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RESUMEN




La preservacion de biomateriales es un tema de vital importancia en las industrias
alimentaria, cosmética y farmacéutica. Durante el secado y almacenamiento de estos
biomateriales ocurren reacciones de deterioro, como las de Maillard, que afectan a las
propiedades organolépticas de los alimentos y a las propiedades funcionales de las
proteinas. La estabilizacion a menudo se logra incorporando estos materiales a soluciones
de azucares amorfos. Profundizar en el conocimiento del mecanismo por el cual estos
azlcares son capaces de estabilizar y proteger biomoléculas labiles ha motivado el
desarrollo de este trabajo de tesis. Para el logro de este objetivo, se utilizaron diferentes
métodos tedricos.

En el Capitulo I se introducen brevemente los antecedentes historicos acerca del
origen del interés por parte de la comunidad cientifica en los carbohidratos como agentes
bioprotectores. Se presentan ademads a los disacaridos trehalosa, sacarosa y maltosa, los
cuales seran el objeto de estudio de esta tesis, asi como a los reactantes de Maillard
modelados. También se presentan las hipdtesis que intentan explicar el papel de estos
azucares en la preservacion de materiales biologicos, ante situaciones de escasez de agua
como la originada en la liofilizacion de alimentos. En este capitulo también se plantea el
objetivo del trabajo de tesis y se realiza una breve descripcion de los métodos tedricos
usadas en la misma.

En el Capitulo II se introducen los fundamentos tedricos de las metodologias
utilizadas. Se presenta un resumen de la teoria AIM y NBO y de la Densidad del
Funcional, DFT. Ademas, se introduce a la Dindmica Molecular, las leyes en las que se
fundamenta y los términos involucrados en sus campos de fuerza.

En el Capitulo III se realiza un estudio detallado de la estructura electronica de los
azUcares trehalosa, sacarosa y maltosa con métodos mecanocuanticos incluyendo los
analisis QTAIM y NBO. Luego, con métodos de simulacion de dindmica molecular, se
comparan las propiedades de los tres disacaridos en vacio y en solucion acuosa diluida.
Se realiza un estudio estructural de los azucares y se compara con los resultados obtenidos
por los métodos cuanticos. También se calculan interacciones del tipo puente de
hidrégeno, inter e intramoleculares y ciertas propiedades de transporte. El andlisis
muestra la importancia de los puentes de Hidrégeno intramoleculares en la conformacion
de los disacaridos, especialmente uno en el caso de la trehalosa, el cual se considera
influye en su mayor rigidez. También muestra la mayor labilidad de los enlaces

establecidos entre trehalosa y el solvente.




En el Capitulo IV, se estudiaron sistemas cuaternarios compuestos por reactantes de
Maillard (glucosa y lisina) embebidos en matrices altamente concentradas de los mismos
azucares. Por medio de Dinamica Molecular Se comparan cambios conformacionales,
interaciones del tipo soluto-soluto, soluto-solvente, reactantes-soluto y otras, y
propiedades tales como difusion. Los resultados muestran que en situaciones de escaso
contenido de agua, la trehalosa muestra mayor rigidez conformacional que maltosa y
sacarosa. Esta rigidez influye en las interacciones que ésta establece asi como en la
movilidad de los otros componentes de la matriz vitrea.

Finalmente, aunque cada capitulo cuenta con sus conclusiones particulares, en el
Capitulo V se exponen las conclusiones generales de esta tesis. En forma sintética, el
estudio realizado en esta tesis muestra la importancia de la dindmica de las interacciones
de enlaces de hidrogeno y de la estructura conformacional de los azucares en el

mecanismo de bioproteccion.




CAPITULO I

“Introduccion’



1.1 Introduccion

Las soluciones acuosas de carbohidratos son de gran interés para la comunidad cientifica
desde hace varias décadas. El origen de este interés quizas pueda remontarse a la
observacion!™ de que ciertos organismos, llamados anhidrobidticos, cuando se someten a
condiciones severas de deshidratacion y altas temperaturas, luego de sintetizar una gran
cantidad de sacaridos, entran en un estado de animacién suspendida donde su crecimiento,
reproduccion y metabolismo cesan temporalmente pudiendo permanecer en este estado
durante largos periodos de tiempo. Cuando las condiciones ambientales se vuelven
favorables estos organismos recuperan su actividad metabolica normal. La sintesis de
sacaridos ha sido identificada como un hecho clave de este fenomeno, llamado criptobiosis
y ha conducido a un gran namero de investigaciones ™ sobre la capacidad de los sacaridos
como agentes bioprotectores.

La bioproteccion o preservacion de materiales bioldgicos es un tema relevante por sus
implicancias en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica. Uno de los
procedimientos mas efectivos de preservacion, es someter a estos materiales a una operacion
de secado por congelamiento o liofilizacion. Esta operacion consiste en desecar los productos
mediante la sublimacion del agua contenida en ellos. En primer lugar se congela el material
y luego se remueve el hielo aplicando calor en condiciones de vacio, por lo que el hielo
sublima sin pasar por la fase liquida. Sin embargo, durante el secado y posterior
almacenamiento también pueden ocurrir reacciones de deterioro que afectan a las
propiedades organolépticas de los alimentos y funcionales de las proteinas, y la estabilizacion
a menudo se logra incorporando estos materiales a soluciones de carbohidratos antes del

secado.

Durante el enfriamiento y posterior congelacion de la solucion de un biomaterial en
presencia de carbohidratos, ocurren transformaciones que pueden describirse en una serie de
etapas. Al bajar la temperatura, inicialmente se produce un sobre-enfriamiento que origina
los nucleos de cristalizacion, luego la temperatura aumenta hasta la de equilibrio. A partir de
ese momento comienzan a desprenderse los cristales de hielo puro, por lo que la solucion se
concentra hasta alcanzar la menor temperatura a la cual puede existir solucion en equilibrio

con hielo, denominada temperatura eutéctica. Por debajo de esta temperatura deberia existir,




idealmente, equilibrio entre hielo y soluto. Sin embargo, las soluciones que contienen
carbohidratos no cristalizan en este punto, sino que aumentan su viscosidad a medida que
disminuye la temperatura y el agua se congela. Esta etapa finaliza cuando el sistema llega a
un estado en el que su viscosidad aumenta significativamente en un pequefio rango de
temperaturas dando lugar a un sélido amorfo y fragil. Asi, un material amorfo, puede existir
en el estado vitreo o en el estado liquido sobre-enfriado (gomoso o “rubbery”) dependiendo
de la temperatura y del contenido de agua. El cambio entre estos dos estados se conoce como
transicion vitrea y la temperatura a la cual ocurre, temperatura de transicion vitrea que se
denota por (Tg). Estrictamente, seria mas correcto utilizar el término “intervalo de transicion
vitrea”, pues no existe una temperatura definida exactamente; el valor determinado para cada
sustancia depende del método utilizado. Los cambios se producen en un amplio rango de
temperaturas (20 °C) a diferencia del estrecho rango de temperaturas que caracteriza los

fendmenos de transiciones de fase de primer orden como las transiciones solido/liquido/gas.

Entre los carbohidratos mas utilizados como excipientes durante el secado de materiales
incluyendo productos farmacéuticos se encuentran los disacaridos trehalosa, sacarosa y
maltosa (Figura 1.1). Estos tres disacaridos poseen la misma férmula molecular, C12011H22,
pero diferentes estructuras y propiedades fisicas. La trehalosa natural es la a,0-trehalosa (o-
D-glucopiranosil-a-D-glucopirano6sido), y es la conformacion de mas baja energia entre tres
posibles isémeros (a,0-, o,B-, B,B-). Se ha aislado en més de 80 especies, que incluyen
plantas, algas, hongos, levaduras, bacterias, insectos, y otros invertebrados. Es un polvo
blanco con un poder edulcorante 45% del de la sacarosa.

La trehalosa tiene una temperatura de transicion vitrea extremadamente alta (se han
reportado valores comprendidos entre 105° y 120°), comparada con la de la sacarosa (a-D-
glucopiranosil-B-D-fructofuranodsido; Tg= 65°C, 57-70 °C) y la de la maltosa (4-O-a-D-
glucopiranosil-D-glucopiranosa; Tg = 87-95 °). Tanto la trehalosa como la sacarosa son
azucares no reductores dado que la unioén glicosidica involucra a los grupos OH de los dos
carbonos anoméricos. En cambio, la maltosa, es un aztcar reductor. En las reacciones de
pardeamiento no enzimatico, entre las cuales se incluyen las reacciones de Maillard, los

grupos amino (R-NH3) de los aminoécidos reaccionan con los grupos reductores carbonilo




de los azucares y producen melanoidinas coloreadas que van desde amarillo claro hasta café

0 negras.

Figura 1.1: (a) Trehalosa (b) Sacarosa (c) Maltosa

1.2 Modelos e hipotesis

Si bien la eficacia de los azlcares como agentes bioprotectores estd ampliamente

documentada en la literatura, >

el mecanismo mediante el cual ejercen este papel continta
siendo el foco de numerosas investigaciones tanto tedricas como experimentales. En el curso
de estas investigaciones han surgido diferentes modelos e hipotesis, a saber, los modelos de
exclusion preferencial y de interaccion preferencial'®!®. En el modelo de exclusion
preferencial, se sugiere que los azicares estan excluidos de la vecindad de la estructura
biologica, preservando asi, la esfera de hidratacion y manteniendo el nivel necesario de
hidratacién durante condiciones de déficit de agua'®. Mientras que en el modelo de
interaccion preferencial se han propuesto tres hipotesis para explicar la interaccion directa de

los aztcares con los dominios hidrofilicos de las estructuras biologicas, exhibiendo efectos

protectores y estabilizadores?”, estas hipotesis son: i) La hipotesis de reemplazo de agua
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“waterreplacement™’. i) La hipdtesis de agua atrapada, “water-entrapment”'® y iii) La

hipétesis de vitrificacion".

La hipotesis de reemplazo de agua'’, considera el hecho de que en el estado hidratado,
el agua forma una red de enlaces de hidrogeno que regula y mantiene la arquitectura
tridimensional necesaria para que las biomoléculas cumplan su rol biologico. Cuando el agua
es removida, estas biomoléculas sufren reordenamientos estructurales que resultan en una
pérdida de su funcionalidad. El alto contenido de grupos OH de los azucares propicia la
formacion de enlaces de hidrogeno con las biomoléculas evitando asi el efecto de la pérdida
de agua®'-22,

La hipotesis de agua atrapada'®, postula que en el estado deshidratado los azlicares
interactuan simultdneamente con el agua y las biomoléculas. El agua residual queda asi,
atrapada en la interfase azucar-biomolécula causando un ligero incremento de hidratacion en
esta interfase!®2324,

Por otra parte, la hipotesis de vitrificacion' se basa en la capacidad de los azicares para
inducir un estado vitreo que interrumpe o disminuye la movilidad molecular confiriendo
estabilidad a las biomoléculas'®?%27,

Algunos autores?>?%2%2 han sugerido que los procesos de reemplazo de agua,
atrapamiento de agua y vitrificacion no son mutuamente excluyentes, sino que actuan en

forma sinérgica en el mecanismo de preservacion de las estructuras biologicas.

Otra cuestion que ha estimulado una gran actividad de investigacion es el hecho de que
los diferentes azucares muestran diferentes capacidades bioprotectoras. Por ejemplo, ha sido
demostrado®® que tanto la trehalosa como la sacarosa, son capaces de proteger colonias de
Escherichia coli DHS5a y Bacillus thuringiensis durante el secado y posterior rehidratacion.
Sin embargo, solo la trehalosa muestra habilidad para proteger a las bacterias durante la
exposicion a la luz y al aire al 60% de humedad relativa (RH). Crowe y col.!7-21:31-33
investigaron los efectos de los compuestos polihidroxilados, especialmente la trehalosa sobre
los fosfolipidos en membranas y liposomas. Ellos demostraron que, independientemente de
la naturaleza de estas biomoléculas, la estabilizacion con trehalosa permite a las membranas
conservar sus propiedades de rendimiento (transporte de calcio, actividad ATPasa, etc.) y su

contenido. Ademas, encontraron que la integridad estructural y la actividad de las membranas

celulares y los liposomas se conservaban mejor en presencia de un 20% de trehalosa en peso,




que es similar a las concentraciones de trehalosa en nematodos anhidrobidticos. También ha
sido demostrado que la trehalosa evita eficazmente las reacciones de Maillard. Los
experimentos®* que comparan el rendimiento de sacarosa y trehalosa en sistemas liofilizados
a pH bajo muestran que las constantes de velocidad para la formacion de color marrén o

pardeamiento son 200 a 2000 veces mayores para sacarosa que para trehalosa.

Estas cuestiones han motivado el desarrollo de este trabajo de tesis, cuyo objetivo
fundamental ha sido profundizar en el conocimiento del mecanismo de bioproteccion de los
azucares, utilizando para ello herramientas tedricas. En primer lugar, se realiza un estudio
detallado de la estructura electrénica de los disacaridos trehalosa, sacarosa y maltosa al nivel
B3LYP/6-311++G** de teoria. Las propiedades topologicas de la densidad de carga
electronica se analizan en el marco de la teoria de Atomos en Moléculas (Atoms In
Molecules, AIM) de Bader y col.*> Mediante un analisis de los orbitales naturales de enlaces
(Natural Bond Orbitales, NBO)® se evaluan las interacciones de transferencia de carga entre
los orbitales dadores y aceptores y se exploran y cuantifican los efectos anoméricos y exo-

anomericos.

Con métodos de simulacion de dinamica molecular, se comparan las propiedades de los
tres disacaridos en vacio y en solucidon acuosa infinitamente diluida. Finalmente se realiza el
estudio de sistemas cuaternarios compuestos por reactantes de Maillard (glucosa y lisina)
(Figura 1.2) embebidos en matrices de diferentes concentraciones de azlcares amorfos
(trehalosa, sacarosa y maltosa) y se calculan las propiedades de transporte de todos los

componentes Yy las interacciones soluto-solvente y soluto-soluto.




Figura 1.2: Reactantes de Maillard: (a) Glucosa (b) Lisina
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CAPITULO I1

“Teoria y Métodos”




2.1 Introduccion

A partir de la década del 50, el desarrollo de las computadoras permitid que una
tercera metodologia se sumara a la experimentacion y la teoria en la investigacion
cientifica: la simulacion computacional. Por lo tanto, la quimica computacional (QC)
puede ser descripta como la rama de la quimica que permite simular numéricamente
estructuras moleculares y reacciones quimicas, basandose total o parcialmente en las
leyes fundamentales de la mecédnica cudntica y haciendo un uso intensivo de las
computadoras. Algunos métodos pueden utilizarse no solo para modelar moléculas
estables, sino también estados de transicion o intermediarios de vida corta imposibles de
observar experimentalmente. De manera que la quimica computacional resulta una
herramienta muy util como complemento de los estudios quimicos experimentales.
Ademas, ofrece informacion til para racionalizar o interpretar tendencias y enunciar
relaciones estructura-actividad, por lo que tiene un poderoso poder predictivo.

Actualmente, gracias al acelerado desarrollo de la tecnologia, la simulacion
computacional se ha convertido en una herramienta esencial, tanto para experimentalistas
como para teoricos.

La quimica computacional se divide en dos grandes métodos, basados en principios
fisicos diferentes.! Uno de ellos es la mecanica molecular que se basa en la mecanica
clasica y por otro lado, estan los métodos de estructura electronica que se basan en la
aplicacion de la mecanica cudntica a los sistemas atdmicos y moleculares.

A continuacion se describen brevemente los métodos que han sido empleados en la

realizacion de este trabajo de tesis.

2.2 Meétodos de estructura electronica

Los métodos de estructura electronica (MEE) se dividen en tres grupos: ab initio,
funcional de la densidad y semiempiricos, dependiendo de que usen sélo las constantes
atomicas fundamentales (los dos primeros) o que empleen datos experimentales para
parametrizar parte de los célculos (semiempiricos). Todos los MEE se basan en el planteo
y solucién aproximada de la Ecuacion de Schrodinger. Los métodos semiempiricos son
de bajo costo computacional y dan una buena descripcion cualitativa de los sistemas
moleculares. Para los sistemas que estdn parametrizados pueden obtenerse resultados

cuantitativos aceptables. Por otro lado, los métodos ab initio dan predicciones de alta




calidad y cuantitativas, aunque con un costo computacional superior. Los métodos de los
funcionales de la densidad (DFT) son similares a los métodos ab inito en algunos
aspectos. Los DFT incluyen efectos de la correlacion electronica y dan resultados
comparables con los mejores métodos ab initio, con un costo computacional menor que
estos.

Los modelos quimicos se caracterizan por la combinacién de un procedimiento
tedrico para la resolucion aproximada de la ecuacion de Schrodinger y un conjunto de
bases. Este ultimo estd relacionado con los orbitales moleculares. Estos pueden
expresarse como combinaciones lineales de un grupo de funciones pre-definidas de un
electron, conocidas como funciones base. Estas ultimas estan compuestas por
combinaciones lineales de funciones gaussianas, llamadas primitivas.

El disefio de un conjunto base, se vuelve un arte en el tratamiento de la region del
espacio de valencia, debido a que las funciones mas susceptibles de ser alteradas por la
formacion de las moléculas son las que se extienden en esta region. Se debe tratar de no
dafiar la flexibilidad del conjunto base en esta critica regioén y al mismo tiempo mantener
el nimero total de funciones base, tan pequeiio como sea posible.

Una manera de aumentar la flexibilidad del conjunto base consiste en desdoblar los
orbitales atdmicos de valencia. El resultado se conoce como base de valencia desdoblada
(split valence, SV). Las bases de valencia desdoblada, doble y triple zeta (DZ y TZ),
contienen dos y tres funciones respectivamente, por cada orbital atdbmico de valencia

Conjuntos bases de valencia desdoblada, tal como, 6-31G ha sido definido para los
elementos de la primera y segunda fila.? Este conjunto base difiere solo en el nimero de
primitivas utilizadas al expandir las funciones de la capa interna y en las primeras
funciones de la capa de valencia (2s y 2p).

Conjuntos bases con funciones de polarizacion y funciones difusas. Un conjunto base
de valencia desdoblada permite a los orbitales cambiar de tamafio, pero no de forma. Para
describir las distorsiones que sufren los orbitales atdmicos durante la formaciéon de la
molécula, deben adicionarse al conjunto, funciones base de alto momento angular. Estas
funciones se denominan de polarizacion debido a que ellas permiten la polarizacioén de
los OAs. No hay reglas definitivas para la eleccion de funciones de polarizacion. Pople y
col.,* sugieren el uso de los conjuntos 6-31G* (tienen seis gaussianas extra del tipo d no
contraidas sobre los atomos pesados) y 6-31G** (idem al anterior, mas tres gaussianas

del tipo p sobre cada atomo de hidrogeno).




En sistemas, donde los electrones estan relativamente lejos de los nticleos como por
ej., en moléculas con pares libre, en aniones, en sistemas en estados excitados, o en
sistemas con bajos potenciales de ionizacion, es necesario aumentar las funciones de base
con gaussianas que puedan describir a los orbitales expandidos por causa de la carga.
Estas funciones (llamadas funciones difusas) que pertenecen a la capa de valencia son
por lo general orbitales p con exponentes pequeios. Por ¢j., la base 6-31+G y 6-31++G
poseen un conjunto extra de funciones difusas (s, p) sobre los elementos desde el Li al F
y un conjunto extra de funciones s sobre el hidrogeno, respectivamente. El simbolo “+”
se utiliza para indicar que la base incluye funciones difusas, por ej., la notacion 6-
31G++G** indica una base que contiene funciones de polarizacion y difusas tanto sobre
los atomos pesados como sobre los de hidrogeno.

En este trabajo se utilizaron principalmente las bases 6-31G* y 6-311++G** 27 El
primer caso corresponde al grupo de bases 6-31G considerando orbitales d sobre los
atomos que no son hidrogeno, resultando asi grupos de bases polarizadas. En el caso de
la base 6-311++G**, es triple Z e incluye funciones difusas sobre los atomos pesados y
los hidrogenos (++), tres funciones d y una f sobre los atomos pesados y tres funciones p

y una d sobre los 4tomos de hidrégeno.

La Teoria del Funcional Densidad (DFT, por sus siglas en inglés), aplicada a
sistemas electronicos, es un procedimiento variacional alternativo a la solucion de la
ecuacion de Schrodinger, donde el funcional de la energia electronica es minimizado con
respecto a la densidad electronica. Los métodos tradicionales dentro de las teorias de la
estructura electronica de la materia, en particular la teoria de Hartree-Fock y los derivados
de este formalismo, se basan en una funcidon de onda multielectronica. Si bien esta
resolucion de la ecuacion de Schrodinger permite describir de forma exacta el
comportamiento de los sistemas muy pequefios, su capacidad de prediccion se ve limitada
por el hecho de que sus ecuaciones son demasiado complejas de resolver numéricamente
o menos aun analiticamente. La DFT reformula el problema para ser capaz de obtener,
por ejemplo, la energia y la distribucion electronica del estado fundamental, trabajando
con el funcional de la densidad electronica en vez de la funcion de ondas. Una ventaja es
que la densidad es una magnitud mucho més simple que la funcién de ondas y por lo tanto
mas facil de calcular y en la practica son accesibles sistemas mucho mas complejos: la
funcion de ondas de un sistema de N electrones depende de N variables, mientras que la

densidad electronica solo depende de 3 variables. Una desventaja es que, salvo los casos




mas simples, no se conoce de manera exacta el funcional que relaciona esta densidad con
la energia del sistema. En la practica, se usan funcionales que se han comprobado que dan
buenos resultados. Originalmente, la DFT se desarrollé en el marco de la teoria cuantica
no relativista (ecuacion de Schrodinger independiente del tiempo) y de la aproximacion
de Born-Oppenheimer. La teoria fue extendida posteriormente al dominio de la mecanica
cuantica dependiente del tiempo, y se habla de la TD-DFT o Teoria del Funcional de la
Densidad Dependiente del Tiempo y del dominio relativista. Entre otras cosas, esto
permite calcular estados excitados.

La base tedrica para la DFT fue dada en 1964 por Hohenberg y Kohn,® quienes
mostraron que la energia es un funcional de la densidad y que ademas la densidad del
sistema minimiza este funcional. Posteriormente, Kohn y Sham’ demostraron que a partir
de la teoria del funcional de la densidad se puede escribir una ecuacion para orbitales de
una particula, de los cuales se obtiene la densidad.

o Los Teoremas de Hohenberg y Kohn

En la mecanica cuantica estandar, los observables son calculados a partir de la
funcioén de onda de muchos cuerpos. El método de la DFT fue sometido a un tratamiento
riguroso por Hohenberg y Kohn, quienes demostraron que, para el estado fundamental,
existe una relacion uno a uno entre la densidad electronica y el potencial externo, V(r).
Esto quiere decir que la densidad electrénica en el estado fundamental contiene la
informacion de un sistema electronico.

