion.

4.2. Reactividad quimica de compuestos
a,-insaturados en fase condensada y sistemas
biologicos.

En esta seccién se muestran los resultados del estudio de la reactividad en solutos
solvatados por moléculas de agua y también bajo la influencia de un entorno en-
zimatico. Debido a que cada uno de estos medios son no-isotropicos, la naturaleza
estadistica del sistema cobra importancia y se debe de considerar cada una de las
conformaciones igualmente probables que existen y que mostraran diferente reacti-

vidad entre ellas. Estas fluctuaciones en la reactividad no solo se deben al cambio
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conformacional sino también a la polarizacién que sufre la densidad electréonica de
la molécula de estudio por el medio representado explicitamente. En la siguiente
subseccién se presenta un estudio previo conformacional con el objetivo de conocer
cuales son los grados de libertad mas importantes que deben de ser considerados.
Luego se estudia el efecto del medio y de la dindmica molecular en los descriptores de
reactividad, especificamente la funcion de Fukui condensada a atomos. Principalmen-
te se considera un ambiente representado por moléculas de agua de forma explicita
solvatando la molécula de estudio a diferentes temperaturas y también se considera
el efecto sobre la reactividad de la enzima CCr sobre el sustrato y su comparaciéon

con los demés ambientes.

4.2.1. Analisis Conformacional del sustrato

Como modelo de sustrato de la enzima, se utilizé el 2-butenotioato de metilo. De
esta forma no se toma en cuenta el fragmento de coenzima A de la molécula de
crotonyl-CoA, que es el principal responsable de la unién a la proteina pero que
no participa en la reaccion catalitica. Se analizaron las diferentes conformaciones
que esta molécula puede adoptar mediante rotaciones de enlaces simples de angulos
diedros que contienen atomos pesados. La figura 4-8 muestra los conférmeros mas
estables asociando el color a la respectiva rotacion del enlace simple con la misma
flecha de color que representa la transiciéon conformacional. La energia libre relativa
a 298 K se muestra debajo de cada conférmero en kcal/mol calculado en vacio a
nivel de teoria w B97X/def2-svp bajo la aproximacion del oscilador arménico y rotor
rigido, debajo se muestra la energia libre usando el modelo de solvente implicito
SMD que representa una solucién acuosa. Solo dos conférmeros fueron obtenidos

por la rotacién del enlace C\,-Cco—p mostrando una poblacién significativa basada en
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los valores calculados de energia libre (~3 % para el conférmero menos estable en
comparacion a ~97 % para el mas estable. Esta distribucién de la poblacién también
se mantiene en solucién acuosa representada con el modelo de solvatacién implicita,
aunque la poblacién del conférmero menos estable aumenta a ~9 %.

En base a este analisis conformacional inicial, el estudio se enfocé en la dependencia
de los descriptores de reactividad locales en la transicién conformacional entre los

dos conférmeros resaltados en la Figura 4-8.

(0]
AN | A~

Gyac= 0 AGy= 6.3
c"imp.solv.= 0 AGimp.solv.= 4.8

s
SPNGPN
N o
AGyac= 2.1 AGya= 9.7
AGimp.sov= 1.4 AGimp.so.= 8.6

Figura 4-8.: Esquema que representa los conformeros mas estables del tioéster a, S-insaturado
con las energfas libre relativas en kcal/mol calculadas bajo la aproximacién del rotor
rigido-oscilador armdnico a nivel de teorfa wB97X/def2-svp en vacio y con solvente
implicito representando la solucién acuosa

Como se mencioné anteriormente se realizé primeramente un estudio conforma-
cional basado en la rotacion de enlaces simples en el tioéster de crotonilo para en-
contrar los minimos locales en la superficie de energia potencial. Las geometrias se
optimizaron al nivel de teoria wB97X/def2-svp y las energfas libres de los minimos
locales se calcularon bajo la aproximacion del rotor rigido-oscilador armoénico que
incluye energias de punto cero a 298 K usando el paquete Orca.®® Se identificaron