En particular, Hohenberg y Kohn mostraron que la energia es un funcional de la

densidad a través de la relacion:

Elp] = Flpl + J drp(r)v(r) (1)

Donde F|[p] representa al funcional universal que contiene a la energia cinética, T [p],
y la interaccion electron-electron, Vee[p].

Con un segundo teorema los mismos autores demostraron que la densidad electronica
del estado fundamental es aquella que minimiza al funcional de energia E[p]. Desde el
punto de vista numérico, la funcién de onda es un objeto muy complejo de manipular,
pues para N particulas es una funcion de N variables, mientras que la densidad,
independientemente del nimero de particulas, es siempre una funcioén de 3 variables, por
lo tanto mas facil de manejar. El problema, es que no se conoce la forma exacta del

funcional F[p].




o FEl Modelo de Kohn y Sham

Kohn y Sham presentaron una forma de aproximar al funcional universal. Para lograr
este proposito, Kohn y Sham recurrieron a un sistema ficticio, el cual esta constituido por
un sistema de electrones no interactuantes. Esto significa que tal sistema puede estar
representado por un determinante (determinante de Slater) cuyos elementos son funciones
que representan a cada uno de los electrones del sistema (orbitales). Con este punto de

partida la energia cinética corresponde a una suma de energias cinéticas individuales:

.= [drg (r)[—%vz}zz (r) ©)

y la densidad electronica a la suma de densidades orbitales

p(r) = XiL pi(r) ZiL1 4(r) ¢; () 3)

Un elemento adicional en el modelo de Kohn y Sham es la aproximacién a la
interaccion electron-electron ya que proponen como parte principal de ésta a la

interaccidén coulombica

J[p]— J.J.drd p(r)p(r) (4)

rerl

y con esto el funcional universal es escrito como

Flpl=Tlpl+V.lpl=T o]+ slp]+ E.[p] 5)

donde es claro que el funcional de intercambio y correlacién, E_[p], se define como

E lpl=Tlp]-T[p]+V.lp]-Jlp] (©)

Los orbitales de Kohn y Sham son aquellos que satisfagan las ecuaciones integro-

diferenciales de Kohn y Sham

[—%Vz Vo (r)}zz (r) = &,4,(r) )

y que generaran la energia del estado basal. El potencial de Kohn—Sham v, (r) incluye

las interacciones coulombianas (electron- electron y nicleo-electron) y de intercambio y

correlacion.




Aunque las ecuaciones de Kohn-Sham se resuelven iterativamente y son muy
similares al método de Hartree-Fock, el significado fisico de ambos métodos es diferente
ya que tienen asociados potenciales efectivos diferentes.

Intercambio y correlacion

Aun cuando el planteamiento de Kohn y Sham es exacto, hasta el momento el
funcional de intercambio y correlacion, es desconocido y por lo tanto son necesarias
aproximaciones a este funcional. La clasificacion a estas aproximaciones se puede
encontrar en la escalera de Jacob definida por John. P. Perdew.®

La primera aproximacion para este funcional se conoce como Aproximacion de
Densidad Local (LDA)’ y consiste en suponer que en cada punto, la energia de
intercambio y correlacion depende solo de la densidad en ese punto. Este valor se
considera como el que tendria un gas de electrones libres de esa densidad. Si bien es una
aproximacion bastante fuerte, se obtienen resultados sorprendentemente precisos para
algunas propiedades, y es en parte a eso que se debe el éxito de esta teoria.

Existen aproximaciones mas sofisticadas para el funcional de intercambio y
correlacion, estas se conocen como Aproximaciones de Gradiente Generalizado (GGA),'°
estas son semilocales, ya que consideran en cada punto el valor de la densidad y sus
gradientes. Un ejemplo representativo de esta aproximacion es el funcional reportado por
Perdew, Burke y Ernzerhof,!! el cual ha motivado a varias revisiones y mejoras. Para
algunas propiedades estas aproximaciones dan mejores resultados que LDA, en particular
para geometrias moleculares y energias del estado fundamental, aunque para otras no
representan una mejora sustancial. Aun con esta aproximacion, no se conoce la forma
funcional para las energias de intercambio (también llamado interaccion de canje y
correlacion electronicas. Estas corresponden a la interaccion cuantica entre electrones, la
primera debido al principio de exclusion de Pauli entre electrones del mismo espin y el
segundo debido a la parte cudntica de la repulsion coulombiana. Una solucion a este
problema es el desarrollo de métodos hibridos como el B3LYP,'? (Becke, de tres

parametros, Lee-Yang-Parr), el funcional de intercambio y correlacion es:

EPY =B +ay (B —E")+a (B —E")+a (EC" =E") (@)
Dondea, =0,20,a, =0,72 ya, =0,81. ES“ y E°“’ son aproximaciones del
gradiente generalizado, y E'”es la aproximacion local de la densidad (VWN) al

funcional de correlacion.




Los tres parametros que definen B3LYP se han adoptado sin modificacion de ajuste
original de Becke de la B3PW91 analogo funcional a un conjunto de energias de
atomizacion, los potenciales de ionizacion, afinidades de protones, y el total de energia
atomica.

Una serie de funcionales mas sofisticados puede obtenerse al suponer que la energia
de intercambio y correlacion depende explicitamente de los orbitales de Kohn-Sham. El
mas comun de estos funcionales es el de Intercambio Exacto, que incluye de manera
completa la energia de intercambio electronico y que puede derivarse desde primeros
principios. El problema de este tipo de funcionales es que computacionalmente son mas

costosos de tratar.

2.3 Dinamica Molecular

Las simulaciones de Dindmica Molecular (DM) estiman el movimiento de moléculas
individuales en modelos de solidos, liquidos y gases. La idea central aqui es la de
movimiento, el cual describe como las posiciones, velocidades y orientaciones cambian
con el tiempo.'* Es un método determinista ya que el estado del sistema en un tiempo
posterior se puede predecir a partir de su estado actual.

Actualmente las técnicas de simulacion de Dindmica Molecular son ampliamente
usadas en conjunto con procedimientos experimentales como cristalografia de rayos X y
determinacion de estructuras por RMN.

El principio en el que se basa la DM consiste en la generacion de trayectorias para
un colectivo finito de particulas integrando numéricamente las ecuaciones clasicas de
movimiento. Este enfoque tiene su justificacion en dos hechos remarcables: (i) la
aproximacion de Born-Oppenheimer, que permite separar el movimiento de los nucleos
y el de los electrones, y (i) la longitud de onda de de Broglie es mucho mas corta que las
distancias intermoleculares tipicas en la mayor parte de los casos. Con ello los efectos
cuanticos se pueden despreciar con bastante seguridad.

Una de las hipodtesis basicas de la termodindmica estadistica es la hipotesis ergodica,
que afirma que el promedio temporal es equivalente al promedio realizado sobre un
colectivo de sistemas idénticos, que estando en el mismo estado macroscopico se
encuentran en distintos estados microscopicos. Las simulaciones de DM son empleadas

comunmente para calcular las propiedades de equilibrio y de transporte de un sistema, en




forma de promedios temporales, coincidentes con los promedios estadisticos para
sistemas ergodicos:

lim A, = (A) ©
donde A representa cualquier propiedad observable, A, es su promedio temporal y (A),

su promedio estadistico.

2.3.1 Las Ecuaciones de la Dinamica Molecular

En la DM clasica,'* !¢ la trayectoria de las distintas componentes del sistema se
genera por integracion de las ecuaciones de Newton del movimiento, que, para cada

particula 7, se escriben:

2.,
m; 2 rlzct) = f;(t)
dt 10

f;(¢) = 0l

Donde m es la masa de la particula, f es la fuerza aplicada sobre la particula, t es
el tiempo. V(r") es la funcién de energia potencial del sistema de N particulas, que

depende solamente de las coordenadas cartesianas 7;. Esta funcion constituye un aspecto
fundamental de todos los célculos de mecanica molecular porque debe reproducir las
interacciones intra e intermoleculares del sistema lo mas fielmente posible. La energia
Potencial de un sistema de atomos se describe mediante un conjunto de funciones y
parametros que constituyen los llamados campos de fuerzas. No solo establecen la forma
de los distintos términos de la formula de energia potencial sino que también definen los
valores de las variables usadas en el potencial. Estas variables surgen de una combinacion
de resultados de simulaciones cuanticas y de observaciones experimentales. Algunos de
los campos de fuerza mas utilizados en DM son: AMBER, CHARMM, GROMOS,
OPLS, GAFF, etc.

La ecuacion matematica de la energia potencial varia entre los distintos campos de
fuerza, aunque de manera general contienen términos de interacciones enlazantes y

términos de interacciones no-enlazantes.




e Interacciones Enlazantes:

Los términos de enlace son referidos a los 4&tomos unidos en la estructura quimica
por un maximo de tres enlaces covalentes, y describen en esencia las diferentes
distorsiones geométricas que la molécula puede sufrir entre sus atomos enlazados.

En funcion del nimero de enlaces covalentes que separan dos atomos, se distinguen
tres tipos de interacciones: las que implican 4tomos separados por un enlace (términos 1-
2, de enlace o de stretching), por dos enlaces (términos 1-3 o de bending), y por tres
enlaces (términos 1-4 o de torsion).

La energia de stretching es la asociada a la distancia internuclear entre dos &tomos A
y B. La relacion energia-distancia entre dos atomos enlazados obedece una curva como

la de la figura 2.1.

Energia de enlace
n
1
1

0 | I
1 2 3 4 5

Distancia de enlace

Figura 2.1. Evolucion de la energia a medida que se modifica la distancia interatomica.

Para describir dicha curva de energia, especialmente en la zona de equilibrio, se

emplea la ley de Hooke:

k

Estretching = E ’ (}" - 7"0 )2 (1 1)

Los parametros & (constante de fuerza) y 7, (distancia de equilibrio), se obtienen a

partir de datos experimentales, tales como estructuras obtenidas por cristalografia de
rayos X para las distancias de equilibrio, y frecuencia de vibracion de enlaces obtenidas

por espectroscopia sobre compuestos modelos para las constantes de fuerza. Actualmente




se tiende a suplementar este trabajo de parametrizacion por el ajuste de datos procedentes
de calculo ab initio de alto nivel.

Para la modelizacion del bending, energia asociada a la variacién del angulo entre
tres atomos enlazados A, B y C, se suele emplear un formulismo arménico analogo al

utilizado en el stretching,

Eyon =2 (0-0,) (12)

ending 7

donde los parametros implicados 6y y k¢ designan al dngulo de equilibrio y la constante
de fuerza asociada a la distorsion de los angulos, respectivamente.

La energia de torsion o de un diedro est4 asociada a la rotacion a través del enlace B-
C, para un conjunto de 4 dtomos enlazados consecutivamente A-B-C-D. Las torsiones
son los grados de libertad internos que presentan mayor variabilidad, siendo responsables
de la flexibilidad de las moléculas. En el campo de fuerza AMBER,!”!® la variacién de
energia asociada a la rotacion de un diedro estd representado por una expansion en serie

de Fourier:

Epon =33 V; (1 + cos(nw—7)) (13)

tor n

donde V, /2 indica la barrera energética, n es la multiplicidad (el nimero de minimos que
presenta la funcion entre 0° y 360°), @ es el valor del diedro y y representa el angulo de
fase.

La determinacion de los parametros de torsion se realiza mediante el ajuste de la

energia cuantica a lo largo de la rotacion completa del enlace.
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Figura 2.2. llustracion de los términos incluidos en la funcion de energia potencial empirica. a,

b y ¢ corresponden a los términos intramoleculares: interacciones de enlace, de dangulo y de

torsion respectivamente.

e Interacciones entre &tomos no enlazados:

Intervienen atomos no unidos de manera directa por enlaces. Este tipo de
interacciones dependen Unicamente de la distancia entre las particulas implicadas y su
naturaleza. La energia asociada a ellas suele expresarse analiticamente como una relacion
de proporcionalidad inversa con la distancia. Comprende dos términos: el término
electroestatico y el término de van der Waals.

La energia electroestitica es la energia asociada a la repulsion o atraccion
electroestatica entre &tomos que no estan directamente enlazados.

La mayoria de las estrategias para modelar la interaccién entre la carga de dos
moléculas se basan en discretizar dichas distribuciones en cargas atdmicas puntuales,

cuya interaccion obedece la ley de Coulomb.
NA NB q.
E, = Z 44, (14)

donde Na y Nprepresentan el numero de cargas distribuidas sobre las moléculas A y B,
q es la magnitud de la carga puntual, rjj la distancia entre dos cargas concretas y €o la
constante dieléctrica. Para derivar las cargas atomicas AMBER considera una
distribucion de puntos sobre superficies de van der Waals de tamafio creciente!®. El
método RESP (Restrained ElectroStatic Potential)*° ajusta el potencial electroestatico
calculado mecanocuanticamente sobre las superficies moleculares usando un modelo de
carga puntual centrado en el &tomo. Se introducen restricciones hiperbdlicas para evitar
la localizacion de cargas elevadas sobre d&tomos pesados y asi disminuir la dependencia

conformacional del conjunto de cargas.




Las interacciones de Van der Waals tienen en cuenta la energia asociada a la
repulsion o atraccion entre atomos que no estan directamente enlazados, sin tener en
cuenta la atraccion electroestatica. La energia asociada a esta interaccion entre dos atomos
se representa en la figura 2.3. En la misma se aprecia que la energia de interaccion
presenta un minimo (¢) a una distancia caracteristica (¢). Aumentar esta distancia anula
la interaccion de forma asintética y disminuirla lleva a un aumento de la energia a medida
que los radios atomicos se solapan.

Las fuerzas de van der Waals tienen una componente atractiva a distancias medias y

otra repulsiva a cortas distancias.

Distancia interatomica

Energia
o

Distancia a la que la
interaccion es optima

.
-

Figura 2.1. Energia asociada a la interaccion de Van der Waals

Una funcion popular que obedece estos requerimientos generales es el potencial de
Lennard Jones, donde la parte atractiva es funcion de la sexta potencia de la distancia
interatdmica, mientras que el término repulsivo es tipicamente considerado funcion de la
doceava potencia.

A B

Eaw = - (15)

12 ( 6
)y

La forma usualmente empleada en la obtencion de los parametros de van der Waals

es la reproduccion de datos experimentales estructurales.




Figura 2.2. llustracion de los términos que caracterizan las interacciones de Coulomb y de van
der Waals de los atomos que no estan conectadas quimicamente: Interacciones intermoleculares
(trazo continuo), interacciones intramoleculares “1-4” (lineas punteadas), e interacciones

intramoleculares > 1-4 (trazo discontinuo).

Una de las formas mas minimalistas de la expresion de la funcidon de energia

potencial es la del campo de fuerzas de AMBER.'"!%,

2

Vi) = 3 kr-nl + Y k©0-6)+ 3 Z [1+ cos(ng —7)]

enlaces valencia torsiones n

+ Z Z—[1+cos(n¢ }/)]

torsiones n
£\ 12 £\ 0
1 R; R; 1 9.4,

D | K I i e A
1-4 U 1-4 Arec c. r
vdW i<j rij rij Coulomb i<j T 0=i "ij

{i,j}el-4 {i,j}el-4
12 £\ 0
R R. q.9 .

T SR i P 7 [ (R . s 7 (16)
— y ; — dree r,
<j rlj rzj i<
{i,jy>1-4 {i,j}>1-4

en la cual, k; yro representan, respectivamente, la constante de fuerza del enlace quimico

y su longitud de equilibrio, k, y 6,, la constante de fuerza asociada a la distorsion de los




angulos y su valor de equilibrio, y %, n, ¢ y y,labarrera torsional, periodicidad (el

nimero de minimos que presenta la funcion entre 0° y 360°), el valor del diedro y su
fase. €oy €1 son, respectivamente, las permitividades dieléctricas del vacio y relativa, g;

es la carga parcial llevada por el atomo i. R; y &, corresponden a los parametros de Van

der Waals para el par de atomos {i, j} obtenidos a partir de las reglas de combinacion de

Lorentz-Berthelot:

gij = Eié‘j
R, =R +R]

2.3.2 Los propagadores de dinamica molecular

Dado que la fuerza entre dos atomos o moléculas cambia continuamente con su
separacion, las ecuaciones de Newton del movimiento (10) se resuelven mediante un
método de diferencias finitas. Las integrales se descomponen como una suma de
pequeios intervalos de tiempo 6t, cominmente llamados pasos (time steps). En cada
intervalo se calcula la fuerza total aplicada sobre una particula como la suma vectorial de
sus interacciones con otras particulas. Luego esta fuerza se combina con las posiciones y
velocidades actuales para generar el nuevo estado en el tiempo ¢+ 0t .

La suposicion preferencial en esta estimacion es que la fuerza permanece constante
durante cada paso de tiempo, por lo que la seleccion de este intervalo resulta crucial para
obtener una correcta simulacién. Es usual considerar como limite superior de estos
intervalos de tiempo, o pasos, a aquel que permite simular bien el movimiento mas rapido
del sistema (vibracién de un enlace de un dtomo de hidrégeno, del orden de 10 fs). El
paso tipico es de 1 fs, al menos un orden de magnitud mas pequefio que dicho
movimiento. Una posible solucidon para incrementar este valor es eliminar del sistema
aquellos grados de libertad de mayor frecuencia como lo son los estiramientos de enlace,
ya que su efecto sobre el comportamiento del sistema es minimo. Para ello, se “congelan”
estas frecuencias imponiendo restricciones sobre estos enlaces (algoritmo SHAKE 2'),
permitiendo trabajar con pasos de tiempo de 2 fs. Algunos de los métodos de diferencia

finita mas conocidos para resolver estas integrales son los de Verlet y Leap-frog.




En el algoritmo de Verlet > las posiciones y aceleraciones al tiempo ¢y las posiciones
del paso previo { 7, (¢), r, (t -0 t), a, (t) } son usadas para calcular la nueva posicion de
las particulas en el tiempo ¢+ 0t a través de un desarrollo de Taylor, conduciendo a:

v (t+5t) =25 (t) —r, (t—5¢) +a,(t) 5¢° (18)

donde a; (t) = #(t) = d?r;(t)/dt? = £;(t)/m; es la aceleracion de la particula i.

Las velocidades, v;(t) = 7;(t) = dr;(t)/dt no aparecen explicitamente en este
esquema. Aunque no sean necesarias para describir la trayectoria, su evaluaciéon es un
paso obligatorio para calcular la energia cinética, I (P), que depende solo de las variables
de impulsion, P, y por consecuencia la energia total del sistema €. Una forma de calcular

la velocidad es:

_r(t+6t)—r(1-61)
v, (t)= 5 (19)

El algoritmo Leap-frog,”® derivado del precedente, utiliza el triplete

{r (), ¢=5t/2),a,() }.

r;(t + 6t) = r;(t) + v; (t+%)5t

Vi (t + %) = v (t - %) + a;(t) 6t 20)

El primer paso es realmente el calculo de v, (¢+6¢/2), con el cual v,(¢), necesaria

para el célculo del término cinético, I (P), se deduce segun:

( 51) [ 5:}
Vilt+—|+Vv, | ——
2 2

vl.(t)z (21)

2.3.3 Condiciones de la Dinamica

De acuerdo con la hipotesis ergodica, las simulaciones calculan las propiedades
macroscopicas como promedio de un conjunto de microestados denominado colectivo o
conjunto, en inglés, “ensemble”. Durante la integracion simultanea de las ecuaciones de

Newton del movimiento, la energia total del sistema tiene que ser conservada.




Manteniendo el volumen a un valor constante, la simulaciéon generard un ensamble
estadistico microcanénico (ensemble NVE), esto es, en condiciones de nimero constante
de particulas (N), volumen (V) y energia (€), llamado a menudo simulaciéon de DM
newtoniana. Sin embargo, esta situacion simplistica no siempre es satisfactoria. Puede
ser deseable entonces realizar simulaciones estadisticas, en las cuales la temperatura o la
presion sean cantidades independientes en lugar de propiedades derivadas. La simulacion
también puede ser realizada en el colectivo canénico (ensemble NVT), o también en el

colectivo isotérmico-isobarico (ensemble NPT).

¢ Dinamica Molecular a temperatura constante

Se han propuesto numerosos esquemas para realizar simulaciones de DM a
temperatura constante, aunque quizds la mas sencilla consiste en actualizar

periodicamente las velocidades de los 4tomos del sistema con un factor de escalamiento
A. Este factor A esta dado por \/TTS donde T3 es la temperatura cinética instantanea (2
3(P)/3 N k) y T, la temperatura objetivo. Sin embargo, la aplicacion de este factor
correctivo no proporciona una DM newtoniana. La mecanica newtoniana implica que la

energia y el momento se conserven. La dindmica molecular con temperatura cinética

constante necesita resolver las ecuaciones del movimiento constrefiidas!>:

"om, (22)
P, =f —&(r;P)P

en las cuales & (7,P) se puede relacionar con un término de friccion que garantiza Ty =

0.
Esta restriccion es elegida de tal manera que la perturbacion de la trayectoria

newtoniana sea minima;:

D P,

£(rP)=L—
S

(23)

En un segundo enfoque, llamado acoplamiento débil o weak coupling,* la
temperatura del sistema se controla acoplando el sistema a un bafio de calor externo que

se encuentra a la temperatura deseada. En este termostato el bafio actia como un




reservorio de energia térmica que suministra o quita calor segliin sea necesario para lograr
la temperatura deseada. Las velocidades son actualizadas en cada paso de tiempo donde
el grado de cambio es proporcional a la diferencia entre la temperatura cinética

instantanea T (t) y la temperatura en el bafio externo, temperatura de referencia deseada,

T, segun:

dI(0) T -T5(t) (24)
dt T,

donde 7, es la constante de amortiguamiento o tiempo de relajacion asociado a las
fluctuaciones de T, la cual determina el nivel de control que el termostato impone en la

simulacion. Si 7, esun valor grande, el acoplamiento serd débil y la temperatura fluctuara
considerablemente durante el transcurso de la simulacion. Si 7, es pequefio, el

acoplamiento sera fuerte y las fluctuaciones térmicas pequenas. La energia cinética es
modificada por una cantidad A 3, definida como:

AT = %(;52 —1)N ky T5(t) (25)

Durante un paso de tiempo d¢, reactualizando las velocidades por un factor y:

x=[1+2 (=- 1)]1/2 (26)

T \Tyg
Este acoplamiento aperiodico a una reserva de calor no lleva a respuestas oscilantes
a los cambios de temperatura. No obstante, no proporciona la distribuciéon candnica
correcta.
El ultimo enfoque, més riguroso, considera al bafio externo como una parte integral
del sistema introduciendo un grado adicional de libertad, s. Asi, se puede escribir la

velocidad de la particula i como v, = s7 =P,/ m, s. Los términos de energia potencial,
V. y cinética se relacionan con el termostato del sistema como sigue:

V. =(f+1)k, Tlns

5 = Lgg @7
)

donde / representa los grados de libertad en el sistema, 3 N — 3 si la impulsion total, P,

es constante. 9 es el parametro de inercia termal, que regula las fluctuaciones de la




temperatura, y se lo conoce generalmente como la “masa” virtual del grado de libertad
extra, s.