dos minimos locales que son accesibles a temperatura ambiente y se optimizaron 37
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configuraciones con valores uniformemente distribuidos a lo largo de la coordenada
torsional que conecta los dos minimos. Se realizé el mismo procedimiento para los
calculos utilizando el modelo solvente implicito SMD CPCM en el paquete Orca. Es-
tas 37 conformaciones sirvieron como conformaciones iniciales para simulaciones de
dinamica molecular en el colectivo NVT que emplea un Hamiltoniano semiempirico
DFTBS3 tal como se implementa en el paquete Amberl6,®® aplicando un termos-
tato Langevin con los siguientes parametros At = 1 fs, v = 4 ps~!. El dngulo de
torsién se restringié con un potencial armdnico y una constante de fuerza de k,.q,
= 50 kcal/mol rad~2. Para garantizar la correcta conservacién de la energia en las
simulaciones, los criterios de convergencia del cdlculo de SCF se variaron entre 1078
y 107! kcal/mol en el colectivo microcanénico asignando velocidades iniciales de
acuerdo a una distribucion Maxwell-Boltzmann a 300 K. El criterio de convergencia
de 1071% kcal/mol no presenté una significativa desviacién de la energia (en ingles
energy-drift) en el tiempo de simulacién empleado y se utilizaron para todas las

simulaciones.

4.2.2. Efecto del entorno y dindmica molecular en la funcién de

Fukui condensada a atomos

Primeramente en esta parte se consideraron los dos conférmeros obtenidos mas es-
tables (a 0 ° y 180 ° con respecto al angulo diedro Cz —C,-Co—p —S). Se optimizaron
estructuras siguiendo la transicién conformacional descrita por el angulo diedro. La
barrera de energia potencial es de 5.1 kcal/mol a nivel de teoria w B97X/def2-svp
en el vacio y 4.9 kcal/mol usando el modelo de solvatacién implicita. Estos valores
coinciden dentro de la precisiéon quimica de 1 kcal/mol con el valor obtenido con el

Hamiltoniano DFTB3 (5.4 kcal/mol) usado para las simulaciones de dindmica mo-
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Figura 4-9.: Energfas potenciales (kcal/mol) calculadas usando DFT a nivel de teorfa wB97X/def2-
svp en vacio y usando el modelo de solvente implicito SMD comparado con céalculos
DFTBS3 en vacio en la transicién conformacional asociada con los conformeros mas
estables de la figura 3-8

lecular. Sin embargo, el método semiempirico DFTB3 no reproduce la diferencia de

energia entre los dos conférmeros mas estables con dngulos de 180° y 0°, lo que hace

que el conférmero menos estable sea mas favorecido que el minimo global en el nivel

DFT (AEpprr3(0° - 180°) = 0.5 kecal/mol, ver la Figura 4-9).

Tomando en cuenta el efecto del entorno molecular y la dindmica en la reacti-
vidad quimica, se realizaron simulaciones de dindmica molecular que restringen el
angulo diedro con el método Umbrella Sampling, las cuales incluyen el efecto del
movimiento nuclear y la entropia en diferentes entornos. Teniendo en cuenta los gra-
dos de libertad nucleares de forma clasica, la barrera de energia libre se redujo a
3.9 keal/mol en vacio y a 4.3 kcal/mol utilizando el modelo de solvatacion implicito,
manteniendo en total la diferencia de energia libre entre los conférmeros. Al des-
cribir el solvente con moléculas de aguas explicitas con metodologia QM/MM, la

barrera de energia libre es 5.0 kcal/mol a 300 K y 4.8 kcal/mol a 360 K (ver los
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perfiles de energia libre en la Figura 4-10). Estas energias libres mencionadas ante-
riormente se obtuvieron con el método WHAM y el mismo método permitié calcular
las probabilidades de cada ventana. El método WHAM®* se utilizé para calcular la
energia libre a lo largo de la coordenada torsional para las 37 ventanas. Las energias
libres corregidas a nivel wB97X/def2-svp (ver Figura 4-10) se obtuvieron restando
la diferencia promedio de energia potencial entre el nivel DFTB3 y wB97X/def2-svp
para cada ventana, asumiendo que la contribucion entropica sigue siendo la misma
A(DFT) = ({(Eprr) — (EprrB3)) + Aprras. Las energias a nivel DFT se calcularon
con wBI97X /def2-svp y el programa Terachem® (usando el modelo implicito PCM) y
las densidades electronicas obtenidas sirvieron como entrada para calcular la funcién
de Fukui condensada local utilizando el programa Chemtools. !