Dicho enfoque se conoce como el lagrangiano extendido, dado que puede expresarse
como L (r; P) =3P)+3,(P)-V(r)-V,(r). Las ecuaciones del movimiento se

pueden restablecer segln:

f. Wi
=t -2
m.s s
l Dk, T 8)
+
95 = Z m, i’ s — +Dk, T
; s
Este formalismo, ideado por Nosé,?* ha sido revisado por Hoover,?%?” suprimiendo

el tiempo dependiente del pardmetro s. En las ecuaciones constrefiidas del movimiento
(22), el término de friccidon es ahora proporcionado por una ecuacion diferencial de primer

orden:

§=Lip(ty-1) (29)

La cantidad conservada es la del hamiltoniano total, es decir, el del sistema quimico

més el termostato, H, (r;P)=3(P)+ 3, (P)+V(r)+V,(r)

e Dindmica molecular a presion constante

En muchas ocasiones es deseable generar trayectorias en un ensamble termodinamico
isobarico-isotérmico, (NPT) de manera de replicar las condiciones de presion y
temperatura constante en la que se realizan muchas mediciones experimentales.

Un aspecto a destacar es que la presion a menudo fluctia mas que otras cantidades
como la temperatura en un ensamble NVT o la energia en uno NVE. Esto se debe al hecho
de que la presion se relaciona con el término del virial, que es producto de las posiciones
de las particulas en el sistema y la derivada de la funcion de energia potencial. Estas
fluctuaciones se observan en los valores instantaneos de la presion durante la simulacion,
sin embargo el valor promedio de la presion deberia ser aproximado al valor deseado.

Como para mantener la temperatura en un valor constante, el formalismo del
lagrangiano extendido se puede aplicar a la presion. Inicialmente imaginado por
Andersen?®, este enfoque implica que el sistema esté acoplado a una variable externa, V

caracterizando al volumen de la caja de simulacion. Este acoplamiento simboliza la




accion que un piston ejerceria sobre el sistema, al cual esta asociado un término potencial

y uno cinético:

Vv, :lm &
2 (30)
3 =PV

Donde mp se puede ver como la masa del piston y P representa la presion deseada.

Actualizando las variables de posicion, r, y de velocidad, v, bajo la forma s=r/V" y

§=v/V'" | las energias potencial y cinéticas pueden reescribirse como
— 1/3 ~ _ 1 2/3 ) . .
V=EVF's)y y 3IP)= 5 mV Z s;. A partir del lagrangiano

L, (r;P) =3(P)+3,(P)-V(r)-V (r), se pueden establecer las ecuaciones del

movimiento:
P 25V
L omyV 3y
@31
j_B-P
m

p

Donde la fuerza, f,, y la presidn instantdnea, P,, derivada del virial,

1

P=

(Nk,T —%Zr,..fi) , estan evaluadas a partir de coordenadas cartesianas. Aqui

la cantidad conservada es el hamiltoniano del sistema  extendido,
H, (r;P) =3P)+3,(P)+V()+V, (r), o sea su entalpia, a la cual se afiade la
contribucion cinética de 1/2k,7 que viene de las fluctuaciones del volumen de la caja

de simulacion. Hay que destacar que, formalmente, este algoritmo genera una distribucion
isobarica-isoentalpica, (NPH). Su acoplamiento a un termostato, como el gobernado por
la ecuacion (28), proporciona la verdadera distribucion isobarica-isotérmica.

Se ha observado que el esquema precedente podria llevar a oscilaciones de Pp, en
funcién de la masa del piston, mp. Una alternativa que suprime este efecto indeseable
amortigua el grado de libertad del piston a través de una ecuacion de Langevin.

Rescribiendo la ecuacién (31):




£ 28,V

S _

TV 3y
P -

; (32)
V=

p .
— vV + R(¢)

donde vy es la frecuencia de colision y R(t), una fuerza aleatoria tomada de una distribucion

gaussiana de promedio cero y de variancia <R(O)R(t)> =2yk, T x(t)/m,.Es interesante

notar que R(?) satisface la relacion de fluctuacion-disipacion, es decir,

1 ..
<R(t1 )R(t, )> = P 27k, T k(t,—t,), enlacual x(¢) representa el factor de amortizacion.

p
Otro enfoque, propuesto por Berendsen y col.,?* es una extension a las simulaciones
con presion constante del algoritmo de acoplamiento débil descrito anteriormente. En el
mismo, la presion se mantiene constante acoplando el sistema a un reservorio de presion
constante en forma analoga a la manera en la que se mantiene la temperatura en el
termostato de Berendsen. Las ecuaciones del movimiento estan modificadas en respuesta

a la relajacion de la presion instantdnea, Pp(?), hacia su valor de referencia, P, segln:

dPp(t) _ P—Pp(t)
at Tp

(33)

Donde 7 es el tiempo de relajacion asociado a las fluctuaciones de la presion.

Reactualizando las coordenadas atémicas del sistema y el tamafio de la caja por un factor
¢, el volumen total viene modificado por AV = (¢’ — 1)V, llevando naturalmente a una

variacion de la presion que puede expresarse como:

Ap= AV (34)
V

En el cual S representa la compresibilidad isotermal. Solucionando las ecuaciones

(33) y (34) para un valor dado de ¢, se obtiene:

13
P-P
g:{l—ﬂsét—f’(t}} (35)

Tp




Por razones similares al caso de temperatura constante, este algoritmo no proporciona

un ensamble termodinamico bien definido.

2.3.4 Condiciones periodicas de contorno

Para poder correlacionar las propiedades de un sistema microscopico a las que
describen la fase macroscopica, es importante que los efectos de frontera sean eliminados.
En la practica, se usan las condiciones periddicas de contorno (del inglés Periodic
Boundary Conditions, PBC), que consisten en replicar el ensamble finito de particulas
confinadas en la caja de simulacion, a menudo paralelepipeda, segin las tres direcciones
del espacio cartesiano, de manera de simular un sistema infinito. Si una molécula
abandona la caja central por la pared derecha, su imagen ingresara por la pared izquierda

desde la caja vecina.
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Figura 2.3. Vista bidimensional de la caja de simulacion replicada en las tres dimensiones del
espacio cartesiano. Al emplear condiciones periodicas de contorno (PBC), cuando una molécula
i se vaya de la caja central a, sus imdgenes en las cajas fantasmas vecinas se mueven de una

manera similar.

Se ha observado una reproduccion fiel y precisa de cantidades termodinamicas a
partir de estos modelos de tamafio reducido, lo que justifica la utilizacion de este enfoque.
Una de las restricciones que presenta, es que no se pueden capturar fluctuaciones y
correlaciones espaciales que ocurran a una distancia mayor a la mitad de la caja. Otro

problema surge del célculo de las interacciones intermoleculares, ya que no es posible




hacer el céalculo directo de las interacciones de una particula con el resto de las mismas,
ubicadas tanto en la caja central como en las cajas vecinas.

Debido a la naturaleza pseudo-infinita del sistema asi generado, se hace necesaria
la necesidad de aproximaciones para tratar interacciones intermoleculares. En particular,
la aproximacion de la “imagen minimal” supone que cada particula i de la caja central
interactie con la imagen mas cercana de todas las otras particulas j. Ademas, la
introduccion de una esfera de corte, o cut-off, puede usarse para ignorar interacciones
mas lejos que una distancia arbitraria. Esta distancia se considera igual o menor que la

mitad de la dimension mas pequeiia de la caja de simulacion.

Figura 2.4. Uso de una esfera de corte de radio r. para limitar el calculo de las interacciones de

la particula i con sus vecinos.

Tal vez el enfoque mas riguroso es el propuesto por Ewald. La idea central del
método, conocido como sumas de Ewald, consiste en sustituir el sumatorio de todas las

interacciones electroestaticas del sistema por una suma de dos términos evaluados,

respectivamente, en los espacios directo y reciproco, E, =FEe, +FEe,.

El término Ee,;, considera las interacciones de corto alcance, calculadas mediante

un potencial coulombico modificado. Las cargas originales se representan en el ambiente
directo mediante una serie de funciones gaussianas, mientras que estas funciones son
contrarrestadas en el ambiente reciproco mediante una serie de distribuciones gaussianas
de signo opuesto. El método particle mesh Ewald (PME) optimiza el calculo del espacio

reciproco transformando las cargas puntuales a un modelo de cargas distribuidas en




mallas tridimensionales mediante una interpolacion B-spline, lo que permite emplear

transformadas de Fourier en la resolucion de Eerec, aumentando la velocidad de calculo.
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Figura 2.7. Un esquema particle-mesh sobre una red bidimensional. (a) Un sistema de particulas
cargadas. (b) Las cargas estan interpoladas sobre la rejilla bidimensional. (c) Utilizando una
transformada de Fourier rapida (FFT), el potencial y las fuerzas estan evaluadas en cada punto
de la rejilla. (d) Las fuerzas estan interpoladas hacia las particulas, cuyas posiciones estan

actualizadas.

2.4 Propiedades accesibles a partir de la trayectoria de dindamica
molecular.

2.4.1 Funcion de Distribucion Radial

Entre las propiedades estaticas que pueden extraerse de las trayectorias generadas
en el curso de una simulacion de dinamica molecular, son particularmente interesantes
las propiedades estructurales ya que muestran el orden local en el sistema molecular. La
Funcion de Distribucion Radial (RDF, del inglés Radial Distribution Function), g(r),
mide como los atomos se organizan uno en torno a otros (estructura local).
Especificamente, g(7) indica la probabilidad de encontrar un par de &tomos separados por
una distancia r, respecto a la probabilidad esperada para una distribucidon totalmente
aleatoria, con la misma densidad.

Algunas de sus propiedades son:

e g (r) puede pensarse como el factor que multiplica a la densidad macroscopica
P para obtener una densidad local p(r)= pg(r), suponiendo una particula

cualquiera ubicada en el origen.

® g(r) >0cuando » -0y g(r) — 1 cuando ¥ — ©




En estudios de simulacion computacional, g(r) sirve como un indicador de la
naturaleza de la fase asumida por el sistema simulado. Para atomos congelados en los

sitios de una estructura de un cristal, la funciéon toma la forma de picos elevados

coincidentes con la separacion de dichos atomos (Figura 2.8).

Cristal

Intensidad

Distancia (A)—

Figura 2.8: Funcion de distribucion radial caracteristica de un solido cristalino.

El orden de la red cristalina se manifiesta en la regularidad de aparicion de los picos
en la funcion de distribucion radial. En los gases, los atomos estdn muy dispersos y en
constante movimiento dentro de un determinado volumen, por lo cual la probabilidad de

encontrar a un atomo a una distancia r es constante para todo el volumen (Figura 2.9).

Gas

Intensidad —»

Distancia (A)—»

Figura 2.9: Funcion de distribucion radial caracteristica de un gas.

Para liquidos y s6lidos amorfos el comportamiento de g(r) es intermedio entre el de
cristal y gas: los liquidos exhiben un orden de corto alcance, similar al de los cristales,
pero un desorden de largo alcance, tal como en los gases. Se presentan picos suavizados

que se aplanan conforme aumenta la distancia (Figura 2.10). En el caso de una sustancia




parcialmente cristalizada, Figura 2.10 (a), g(r) puede contener picos secundarios no

encontrados para un fluido. Tales picos adicionales son causados por remanentes de la

estructura cristalina.

Intensidad —»
Intensidad —»

Distancia (A)— Distancia (A)—»

Figura 2.10: Funcion de distribucion radial caracteristica de (a) un liquido (b) un vidrio.

A partir de la estructura provista por g () podemos definir capas de coordinacion.
El nimero de primeros vecinos a una distancia menor o igual que R respecto de una

particula central puede obtenerse a partir de la integral:

n(R)= 47er? r’ g(r)dr (36)

En el caso de fluidos moleculares, es posible definir p como el numero de

moléculas por unidad de volumen. Cada molécula tendra sitios (atomos) del tipo a., B3, v,

etc. Asi, puede definirse g aﬁ(l’) , entre sitios o, P, ... pertenecientes a moléculas

distintas. De tal manera que P, &, 5 representara la densidad de sitios o a una distancia r

respecto de un sitio de tipo B en el origen, perteneciente a otra molécula.

2.4.2 Difusion

En las simulaciones de DM, el coeficiente de difusion D asociado a la relacion de

Einstein

lim (|, @ =1, O )=6D1 (37)




puede ser obtenido a partir de la pendiente de un grafico del desplazamiento cuadratico
2
medio <|I”, 0)-r, (t)| >, versus el tiempo, para tiempos suficientemente largos. Si el

fluido no llegara a ser isétropo, entonces seria necesario trabajar con las mismas

expresiones pero separadamente para cada direccion (x, y 6 z).

2.4.3 Enlace de Hidrdogeno. Definicion.

Una de las definiciones mas apropiadas de Puente o Enlace de Hidrogeno (EH),
dado el estado actual del conocimiento sobre ellos, es la siguiente reformulacion de la
definicion original propuesta por Pimentel y McClellan: “una interaccion molecular de
tipo X-H'Y es un EH cuando (1) existe evidencia de un enlace y (2) este enlace involucra
al &tomo de H unido covalentemente a X”. La IUPAC define a los enlaces de este tipo
como “una forma de asociacion entre un 4&tomo electronegativo y un atomo de hidrégeno
unido a un segundo atomo relativamente electronegativo. Es mejor considerada como una
interaccion electroestatica, fortalecida por el pequeiio tamafio del hidrogeno, lo cual
permite la proximidad de los dipolos o cargas interactuantes. Ambos atomos
electronegativos son usualmente (pero no necesariamente) de la primera fila de la tabla
periodica, es decir, N, O 0 F. Los puentes de hidrogeno pueden ser intermoleculares o
intramoleculares.”*

La idea de la importancia de estos enlaces en las estructuras biologicas es casi
paralela a su descripcion historica. Actualmente, el puente de hidrégeno es considerado
como un elemento clave para entender la estructura de macromoléculas y mas atn, como
un componente de mecanismos cataliticos de enzimas.

Hoy en dia el enlace de hidrogeno (EH) se entiende como un fendmeno muy
amplio, con energias que abarcan desde las 0,2 kcal/mol hasta el limite covalente de 40
kcal/mol. Los EHs pueden ser encontrados en estado solido, liquido o fase gaseosa y
comunmente se representan como X-H~'Y. De acuerdo a la naturaleza de X e Y, los EHs
se pueden clasificar en “EHs convencionales” y “EHs no convencionales”. En los “EHs
convencionales” o “EHs clésicos”, X e Y son dtomos con electronegatividades mayores
al H, que poseen pares electronicos libres (por ejemplo O, N, F, CI, etc). El grupo X-H es
el “dador de protén™, e Y es el “aceptor de proton”. Aparte de estos “EHs clasicos” se

2930

describen varios tipos de “EHs no convencionales””" entre los que figuran aquellos en los

cuales el dador de protéon X-H es no convencional (por ejemplo, C-H0).*!*? Existe una




gran cantidad de evidencia experimental que sugiere que los EHs Ca-H O, contribuyen
significativamente a estabilizar estructuras secundarias en proteinas, tanto o hélices como
laminas P plegadas, como asi también otros motivos.** En una clasificacién de los EHs
en base a su fortaleza, los llamados convencionales corresponden a moderados y fuertes
mientras que los no convencionales son generalmente EHs débiles.

En esta tesis, al aplicar la metodologia DM se utiliz6 un criterio de tipo geométrico
para determinar la existencia de un EH; dos moléculas se consideran unidas por un EH si
su posicion relativa es tal que la distancia entre el atomo dador y el aceptor, dX-Y, es
menor a 3,5 A y el angulo X-HY es mayor a 120°.

Los EHs, también han sido analizados en esta tesis mediante el estudio de la
distribucion de la densidad de carga electronica de un sistema basado en la Teoria
Cuéantica de 4tomos en Moléculas (QTAIM) desarrollado por Bader.>* A continuacion se

da una breve descripcion de esta teoria.

2.5 Topologia de la Densidad de carga electronica

La Teoria de Atomos en Moléculas (Atoms in Molecules, AIM) desarrollada por
Bader y col.?*, se fundamenta en los rigurosos principios de la mecénica cudntica y hereda
de ésta, su poder predictivo. Proporciona el sustento tedrico de la hipotesis de estructura
molecular que reconoce a la molécula como a un conjunto de a&tomos unidos por una red
de enlaces.

AIM es una teoria interpretativa que ayuda a recobrar conceptos quimicos a través de
un estudio topologico y riguroso de la densidad electronica. La teoria no es dependiente
de ningin método de célculo ni experimental, y como punto de partida sélo necesita la
densidad electronica del sistema, que puede obtenerse por calculos quimico cuéanticos o
por técnicas experimentales. A través de los afios la teoria AIM ha evolucionado hacia un
programa que establece un puente entre las modernas funciones de onda ab initio y el
conocimiento quimico.

En esta teoria, la definicidon del 4&tomo topoldgico se basa en la estructura fisica que
exhibe la distribucion de carga electronica, la cual es una manifestacion de las fuerzas
que actiian dentro del sistema. Las propiedades atomicas se describen por las mismas
ecuaciones de movimiento y teoremas asociados a la mecanica cuantica que se aplican al

sistema como un todo.




El estudio de las propiedades topolégicas de la densidad de carga po(T) se ve
facilitado a través del estudio del campo del vector gradiente asociado®>3’. Las
propiedades de este campo proporcionan una definicion de los elementos de estructura
molecular, de estabilidad estructural y permiten delinear los mecanismos de los cambios
estructurales.*

La teoria de estructura molecular identifica el conjunto de interacciones
interatomicas presentes en una molécula. Estas interacciones atomicas pueden
caracterizarse mediante el estudio de las propiedades del campo escalar derivado de la
densidad de carga, su distribucion Laplaciana V2 p(r). De acuerdo con Morse y
Feshbach®, el Laplaciano es una propiedad extremadamente importante de un campo
escalar, ya que permite determinar en forma directa las regiones en donde el campo esté
concentrado. Ademas, el estudio del Laplaciano de la densidad de carga es de particular
importancia ya que es el lazo de unién entre la forma de o(r) y sus propiedades
mecanicas.

La mecanica de la densidad de carga estd determinada por el tensor cudntico de

4041 yna cantidad introducida en la mecénica cudntica por Pauli,*? quién demostro

estrés,
que como una consecuencia de las propiedades del tensor de estrés, el signo del laplaciano
de po(r) determina las magnitudes relativas de los valores locales de las densidades de
energias cinética y potencial. Obteniendo un mapa de aquellas regiones en donde el
V2 p(r)<0, las regiones donde la carga electronica esta concentrada, se obtiene un mapa
de las regiones donde la densidad de energia potencial contribuye en forma predominante
en la disminucion de la energia del sistema.

El signo del Laplaciano esta determinado por el signo y la magnitud relativa de las
tres curvaturas locales de O(I), autovalores de la matriz hessiana de P(T). Asi, existe
una intima unién entre las propiedades topologicas de P(I) y su Laplaciano, y a través

de las propiedades del Laplaciano se puede establecer una relacion entre la forma de la

distribucion de carga y la mecénica que la gobierna.

2.5.1 Propiedades topoldogicas de la distribucion de la densidad de carga.

La densidad o(T) es una descripciéon de la distribucion de carga de un electrén

promediada sobre el movimiento de los electrones restantes.




En la teoria de Atomos en Moléculas, las propiedades de un sistema se describen
sobre la base de una funcién de distribucion en el espacio real, la densidad de carga, y
mediante ellas, una base para la definicion de estructura en ese espacio.>*

Las propiedades topoldgicas de una distribucion de carga electronica asociada con
una configuracion nuclear X, se resumen por el nimero y tipo de puntos criticos de p(r)

, puntos donde el vector gradiente asociado Vp(r)se anula®, Vp(r) se define como:

.0p .O0p op
Vp(r)=i —+j——+Kk—*— 38
p(r) T I TR (38)

donde el vector cero significa que cada derivada individual en el operador gradiente, V,
es cero y no so6lo sus sumas. El maximo en la posicion del nicleo constituye un tipo de
punto critico llamado punto critico nuclear (PCN).

Los puntos criticos se clasifican de acuerdo a su rango (w) y signatura (c) y se
simbolizan por (w, o). El rango w de un punto critico en r. (donde r. representa al vector
posicion del punto critico), es igual al nimero de autovalores no nulos de la matriz

Hessiana A:

2
A, =| 2P (39)
CLad ],

¢

La signatura G es la suma algebraica de los signos de los autovalores.

Los puntos criticos (w,6) con w < 3, puntos criticos degenerados, son
matematicamente inestables en el sentido de que ante cualquier perturbacién pequeia,
como la causada por un desplazamiento de los nucleos, el punto critico desaparece o se
bifurca en un nimero de puntos criticos estables. La presencia de tales puntos criticos
indica un cambio en la topologia de la densidad electronica y por lo tanto, un cambio en
la estructura molecular. Por esta razén los puntos criticos con w < 3 raramente son
encontrados en distribuciones de carga en el equilibrio.

Aquellos puntos criticos con rango w = 3, son puntos criticos no degenerados y se
encuentran en p(r) para todos los X que pertenecen a un subconjunto denso del espacio
de configuracion nuclear. Los elementos de una estructura se definen en términos de las

propiedades de estos puntos criticos **.




Existen cuatro tipos diferentes de puntos criticos de rango tres: (3, -3), (3, -1), (3,
+3) y (3, +1). Los términos autovalores o curvaturas, y autovectores o trayectorias de
gradiente se utilizan indistintamente.

e Punto critico (3, -3): Las tres curvaturas son negativas y p(r) es un maximo
local en r, coincide habitualmente con la posicion del nucleo, se denomina atractor
nuclear.

e Punto critico (3, -1): Dos curvaturas son negativas y p(r) €s un maximo en rc
en el plano definido por los autovectores correspondientes pero es un minimo en r¢ a lo
largo del tercer eje perpendicular a este plano (es minimo en la direccion de la linea que
une los nucleos atomicos entre los que se encuentra y maximo en las dos direcciones
perpendiculares a esta). Es un punto de silla y se identifica con un punto de enlace.

e Punto critico (3, +3): Las tres curvaturas son positivas y po(r) es un minimo local
en rc , sus autovalores definen un volumen de lineas de gradiente que nacen desde este
punto. Esta asociado a la idea estructural de caja.

e Punto critico (3, +1): Dos curvaturas son positivas. p(r)es un minimo en rc en
el plano definido por los autovectores correspondientes y es un maximo en rc a lo largo
del tercer eje perpendicular a este plano. La presencia de este punto critico se asocia con
el concepto estructural de anillo.

En la figura 2.11 se muestra como ejemplo, la distribucion espacial de la densidad
electronica en el plano conteniendo los nicleos de bromo de una molécula de Br;. La
densidad electronica es un maximo en la posicion de los niicleos y decae rapidamente a

medida que nos alejamos de esas posiciones.

o) B.l

Figura 2.11. Mapa de relieve para una molécula de Br». Las flechas violeta serialan los PC (3, -

3) correspondientes a los atomos de Bromo y la flecha roja seiiala el PC (3, -1).




La funcion Vp(r) define un campo de trayectorias o vectores dirigidos en cada
punto, a lo largo del gradiente de la densidad de carga. Los vectores o trayectorias de
gradiente se originan en puntos criticos con curvatura positiva, y terminan en puntos
criticos con curvatura negativa.

Cuando los tres autovalores tienen el mismo signo, +3, o -3, es posible construir un
conjunto infinito de tres trayectorias de gradiente mutuamente ortogonales que se
originan o terminan respectivamente, en el punto critico. Asi, un punto critico (3, +3) es
un minimo en la densidad de carga. Esta aumenta a medida que nos movemos en cualquier
direccion alejandonos del punto critico. Un punto critico (3, -3) es un maximo en Vo(r).
La densidad de carga disminuye a medida que nos movemos en cualquier direccion
alejandonos del punto critico. El conjunto de trayectorias de gradiente que terminan en
un punto critico en p(r) definen un espacio de volumen en un sistema molecular.

Dos autovalores del mismo signo, signatura +1 6 -1, generan infinitos conjuntos de
pares de trayectorias mutuamente ortogonales que se originan o terminan,
respectivamente en el punto critico y definen una superficie perpendicular al eje definido
por la trayectoria de gradiente asociada al autovalor de distinto signo. Si el autovalor de
distinto signo es positivo, punto critico (3, -1), se originan dos trayectorias de gradiente
de sentidos opuestos que definen un eje unico en el espacio a lo largo del cual o(r)
aumenta a medida que nos alejamos del punto critico. Si el autovalor de distinto signo es
negativo, punto critico (3, +1), o(r) disminuye a lo largo del eje definido por este

autovalor, a medida que nos alejamos del punto critico.

2.5.2 Significado quimico de los puntos criticos. Elementos de una estructura
molecular

Existe una region abierta del espacio que rodea a un punto critico (3, -3) tal que
todas las trayectorias de gradiente que se originan en este espacio, terminan sobre el punto
critico. Asi, un punto critico (3, -3) se comporta como un atractor del campo del vector
gradiente V p. La mayor region del espacio en la que se verifique esta observacion y que
ademas resulte invariante al flujo de V p se denomina cuenca del atractor.

Como en general, los maximos de la distribuciéon de carga coinciden con las
posiciones nucleares,*los nicleos actilan como atractores de la misma. El resultado de
esta identificacion es tal que el espacio de una distribucion de carga molecular es

particionado en regiones disjuntas -/as cuencas- cada una de las cuales contiene un punto




atractor o nucleo. Un 4tomo (libre 6 unido) se define entonces como la unién del atractor
y su cuenca asociada. Para un adtomo aislado, la cuenca cubre enteramente el espacio
tridimensional, R®. Para un 4tomo en una molécula, la cuenca es un subconjunto abierto
de R3 y los 4tomos vecinos estdn separados por superficies interatomicas. La existencia
de una superficie interatomica indica la presencia de un punto critico (3, -1) entre dos

nucleos vecinos.

\

@ Posicién nuclear
@ Punto critico de enlace

=== Camino de enlace

=== Superficie interatdmica

Isocontorno de p(r)

Caminos de gradiente de p(r)

Figura 2.12. Mapa del campo vector gradiente de la densidad electronica para el plano que
contiene los nucleos de bromo de la molécula de Brs, superpuesto con un mapa de contorno de

la densidad.

Debido a las propiedades topologicas de un punto critico (3, -1), estas superficies
interatdmicas, S(r), tienen un cardcter Unico: son las unicas superficies continuas y
cerradas que satisfacen la condicion de flujo cero*4°:

Vo(r)-n(r)=0 VreS(r) (40)

donde r es el vector posicion y n(r) es el vector normal a la superficie S en r. Esta
condicion equivale a decir que todas las trayectorias generadas en las cercanias de un
dado nucleo, terminan sobre este nucleo y ninguna atraviesa la cuenca de un atomo
vecino. (ver Figura 2.12).

Los pares de caminos de gradiente que se originan en cada punto critico (3, -1)
terminan sobre los nucleos vecinos definiendo una linea a lo largo de la cual, la densidad
de carga es maxima con respecto a cualquier linea vecina, esta linea es llamada /inea de

interaccion atomica.




Ha sido demostrado,*’” que la acumulaciéon de carga a lo largo de esta linea de
interaccion, es una condicion necesaria para asegurar la union entre dos atomos. También
es una condicion suficiente cuando las fuerzas entre los nlicleos estan balanceadas y el
sistema posee una energia minima a la separacion internuclear de equilibrio. En este caso
la linea de maxima densidad de carga entre los ntcleos es llamada linea de enlace o
camino de enlace, CE y el punto critico (3, -1) es llamado punto critico de enlace, PCE.
La red de caminos de enlaces que unen a nticleos vecinos se denomina grafo molecular.
Ha sido observado que los grafos moleculares que se obtienen de esta forma, coinciden
con los que se obtendrian uniendo aquellos pares de 4&tomos que en base a argumentos
quimicos se consideran enlazados.

El nimero de caminos de enlaces es igual al nimero de uniones quimicas y no al
numero supuesto de enlaces por pares de electrones cuando esta descripcion asigna
enlaces multiples a pares de atomos enlazados. Como ha sido sefialado por Coulson*®, la
densidad de un orbital zno estd separada espacialmente de la de un orbital o . Asi, todos
los enlaces, incluyendo los enlaces multiples son topoldgicamente equivalentes y exhiben
un Unico punto critico (3, -1) con un maximo de pen re, sobre la superficie atdmica.

Una propiedad importante de un enlace es su elipticidad que se define como:

=211 (41)

A
%
donde A1 y A2 son las dos curvaturas negativas de un punto critico (3, -1). En un enlace
con simetria cilindrica, estas dos curvaturas son de igual magnitud y la elipticidad es cero.
Sin embargo, cuando la carga electronica estd acumulada en un determinado plano, a lo
largo del camino de enlace (como por ejemplo, en un enlace 7x), la velocidad de
disminucion de pa lo largo del eje que yace en este plano es menor que a lo largo de un
eje perpendicular al mismo y la magnitud de la correspondiente curvatura de p es menor.
La elipticidad en este caso es mayor que cero.

Los otros dos puntos criticos de rango tres, aparecen como consecuencia de arreglos
geométricos particulares de los caminos de enlaces y definen los dos elementos restantes
de una estructura molecular -anillos y cajas.

Los puntos criticos (3, +1) se localizan en el centro de los anillos formados por tres
o mas nucleos. El eje unico, a lo largo del cual p(r) disminuye si nos alejamos del punto

critico es perpendicular al plano del anillo y constituye la linea de frontera a lo largo de




la cual, se interceptan las superficies de los fragmentos atomicos que forman el anillo. La
superficie asociada a este punto, es el plano del anillo.

Cuando los caminos de enlaces se ordenan de manera tal que encierran el interior
de una molécula con superficies de anillos, un punto critico (3, +3) es encontrado en el
interior de la caja resultante. La densidad de carga es un minimo local en un punto critico
de caja.

El nimero y tipo de puntos criticos que pueden coexistir en un sistema con un
numero finito de nicleos, estd gobernado por la relacion de Poincaré-Hopf. Teniendo en
cuenta la asociacion dada anteriormente de cada tipo de punto critico con un elemento de

estructura molecular, esta relacion establece que:

n-b+r-c=1 (42)
donde 7 es el nimero de nucleos, b es el nuimero de caminos de enlaces (o lineas de

interacciones atémicas), » es el nimero de anillos y ¢ es el numero de cajas. La serie de

numeros (n, b, r, ¢) es llamada conjunto caracteristico de la molécula.

2.5.3 Definicion del atomo topologico

La definicién topoldgica de un 4tomo como la union de un atractor y su cuenca,*>-
es equivalente a la ecuacion:
Vo(r) -n(r)=0 vr € S(r). (43)

Recordemos que las cuencas de atomos vecinos estdn separadas por superficies
interatomicas y sus nucleos estan unidos a través de lineas de interaccion atomicas a lo
largo de las cuales, la densidad de carga es maxima con respecto a cualquier linea vecina.
La red de lineas de interaccion define la estructura de un sistema. En general, una dada
estructura persiste sobre una region abierta del espacio de configuraciones nucleares®.

Incorporada en la definicion de estructura, esté la idea de relacionar las propiedades
de una molécula con un conjunto de interacciones de a pares que dominan y caracterizan
la mecanica que gobierna a dicha estructura. Las interacciones pueden ser atractivas o

repulsivas y la definiciéon de estructura en términos de las interacciones atomicas

dominantes es esencial para comprender una u otra situacion.




Ha sido demostrado*’, que las interacciones atomicas determinadas por esta
definicién de estructura molecular caen en dos amplias clases generales, cada una
caracterizada por un conjunto particular de propiedades mecanicas.

Las interacciones entre atomos de capa cerrada, como las que se encuentran en los
estados repulsivos de los gases nobles, en enlaces i6nicos, en enlaces de hidrégeno y en
moléculas de Van der Waals estdn gobernadas por una contraccion de la densidad de
carga hacia cada uno de los nucleos intervinientes. La mecanica de tales interacciones
estd dominada por un valor relativamente grande de la energia cinética, particularmente
por la componente paralela a la linea de interaccion que une a los ntcleos. En las
interacciones de capa cerrada, las regiones de baja energia potencial estan localizadas
separadamente dentro de la frontera de cada uno de los atomos o moléculas que
intervienen en la interaccion.

Las interacciones de carga compartida como en los enlaces covalentes 6 polares,
estan gobernadas por una contraccion de la densidad de carga hacia la linea de interaccion
que une a los nucleos. La mecanica de tales interacciones esta gobernada por un valor
relativamente grande de la energia potencial en la region internuclear. Esta region de baja
energia potencial es contigua sobre las cuencas de ambos atomos. Estas son
clasificaciones limites, pero existen interacciones con propiedades intermedias entre estos

limites.

2.5.4 Propiedades del Laplaciano de la densidad de carga

En una dimension, la curvatura de p(r) es una medida de la diferencia entre su

valor promedio en puntos vecinos a r y su valor en r. El analogo tridimensional de la

densidad de carga es su Laplaciano V* p(r). Un valor negativo para el Laplaciano en

algn punto significa que la carga electronica tiende a concentrarse en este punto. Ademas
de cuantificar en sentido absoluto las regiones en donde la carga estd concentrada y
reducida, el Laplaciano de la densidad de carga juega un importante papel tedrico en el
estudio de la densidad de carga: determina la densidad lagrangiana monoparticula de un
sistema mecanocuantico.

Si bien, la integracion sobre todo el espacio del Laplaciano de cualquier funcion de
buen comportamiento da cero, en el caso de la funciébn p(r)este hecho tiene una

importante implicacion fisica: la integral de accion y el Lagrangiano se anulan para un




sistema cuantico aislado. La misma propiedad de p es observada para ciertos subsistemas
(atomos) de un sistema aislado, y debido a esta propiedad comun, se aplica un Unico
principio de accidn estacionaria a toda la molécula y a los 4tomos dentro de ella.

El Laplaciano de po(r) determina a través de las magnitudes relativas de sus tres
curvaturas, el desequilibrio en las contribuciones de las energias cinética y potencial al
virial de un sistema — L(r)=V(r)+2G(r), donde L(r) es la densidad lagrangiana,

G(r)la densidad de energia cinética y V(r) es la densidad de energia potencial
electronica. Esta propiedad de relacionar las regiones de concentracion y de reduccion de
carga con regiones en donde dominan la disminucion de energia potencial y aumento de
la energia cinética respectivamente, constituye la base para la clasificacion de las

interacciones atomicas.

e  C(lasificacion de las interacciones atomicas.

El valor del Laplaciano de p(r) en rc es negativo para interacciones que
usualmente se describen como covalentes o polares. La distribucion de carga en estas
interacciones, esta dominada por las curvaturas negativas de o(r). La carga electronica
estd concentrada en la region internuclear como resultado de la contraccion perpendicular
de p(r) hacia la linea de interaccion o camino de enlace. Esta concentracion de carga se
refleja en un valor relativamente grande de p(r), y en una relacion ‘ﬂl‘ / 75 mayor que la
unidad. La region del espacio en el cual el Laplaciano es negativo, contiene al punto
critico y es contigua sobre las regiones de valencia de ambos 4tomos. Ellos comparten la
densidad electronica de valencia conduciendo a una Unica region de energia potencial
relativamente baja que se extiende sobre la cuenca de ambos atomos.

El segundo tipo limite de interaccion atdmica es el que se observa entre sistemas
de capa cerrada. Estas interacciones estdn dominadas por el principio de exclusion de
Pauli. La densidad de carga electronica, o(r), toma valores relativamente bajos, la
relacion Vl‘ / 73 es menor que la unidad y el valor de V?(r) es positivo. El signo del
Laplaciano en estos casos, esta determinado por la curvatura positiva de po(r) a lo largo
de la linea de interaccion, mientras que el principio de exclusion conduce a una reduccion

de carga en la superficie interatdmica. Estas interacciones estan dominadas por la

contraccion de carga desde la superficie interatomica hacia cada uno de los nucleos. El




Laplaciano de o(r) es positivo sobre toda la region de interaccion y la contribucion de la

energia cinética en esta region es mayor que la contribucion de la energia potencial.

2.6 Analisis de los orbitales naturales de enlace, NBO

El andlisis de poblacion electronica conocido como Orbitales Naturales de Enlace
(Natural Bond Orbitals, NBO)>°? se origind como una técnica para el estudio de efectos
como la hibridizacion, enlaces covalentes e 10nicos, en funciones de onda poliatomicas.
Es una técnica que permite obtener orbitales localizados a partir de funciones de onda ab-
initio. Tales orbitales pueden ser identificados con los enlaces, pares libres y antienlaces
que forman parte del lenguaje habitual de la quimica.

En este analisis el conjunto base de orbitales atomicos se transforma via orbitales
atémicos naturales (NAO) y orbitales naturales hibridos (NHO)3, en orbitales naturales
de enlace (NBO). Estos NBO corresponden a la representacion de Lewis cominmente
utilizada, en la cual tanto los enlaces como los pares libres estan localizados en 4&tomos
especificos. Por ejemplo, dentro del paradigma NBO, un enlace del tipo ¢ localizado entre
los atomos A y B, esta formado por los orbitales naturales hibridos (NHO) centrados en
los atomos A y B, ha y hg, (obtenidos a partir de un conjunto de orbitales atémicos
naturales optimizados):

o4 = C4hy + Cghp (44)
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CAPITULO I1I

“Caracterizacion estdtica y dindmica de los
disacaridos Trehalosa, Sacarosa y

Maltosa’™




3.1 Introduccion

En general, las células no pueden sobrevivir en condiciones deshidratadas,
basicamente, porque en estas condiciones, las membranas celulares son incapaces de
proteger y preservar el contenido celular y de controlar las actividades de transporte y
permeabilidad. Sin embargo, como se ha mencionado en el capitulo I, ciertos organismos,
incluyendo insectos del desierto, embriones de camardn salmuera, levaduras, esporas de
algunos hongos, nematodos, larvas y bacterias pueden sobrevivir en condiciones
anhidrobidticas durante prolongados periodos de tiempo. La caracteristica comun de estos
organismos es la acumulacion de altas concentraciones de 6ligo- o disacéaridos,'
especialmente trehalosa y sacarosa frente al estrés hidrico. La habilidad para sobrevivir a
la desecacion ha sido atribuida al hecho de que los sacdridos permiten mantener la fluidez
de la membrana celular y por lo tanto su funcionalidad y ha promovido el estudio de los
disacaridos como agentes bioprotectores.* !

La trehalosa ocurre naturalmente en la forma o-D-glucopiranosil-(1,1)-a-D-
glucopirandsido. Esta forma, es la conformacion de menor energia entre los tres isomeros
posibles de la trehalosa (o,0-; a,B-; B,B-). Se trata ademds de un azicar no reductor, dado
que launidn glicosidica involucra a los grupos OH de los dos carbonos anoméricos. Desde
un punto de vista termodindmico y cinético, la trehalosa es el disacarido natural mas
estable. La energia del enlace glicosidico es baja, comparada con las de otros disacéridos,
menor que -4,2 kJ/mol (el de la sacarosa es de +113 kJ/Mol)'!. También ha sido
demostrado que la trehalosa es capaz de actuar como protector frente al estrés fisico
provocado por la desecacién, cambios osmoticos, frio, calor y presencia de metales
pesados'?'*. En ausencia de agua, mantiene a los lipidos en fase fluida evitando la
separacion de fase, ruptura y disgregacion de las membranas'®. Evita eficazmente las
reacciones de Maillard'® que se producen entre un aziicar reductor y el grupo amino de
los aminodcidos. Estas propiedades de la trehalosa encuentran numerosas aplicaciones en
la industria medicinal, alimentaria, cosmética y farmacéutica'’ %,

Sin embargo, el mecanismo mediante el cual la trehalosa y los aztcares en general,
ejercen un papel protector, no es totalmente comprendido y sigue siendo objeto de una

intensa actividad cientifica®®?’.




Con el propésito de contribuir al entendimiento de este mecanismo, en este trabajo
se realiza un estudio comparativo (estatico y dinamico) de los disacaridos trehalosa
(anhidra y dihidratada), maltosa (4-O-a-D-glucopiranosil-B-D-glucopiranosido), y
sacarosa (a-D-glucopiranosil-B-D-fructofurandsido). La estructura electrénica de los
azcares se analiza en el marco de la Teoria QTAIM?®. Luego, mediante un anélisis de
los Orbitales Naturales de Enlaces (NBO)?** se evaluaron las interacciones
hiperconjugativas de transferencia de carga (IHTC) entre los orbitales dadores y aceptores
y se examinaron y cuantificaron los efectos anoméricos y exo-anoméricos. Finalmente,
simulaciones mediante dindmica molecular en vacio y en soluciones acuosas
infinitamente diluidas fueron empleadas para examinar el efecto del solvente y las
caracteristicas de hidratacion de los tres azicares. En el analisis de las interacciones de
enlaces de hidrogeno (EHs) se ha prestado especial atencion a los EH del tipo C—H---O.
El estudio de estos EHs, debido a su mayor labilidad (esto es, menor requerimiento
energético para su formacion y/o ruptura), mayor flexibilidad angular (dado que ellos son
menos direccionales) y la posibilidad de que las moléculas de agua se involucren para
formar EHs bifuncionales, puede dar una idea mas acabada de lo que ocurre en el proceso

de interés.

3.2 Metodologia

Las estructuras iniciales de los disacéaridos fueron obtenidas de una base de datos
cristalografica®®>*. En el caso de la trehalosa, fueron analizadas las dos formas cristalinas
reportadas en la literatura asi como la forma anhidra obtenida por remocion de las
moléculas de agua. Las geometrias fueron optimizadas sin ninguna restriccion usando el
funcional de intercambio de tres parametros de Becke, el funcional de gradiente corregido
de Lee, Yang y Parr (funcional B3LYP)*** y el conjunto base 6-311++G**. La
naturaleza de minima energia de las estructuras optimizadas fue verificada usando el
analisis de frecuencias vibracionales. Todos estos calculos de estructura electronica
fueron realizados con el paquete de programas Gaussian 033°.

Luego, las estructuras optimizadas fueron usadas para realizar un analisis NBO con
el programa NBO 3.137 implementado en Gaussian 03. Los célculos QTAIM fueron
llevados a cabo utilizando funciones de onda generadas al nivel B3LYP/6-311++G** con

los programas AIMALL*® y MULTIWFN?’,




Protocolo de simulacion

La estructura optimizada de cada disacarido fue solvatada con 1500 moléculas de
agua TIP3P* en una caja octaédrica. Las cargas puntuales sobre los nucleos atdmicos
fueron ajustadas con el método RESP*! usando Gaussian 03 al nivel HF/6-31G* de teoria.
Las simulaciones de DM fueron realizadas con el paquete de software AMBER 114
usando los campos de fuerza GAFF y ff99SB. Las simulaciones fueron precedidas por
dos etapas de minimizacion energética usando los métodos de Pendiente Pronunciada
(Steepest Descent) y Gradiente Conjugado. La primera etapa fue realizada usando
restricciones de fuerzas armonicas sobre los atomos del azicar y la segunda etapa, sin
restricciones. Los sistemas resultantes de minima energia potencial fueron sometidos a
500 ps de DM bajo condiciones de volumen constante hasta 300 K con restricciones de
movimiento sobre los mismos dtomos que en el primer paso de la minimizacioén. Luego
el sistema fue equilibrado en un ensamble NPT a 300 K y 1 atm sin ninguna restriccion
sobre los atomos durante 10 ns. La temperatura y presion constante fueron satisfechas
mediante el algoritmo de acoplamiento de Langevin®, y todas las distancias de enlaces
que involucran dtomos de hidrégeno fueron restringidas con el algoritmo SHAKE*. Las
interacciones electrostaticas de largo alcance fueron calculadas usando el método particle
mesh Ewald (PME)*, mientras que las interacciones de van der Waals (vdW) fueron
calculadas usando el potencial 6-12 de Lennard-Jones. La distancia de corte para las
interacciones no enlazantes de van der Waals fue fijada en 10 A. Las ecuaciones de
movimiento fueron integradas con un tamafio de paso de 2 fs. Las corridas de recoleccion
de datos 6 etapa de produccion fueron realizadas en un ensamble NVT durante 25 ns.
Finalmente, con el propdsito de analizar la influencia del solvente sobre las geometrias y

los EHs de los tres disacaridos se realizaron 25 ns de corridas de DM en vacio.