En total, se realizaron 200 ps de simulaciones de dindmica molecular por cada ven-
tana (37 ventanas en total) en el vacio y utilizando un modelo de solvente implicito
y explicito. Las simulaciones DM con solvente implicito se llevaron a cabo con el
programa Amber usando el modelo de solvente Born a nivel de teoria DFTB3%" con
la metodologia Umbrella Sampling a temperatura constante. Finalmente, se tomaron
400 estructuras representativas (cada 0.5 ps) por ventana (el tiempo de autocorrela-
cién de velocidad en solvente explicito fue 0.2 ps) para el calculo de la funcién de
onda DFT usando el modelo de solvente PCM con el programa Terachem.®

Las simulaciones que involucran un modelo de solvente explicito también se lle-
varon a cabo con el programa Amber usando condiciones de borde periddico en un
embedding electrostético, con un radio de corte electrostatico de 8 A, aplicando el
mismo termostato Langevin y el modelo de agua TIP3P,% manteniendo una dis-
tancia minima del soluto a la pared de la caja de simulacién cibica de 15 Aen la

configuracion del sistema de simulacion.



4.2 Reactividad quimica de compuestos a,(-insaturados en fase condensada y sistemas

1,
biolégicos. 74
6 6
_ 5t e—e ADFTB || 5
°© — °
g4 A DFT g |
% 1 3.9 Kcal/mol s 1 4.3 Keal/mol
g 0 g 0
=0 -
-2 -2 " " " L L "
A o1s 20 40 60 80 100 120 140 160 180 A 5020 40 60 80 100 120 140 160 180
L Lo : : ‘ — - “
v T . ®e . y —0.5 ° ') °
v 0.0 peg—sy o ' o %00, L . °
A —05 . . ) A —L.0 ° °, ®oo
& - L] B e®e ©
5 -1.0 LAY PO 5—1-5 .
W n . n s -2.0
v 1520 a0 60 8 100 120 140 160 180 k) 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
dihedral angle dihedral angle
(a) (b)
6 6
5 5
3 T 3
E* E* T
© 5.0 Keal/mol =
] L 4.8 Kcal/mol
53 53
g b5
] b
¢2 8 2
frss =
1 1
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 O 30 20 6 80 100 Do 130 Ieo 8o

dihedral angle

(c)

dihedral angle

(d)

Figura 4-10.: Energfa libre en kcal/mol en la transicién conformacional descrita por la rotacién
del enlace simple entre los dos conformeros més estables en (a) vacio, (b) solvente
implicito, (c) solvente explicito(agua) a 300 K y (d) solvente explicito(agua) a 360

K.
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Para estudiar la dependencia conformacional en el ataque nucleofilico del anién
hidruro en el sustrato se analizaron las funciones de Fukui condensadas promedia-
das en la transicién conformacional entre los dos conférmeros mas estables. Los dos
atomos mas propensos al ataque nucleofilico son el carbono S y el a&tomo de carbono
carbonilico. La figura 4-11 muestra los valores de Fukui condensados promediados
de estos dos atomos obtenidos a partir de simulaciones de dinamica molecular con
restriccion del diedro en el vacio y con una representacion implicita y también explici-
ta del solvente acuoso a 300 K. Ademas, para las simulaciones con una descripcion
explicita del solvente, también se estudio el efecto de aumentar la temperatura a 360
K en la reactividad.

Las funciones de Fukui condensadas asignan la mayor reactividad al atomo de
carbono Cg sobre el carbono carbonilico en la regién de los conférmeros més estables
(cerca de 0 y 180°). La inclusién del solvente implicito reduce la diferencia de reac-
tividad entre los dos dtomos. En la region del estado de transiciéon (aprox. de 60° a
120°) la reactividad cambia y el &tomo de carbono carbonilico se convierte en el sitio
mas reactivo en la molécula, que se potencia en presencia del modelo de solvente
implicito posiblemente debido a una densidad electrénica mas polarizada por el efec-
to de la soluciéon acuosa. El cambio en la reactividad tras la rotacién se asocia con una
pérdida en la conjugacién del sistema electrénico 7 que involucra el enlace C — C,
y el enlace carbonilico. Al comparar el descriptor promedio de reactividad local de
la dindmica con los de las estructuras optimizadas (ver Fig. Al en el Anexo A) para
sistemas en vacio y solvente implicito, se observé que la inclusion de la dindmica
nuclear no cambia la reactividad general, aunque reduce ligeramente los minimos y
maximos de la funcién de Fukui condensada en los estados de transicién. Se debe

mencionar que los sistemas en vacio y solvente implicito se usaron como sistemas de
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Figura 4-11.: Funcién de Fukui condensada promedio en el carbono Cg (rojo) y atomo de car-
bono carbonilico (azul) en el metil tioester «, S-insaturado por ventana (umbrella
sampling) a lo largo de la rotacién del enlace simple resaltado en la figura 4-8 en
diferentes ambientes: (a) vacio, (b) usando una representacién implicita de la solu-
cién acuosa, (c) simulaciones QM/MM con moléculas de agua explicitas a 300 K,

26 4‘0 6‘0 Bb 160 liO ll‘lO léD 180

Zb 4‘0 6‘0 Bh 160 liD lt‘lO léO 180
dihedral angle

(d) solvente explicito a 360 K

(d) simulaciones QM /MM con moléculas de agua explicitas a 360 K.
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comparacion y que el enfoque de la metodologia propuesta esta en la aplicacion a
sistemas condensados representados de forma explicita y sistemas bioldgicos donde
la naturaleza estadistica es prioritaria.

En la parte inferior de la Figura 4-11 se muestra la funciéon de Fukui condensada
en los mismos dos atomos mas reactivos, pero utilizando una descripcién explicita
de las moléculas de agua en las simulaciones de dindmica molecular QM /MM a 300
Ky a 360 K (a la derecha). Esta metodologia introduce el efecto electrostatico de los
enlaces de hidrogeno representados por las cargas atomicas junto con su dindmica pa-
ra obtener descriptores de reactividad local promedio. Curiosamente, la descripcion
explicita del entorno acuoso hace que los dos dtomos de carbono (beta y carbonili-
co), dentro del error, sean igualmente propensos a un ataque nucleofilico en los dos
conformeros més estables, aumentando la diferencia de reactividad en la regién del
estado de transicion. El método propuesto en este trabajo para obtener descriptores
locales promediados por el colectivo permite estudiar el efecto de la temperatura
sobre el movimiento de los nucleos atémicos, lo cual repercutira en fluctuaciones
en la densidad electronica y subsecuente cambio en la reactividad. Al aumentar la
temperatura a 360 K la reactividad cambia para diferentes valores del angulo diedro,
haciéndolo mas similar al vacio debido a la disminucion en la diferencia de los valores
(max - min) en la regién del estado de transicién. Este cambio en la reactividad esté
directamente relacionado con el mayor ntimero de enlaces de hidréogeno promedio
entre el agua y el a&tomo de oxigeno carbonilico a temperaturas mas bajas ( Figura
4-12).

La Figura 4-12 muestra el nimero de enlaces de hidrogeno entre el solvente y
el atomo de oxigeno carbonilico del tioéster en funciéon del angulo diedro en las

simulaciones explicitas de QM/MM a 300 K y 360 K. El nimero de enlaces H se
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Figura 4-12.: Niimero promedio de enlaces de hidrégeno en solvente explicito a T= 300 K (verde)
y T=360 K (negro).

calcula como promedio con respecto al niimero total de conférmeros por ventana (400
conférmeros por ventana). El nimero promedio de enlaces de hidrégeno ponderados
por Boltzmann se obtiene considerando las probabilidades dadas por WHAM. Para
el caso del solvente explicito a 300 K, el valor calculado es 1.6 y a 360 K es 0.98.
En el caso del entorno enzimético que se tratara en la proxima seccién, el ntimero
promedio de enlaces de hidrégeno fue de 0.35.