3.3 Resultados

3.3.1 Calculos de Estructura Electronica (Mecanica Cuantica) en fase gaseosa

La Figura 3.1 muestra una representacion esquematica de la trehalosa anhidra (a),
sacarosa (b) y maltosa (¢) y la Figura 3.2 muestra las dos formas cristalinas de trehalosa

dihidrato (Figuras 3.2a,b). También estan indicados los dngulos diedros que definen la




flexibilidad conformacional alrededor del enlace glicosidico, @, ¥, y aquellos que

definen la conformacion de los grupos hidroximetilos, ®, ®’ y ¥.

Figura 3.1. Estructuras moleculares de: (a) trehalosa, (b) sacarosa y (c) maltosa. Se indica la
numeracion de los atomos de oxigeno. Los angulos de torsion son definidos como: ®=05-C1-
O1-CI’ y Y= C1-01-C1°-05’; ®=05g-C1g-O1g-C2fy ¥ = Cl1g-O1g-C2f-O5f; ®=05-C1-01-
C4’ y Y= C1-0O1-C4’-C5’ en trehalosa, sacarosa y maltosa respectivamente. La conformacion de
los grupos hidroximetilos es definida por los angulos de torsion @ = O5-C5-C6-06 y ®'= O5'-
C5’-C67-06 en trehalosa y maltosa y o, = O5g -C5g -C6g-06g y wr= O5f -C5f -C6f -O6f y yr
= OI1f -C1f -C2f —O5f en sacarosa.

(2) (b)

Figura 3.2. Estructuras moleculares de: (a) trehalosa dihidrato-1 y (b) trehalosa dihidrato-2.
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Los parametros geométricos seleccionados, calculados al nivel B3LYP/6-
311++G** estan dados en la tabla 3.1. Los valores experimentales obtenidos por
difraccion de rayos-X sobre las estructuras cristalinas son dados entre paréntesis.
Comparando los valores calculados con los experimentales, se observa que la geometria
adoptada por la sacarosa, maltosa y el dihidrato-1 de la trehalosa en fase gaseosa es
similar a la que exhiben en el cristal. Por ejemplo, la geometria de minima energia de la
sacarosa adopta valores de angulos de torsion ®/'\Y~107,3°/-46,1°, los cuales difieren muy
poco de aquellos encontrados en el cristal (+108,3° y -44,7°, respectivamente). En
contraste, en la trehalosa anhidra y en la trehalosa dihidrato-2 (Fig. 3.2b), @ se desvia
alrededor de 30 grados del valor en los respectivos cristales. Particularmente en el caso
de la forma anhidra, @ y ¥ difieren significativamente de los valores reportados para el
cristal de /%= 70,1°/55,1° 4 y ®/¥= 60,8°/60,1° *" y de otro valor informado en la

literatura®®

como el de una estructura de minima energia de ®/V= 72,6°/72,6°. Sin
embargo, es importante tener en cuenta que la estructura anhidra analizada aqui ha sido
obtenida por remocion de las moléculas de agua de la estructura hidratada. Por otra parte,
la conformacion de minima energia reportada por Nunes y col.* también fue tomada
como la estructura inicial para una posterior minimizacion energética. Sin embargo, esta
estructura ha convergido hacia otro conféormero (®/VY=74,1°/80,0°) que es 1,4 kcal/mol
menos estable que aquella obtenida en nuestro analisis.

Con respecto a los angulos , ®’ y ¥, se observa que los valores calculados y
experimentales difieren significativamente en el caso de las formas anhidras y di-
hidratadas de la trehalosa. Sin embargo, estos diedros adoptan una geometria similar a la
del cristal en la maltosa y sacarosa.

Si observamos al angulo 6, se encuentra que las mayores diferencias con respecto
al valor en los respectivos cristales corresponden a la sacarosa y maltosa, y también

deberia ser notado su relativamente gran desviacion con respecto al valor estandar

(tetraédrico), 109,5°.




Tabla 3.1: Parametros geométricos calculados al nivel B3LYP/6-311++G**. Las distancias estan
dadas en angstroms y los angulos en grados. Los valores entre paréntesis corresponden a las

estructuras obtenidas por difraccion de rayos-X. Los dngulos torsionales estan definidos en la

Figura 3.1.
Trehalosa Trehalosa Trehalosa
Anhidra!  dihidrato-1*  dihidrato.2? S°2T0sa  p-Maltosa’

d(C1-01)/ 1,4237 1,4154 1,4404 1,4129 1,4237
d(C1g-01) (1,4278) (1,4156)  (1,4165)  (1,4286)  (1,4144)
d(C1°-01)/ 1,4210 1,4229 1,4640 1,4492 1,3951
d(C2£-01)/ (1,4237) (1,4271)  (1,4197)  (1,4357)  (1,3898)
d(C1’-01’)
d(O5-C1)/ 1,4061 1,4101 1,4582 1,4160 1,4087
d(05g-Clg)  (1,4004) (1,4224) (1,4230) (1,4147) (1,4036)
d(05°-C1’)/ 1,4122 1,4150 1,4449 1,4083 1,4204
d(05£-C2f) (1,4047) (1,4079)  (1,4076)  (1,4093)  (1,4182)
d(05-C5)/ 1,4491 1,4453 1,5089 1,4518 1,4459
d(05g-C5g)  (1,4447) (1,4289) (1,4378) (1,4452) (1,4338)
d(05°-C5%)/ 1,4457 1,4429 1,4862 1,4572 1,4380
d(05£-C5f) (1,4590) (1,4258)  (1,4235)  (1,4545)  (1,4230)
05-C1-01/ 111,55 112,1 110,7 111,4 111,3
05g-Clg-01 (111,42 (112,1) (111,9) (110,1) (110,7)
05’-C1’-01/ 110,81 111,5 108,7 111,4 108,9
O5f-C2f-01  (112,24) (111,3) (111,3) (110,9) (108,1)
) 99,9 80,5 106,3 107,3 113,4

(70,1) (74,9) (75,0) (108,3) (121,7)
b4 69,8 68,9 64,5 -46,1 -109,0

(55,1) (61,9) (61,8) (-44,7) (-107,8)
® -57,7 -58,2 -58,5 -60,5 59,0

(-61,0) (-75,7) (-75,3) (-56,5) (59,2)
o’/ ¢ 60,6 58,9 58,1 -64,2 -61,7

(-63,4) (70,0) (69,9) (-70,1) (-62,4)
xE 175,1

(171,1)

0 114,3 115,4 114,8 118,3 119,3

(113,0) (115,8) (115,7) (113,4) (117,9)

*0 es el angulo del enlace glicosidico.

ICédigo de la base de datos CSD: 1504389, Ref. 46.
2Cédigo de la base de datos CSD: TREHALO1, Ref. 30.
3Cadigo de la base de datos CSD: TREHALO3, de Ref. 31.
4Cadigo de la base de datos CSD: SUCROSO01, de Ref. 32.
3Cadigo de la base de datos CSD: MALTOSI1 1, de Ref. 33.




e Analisis Topologico (QTAIM)

En la Figura 3.3 se muestran los grafos moleculares de la trehalosa anhidra,
trehalosas dihidratadas, maltosa y sacarosa. En la tabla 2 se listan los parametros
topologicos calculados en los puntos criticos de enlaces, PCEs. Los parametros
reportados son: la densidad electronica, p(rc), el Laplaciano de la densidad electronica,
V2p(re), 1a elipticidad, (e = A1/A2 — 1) y la energia cinética, G(r.), energia potencial, V(r.),
y energia total, H(rc)= G(r.) + V(rc). Dado que en la literatura estd bien establecido que
existe una correlacion lineal entre el valor de densidad electronica en el PCE y la fortaleza

de la interaccion,*>>°

este criterio es usado para comparar la fortaleza de diferentes EHs
en la discusion que sigue.

En todos los disacaridos el analisis QTAIM revela la existencia de PCEs indicando
la formacién de enlaces intramoleculares del tipo O-H--O y C-H:+O. Estos EHs
conducen a la formacién de anillos extra en la estructura de los disacéaridos. La densidad
electronica o(rc) varia entre 0,0038 y 0,0372 ua, los cuales se comparan bien con los
valores reportados para diferentes interacciones de enlaces de hidrogeno, donde esta
cantidad se encontrd6 que varia desde 0,002 a 0,034.°! En forma similar, el
Laplaciano,V2(rc), varia desde 0,0138 a 0,1290 ua, y esto también se compara
satisfactoriamente con resultados previamente reportados que varian de 0,016 a 0,139

ua.’!




Figura 3.3. Grafos moleculares de: (a) trehalosa anhidra; (b) trehalosa dihidrato-1; (c)
trehalosa dihidrato-2; (d) sacarosa; (e) maltosa. Los pequernios pequenios puntos rojos indican
punto critico de enlace (PCE); amarillo, punto critico de anillo (PCA); verde, punto critico de

caja (PCC).

En el caso de la trehalosa anhidra, se forma un puente bifuncional intramolecular.
El 4&tomo de O2 exhibe un comportamiento dual, actuando como dador de protones al 06"
y como aceptor de protones del C5’". Este EH bifuncional conduce a la formacion de
anillos de 6 y 8 miembros (involucrando al oxigeno glicosidico) cerrados por EHs. En la
trehalosa dihidrato-1, una molécula de agua se inserta entre los O2 y 06" y forma un EH
bifuncional intermolecular, donde el O7w actia como aceptor de protones del O2 y como
donante de protones al O6": O2—-H---(O7w—H)---O6’. Los valores mas elevados de
densidad son observados en estos PCEs (o(rc) = 0,0372 ua y prc) = 0,0351 ua,
respectivamente); mas aun, la densidad de energia potencial es de mayor magnitud que la
densidad de energia cinética llevando a valores negativos de la densidad de energia total,
e indicando la mayor fortaleza de estos EHs. E1 O8w de la otra molécula de agua esta
tetra-coordinado y forma una red de EHs interconectados, O8w—H:-02, C5’-H:-O8w,
C3’—H--O8w y O4’—H---O8w. Ademas, el EH intramolecular, C5’—H---O2 encontrado en
la forma anhidra también ocurre en este hidrato, aunque la densidad estd repartida entre

los EHs C5°—H--08w (p(rc) = 0,0066 ua) y C5’~H--02 (a(re) = 0,0068 ua).




En la trehalosa dihidrato-2, las dos moléculas de agua estan unidas entre si por el
enlace de hidrogeno O7w---H-O8w, y forma simultdneamente los EHs, C1’-H:--O7w—
H--O5 y O2°-H:--O8w con la molécula de trehalosa. Nuevamente, el EH intramolecular
C5°-H--02, encontrado en las formas anhidra y en el dihidrato-1, también ocurre en este
hidrato, asi como lo hace el EH O2—H:--06’, aunque en el dihidrato-1 una molécula de
agua estd actuando como un puente entre el O2 y el O6’. Es importante también sefialar
que el oxigeno glicosidico no esta involucrado en EHs en ninguna de las formas de la
trehalosa.

La sacarosa es el tnico caso en el que el oxigeno exociclico participa en un EH, y
también es el disacarido con el mayor nimero de EHs intramoleculares. Estos EHs
originan la formacidon de cuatro anillos y sus puntos criticos de anillo, PCA, asociados
(Figura 3.3d). Uno es un EH bifuncional, C6g—H---O6f—H:--O5g, en el cual el O6f actua
como dador de protones para el O5g y como un aceptor para el Cog.

Los otros dos EHs, a pesar de ser del tipo O—H:--O, tiene valores de densidad
relativamente bajos: 0,022 ua y 0,0195 ua para los EHs O1f-H:--O2g y O3f-H:--Olg
respectivamente. Es importante notar que los EHs O6f—H:--O5g y O1f—H--O2g son los
mismos que los observados en la sacarosa cristalina®? aunque el andlisis QTAIM revela
una estructura de EHs intramoleculares més compleja. Algo similar ocurre en la maltosa.
La B-maltosa cristalina®* forma un EH intramolecular O2-H--03’, mientras que los
calculos realizados en fase gaseosa revelan un EH relativamente fuerte O2—H---O3’ (p(rc)
=0,0231 ua) y un EH bifurcado, O5---H(—C6’)--O6. El EH bifurcado consiste en dos EHs
no convencionales del tipo C—H:--O, uno involucrando al oxigeno endociclico, C6’—
H--O5 (p(rc) = 0,0081 ua) y otro que es extremadamente débil, C6’-H---O6, como se ve

reflejado en un valor muy bajo de densidad ( p(r,)= 0,0038 ua), un alto valor de elipticidad

(e =7.63) y una corta distancia entre el PCE y el PCA préximo a ¢l (Figura 3.3¢). Estas
caracteristicas han sido asociadas por Bader®® con un enlace que estd proximo a un

proceso de destruccion o formacion (punto catastrofe).




Tabla 3.2. Parametros topologicos calculados en los PCEs C—H-O y O-H--O para todos los

disacdridos®®.

pl)  Vp(r.) € G(r,) V() H(r,)
Trehalosa Anhidra
C5—H--02 0,0132  0,0427  0,1307 0,0094 -0,0081 0,0013
02-H--06’ 0,0153  0,0489  0,0717 0,0109 -0,0096  0,0013
Trehalosa Dihidrato-1
C5—H--O8w 0,0066  0,0236  0,7825 0,0050 -0,0042  0,0009
C5—H--02 0,0068  0,0202  0,0244 0,0045 -0,0040  0,0005
C3’—H--O8w 0,0069  0,0226  0,4086 0,0049 -0,0042  0,0007
04’-H:-O8w 0,0253  0,0926  0,0986 0,0212 -0,0192  0,0020
O8w—H---02 0,0296  0,1062  0,0590 0,0252 -0,0239  0,0013
O7w—H:--06’ 0,0351 0,1167  0,0355 0,0294 -0,0297  -0,0003
02-H:-O7w 0,0372  0,1290  0,0540 0,0328 -0,0333  -0,0005
Trehalosa Dihidrato-2
CI’-H--O7w 0,0050 0,0178  0,1443 0,0038 -0,0031 0,0007
C5—H--02 0,0126  0,0406  0,1272 0,0089 -0,0077  0,0012
02-H:--06’ 0,0158  0,0507  0,0661 0,0113 -0,0099  0,0014
02’-H:-0O8w 0,0297  0,1101 0,0601 0,0260 -0,0245  0,0015
O7w—H:--05 0,0303  0,1052  0,0513 0,0254 -0,0244  0,0009
O8w—H:-O7w 0,0308 0,1116  0,0814 0,0266 -0,0253 0,0013
Sacarosa
C6g—H--06f 0,0069  0,0255  0,2845 0,0054 -0,0044  0,0010
O3f-H--Olg 0,0195  0,0847  0,6381 0,0187 -0,0162  0,0025
O6f-H--O5g 0,0209  0,0738  0,0697 0,0166 -0,0148  0,0018
O1f-H--O2g 0,0220  0,0797  0,0538 0,0180 -0,0161 0,0019
Maltosa
02-H:-03’ 0,0231  0,0871 0,0883 0,0195 -0,0172  0,0023
C6’—H---0O5 0,0081  0,0246  0,1657 0,0055 -0,0048  0,0007
C6’—H---O6 0,0038  0,0138  7,6333 0,0027 -0,0020  0,0007

2 Todas las cantidades estan expresadas en unidades atomicas.
b Los simbolos estan explicados en el texto.




e Analisis NBO

La Tabla 3.3 muestra los resultados del analisis NBO relacionados con la formacion
de EHs, En la misma se muestran los numeros de ocupacion para los antienlaces 6(O—
H)*, o(C-H)*, nimeros de ocupacion para los pares solitarios de oxigeno, nj, y las
energias de perturbacion de segundo orden E® (donante — aceptor) que involucran a
estos orbitales.

Puede ser observado que las interacciones hiperconjugativas de transferencia de
carga (IHTC) relacionadas con la formacion de los EHs C—H:--O son mas pequefias (en
algunos casos despreciables) que las correspondientes a los EHs O—H--O, indicando que
las IHTC no juegan un rol importante en la formacion de estos EHs débiles, C—H---O.

En linea con el analisis QTAIM, en el dihidrato-1 de la trehalosa, dos fuertes IHTC
son observadas, ambas involucrando moléculas de agua que se unen al O2 y 06’
(Ip(07w)—c"(02-H) = 16,62 kcal/ y Ip(06’)—c (O7w— H) = 12,64 kcal/mol).
Similarmente, en el dihidrato-2 de la trehalosa, las HICT mas fuertes son las relacionadas
a los EHs intermoleculares con el agua (Ip(O8w)—c (02°~H) = 10,98 kcal/mol y
Ip(07w)—c (0O8w— H) = 11,37 kcal/mol).

En la sacarosa, estas IHTC son de menor importancia que en los dihidratos de
trehalosa, aunque mas fuertes que en la trehalosa anhidra. Finalmente, en la maltosa, la
tnica THTC observada se relaciona con el EH 02-H---03’, (Ip(03’)—>c (02-H) = 4,85

kcal/mol.




* *
Tabla 3.3. Andlisis NBO: numeros de ocupacion para los antienlaces Op_y/ Oc_y y pares

solitarios ny, y las energias de perturbacion de segundo orden E* (donante — aceptor).

E? (IpO -0 n, ol
Trehalosa Anhidra
Ip(06’) = 6" (02-H) 2,70 1,9544 0,0164
Ip(02) = ¢"(C5-H) 1,04 1,9502 0,0374
Trehalosa Dihidrato-1
Ip(02) — ¢*(C5°-H) 0,66 0,0369
i 1,9470
Ip(02) — o (O8w—H) 5,32 0,0243
Ip(06”) = " (07w-H) 12,64 1,9421 0,0329
Ip(O8w) — " (C3°-H) 0,23 0,0387
Ip(O8w) — 6" (C5°-H) 0,28 1,9782 0,0369
Ip(O8w) — " (04’ —H) 8,61 0,0249
Ip(O7w) — " (02-H) 16,62 1,9627 0,0382
Trehalosa Dihidrato-2
Ip(07w) = ¢*(C1’-H) 0,35 1,9943 0,0313
Ip(02) — ¢"(C5-H) 0,90 1,9498 0,0373
Ip(06’) — ¢"(02-H) 2,99 1,9539 0,0175
Ip(O8w) — " (02°-H) 10,98 1,9750 0,0260
1Ip(05) — &"(07w-H) 4,84 1,9140 0,0270
Ip(07w) = c"(O8w—H) 11,37 1,9726 0,0243
Sacarosa
1Ip(06f) — & (06g-H) - 1,9505 0,0239
Ip(05g) — o (06f-H) 2,780 1,9079 0,0235
Ip(02g) — " (O1f-H) 3,230 1,9535 0,0196
Ip(0O1g) = o' (03f-H) 1,260 1,8981 0,0127
Maltosa
Ip(03’) = 6" (02-H) 4,85 1,9539 0,0262
Ip(05) — ¢"(C6>-H) - 1,9063 0,0207
Ip(06) — ¢"(C6’-H) - 1,9540 0,0207




Efectos anomérico y exa-anomérico mediante el analisis NBO. El efecto anomérico
fue inicialmente definido®® como la preferencia de un sustituyente electronegativo en el
carbono anomérico en un carbohidrato, de estar en la posicion axial de preferencia a la
posicion ecuatorial en contraste a lo que se esperaria basado en interacciones estéricas.
Este efecto es considerado ahora como un caso especial de una preferencia general (efecto
anomérico generalizado) por las conformaciones synclinal (gauche) alrededor del enlace
C-Y en los sistemas X—C—Y—-C en los cuales X and Y son heterodtomos con pares
electrénicos no enlazados. De acuerdo al modelo estereoelectronico, esta preferencia
tieene su origen en una interaccion estabilizante (deslocalizacion hiperconjugativa) entre
un par de electrones no enlazados en el heteroatomo (el oxigeno endociclico en el anillo
de un azucar) y el orbital antienlazante, c*, para el enlace (exociclico) C—X, el cual es
posible solo en la posicion axial. La deslocalizacion se espera que resulte en un
alargamiento del enlace exociclico C-O, un concomitante acortamiento del enlace
endociclico C-O y una apertura del angulo O—C—O con respecto al valor estdndar
(tetrahédrico) debido a la reduccion y enriquecimiento del cardcter-p de los enlaces
endociclicos y exociclicos, respectivamente.

En alquil glucopirandsidos el efecto anomérico opera en dos sitios, a lo largo del
enlace endociclico C1-O (efecto endo-anomérico) y a lo largo del enlace exociclico C1-
O (efecto exo-anomérico). En la tabla 3.4 se muestran las interacciones hiperconjugativas
de transferencia de carga (IHTC) relacionada con estos efectos en los tres disacaridos.
Puede verse que en la trehalosa anhidra, tal cual lo esperado, las IHTC Ip(O1)—>c"(C1-
05) y Ip(01)—6"(C1°—05°) relacionadas al efecto exo-anomérico, son casi de la misma
magnitud y las dos IHTC, 1p(05)—c(C1-01) y Ip(05')—c"(C1°~01) relacionadas al
efecto endo-anomérico difieren relativamente poco, 1,6 kcal/mol. El efecto exo-
anomérico total (25 kcal/mol) es virtualmente neutralizado por el efecto endo-anomérico
total (25,6 kcal/mol). Como resultado, las distancias de enlace C1-O1/C1°-O1 son
similares a las distancias de enlaces C1-O5/C1°-O5" (ver tabla 3.1).

Lo mismo ocurre en el dihidrato-1 de la trehalosa, mientras que en el dihidrato-2 el
efecto exo-anomérico es 7 kcal/mol mayor que el efecto endo-anomérico, y las distancias
de enlaces C1-O1 y C1°-O1 son mas cortas que C1-O5 y C1’-05’ respectivamente.
Estos resultados también muestran que la estabilizacion debido a la deslocalizacién de
carga electronica en el dihidrato-1 es mas alta que en el dihidrato-2 y esta en linea con las

energias hartree fock (HF) de estos hidratos.




En la sacarosa, el efecto endo-anomérico total es 8 kcal/mol mas grande que el
efecto exo-anomérico total. El efecto exo-anomérico hacia el anillo de fructosa es
alrededor de 5 Kcal/mol més bajo que hacia el anillo de glucosa, mientras que la energia
correspondiente a la IHTC, lp(O5f)—c (C2f-Olg) es la mas alta de todas (16,27
kcal/mol). Asi, puede ser visto en la tabla 3.1, que en el anillo de fructosa el enlace O5f—
C2f es mas corto que el enlace O1-C2f, mientras que en el anillo de glucosa las
diferencias en las distancias de enlace O1-C1 y O5—C1 concuerdan bien con lo esperado
para el efecto exo-anomérico.

La maltosa también exhibe dos efectos exo-anoméricos, uno involucrando al
oxigeno exociclico, Ip(01)=>c (C1-O5) y otro involucrando al oxigeno O1’,
Ip(01°)—c"(C1°—05°). Por otro lado, como era de esperar considerando que el enlace
glicosidico es a(l—4), la maltosa exhibe un tnico efecto endo-anomérico,
Ip(05)—>c (C1-01), 1,8 Kcal mayor que el correspondiente efecto exo-anomérico. Esta
IHTC causa un acortamiento del enlace O5—C1 y un alargamiento del enlace C1-O1 (ver

tabla 3.1).




Tabla 3.4. Andlisis NBO: numeros de ocupacion de los antienlaces GZ_ p  los pares solitarios

Ny, ¥ las energias de perturbacion de segundo orden E? (donante— aceptor).

E? (IpO —>3c") n, o
Trehalosa Anhidra
Ip(O1) = ¢"(C1’-05") 12,31 0,0556
. 1,8894
Ip(01) - o (C1-05) 12,24 0,0523
Ip(05) = ¢"(C1-01) 13,61 1,9047 0,0657
Ip(05°) = &’ (C1’-01) 11,99 1,9085 0,0616
Trehalosa Dihidrato-1
Ip(O1)— ¢"(C1’-05") 13,09 0,0548
. 1,8877
Ip(01) - o (C1-05) 11,95 0,0546
Ip(05) — ¢"(C1-01) 12,84 1,9065 0,0630
Ip(05°) = &’ (C1’-01) 11,69 1,9098 0,0616
Trehalosa Dihidrato-2
Ip(O1)— ¢"(C1’-05") 14,60 0,0645
Ip(01) = 6"(C1-05) 12,35 1,8780 0,0557
Ip(05) = &"(C1-01) 8,51 1,9140 0,0541
Ip(05”)— &' (C1’-01) 11,67 1,9104 0,0610
Sacarosa
Ip(O1g) > ' (Clg-05g) 12,10 0,0570
Ip(Olg) — " (C2f-051) 6,83 1,8981 0,0533
Ip(05f) > ¢"(C2f-Olg) 16,27 1,8923 0,0923
Ip(O5g) > 6" (Clg-Olg) 11,19 1,9079 0,0611
Maltosa
Ip(O1) — 6" (C1-05) 10,95 1,9027 0,0534
Ip(01") = &"(C1’-05") 13,44 1,9314 0,0593
Ip(05) = &"(C1-01) 12,76 1,9063 0,0628




3.3.2 Dinamica Molecular.

Analisis Estructural

La movilidad conformacional de los tres disacaridos en solucion fue estudiada
observando la variacion en el tiempo de los principales angulos de torsion, @, ¥, o, ®’
y xf, descriptos en la Figura 3,1. Los graficos de las trayectorias y analisis estadisticos se
muestran en las Figuras 3.4a-i y en la tabla 5, respectivamente.

Puede observarse que en la trehalosa, consistente con la alta simetria de la molécula,
los dihedros @ y ¥ en promedio son practicamente idénticos (Figura 3.4a), como asi
también, ® y ®’ (Figuras, 3.4 d, g). Los valores de estos angulos de torsion estan en buen
acuerdo con los datos experimentales y validan el campo de fuerza y la metodologia de
simulacion empleados. El alto porcentaje de ocupacion y la desviacion estandar
relativamente baja observada en los angulos de torsion @ y ¥, muestran la rigidez de la
trehalosa alrededor del enlace glicosidico. Esta rigidez también es observada en la
dinamica en vacio (Figura 3.4 a) en la que estos angulos toman valores cercanos a
aquellos encontrados en solucion.

En la sacarosa, sin embargo, se observan importantes fluctuaciones, adoptando, ®
y ¥ valores diferentes a aquellos reportados en el cristal (® = 108,3° y W = -44,7°). El
angulo diedro ® aumenta hasta un valor promedio de 117° mientras que ¥ adopta un
valor positivo de 20,9°, ¥ también adopta un valor muy cercano al del cristal (-43,6°) en
varias instancias a lo largo de la trayectoria, con un porcentaje de ocupacion del 12,4%.

Este resultado indica que la sacarosa es menos rigida que la trehalosa y es
consistente con lo observado por Choi et al.® quienes, cuando compararon las funciones
de correlacion temporal sobre los movimientos recolectados de diferentes azucares,
encontraron que la dinamica en solucidon acuosa, ocurre mas lentamente en la trehalosa
que en otros azucares. En contraste, los valores de @ en la dinamica en vacio son similares
a lo observado en el cristal (115,8° y una ocupacion de 80,9%) mientras que ¥ exhibe
mucha mas movilidad. La maltosa muestra un comportamiento similar al de la trehalosa,
con altos porcentajes de ocupacion de los dihedros @ y ¥ (95,1% and 95,8%
respectivamente) pero adoptando una conformacién completamente diferente a la
observada en el cristal. El 4angulo diedro @ (57,8°) adopta una conformaciéon gauche,

mientras que en la estructura cristalina es de 121,7° 3. Ademas, el diedro ¥ adopta una




conformacioén anticlinal positive (126,4°), mientras que en la estructura cristalina, tiene
un valor de -107,7°. Analizando las trayectorias de los diedros @ y ¥, puede observarse
que la maltosa adopta la estructura del cristal en dos pequefios periodos del tiempo de
simulacion. Los valores promedio son 116,4° (ocupacion 3,3%) y -125° (ocupacion 2,6%)
respectivamente, Esta situacion, como se vera luego, ocurre cuando se forma el EH O2—
H---O3’. En contraste con los dngulos diedros @ y ¥, como puede verse en las figuras

3.4d-1, ® y ®’ no son afectados por el solvente.
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Figura 3.4: Variacion de los angulos diedros a lo largo de las trayectorias de DM: ¥ vs, ® en

vacio (rojo) y en solucién (negro) de: (a) Trehalosa, (b) Sacarosa y (c¢) Maltosa. Los pequefios

simbolos en azul, (estrellas) indican los valores de estos angulos en las estructuras cristalinas.

Angulo o de: (d) trehalosa, (e) sacarosa y (f) maltosa; y angulo o’ de (g) trehalosa; (h) sacarosa;

(1) maltosa.




Tabla 3.5. Estadistica de los valores geométricos calculados a lo largo de 25 ns de DM, DE (o)

representa a la desviacion estandar.

Angulo  Estadistica  Trehalosa Sacarosa Maltosa

Promedio 62,0 117,0 57,8
)
% ocupacion 99,5 65,6 95,1
DE (o) 10,2 19,1 10,0
Promedio 62,1 20,9 126,4
N Y % ocupacion 99,4 65,5 95,8
DE (o) 10,3 12,7 8,0
Promedio 65,8 63,5 -63,2
o) % ocupacion 65,2 71,8 64,6
DE (o) 11,5 12,7 10,6
Promedio 65,8 67,9 -63,7
®’ % ocupacion 66,2 50,6 81,5
DE (o) 11,8 11,4 9,7
Promedio 58,,7
yf % ocupacion 99.4
DE (o) 11,,
Promedio 1153 119,7 118.1
0
DE (o) 3,5 32 3.3




Resumiendo, comparando los resultados de la DM en solucioén y en vacio se observa
que el solvente practicamente no perturba a la estructura de la trehalosa y por el contrario,

las estructuras de la maltosa y sacarosa son afectadas significativamente.

Funciones de Distribucion Radial

Con el proposito de obtener el grado de solvatacion de los disacaridos en solucion
acuosa infinitamente diluida, se calcularon las funciones de distribucion radial (radial
distribution functions, RDFs) entre los 4tomos de oxigeno de los azlcares y de las
moléculas de agua. Ademas, se obtuvieron los numeros de coordinacion derivados de las
RDFs, tomando un radio de coordinacion de 3,45 A. La figura 5, muestra las RDFs de los
atomos de oxigeno mas relevantes, O1, O5, O5°, 06 y O6’. En la Tabla 3.6 se listan los

nameros de hidratacion.
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Figura 3.5. Comparacion de las funciones de distribucion radial de los oxigenos del agua

alrededor de cinco datomos diferentes de oxigeno de los disacaridos.




Los atomos de oxigeno, O6 y O6' exhiben una hidratacion tipica con pequefas
diferencias entre los tres disacaridos. Las RDFs alrededor de los oxigenos muestran un
pico agudo bien definido centrado en 2,8 A con densidades de picos que oscilan entre 1,5
y 1,8, y un minimo a 3,45 A. De acuerdo a los resultados de la Tabla 3.6, la trehalosa
posee un nimero de coordinacion ligeramente mayor que la sacarosa y maltosa sobre
estos d&tomos de oxigeno. Con respecto a los oxigenos endociclicos, como puede inferirse
del pequenio pico de la primera capa de hidratacion, estan pobremente hidratados, siendo
la maltosa la de mayor nimero de hidratacion, de practicamente dos moléculas de agua

contra una en la trehalosa y sacarosa.

Tabla 3.6. Numero de moléculas de agua alrededor de los oxigenos del azucar en la primera
capa de hidratacion, obtenidos por integracion de la funcion de distribucion radial de pares:

Oxigeno del aziicar- Oxigeno del agua 3,45 A.

Trehalosa Sacarosa Maltosa

Oxigeno Numero Oxigeno Numero Oxigeno Numero

1 0,46 Ig 0,62 1 0,82
2 3,08 2g 2,87 2 3,42
3 3,27 3g 3,51 3 3,46
4 3,02 4g 3,06 4 3,07
5 1,47 5g 1,29 5 1,52
6 3,38 6g 3,30 6 3,35
2’ 3,07 1f 2,99 I 3,69
3 3,28 3f 226 2 3,49
4 3,01 Af 2,93 3 2,85
5 1,47 5f 1,17 5 1,90
6 3,38 6f 3,04 6 3,04

TOTAL 28,89 TOTAL 27,04 TOTAL 30,61




Con respecto al oxigeno glicosidico, una hidratacion practicamente nula es
observada en la trehalosa y sacarosa, mientras que en la maltosa, probablemente debido
a que posee una estructura mas abierta, presenta un valor cercano a uno. Comparando el
nimero total de moléculas de agua en la primera capa de hidratacién informados en la
tabla 3.6, puede verse que el grado de hidratacion crece en el orden, sacarosa < trehalosa
< maltosa, aunque las diferencias son mas bien pequefias. En la literatura se encuentra un
amplio rango de valores, tanto experimentales como tedricos para este parametro.>>™>>
Los valores dados aqui, estan en buen acuerdo con los calculados por Engelsen et al.>

Sin embargo, como ha sido sefialado por estos autores, las simulaciones no son capaces

de contrastar los nimeros de hidratacion de la trehalosa y sacarosa.

EHs Intermoleculares

Las interacciones azucar-agua han sido ampliamente estudiadas, incluyendo
diferentes técnicas experimentales, simulaciones de DM y sobre un amplio rango de
concentraciones y temperaturas.”®>>°! Sin embargo, en estos estudios, poca o ninguna
atencion se ha dado a los EHs del tipo C—H--O, a pesar de que como ha sido establecido,
estos EHs son de gran importancia en los sistemas biologicos en los cuales los azlcares
ejercen un papel protector. En este trabajo, en adicion a los EHs convencionales O-H:--O,
también fueron examinados los EHs del tipo C-H--O. Ambos tipos de EHs fueron
evaluados usando un criterio geométrico, el cual se basa en la distancia entre el atomo
dador y el oxigeno aceptor, y el angulo formado por el &tomo dador, el hidrogeno y el
oxigeno aceptor. La distancia cutoff entre los 4tomos dador y aceptor fue fijada en 3,4 A
y el angulo de corte fue fijado en 120°. La tabla 3.7 muestra los numeros de EHs, y las
figuras 3.6 y 3.7 muestra el tiempo de vida promedio y el porcentaje de ocupacion de los
EHs, O—H:--O y C—H:--O respectivamente. Comparando los resultados obtenidos para los
tres disacaridos, puede verse en la tabla 3.7, que la trehalosa forma el mayor nimero de
EHs con el agua, aunque con los menores porcentajes de ocupacion y tiempo de vida
media. Estos hechos indican que la trehalosa forma los EHs mas débiles.

El segundo nimero mas pequefio de EHs intermoleculares pero con el mas alto

porcentaje de ocupacion es encontrado para la maltosa. La sacarosa forma el menor




nimero de EHs, con una ocupacién similar a la de la trehalosa y un tiempo de vida medio

similar a la de la maltosa.
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Tabla 3.7. Numero promediado en el tiempo de los EHs intermoleculares entre las moléculas de

agua y las de disacarido.

Disacarido ~ O-H~0  C-H-O N}‘g:zlro

Trehalosa 17,36 12,44 29,80
Maltosa 16,51 10,40 26,91
Sacarosa 13,64 9,82 23,46

EHs Intramoleculares

Como fue discutido en la seccion 3,1, en fase gaseosa la trehalosa forma un EH
intramolecular bifuncional del tipo C—H---O. Por ello, se considera importante explorar
este tipo de EH en solucion acuosa. Las distancias entre los atomos de oxigeno de los
disacaridos que podrian estar involucrados en un EH intramolecular, particularmente
aquellos encontrados en fase gaseosa, fueron monitoreados y graficados en funcién del
tiempo de simulacion. Los resultados se muestran en la figura 3.8. En adicion, un analisis
mas riguroso se ha realizado en términos de la teoria QTAIM. Para cada sistema o caja
de simulacion, se extrajo la estructura de menor energia potencial hallada en la etapa de
produccion y todas las moléculas de agua encontradas en un radio mayor que 5 A fueron
removidas. Con cada una de estas estructuras, fue generada una funcion de onda al nivel
B3LYP/6-31G* con Gaussian 033°. La densidad de carga electronica fue analizada con el

programa Multiwfn®’, y los grafos moleculares se muestran en la figura 3.9.
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Cuando se consideran las distancias entre los atomos de oxigeno 02/02’ y O6°/O6
dentro de una molécula de trehalosa, puede observarse que no se alcanza un valor
consistente con un EH en ningtn punto de la simulacion, Conrad et al.®> han sugerido
que la trehalosa tiene tendencia a formar EHs entre los hidroxilos O2/06 y 06°/02’,
especialmente en soluciones acuosas concentradas (mayores al 50%). En este estudio,
como resultado de la alta dilucidon, se observa una gran movilidad de los grupos
oxhidrilos, lo cual evita la formacion de EHs estables entre estos atomos. Desde el analisis
topologico puede verse que dos moléculas de agua ocupan posiciones casi idénticas a las
que ocupan en el dihidrato. Una molécula conecta a los atomos O2 y O4’ (Fig. 3.9a, ver
también Fig. 3.2 como referencia en el estudio estatico) a través de un puente de
hidrogeno: O2---H-Ow—-H---O4’. Mientras que en la estructura cristalina el O4’ actia
como un dador de protones: O2---H-Ow---H-04’. La segunda molécula de agua adopta
la misma posicion que la encontrada en el dihidrato-2. Esto es, la molécula de agua forma
un EH bifuncional actuando como un dador de protones en un EH convencional Ow—

H---O y simultdneamente como un aceptor de protones en un EH C-H---Ow: O5---H-




Ow---H—C1’. En adicion, esta molécula de agua también esta involucrada en EH bifurcado
como un doble dador de protones a los oxigenos O5 y O6. Esta correspondencia entre el
estudio estatico y dindmico soportaria la hipotesis de “atrapamiento de agua”, que
establece que los azucares concentran agua residual cerca de las bioestructuras,
preservando en mayor extension su solvatacion y sus propiedades nativas® .

Por otra parte, el EH intramolecular C5’—H---O2 que fue encontrado en fase gaseosa,
también se encuentra en la solucion diluida (ver Fig. 3.9a), sin embargo, el valor de la
densidad en el PCE es ligeramente menor (o(rc) = 0,0049 au) que el valor obtenido por
calculo DFT para las formas dihidratos (dihidrato-1, o(r¢) = 0,0068 au y dihidrato-2 p(rc)
= 0,0126 au) y anhidras de la trehalosa (p(rc) = 0,0132 au). Es importante resaltar que
ningun estudio previo ha reportado este EH intramolecular en soluciones acuosas de
trehalosa, y en nuestra opinion, este enlace es muy importante porque actuaria como
mediador del plegamiento de la trehalosa frente a la escasez de agua.

Las figuras 3.8a-c muestran el seguimiento de las distancias Olg:--O3f, O1f--O2g y
0O5g---O6f, respectivamente, de los dtomos de oxigeno dentro de una molécula de
sacarosa. La traza asociada con la interaccion entre el O3fy el Olg, flucttia alrededor de
una distancia mas corta que 3 A a lo largo de la simulaciéon. Aun, cuando esto podria
indicar la ocurrencia de un EH, mediante el analisis QTAIM no se encuentra un PCE entre
estos atomos (ver grafo molecular de la fig 3.9b), indicando que no se forma un EH, por
lo que la distancia interatomica O3f y Olg es mas bien fijada por la geometria de la
molécula. La distancia O1f--O2g también alcanza valores menores que 3 A a lo largo de
toda la simulacion, aunque esta fluctia entre 3 y 4 A. Esto es consistente con la formacion
del EH O2g—H:--O1f (Ver Figura 3,9b). La interaccion entre estos dos d&tomos de oxigeno
también se encuentra en la estructura cristalina pero en direccion inversa, como ha sido
demostrado previamente por Immel and Lichtenhaler®®. Sin embargo, ellos encontraron
que una molécula de agua interrumpe este EH al formar un puente de agua. Los resultados
de la DM en vacio proporcionan evidencia de la ocurrencia del mismo EH intramolecular,
siendo la ocupancia para los EHs O2g—-H---Ol1fy O1f—H---O2g alrededor del 76% y 13%,
respectivamente. Con respecto a la distancia O5g---O6f; en la figura 3.8c, puede
observarse que aunque esta alcanza un valor consistente con la formacion de un EH en
varias instancias de la simulacién, las grandes fluctuaciones indican que este EH no es
estable. Estos resultados son consistentes con la movilidad alrededor del enlace

glicosidico observada para la sacarosa que previene la formacion de un EH estable por




largo tiempo. En el grafo molecular de la Fig. 3.9b, como consecuencia de los cambios
alrededor del enlace glicosidico pueden observarse varias interacciones. En contraste a
resultados reportados previamente®® que establecen que todos los EHs intramoleculares
se desintegran en solucion, en este estudio (@ = 104,3° anticlinal positivo y ¥ = -0,7°) se
observan los siguientes EHs con sus correspondientes valores de p(rc): O2g—H--O1f
(0,02804 au), Clg—H---O5f (0,021608 au), C4f—H:--O5g (0,008722 au), C6f-H:--O5g
(0,007836 au) y C6f-H---H-Clg (0,007112 au). Estos resultados muestran la
potencialidad de la metodologia QT AIM para establecer si ocurre o no una interaccion de
EH.

Finalmente, en la Fig. 3.8d, se muestra la trayectoria de la distancia O2---O3’, dentro
de una molécula de maltosa y en la Fig. 3.9c, se muestra el grafo molecular de la maltosa
en solucion. En la Figura 3.8d, se puede ver que el EH O2-H---O3’se forma solo en
algunas instancias de la trayectoria, las cuales corresponden a una transicion de la
estructura cercana a la del cristal. Sin embargo, esta conformacion no es la preferida en
solucion acuosa diluida. En el grafo molecular de la Fig. 3.9c, que corresponde a la
estructura mas estable, se observan dos EHs intramoleculares: C1-H--O3’ (o(rc) =
0,01217 au) y C5-H--06 (o(rc) = 0,006759). Los valores de p(rc) en los
correspondientes PCEs son consistentes con este tipo de EHs y muestran nuevamente la
importancia de los EHs del tipo C—H:--O dado que la maltosa prefiere esta configuracion

antes que la que adopta en el cristal en el cual ocurren interacciones de EHs mas fuertes.

Figura 3.9. Grafos moleculares obtenidos de la etapa de produccion de la DM. Los circulos

verdes indican los EHs intramoleculares en: (a) trehalosa, (b) sacarosa y (c) maltosa.




3.4 Conclusiones

La trehalosa, sacarosa y maltosa han sido estudiadas comparativamente en fase gaseosa
y en solucion acuosa infinitamente diluida mediante calculos de estructura electronica y
simulaciones de dindmica molecular. Un detallado andlisis de las interacciones de enlaces
de hidrégeno ha sido realizado usando la Teoria Cuantica de Atomos en Moléculas
(QTAIM) sobre funciones de onda obtenidas al nivel B3LYP/6-311++G**. Mediante el
uso de esta técnica en fase gaseosa, ha sido demostrado que la sacarosa forma mas EHs
intramoleculares que la trehalosa y maltosa. En la trehalosa anhidra y dihidrato se ha
encontrado un unico EH interno del tipo, C—H---O. Esto soporta la hipotesis de Conrad y
de Pablo®?, quienes han sugerido que la trehalosa tiende a plegarse sobre si misma cuando
las moléculas de agua se vuelven escasas. Aqui, se considera que este EH, C—H---O, actia
como regulador de este plegamiento. En ausencia de agua, la trehalosa se pliega y adopta
una conformacion tipo concha de almeja como la que se observa en el cristal.

A partir de los resultados de la simulacién mediante DM, se ha visto que la trehalosa
en solucion acuosa tiene una mayor rigidez conformacional que la sacarosa y la maltosa
en lo que respecta al enlace glicosidico. Ademas, este enlace esta protegido por un EH
bifuncional interno.

También ha sido observado que la trehalosa forma mas EHs con el agua, tanto los del tipo
O—-H:--O como los del tipo C—H---O. Mientras que los datos de ocupacion y tiempo de
vida media indican que estos enlaces son mas labiles, esto es, se forman y rompen mas
facilmente que en los otros azlicares. Nosotros pensamos que este rapido intercambio de
EHs con las moléculas de agua que rodean a la trehalosa evita que las moléculas de agua
alcancen el grado de coordinacion tipico del hielo, esto es cuatro EHs por cada molécula

de agua, retardando asi la formacion de hielo.
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CAPITULO IV

“Dinamica Molecular de Azucares Amorfos

en presencia de Reactantes de Maillard”




4.1 Introduccion

En general, los solidos en los alimentos y materiales bioldgicos se encuentran en un
estado amorfo metaestable sensible a los cambios de temperatura y al contenido de agua.
Esta matriz amorfa puede existir como un vidrio muy viscoso 0 como una estructura
amorfa liquida-gomosa, ocurriendo el cambio a la llamada temperatura de transicion
vitrea (Tg). Por debajo de Tg, debido a la alta viscosidad del sistema, disminuye la
movilidad molecular y con ello la velocidad de las reacciones de deterioro. Sin embargo,
existen evidencias de que las reacciones de pardeamiento no enzimatico (non-enzymatic
browning reaction, NBR) entre las cuales se incluyen las reacciones de Maillard!, ocurren
aun por debajo de Tg. Las reacciones de Maillard se inician con la condensacion entre el
grupo carbonilo de un azlicar reductor y un grupo amino de un aminoacido. Estas
reacciones conllevan una disminucion de la digestibilidad del alimento y de la
biodisponibilidad de los aminoacidos que intervienen en las reacciones de condensacion.
Los alimentos lacteos son particularmente sensibles a ésta reaccion por su alto contenido
en lactosa y lisina y pueden propiciar la reaccién incluso en condiciones de refrigeracion?.
Ha sido demostrado que la pérdida de lisina libre en los alimentos provoca una reduccion
de la retencion de nitrogeno y pérdida de peso. Por ello, las reacciones de Maillard
representan uno de los factores mas importantes en el control de la calidad y el valor

nutricional de los alimentos.