Se puede concluir que la presencia de enlaces de hidrégeno es el factor clave que
modula la reactividad en el sustrato junto con el efecto polarizante del solvente.
Mediante una distorsion conformacional, la reactividad de los dos sitios atémicos
mas reactivos para el ataque nucleofilico en las moléculas puede invertirse siendo mas
factible en solvente explicito debido a que sus descriptores de reactividad locales son
casi iguales.

A modo de comparacion se realizaron cédlculos de funcién de Fukui ponderada por

la distribucién de Boltzmann (BW-AC-FF) para la amida Me-N-Hy y el ester Me-
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O-Me (siguiendo la notacién de la tabla 4-4) , considerando la conformacién de 180°
como punto de partida de las simulaciones de dindmica molecular. Las simulaciones
se realizaron a T = 300 K, duracién de 2 ns, modelo de agua TIP3P. Luego de
las mismas se tomaron 2000 estructuras representativas para los respectivos calculos
QM/MM, los cuales son necesarios para la obtencién de los respectivos descriptores
de reactividad. Los valores de (fT) obtenidos (en paréntesis la desviacién estdndar)
para la amida en los carbonos respectivos fueron: § = 0.269(0.016), o« = 0.195(0.019),
C(C' =0) =0.171(0.021) y para el ester 5 = 0.264(0.016), a = 0.184(0.017), C(C =
O) = 0.191(0.020). Al comparar con los valores de f* de la tabla 4-4 usando solvente
implicito se evidencia como el efecto del solvente usando un medio explicito acentia
el cambio en la reactividad, evidencidndose de forma mas marcada en el carbono «
y C(C = O) tanto del éster como de la amida. Al final al comparar la reactividad en
el &tomo de carbono [, entre el tioester, ester y amida en medio acuoso, se observo

que las amidas presentaban la mayor reactividad.

4.2.3. Activacion del sustrato por la enzima Ccr

Basados en el anélisis de los efectos del ambiente molecular y las variaciones con-
formacionales, las enzimas que catalizan la reacciéon como la crotonil-CoA carbo-
xilasa/reductasa (Ccr) tienen diferentes maneras de hacer que el sustrato sea mas
reactivo en el &tomo Cjp preferido. Al unirse a la proteina, se podria inducir un cambio
conformacional como lo demostré recientemente en otra enzima® o podria cambiar
el entorno molecular eliminando los enlaces de hidrégeno.

Como primer paso al considerar el entorno enzimatico se debe mencionar el tra-
bajo realizado por David Saez, el cual consistié en que al complejo reactivo formado

por crotonil-CoA y NADPH, se le model6 dentro de la cavidad activa de Cer utili-
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zando el campo de fuerza CHARMMZ22, basado en la estructura cristalografica y el

1.97 . D. Saez llev6 a cabo una

procedimiento de modelado descrito por Stoeffel et a
equilibraciéon MM del sistema (500 ps NVT, 5 ns NPT, 100 ns NVT), y cuatro es-
tructuras se extrajeron al azar de las tltimas 20 ns. Utilizando estas configuraciones
como punto de partida, se establecieron cuatro simulaciones QM /MM independien-
tes. La region QM, abarcé la cola tioéster del sustrato y el anillo de nicotinamida
del cofactor, los cuales se modelaron con el Hamiltoniano DFTB3. Después de la
minimizacion de la energia, se realizaron cuatro simulaciones de dindmica molecular
QM/MM independientes durante un minimo de 2 ns cada una.

A partir del trabajo mencionado en el parrafo anterior se procedié a tomar estruc-
turas no correlacionadas de las cuatro trayectorias, en total aprox. 7400 estructuras
representativas a partir de trayectorias QM/MM de 2 ns cada una. Las cuales se
usaron luego en combinacién con la interfaz Amber-Terachem, que incluye solo la
parte del 2-butenotioato de metilo del sustrato Crotonyl-CoA en la regiéon QM apli-
cando el formalismo de “link atom” y un “embedding” electrostatico. Los calculos
QM/MM utilizaron un nivel de teorfa wB97X/def2-svp para la regién QM, asi de
esta forma se describié de forma cuantica la densidad electréonica de la molécula de
estudio.