Los azucares amorfos son muy utilizados como excipientes en formulaciones
alimentarias, cosméticas y farmacéuticas. Su habilidad para preservar la integridad
estructural y funcional de las biomoléculas frente a condiciones adversas, tales como la
desecacion, calor y almacenamiento prolongado ha quedado establecida en numerosos
trabajos. Sin embargo, el mecanismo por el cual estos azlicares ejercen su rol protector
continua siendo un area de activa investigacion. En el curso de estas investigaciones han

surgido los diferentes modelos e hipdtesis que han sido descriptos en el capitulo 1.

En este capitulo se analizan comparativamente, con métodos de simulacion de
dinamica molecular, mezclas formadas por un disacarido (trehalosa, sacarosa y maltosa),

reactantes de Maillard (glucosa y lisina) y agua.




4.2 Metodologia

Las corridas de dindmica molecular se realizaron con el paquete de programas
AMBER 11. Los sistemas formados por el carbohidrato, los reactantes de Maillard y agua
se modelaron utilizando conjuntamente el campo de fuerzas GAFF (General Amber Force
Field) y FF99SB. Las estructuras de los disacaridos, en sus estados cristalinos tomadas
de una base de datos cristalograficos (ver referencias 30-33 del capitulo III) y las de
glucosa y lisina fueron optimizadas y sus potenciales electroestaticos en las superficies
atomicas fueron calculados usando Gaussian 03 (HF/ 6-31G*),> con el método de cargas
RESP* (Restrained Electro Static Potential fit). Las simulaciones fueron realizadas en un

ambiente de solvente explicito utilizando el modelo de agua TIP3P.?

Para el armado de las configuraciones iniciales de las cajas de simulacidon segun la
concentracion deseada se utilizo el programa PACKMOL.® Como la estructura de la lisina
fue considerada en su estado de ionizacién mas estable a pH neutro, (carga +1), de manera
de neutralizar las cargas, se agregaron contraiones. Especificamente, diferentes

cantidades de iones CI” fueron situados aleatoriamente en la caja de simulacion.

Las simulaciones de dinamica molecular fueron precedidas por dos etapas de
minimizacion energética a fin de lograr una buena distribucion de las moléculas y evitar
“pozos de aire”. En cada una de estas etapas se usé el método de Pendiente Pronunciada
(Steepest Descent) seguido por el método de Gradiente Conjugado. -El método de
Pendiente Pronunciada es muy robusto y garantiza la aproximacion al minimo buscado.
Sin embargo, el grado de convergencia decrece a medida que la energia se aproxima al
minimo, haciendo de este algoritmo muy lento. Por ello, una vez llegado a las
proximidades del minimo se prefiere el método de Gradiente Conjugado que converge a

la solucion mas rapidamente-.

La primera etapa se realizo aplicando restricciones de fuerza armoénica sobre los
atomos de los solutos y la segunda etapa sin restricciones. Los sistemas resultantes de
minima energia potencial fueron sometidos a una corrida de DM por 50 ps bajo
condiciones de volumen constante, hasta alcanzar una temperatura de 300 K con
restricciones de movimiento sobre las moléculas de soluto, como en la primera etapa de
minimizacion. Posteriormente, el sistema fue equilibrado en el ensamble NPT a la misma

temperatura de 300 K y una presion de 1 atm, y sin restricciones sobre las moléculas.




La temperatura fue mantenida constante en 300 K utilizando el algoritmo de
acoplamiento de Langevin’ y todas las longitudes de enlace involucrando 4atomos de
hidrégeno se restringieron con el algoritmo Shake®. Las interacciones de largo alcance
fueron calculadas usando el método Particle—mesh Ewald (PME),” mientras que las
interacciones de van der Waals fueron estimadas con el potencial 6-12 de Lennard-Jones.
El cutoff para las interacciones de van der Waals no enlazantes fue establecido en 10 A.
Las ecuaciones de movimiento fueron resueltas usando un paso de simulacion de 2 fs.
Los sistemas se consideraron equilibrados como para obtener promedios estadisticos
cuando los desvios estandar de los valores de densidad fueron menores al 1%. Los
tiempos de equilibrado estuvieron comprendidos entre 10 y 35 ns segun aumentaba la
concentracion de los sistemas. La etapa de produccion posterior se continud en el
ensamble NVE, usando un acoplamiento débil de temperatura'® con una constante de
tiempo de 10 ps. El paso de integracion se mantuvo en 2 fs y las coordenadas de la

trayectoria fueron grabadas cada 1 ps para su analisis.

Preparacion de los sistemas:

Las cajas de simulacion fueron creadas colocando las moléculas optimizadas de
glucosa (G), lisina (L) y un disacarido (trehalosa (T), maltosa (M) o sacarosa (S)), junto
con moléculas de agua (A) de manera de obtener mezclas al 50% p/p y 80% p/p de

disacarido/(disacarido + agua) .

Ademas, un sistema con minimo contenido de humedad, fue construido con el
objetivo de simular las condiciones experimentales alcanzadas por Kawai y col.',
quienes modelaron matrices alimentarias preparando muestras liofilizadas acuosas de
glucosa: lisina: un formador de matriz vitrea (trehalosa, maltosa y PVP de diferentes
masas molares) en una relacion 1:1:98 (% p/p, en base seca), para estudiar el efecto de la
transicion vitrea sobre las reacciones NBR. En este caso para la simulacion de DM se
ubicaron en la caja las estructuras de glucosa, lisina y el disacarido en una proporcioén en
peso 1:1:98. Luego se agregaron moléculas de agua dando como resultado cajas de
simulacion con un contenido final de solvente del 0,5% en peso. El nimero de cada tipo

de molécula en las diferentes cajas de simulacion se detalla en la tabla 4.1.




Tabla 4.1: Composicion de las mezclas cuaternarias. Op; es el porcentaje en peso de disacadridos
(trehalosa, maltosa o sacarosa), Os, es el porcentaje en peso de todos los solutos (disacaridos y
reactantes) y 04 el porcentaje en peso del agua contenida en los sistemas simulados. Np, N4, Ng,

Ny corresponden al numero de moléculas de disacdrido, agua, glucosa y lisina respectivamente.

%o Ost 0a Nbp Na Ng NL
50 51,5 48,5 108 2046 6 8
80 80,6 19,4 108 510 3 4
98 99,5 0.5 144 15 3 4

4.3 Resultados

Para confirmar el estado de equilibrio de las mezclas, y para validar el protocolo de
simulacion utilizado, se compar6 la densidad de algunos de los sistemas con datos
encontrados en la literatura. El valor de densidad obtenido para la mezcla mas
concentrada de trehalosa a 300 K es 1,420 g/cm?. Para trehalosa pura ha sido reportado

un valor tedrico obtenido por simulacién de 1,47 g/cm?® 1213

y un valor experimental de
1,53 g/cm® %, Teniendo en cuenta que el agregado de diluyentes disminuiria el valor de
la densidad, nuestros valores correspondientes a los sistemas de mayor concentracion
estarian en buena concordancia con los citados. La densidad obtenida de la simulacion
para el sistema al 50% p/p de sacarosa (48,5% p/p de disacarido) fue 1,242 g/cm?,
comparable con el dato experimental de 1,231 g/cm® para una solucién al 50% p/p de

sacarosa.

4.3.1 Caracteristicas Estructurales

En la Figura 4.1 (a-c) (d-f) se muestran instantaneas de las configuraciones
equilibradas a 300 K de las mezclas al 50% p/p y al 80% p/p de trehalosa, maltosa y
sacarosa. La figura 4.2 muestra las representaciones periddicas sobre dos ejes de los
sistemas al 50% p/p. Las instantaneas correspondientes a las mezclas al 98% p/p se omiten
dado que por el gran nimero de moléculas de disacaridos no se pueden apreciar

diferencias entre los distintos sistemas.




Figura 4.1: Instantaneas de las configuraciones finales, de equilibrio, de los sistemas al 50%:
a) trehalosa b) maltosa c) sacarosa, y al 80%: d) trehalosa e) maltosa f) sacarosa. Las moléculas
de disacarido estan representadas como isosuperficie, los reactantes glucosa y lisina como

superficie de vdW y las moléculas de agua en modelos de lineas.

En estas figuras, puede observarse claramente, que la distribucion de moléculas
en las mezclas al 50% p/p de disacarido es bastante heterogénea, y diferente en los tres
sistemas. En la mezcla de maltosa, (fig. 4.1 b) hay pequefias zonas o bolsillos de agua
atrapadas por conglomerados de disacarido. Estos bolsillos de agua son de mayor tamaio
en la mezcla de trehalosa, (fig. 4.1 a), mientras que en la sacarosa, (fig. 4.1 ¢) hay una
marcada separacion entre los conglomerados de disacarido y las de agua dando lugar a

verdaderos canales de agua entre las moléculas de disacarido.




Figura 4.2: Instantaneas de las configuraciones finales de los sistemas al 50%. Se representa la
caja de simulacion y sus imdgenes de acuerdo a las Condiciones Periodicas de Contorno: a)

trehalosa b) maltosa c) sacarosa.

En las mezclas al 80% (Fig. 4.1, c-f) los agregados o clusters de disacaridos se
unen entre si, aumentando de tamaio hasta formar sistemas completamente percolados,
esto es, los agregados de disacarido estan conectados con sus imagenes periodicas en las
tres dimensiones. Estos resultados son consistentes con simulaciones previas de dindmica
molecular de soluciones acuosas de carbohidratos que exhiben un umbral de
concentracion, mas alld de la cual se produce la percolacion total del azicar'>!7, y como
se vera posteriormente esto tiene implicancias en las interacciones de enlaces de

hidrégeno (EHs) que se establecen entre los distintos componentes de las mezclas.

4.3.2 Funciones de distribucion radial

Informacion més detallada acerca de la manera en que se asocian las moléculas en
un sistema, puede ser obtenida analizando las funciones de distribucion radial g(r) (6
RDF por sus siglas en inglés, Radial Distribution Functions). En general, esta funcion
para dos atomos i y j, da la densidad local de un tipo de atomo j a una dada distancia del

atomo i, normalizada mediante la densidad en el seno de la solucion.

Las figuras 4.3, 4.4 y 4.5 muestran las curvas para los oxigenos del agua en torno

a los 4tomos de oxigeno O1, O3, 05, O5’, 06, O6" (06f) de los disacaridos, para todas




las concentraciones analizadas (ver en la Figura 3.1 la numeracion de los atomos de

oxigeno).
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Figura 4.3: Funcion de distribucion radial de los oxigenos del agua alrededor de los oxigenos
01, 03, 05, 05°, 06, 06" (06f) de los disacaridos (ver en la Figura 3.1 la numeracion de los

dtomos de oxigeno) para las mezclas de concentracion al 50% p/p del disacarido.
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Figura 4.4: Funcion de distribucion radial de los oxigenos del agua alrededor de los oxigenos

01, 03, 05, O5°, 06, 06" (06f) de los disacaridos (ver en la Figura 3.1 la numeracion de los

atomos de oxigeno) para las mezclas de concentracion al 80% p/p del disacarido.
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Figura 4.5: Funcion de distribucion radial de los oxigenos del agua alrededor de los oxigenos
01, 03, 05, 05, 06, 06" (06f) de los disacaridos (ver en la Figura 3.1 la numeracion de los

dtomos de oxigeno) para las mezclas de concentracion al 98% p/p del disacarido.

Considerando una misma concentracion, las curvas RDF de los oxigenos del agua
en torno a los oxigenos hidroxilicos analizados de los azucares, esto es, O3, 06 y O6’
(061), presentan los mismos patrones en sus formas, de pico-valle-pico, con ligeras
diferencias en la posicion y altura correspondiente al primer pico. Las curvas alcanzan un
méximo de densidad a los 2,7- 2,8 A aproximadamente, distancia que es caracteristica
entre el O dador y el O aceptor en los enlaces de hidrogeno (EHs). Un primer minimo se
observa en torno a los 3,4-3,55 A indicando el final de la primera esfera de hidratacion,
por lo que se ha considerado un valor de 3,5 A como valor umbral de distancia para

evaluar los EHs. Las graficas muestran también que este minimo, asi como los picos




sucesivos, se hacen mas pronunciados al aumentar la concentracion de las mezclas,
denotando un mayor orden estructural de las moléculas de agua en torno a estos oxigenos.
Esto resulta ldgico si se piensa que la mayor cantidad de moléculas de azucar disminuye
la movilidad de todo el sistema, incluso de las moléculas de agua, permitiendo que las

esferas de hidratacidon estén mas definidas.

La figura 4.3 muestra que a una concentracion del 50% p/p, el primer pico alcanza
una mayor altura en el caso de los O hidroxilicos de la maltosa, indicando una mayor
probabilidad de que estos oxigenos formen EHs comparados con los de trehalosa y
sacarosa. En las matrices mas concentradas sin embargo, esta mayor probabilidad que
exhibe la maltosa depende del oxigeno considerado. Es importante destacar que en el caso
de la trehalosa las curvas de g(r), para las concentraciones del 50 y 80% p/p, (figuras 4.4
y 4.5) muestran que la altura del primer pico es inferior a la que alcanzan los otros dos
disacaridos. Es decir, la densidad de moléculas de agua, y por ende la probabilidad de la

formacion de EHs trehalosa-agua es menor que en el caso de maltosa o sacarosa.

Respecto a los oxigenos endociclicos, O5 y OS5’ en las tres concentraciones
analizadas las curvas de g(r), muestran que la altura del primer maximo es
considerablemente menor que la de los oxigenos hidroxilicos, lo cual es razonable si se
tiene en cuenta que el agua estd impedida estéricamente para hidratar completamente
estos oxigenos y formar EHs. No obstante, la mayor diferencia en el patron de hidratacion
de los azticares se observa en las curvas para el oxigeno glicosidico, O1. Tanto la maltosa
como la sacarosa exhiben un pico pequeiio y poco pronunciado. Al igual que en los
oxigenos acetalicos, el O1 de estos azlicares esta escasamente hidratado debido a efectos
estéricos. Sin embargo, en las curvas pertenecientes a la trehalosa este pico directamente
esta ausente, lo que puede atribuirse, a la estructura mas cerrada, “tipo ostra” de la

trehalosa, que impide el acercamiento de las moléculas de agua al oxigeno glicosidico.

En la figura 4.6, se muestran las g(r) oxigeno-oxigeno del agua (Oa-Oa) para los
diferentes disacaridos y para las concentraciones de 50% y 80% p/p. Las curvas para una
concentracion al 98% p/p no se muestran ya que exhiben mucho ruido debido a la poca
cantidad de moléculas de agua en las mezclas. Al examinar las graficas, se observa que
las diferencias en las curvas de los tres disacaridos, para una misma concentracion, son
minimas. Presentan un {inico primer pico bien definido en torno a los 3 A, asociado a los

EHs, pero con densidades méximas ligeramente diferentes seglin sea el disacéarido, sobre




todo en las matrices al 80% p/p. Estos picos estan seguidos de una zona de valle, sin picos
posteriores, indicando una total desestructura de las moléculas de agua (pérdida de las
interacciones de largo alcance), a partir de la segunda esfera de hidratacion. Roberts y
Debenedetti'® observaron, para soluciones acuosas de monosacaridos, que a partir de una
concentracion del 60% p/p las moléculas de agua comenzaban a mostrar un nuevo
esquema de organizacion o estructura. En este trabajo, las incipientes ondulaciones que
se observan en la figura 4.6 (b) muestran que en presencia de disacaridos, esta
reestructuracion de las moléculas de agua solo es ligeramente apreciable en los sistemas

al 80% p/p.

6 I ' = 5 [ 5 01’ | I 1

5 I (a) 1 (b) — Trehalosa
=== Maltosa
4 - I | T Sacarosa | -

r(A) r(A)

Figura 4.6: Funcion de distribucion radial de los oxigenos del agua alrededor de los oxigenos
del agua (04 -0y4) para cada disacdrido a una concentracion de: a) Op= 50% p/p y b) 6p= 80%
pp.

4.3.3 Dinamica conformacional

La estructura conformacional de los disacaridos puede ser descripta por medio de
los dos angulos diedros que involucran al oxigeno glicosidico, @ y ¥ (ver descripcion en

la figura 3.1)
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Figura 4.7: Valor promedio de los angulos diedros ¢ y yw a lo largo de las trayectorias de DM
para Op de a) 50% p/p; b) 80% p/p, ¢) 98% p/p.

En la figura 4.7 se representan los valores promedios adoptados por ¢ y v de un
cierto nimero de moléculas de disacarido elegidas en forma aleatoria y evaluados durante
1 ns y en la tabla 4.2 se presenta el valor medio de estos diedros asi como su desvio
estandar. Para todas las concentraciones estudiadas, las graficas muestran que la trehalosa
presenta una dispersion de datos notablemente menor a los de maltosa y sacarosa. Por
ejemplo, para Op = 50% p/p, los valores medios de los angulos ¢ y @ adoptados por las
moléculas consideradas de trehalosa son 63,1° y 61,1° respectivamente, con una
fluctuacion entre 5° y 6° en ambos. En las matrices mas concentradas de trehalosa, los
valores de los diedros se mantienen proximos a los observados en la mezcla al 50%
aunque la fluctuacion registra un ligero incremento hasta los 12,8° como valor mas
elevado. Es importante notar que estos valores son muy préximos a los adoptados por las
formas hidratadas de la trehalosa en el cristal, asi como a los obtenidos mediante calculos
en fase gaseosa (ver seccion 3.3.1) y también para una solucidon infinitamente diluida
(62,0°; 62,1°). Para la concentracion al 50% p/p, la maltosa adopta valores medios de
63,9° para ¢ y -163,9° para vy, pero con una fluctuacion de 16,5° y 8° respectivamente.
Para esta misma concentracion, puede verse en la figura 4.7 (a) que la sacarosa es la que
muestra mayores variaciones, con valores medios de ¢ = 107,6° y w = 1,9° y desvios entre
27°y 25° respectivamente. En el caso de los dos sistemas mas concentrados de estos dos
azucares, las dispersiones en los valores aumentan considerablemente. Ademas, maltosa
y sacarosa, no solo muestran mayor variacion que la trehalosa en los diedros ¢ y y (tabla
4.2) sino que también se apartan de los valores de estos angulos en el cristal. Esto revela

una mayor rigidez de la trehalosa respecto a los otros azucares, en contra de lo expresado
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por otros autores.'® Sin embargo, est4 en linea con lo encontrado en nuestro trabajo previo
de soluciones infinitamente diluidas de estos tres disacaridos'® y con el estudio de Liu y
col, de soluciones més concentradas de trehalosa y sacarosa®, quienes postularon que la
rigidez de la trehalosa hace que se refuerce la estructura local en torno a ella como una
cerca que contribuye a ejercer un efecto volumétrico que protege a las membranas

celulares durante la liofilizacion.

Tabla 4.2:Valores promedios de los dngulos @ y V.

0p= 50% 0p= 80% Op= 98% cristal

D ¢ y ¢ v ¢ v ¢ y

T 63,1° 61,1° 61,6°  61,0° 61,2° 59,4°  749°* 61,9°*

+5,7° +55° +£58° £88° +12,8° £11,3° 75°° 61,8°°

M 63,9° -163,9°  95,2°  -143,2° 112,3° -125,3° 121,7° -107,8°

+16,5° £8,0° *£41,4° £28,7° *£354° *£314°

S 107,6° 1,9 1124° -98°  97,1° -84° 1083° -447°

+27,5° +£25,8° +27,2° £30,7° +£21,9° +£314°

aTrehalosa dihidrato-1

"Trehalosa dihidrato-2

4.3.4 Dinamica Traslacional

Las propiedades de transporte, particularmente los coeficientes de difusion
traslacional, D, brindan una medida directa de la movilidad molecular. Este es un factor
que ha sido considerado muy importante por varios autores en la preservacion de
materiales bioldgicos en matrices de disacaridos. De acuerdo con la hipdtesis de la
vitrificacion, el efecto protector de los azucares se debe fundamentalmente, a que sumado
a altos valores de Tg, forman un estado vitreo amorfo en el que se ve reducida la
movilidad molecular y con ello la velocidad de las reacciones de deterioro. Entre las

reacciones de deterioro mas estudiadas se encuentran las reacciones de Maillard o de
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pardeamiento no enzimatico (NBR) que ocurren durante el almacenamiento prolongado
de materiales biologicos. Kawai y col.2!, por ejemplo, estudiaron el efecto de la transicion
vitrea sobre la velocidad de las reacciones NBR de glucosa y lisina (reactantes de
Maillard) en varias matrices formadas por trehalosa, maltosa y polivinilpirrolidonas de
diferentes masas molares. El estudio mostrd que las NBR en matrices poliméricas eran
mas rapidas que en matrices de disacaridos a pesar de que las Tgs de las matrices
poliméricas eran mas altas que las de los disacaridos, por lo que los autores concluyeron
que la velocidad de las NBR en una matriz vitrea no puede ser entendida sélo por el valor
de Tg de la matriz, sino que debian ser consideradas también las interacciones directas de
EHs entre los reactantes y los azucares. Estas interacciones suponen, se ven favorecidas
cuando disminuye la movilidad molecular inducida por el estado vitreo, ya que permite
el contacto directo entre los reactantes y los azucares.