Solo el «, 8 metil tioéster insaturado se incluyé en la regiéon QM para calcular la
funcién condensada de Fukui del atomo reactivo Cs y Co—p con el programa Chem-
tools.?*Las fluctuaciones en las funciones de Fukui condensadas obtenidas a partir
de las estructuras representativas se pueden apreciar en la Figura4-13. Al final se
procedio a calcular la funcién de Fukui condensada atomica como promedio ponde-
rado de la distribucién de Boltzmann definida en este trabajo gracias al programa

computacional disenado.
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Figura 4-13.: Histogramas de valores de funcién de Fukui condensada f+ del 4tomo de carbono
Cp (rojo) y dtomo Ce—o (azul) en la enzima CCr para diferentes conformaciones
representativas de la enzima equilibrada: (a) 80 ns, (b) 85 ns, (¢)90 ns, (d) 95 ns.

La tabla 4-7 muestra la funcién de Fukui condensada a atomo ponderada por la
distribucién de Boltzmann (en ingles BW-AC-FF) en cuatro ambientes moleculares
diferentes tomando en cuenta los cambios conformacionales como se describié ante-
riormente. Para los ambientes no enzimaticos, se calcularon los valores BW-AC-FF
en funcion de los promedios a lo largo del dngulo diedro aplicando los pesos de Bol-
tzmann por ventana obtenidos del analisis WHAM. En los cuatro entornos, el sitio
mds propenso a un ataque nucleofilico es el &tomo Cjg, aunque en las simulaciones

que describen al solvente de forma explicita la reactividad del dtomo Co—p se vuelve
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Tabla 4-7.: Funcién de Fukui condensada a atomo ponderada por la distribucién de Boltzmann
(fHYyy (f7) a300 K (wB97X / def2-svp) de los sitios atémicos més reactivos en metil
tioester «, S-insaturado en diferentes ambientes moleculares.(Desviacién estdndar en
paréntesis)

Ataque nucleofilico del anién hidruro desde el NADPH

Atomo vacio solvente implicito solvente explicito enzima

Cs 0.250 (0.016) 0.242 (0.017) 0.234 (0.019) 0.248 (0.017)

Co-o 0.195 (0.014) 0.214 (0.015) 0.228 (0.022) 0.200 (0.020)
Ataque electrofilico del COq

Atomo vacio solvente implicito solvente explicito enzima

Cy 0.445 (0.062) - 0.359 (0.033) 0.448 (0.045)

O(C'=0) | 0.161 (0.037) - 0.145 (0.047) 0.157 (0.049)

casi igual. Al comparar los valores en diferentes ambientes se hace evidente que en
la enzima Cecr la reactividad es casi la misma que en el vacio y diferente de la reac-
tividad observada en la solucion acuosa, descrita por modelo de solvente implicito o
explicito. Esto se acompana con un nimero promedio notablemente reducido de en-
laces de hidrégeno del d4tomo de oxigeno carbonilico del sustrato en la enzima (0.35)
en comparacién con la solucién acuosa (1.62). Los enlaces de hidrégeno presentes
en la enzima involucran principalmente grupos amino del residuo Asn85 que hemos
identificado previamente como residuo clave en el mecanismo catalitico. 7

No hay un cambio conformacional significativo asociado con el angulo diedro estu-
diado para el sustrato en la enzima porque el fragmento de coenzima A del sustrato
fija su posicién en la cavidad y otros residuos de la enzima (Asn85) junto con NADPH
impiden su rotacién (ver angulos diédros y valores de funcién de Fukui condensados
a atomos asociados del sustrato en la cavidad enzimética en la Fig. 4-14).

De este analisis se concluye que la enzima Ccr aumenta la reactividad del sustrato
aislandolo efectivamente de la fase acuosa y sus enlaces de hidrégeno caracteristicos,

y los residuos circundantes proporcionan un entorno electrostatico favorable que

incrementa su reactividad. La enzima, por lo tanto, asigna el sitio de reactividad
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(b)Funcién de Fukui condensada f vs. Angulo diedro en el ambiente enzimatico.
mas favorable dentro del sustrato en el carbono [ y aumenta su reactividad en
comparacion con la soluciéon acuosa. Experimentalmente, se sabe que en la enzima
el anién hidruro se transfiere a este atomo antes de la fijacién de la molécula COs,.
Después de la formacion de las especies de enolato por la transferencia de hidruro
de NADPH se produce un ataque electrofilico de CO,. La adicion del anién hidruro
en el dtomo Cy cambia la reactividad del sustrato y el sitio més probable para
un ataque electrofilico es el dtomo de carbono «a seguido por el dtomo de oxigeno
carbonilico. Los posibles efectos del medio ambiente sobre la reactividad de esta
especie se abordaron calculando la funcién Fukui condensada a atomos f~ como
un promedio ponderado por la distribuciéon de Boltzmann a partir de simulaciones
de dinamica molecular en la enzima, en solucion acuosa y en el vacio discutido
anteriormente. La simulacion en la solucién acuosa sirve como comparacion para la
reactividad en la enzima y no tiene verificacion experimental ya que las especies de
enolato reaccionarian instantaneamente con el solvente.

En la Tabla 4-7 se muestra la funcion de Fukui condensada a atomos ponderada
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por la distribucién de Boltzmann para el ataque electrofilico (f~) de los sitios mas
reactivos en el sustrato. El entorno enzimatico presenta un descriptor de reactividad
similar al observado en el vacio y diferente de la solucién acuosa, especialmente en el
atomo de carbono a més reactivo. Por lo tanto, también para el segundo paso aso-
ciado con la carboxilacién del enolato, la enzima proporciona un entorno molecular
adecuado, aumentando la reactividad en el sitio mas reactivo en comparacién con la

solucién acuosa.

4.2.4. Resumen de la segunda seccion de resultados

Se propone una metodologia que toma en cuenta de los cambios en la reactivi-
dad en dtomos especificos en moléculas inducidas por transiciones conformacionales
o efectos polarizantes del entorno molecular. Los indices de funcién de Fukui con-
densados en dtomos ponderados por la distribucién de Boltzmann (BW-AC-FF) se
usaron para analizar los cambios de reactividad en una transiciéon conformacional del
sustrato de la enzima CCr, considerando una descripcion explicita de las moléculas
de agua circundantes y el entorno enzimatico y también utilizando sistemas de com-
paracién como vacio y bajo modelo de solvente implicito. La rotacién de un enlace
simple en el tioéster «, S-insaturado aumenta la reactividad en el &tomo de carbono
carbonilico, disminuyendo a su vez la del atomo de carbono S en todos los ambientes
moleculares. En principio, las enzimas pueden alterar la reactividad de sus sustratos
de la solucion acuosa mediante la desestabilizacién conformacional en estado reactivo
y la metodologia presentada representa una herramienta valiosa para abordar estos
efectos en el futuro.

Los enlaces de hidrégeno entre el tioéster «, f-insaturado y el solvente modulan

la reactividad de sus dos sitios més reactivos (el carbono 5 y el carbono carbonili-
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co). Para abordar el efecto de los enlaces de hidrégeno en la reactividad, se utiliza-
ron simulaciones QM /MM que explican los cambios conformacionales del sustrato
y el efecto de las moléculas de agua circundantes o la enzima. De las simulaciones
QM/MM se obtienen los descriptores de reactividad BW-AC-FF adecuados para
analizar la reactividad en sistemas condensados y bioldgicos.

En su aplicacion sobre la enzima Cer, se observé una mayor reactividad del sustrato
mediante la desolvatacion, eliminando los enlaces de hidrégeno con las moléculas de
agua. La cavidad catalitica de la enzima aisla el sustrato y aumenta su reactividad en
el &tomo de carbono [ para la transferencia de hidruro observada experimentalmente
desde NADPH. Ademas, la fijacion posterior de COy también se ve facilitada por
una mayor reactividad de las especies de enolato como lo demuestra el BW-AC-FF
en el atomo de carbono a.

En resumen, la metodologia presentada proporciona un nuevo enfoque para estu-
diar los descriptores de reactividad locales en fases condensadas y sistemas biolégi-
cos como enzimas, considerando el descriptor BW-AC-FF como una cantidad ma-

croscopica termodinamica,



5. Conclusion

En este trabajo se evidenci6 que la reactividad quimica para sistemas «, S-insaturados
fue descrita de mejor manera con descriptores de reactividad locales, los cuales co-
rrelacionaron mejor con datos experimentales. Gracias al estudio de validacion desa-
rrollado en compuestos «, S-insaturados, los cuales poseen mas de un sitio reactivo,
se pudo concluir que en estos casos los descriptores de reactividad globales no repre-
senten la reactividad de forma correcta. Del mismo estudio se pudo concluir que para
moléculas similares estructuralmente y con similar niimero de electrones, los descrip-
tores locales pueden ser usados para comparar reactividades entre dichas moléculas.

La funcién de Fukui f*(r) condensada atémica calculada por la aproximacién de
fragmento de respuesta molecular (FMR) identific6 correctamente el &tomo Cgz como
el sitio mas reactivo y el valor en este &tomo correlacioné con el orden de reactividad
experimental correctamente para cetonas «, S-insaturadas del grupo de validacion.
Este mismo descriptor localizé correctamente el sitio mas reactivo en el atomo de
carbono [ para ésteres y amidas «, S-insaturados, que son sustratos alternativos para
la fijacién de COs por parte de la crotonil-CoA-carboxilasas.

Se identificaron a las amidas como las moléculas mas propensas al ataque nucleofili-
co por el anién hidruro. En cuanto a la reaccién de carboxilacién el descriptor £ (r)
condensado identificd correctamente el carbono o como mas reactivo e identificé los

ésteres y las amidas como los més reactivos. De esta forma se podrian proponer estos
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mismos compuestos como sustratos alternativos mas reactivos para la enzima.

También se propuso, implementé y validé una metodologia basada en la mecénica
cuantica y mecanica estadistica que considera el sistema de estudio como un colec-
tivo, lo cual permite una mejor comparacion con datos experimentales y con lo cual
se pueden considerar variables a nivel macroscépico como temperatura, etc. En la
misma metodologia se definen las funciones de Fukui condensadas atomicas como
promedios ponderados por la distribucién de Boltzmann con siglas en ingles BW-
AC-FF (Boltzmann Weighted Atom Condensed Fukui Function). Esta metodologia
toma en cuenta los cambios en la reactividad en atomos especificos de la molécula
de estudio, inducidos por transiciones conformacionales o por el efecto polarizante
del entorno molecular. Dicha metodologia se aplicé para el analisis de la reactivi-
dad del sustrato en la enzima CCr y se pudo comparar con la reactividad en medio
acuoso. Al final se pudo concluir que la enzima aumenta la reactividad del sustrato
mediante desolvatacion, eliminando los enlaces de hidrégeno con las moléculas de
agua. La cavidad catalitica de la enzima aisla el sustrato y aumenta su reactividad
en el atomo de carbono [ para la etapa de reduccién. La carboxilacién también se ve
facilitada por una mayor reactividad de las especies de enolato como lo demuestra
el BW-AC-FF en el atomo de carbono a.

Como perspectiva a futuro se podria realizar el estudio de la reactividad quimica
con la nueva metodologia desarrollada en este trabajo a lo largo de la reaccion quimi-
ca, en las diferentes etapas de la misma. A su vez se podria estudiar la influencia de
variables como temperatura, volumen, efecto de diferentes tipos de solventes (en su
forma explicita) en la reactividad quimica. También se podria analizar la reactividad
en esteres y amidas considerando el entorno enzimatico para asi proponerlos como

sustratos alternativos en la catdlisis enzimatica. De forma complementaria seria de
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gran utilidad la interaccion con grupos experimentales que se dediquen al estudio de
la cinética de reaccién en ambientes enzimaticos y en general en el estudio de reac-
ciones quimicas en solucién, para de esta forma validar la diferencia en reactividad

encontrada en los distintos sustratos.
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A. Anexo: Funcién de Fukui condensada atémica f™ en vacio

y solvente implicito como sistemas de comparacion
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Figura A-1.: Funcién de Fukui condensada a dtomo f calculada desde estructuras optimizadas
a lo largo de la rotacion del diedro principal descrito con anterioridad en vacio y
solvente implicito como sistemas de comparacion.