En este apartado se comparan los coeficientes de difusion de los disacaridos que
componen la matriz vitrea (Dp), del agua (D,) y de las moléculas de reactantes de
Maillard inmersas en las matrices, esto es, glucosa (D) y lisina (Dy)

Como ha sido mencionado en el capitulo II, la movilidad molecular puede describirse
en términos de la evolucion temporal del desplazamiento cuadratico medio (MSD) de sus

centros de masa, como se expresa en la siguiente ecuacion:
2
MsD=(lr,©) -, )

luego los coeficientes de Difusion ser calculados a partir de la relacion de Einstein
midiendo las pendientes de las graficas de MSD vs. tiempo y promediando sobre todas

las moléculas.

tim (@ =1, " ) =61

Este promedio sobre todo el conjunto de moléculas mejora significativamente las
estadisticas. El inconveniente de este procedimento es que cuando se consideran so6lo unas
pocas moléculas inmersas en una caja con un gran numero de moléculas de otro tipo, se
requieren tiempos mas largos de simulacion para obtener datos confiables. Esta seria la
situacion de un soluto en un sistema muy diluido, o en este trabajo, el de las moléculas
de reactantes de Maillard o bien las escasas moléculas de agua en los sistemas al 98%

p/p. Por otra parte, ha sido postulado'*!>%2

que al aumentar el tamafio de los agregados
de azacares las moléculas de agua quedan confinadas en ciertos espacios o “bolsones de

agua” durante un cierto tiempo antes de saltar a otro. En estas situaciones, los coeficientes
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de difusion varian de una cavidad a otra y la dependencia del tiempo del MSD solo sera
lineal luego de tiempos suficientemente largos como para que las moléculas de agua
hayan recorrido estos espacios en su totalidad. A manera de tratar de minimizar estas
posibles fuentes de error se utilizé el procedimiento propuesto por Wang y Hou?. El
mismo consiste en realizar un ajuste de minimos cuadrados del MSD obtenido como
promedio de multiples corridas de DM simultaneas. Para cada sistema, se realizaron 15
corridas diferentes de DM de 2,5 ns, partiendo de las mismas coordenadas iniciales en
cada caja. Las diferentes trayectorias fueron logradas usando diferentes ntimeros
(semillas) aleatorios para generar las velocidades iniciales. (En figuras suplementarias se

muestran ejemplos de estas curvas de MSD)

Para el caso particular de la trehalosa a la concentracion al 50% p/p, se cre6 ademas
otro sistema utilizando el modelo de agua SPC/E, debido a que estudios comparativos
han mostrado que este modelo conduce a mayores concordancias con resultados
experimentales de Coeficientes de Difusiéon, que el modelo TIP3P.?*26 Efectivamente,
los resultados obtenidos de la simulacion se aproximan en mayor grado a valores
experimentales que los coeficientes del modelo TIP3P que acusaba valores
significativamente mas altos. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que los datos de los
coeficientes reportados en la literatura corresponden a una mezcla binaria de trehalosa y
agua, por lo que esta diferencia puede deberse a la presencia de los reactantes glucosa y
lisina. Ademas, los coeficientes de difusion de la lisina determinados con el modelo de
agua SPC/E eran superiores por un factor de 10 a los obtenidos con el modelo TIP3P.
Esto puede deberse a que la lisina es una molécula cargada y el modelo SPC/E considera
a la molécula como un cuerpo rigido que contiene tres sitios de interaccion coulémbicos
(O, H, H) y un tnico sitio Lennard-Jones (O), por lo que las atracciones electroestaticas
presentes pueden influir sobre estos coeficientes. Debido a ello, los datos reportados en
las tablas corresponden al modelo TIP3P.

Los coeficientes de difusion de los disacaridos y agua, se muestran en la tabla 4.3. En
el caso de los disacaridos, se observa que el coeficiente de difusion disminuye al ir
decreciendo el contenido de agua de las mezclas. Esta tendencia puede atribuirse al mayor
desarrollo de la red de enlaces de hidrogeno entre las moléculas de azticar que conduce a

aumentar la percolacion del sistema disminuyendo la movilidad molecular.
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Tabla 4.3: coeficientes de difusion de las moléculas de disacaridos, Dp, y de las moléculas de
agua, D, , para las distintas mezclas. Las unidades de D estin expresadas como 10~7 ¢cm?/s.

Entre paréntesis se indica el valor de R’

Op= 50 % Op= 80 % Op=98 %
Disacérido D D, Dp D, Dp Dy
T 2,32 187,00 0,17 13,88 0,016 0,422

(0,997)  (0,998) (0,933)  (0,99) (0,897)  (0,844)

M 2,283 137,50 0,100 5,88 0,019 0,230
(0,998)  (0,998) (0,95)  (0,985) (0,96)  (0,94)
S 2,98 150,67 0,133 5,20 0,020 0,263

(0,991)  (0,999) (0,967)  (0,992)  (0,924) (0,875)

En los sistemas al 50% p/p se encontré que los coeficientes disminuyen en el orden
Ds > Dt > Dwm. Pero en las mezclas al 80% p/p el orden entre trehalosa y sacarosa se
invierte, siendo Dt > Ds > D, mientras que en las mezclas al 98% p/p estos coeficientes
son practicamente iguales. Si bien no se han encontrado datos experimentales con la
misma composicion y concentraciones que los sistemas simulados en este trabajo, los
valores obtenidos estan en buen acuerdo con otros estudios de mezclas binarias
disacarido-agua de concentraciones aproximadas. Para trehalosa, el coeficiente
determinado en este trabajo para la caja de menor concentracion esta en linea con el valor
publicado de 2,34 * 1077 cm?/s obtenido por RMN de una mezcla trehalosa-agua al
55% p/p a 303 K. También es acorde con 11,7 * 10~7 ¢cm? /s obtenido por simulacién de
DM para un sistema al 45,6% a 310K. Asimismo, el coeficiente aqui calculado para
sacarosa al 50% p/p, Ds, esta proximo al valor del coeficiente experimental publicado de
3,8 1077 ¢cm?/s para una mezcla al 55% p/p a 303 K. En los sistemas mas
concentrados, los resultados obtenidos en este trabajo también guardan relacion con otros
publicados. Por ejemplo, para sacarosa al 80% p/p el coeficiente estd en buen acuerdo
con el coeficiente determinado experimentalmente por Ekdawi-Sever y col.*, 0,151 =
107 cm? /s para un sistema al 74% p/p a 303 K, y para el caso de las cajas de maxima

concentracion, el coeficiente de trehalosa es del mismo orden de magnitud que el
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publicado para una mezcla con 0,02 g H>O/g materia s6lida. Con respecto al agua, los
MSD calculados también estan en linea con datos publicados para sistemas concentrados
de trehalosa-agua y trehalosa-lisozima-agua®’, validando asi, el protocolo de simulacion

utilizado en este trabajo.

En la tabla 4.3, puede verse que el coeficiente de difusion del agua, Da, también
disminuye considerablemente al aumentar la concentracion de las mezclas. Ademas, al
cambiar la concentracion del 50% al 80% p/p, se encuentra que tanto Dp como Da varian
en la misma proporcion, aunque el valor depende del tipo de disacarido. En las cajas con
trehalosa tanto Dp como Da disminuyen 13 veces su valor, mientras que en las mezclas
con sacarosa y maltosa disminuyen mas de 20 veces. Para la concentracion al 98% p/p,
sin embargo, el descenso en el valor de Da es mas acentuada que para los Dp,
particularmente en la matriz de trehalosa. Estos resultados estan en linea con el observado
efecto retardador de los azucares en la dinamica del agua en el que la disminucion del Da
coeficiente de difusion calculado del agua pura a 298 K = 300 * 1077 cm?/s)**?7 es
atribuido a la red de EHs que se establecen entre las moléculas de agua y las de

disacarido?®?®

Vale la pena también notar que para todas las concentraciones estudiadas, el agua
difunde mas rapidamente en presencia de trehalosa que en la de maltosa o sacarosa y esta

diferencia es mayor entre las mezclas al 80% p/p.

Con respecto a la movilidad de los reactantes de Maillard (glucosa y lisina), los datos
de la tabla 4.4, asi como la figura 4.8 muestran que los coeficientes de difusion son del
mismo orden de magnitud que el de los disacaridos y que disminuyen en la misma
proporcion al aumentar la concentracion de la mezcla. Para una concentracion al 50%
p/p, estos reactivos presentan una difusion traslacional bastante mayor en las matrices con
sacarosa que en la de maltosa y trehalosa. Este resultado puede explicarse teniendo en
cuenta la heterogeneidad que presenta la mezcla de sacarosa (ver figura 4.1) y
considerando que tanto la glucosa como la lisina tendrdn amplia posibilidad de
desplazarse mas rapidamente en los grandes “bolsones” de agua que se forman en esta
matriz. Considerando un promedio entre Dg y D1, a esta concentracion, la movilidad en
los sistemas con trehalosa seria intermedia a la de los otros dos disacéridos. Sin embargo,
en las mezclas mas concentradas, los coeficientes de difusion de estos reactantes son mas

altos cuando se encuentran sumergidos en las matrices de trehalosa.
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Podemos suponer que esta mayor movilidad esta relacionada con el Da mas elevado

del agua en la matriz de trehalosa, y también con los tiempos de vida media y ocupacion

de sus EHs.

Tabla 3.4: coeficientes de difusion de los reactantes de Maillard; glucosa, D¢, y lisina, D;. Las

unidades de D estdn expresadas como 10~7 ¢cm? /s. Entre paréntesis se indica el valor de R.

0p= 50 % Op= 80 % Op=98 %
Disacarido D D; D D, D¢ D,
T 1,943 5,464 0,182 0,200 0,019 0,049
(0,938) (0,957) (0,956) (0,804) (0,600) (0,708)
M 2,483 2,783 0,097 0,137 0,019 0,032
(0,949) (0,985) (0,859) (0,893) (0,867) (0,841)
S 5,543 5,723 0,078 0,154 0,011 0,022
(0,979) (0,996) (0,932) (0,938) (0,728)  (0,825)
J ° b [] C
2 H '
g
ac—l,ooe—w
s c .
5 ) L
o GD (c‘yﬂnp/p) o o en (%p/p) 40% 50% 60% BD:,?;;p/p?O% 90% 100%
oD oD, o D; oDy,

Figura 4.8: Coeficientes de Difusion D en funcion de Op: a) sistemas con trehalosa, b) sistemas

con maltosa, ¢) sistemas con sacarosa
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4.3.5 Interacciones de enlaces de hidrogeno

Como se ha visto a lo largo de este trabajo de tesis, el seguimiento y la
comprension de las interacciones del tipo enlace de hidrogeno (EH) que ocurren entre los
diferentes componentes de las mezclas es fundamental para dilucidar el mecanismo de
bioproteccion de los azicares. En este apartado se exponen los resultados del seguimiento
de los EHs inter- e intramoleculares, del tipo O-H:--O y C-H:--O, los cuales fueron
evaluados usando los mismos criterios geométricos que se utilizaron en el capitulo II1,
esto es: dos moléculas se consideran unidas por un EH si su posicidn relativa es tal que
la distancia Oxigeno dador-Oxigeno aceptor, dO-O, es menor que 3,5 A y el angulo O-

0°%. A fin de lograr una mejor comprension de la red de enlaces

H---O es mayor que 12
en cada una de las matrices estudiadas, se determind el numero promedio de EHs
intermoleculares <E> por molécula de disacarido (o reactante segun el caso), para los
distintos pares enlazados tales como, disacarido-agua (D-A), disacarido-disacarido (D-

D), reactantes-agua (R-A), etc.

Por otra parte, a los efectos de determinar la fortaleza y duracion de los enlaces,
también fueron evaluados la ocupacion (n) y tiempo de vida media (7zy). Recordemos
que la ocupacion, n, se define como el porcentaje del tiempo considerado en el que un
determinado puente esta presente, independientemente de las veces en que dicho enlace
se rompa y se vuelva a formar y el tiempo de vida media, gy es el tiempo promedio
durante el cual un determinado enlace esta presente. Con el fin de remover los efectos
estadisticos de aquellos puentes que se forman y rompen muy rapidamente, los resultados
fueron obtenidos luego de aplicar cutoffs (valor limite) a la ocupacion. Explicitamente,
solo se consideraron la n y 7gy de aquellos EHs presentes mas del 3% del tiempo de

corrida analizado.

La tabla 4.3 reporta el numero promedio de enlaces disacarido-agua por unidad
de molécula de disacarido <EHp-a> (dado por EH,_4/Np, esto es, la cantidad de enlaces
de hidrogeno EHsp-a,y EHsa-p dividido por el total de moléculas de disacarido). Algunos
autores denominan a este parametro “ntmero de hidratacion”.!®?’, sin embargo, en este
trabajo seran nombrados como EHs, ya que en la literatura también se hace referencia al
nimero de hidratacion como el total de moléculas de agua en la primera esfera de

solvatacion. En la tabla 4.5, también se reportan los enlaces disacarido-disacarido por

unidad de molécula de azicar <EHp.p> (dado por EHp_p * 2/Np) es decir, la cantidad
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de interacciones puente de hidrégeno D-D, multiplicado por dos, y dividido por el total
de moléculas de disacarido, dado que por cada enlace establecido debe considerarse uno

para cada azucar.

Tabla 4.5: Numero promedio de enlaces establecidos disacarido-agua <EHp.,> y disacarido-

disacarido <EHp.p>, por molécula de disacarido.

<EHp.A> <EHp.p>
O-H--O C-H-O Total O-H--O C-H-~O Total
Op=50%
T 7,8 1,4 9,2 5,3 3,0 8,3
M 10,1 1,7 11,8 4,9 2,4 7,3
S 7,8 1,4 9,2 4,4 2,4 6,8
Op=80%
T 6,6 1,2 7,8 6,4 3,4 9,8
M 7,1 1,3 8,4 5,9 2,9 8,8
S 7,1 1,4 8,5 4,8 2,9 7,7
*0p=98%
T 1,3 1,15 2,5 10 5,2 15,2

(20,02%)  (4,7%)

M 1,3 1,0 2,3 9,3 5,0 14,3
(25,5%)  (3,24%)

S 1,3 1,2 2,5 8,6 45 13,1
(22,34%)  (4,4%)

2 Los valores entre paréntesis corresponden al porcentaje de moléculas de disacarido que
presentaron algin enlace con el agua. Los EHsp.a para 8p= 98% fueron calculados dividiéndolos
por el nimero de moléculas de disacaridos con EHs y no sobre el total de éstas moléculas en la

caja de simulacion.




La tabla 4.5 y la figura 4.9 muestran que al aumentar la concentracién de las
mezclas, disminuye la cantidad de enlaces con el agua y al mismo tiempo aumenta la de
enlaces entre moléculas de disacaridos.

En los sistemas al 50%, la maltosa establece un promedio de casi 3 enlaces mas
con el agua que la sacarosa y trehalosa. Esta diferencia se debe fundamentalmente a EHs
del tipo O-H:--O. Ademas, este resultado es consistente con la distribucion homogénea de
las moléculas de maltosa en la caja de simulacion (ver fig. 4.1) y con su estructura
conformacional mas abierta que permite un mayor acercamiento de las moléculas de agua
a los grupos hidroxilos del aztcar.

La trehalosa presenta en todos los casos, similar o una cantidad ligeramente menor
de EHsp-a que la sacarosa o la maltosa. Estos resultados reportados para la trehalosa estan
en razonable acuerdo con los obtenidos por otros autores, por ejemplo, Weng y col.?’
obtuvieron un numero de EHr.a de 7,2 en una mezcla binaria T-A, de concentracion 6=
79,6% y una temperatura de 310 K. Similarmente, Lerbret y col.?® reportaron un niimero
de 6,2 para una mezcla T-A de 6= 87% p/p a 300 K. En las mezclas mas concentradas
(98% p/p), el nuimero de EHsp.a, es practicamente el mismo para los tres disacaridos,
aunque el porcentaje de moléculas que forman enlaces con el agua es ligeramente menor
para trehalosa.

Analizando particularmente los EHsp.a del tipo C-H--O, se observa que ninglin
disacarido supera los 2 enlaces en ninguna de las concentraciones simuladas, por lo que
su influencia, si bien contribuye a aumentar la complejidad de la red de enlaces, no resulta
significativa en cantidad.

También es interesante analizar los EHt.a discriminadamente por grupo hidroxilo,
ver figura 4.10. Cuando la presencia de agua es minima, existe una clara preferencia por
la formacion de EHs con los O2 y O6’, indicando que en estas condiciones las moléculas
de agua tienden a adoptar las mismas posiciones que en los cristales de dihidrato de la
trehalosa, esto es, ante la escasez de agua, la molécula tiende a adoptar la estructura
cristalina, como fue observado también al analizar la dinamica conformacional de este

disacarido.
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Figura 4.9: Numero promedio de Enlaces de hidrogeno <EH> por unidad de disacarido,
establecidos entre disacarido-agua (D-A), disacarido-disacarido (D-D) y total de enlaces (E.oy),
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Figura 4.10: Porcentaje de participacion de cada atomo de oxigeno en los enlaces Et.4
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Cuando se examinan los EHp.p, se observa que para todas las concentraciones el
numero de EHs que se establecen entre moléculas de trehalosa es superior al que ocurre
con moléculas de maltosa y sacarosa. Si bien, estos resultados estan en buen acuerdo con

los obtenidos por Lerbret y col.?®

, son aproximadamente la mitad de los valores reportados
por Weng y col.'®, de EHr.r en mezclas binarias concentradas de trehalosa-agua. En
nuestra opinion, la diferencia se debe a que el calculo realizado por estos ultimos autores
no contempla el hecho de que al establecerse un enlace entre un par de moléculas de
azucar, el mismo debe ser contado para ambas moléculas, de donde surge el factor de 2

en la formula utilizada acé para el célculo de los EHspp.

Con respecto a la sacarosa, se observa que es la que menos EHs forma con
moléculas de su mismo tipo, EHss.s. Este resultado es razonable si se tiene en cuenta que
las moléculas de sacarosa se encuentran preferentemente aisladas o formando pequefios
agregados inconexos, como puede apreciarse en la Figura 4.1 en la que se observa la
heterogeneidad de la matriz vitrea de sacarosa que es atravesada por verdaderos “canales”
de agua, mientras que las matrices de trehalosa o maltosa presentan “bolsillos” de agua

de mayor o menor tamafio.

La figura 4.9 muestra también los EHro, esto es EHp.o mas EHp.p, que forman
trehalosa, maltosa y sacarosa en funcion de la concentracion de disacarido. A diferencia
de lo que ocurre con maltosa y sacarosa, la cantidad de EHt que forma la trehalosa se
mantiene practicamente invariable al aumentar la concentracion, mientras que en maltosa
y sacarosa hay una ligera disminucion, lo cual es razonable si se tiene en cuenta la manera
en que se agrupan las moléculas de trehalosa hasta que se produce la percolacion del
azucar. Ademas puede verse claramente que al disminuir el contenido de agua, la
trehalosa reemplaza los EHt.a por EHt.1, aumentando el nimero de conexiones en la
matriz de azucar. Por otra parte, dado que los tres disacaridos presentan la misma cantidad
de grupos oxhidrilos disponibles para formar EHs, la diferencia en la cantidad de EHt
entre los azlcares, asi como su variacion con el contenido de agua de la mezcla, puede
estar relacionado con diferencias en el nimero de EHs intramoleculares. Este aspecto sera

examinado posteriormente.

En las Figuras 4.11 y 4.12 se muestran las graficas de la distribucion de
frecuencias de los tiempos de vida promedios, Tgy, y de ocupacion, n, de los EHsp.a y

EHsp.p. Dado que estos datos no se ajustan a una distribucion normal, no resulta
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conveniente describir estas variables mediante el uso de la Media aritmética y del desvio
estandar ya que se podrian realizar inferencias falsas. Es mas razonable utilizar la
Mediana y el Rango intercuartilico, medidas que estan mas proximas a la descripcion
propiamente dicha de las variables y no tienen connotaciones inferenciales como si lo
tienen la Media y la Desviacion estandar. En las tablas 4.5 y 4.6 se informan la mediana
(percentil 50), primer (percentil 25) y tercer cuartil (percentil 75) para n y gy para ambos

tipos de EHs analizados.
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Figura 4.11: Distribucion de frecuencias de los tiempos de vida media Tgy y ocupancia (n) de

los EHp_4del tipo O-H--O.

En los tres azlcares, y para todas las concentraciones, predominan aquellos
enlaces EHp.a con tiempos de vida media inferiores a los 100 ps y con frecuencias
superiores al 70 %. Mas precisamente, la mayor proporcion de ellos estad en el rango de
tiempos de vida inferiores a 20 ps (datos no mostrados en la grafica). La misma tendencia
se observa en los datos de ocupancia, ya que las mayores frecuencias corresponden a los
puentes con mas bajo n, inferiores al 20% del tiempo de andlisis. Una excepcion son los
sistemas de Op = 98%, en el que se observan valores similares de frecuencias entre los

EHsp-a con ocupancias bajas y aquellos con ocupancias superiores al 80%.
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Los histogramas reflejan ademas la influencia de la concentracion de los sistemas
sobre las caracteristicas dinamicas de los EHp.a. Al aumentar la concentracion de
disacarido se produce una ligera disminucién en las frecuencias de aquellos puentes de
bajos Ty v n para favorecer los de valores mas elevados. Esto resulta evidente también
al observar en la tabla 4.5 que los valores del tercer cuartil correspondientes a los 75 se
incrementan considerablemente con la concentracion del disacarido (esto es, existe un
25% de los EHp.a con tiempos de vida superiores a ese valor). Lo mismo ocurre con las
ocupancias. Estos resultados también son acordes a datos publicados respecto a tiempos
de correlacion de estos enlaces, en los que se ha observado un aumento de los tiempos de
vida al disminuir el contenido de agua del sistema. Vale la pena notar que la trehalosa, es
el aziicar que muestra las frecuencias mas altas de aquellos puentes de escaso tiempo de
duracion pero las frecuencias mas bajas en los enlaces de tiempos de vida largos. Las
graficas muestran que es notablemente baja, practicamente nula, la ocurrencia de EHr.a
con tiempos de vida superiores a 300 ps. También es el disacarido con mas bajas
frecuencias en los EHs con ocupancias superiores al 80%. Estas caracteristicas de la
trehalosa se ven reflejada también en la tabla 4.5, donde se puede observar que los valores
de cuartiles y promedios correspondientes a Ty y 1 para los EHt-a son considerablemente
menores que los de maltosa y sacarosa. Tiempos de vida media y ocupancias altas dan
indicios de una red de enlaces de hidrégeno mas estable. Tiempos de vida media cortos y
bajas ocupancias son indicadores de una mayor cantidad de ruptura y formacién de los
EHs junto con una remocion de las moléculas de agua. Podemos por lo tanto inferir que
los EHs establecidos por la trehalosa con el agua son més labiles que los establecidos por
los otros dos disacaridos. Esto puede atribuirse a que la mayor rigidez estructural de la
trehalosa impide en gran medida la variacion de los pardmetros geométricos como

distancias y angulos necesaria para mantener intactos los EHs.

114



50 % 80% 98 %

1,0

0,9 0.® 0,06 0,07

0,04 0, 0,06

08 0,05
.g ' 0B Zz 0,04
-lr-u' 0,7 0@ . 0,03
T o6 o 0,02
—_ ’ 0,00 om 0,01
2 o5 0,00 00 0,00
,E, 20 3 400 S5© 200 300 40 S5m0 200 300 40 500
a 04
o
g 03
=
w 02

01

0,0 . i, n n n .

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 100 200 300 400 500 600 700 800 S00 1000
T [ps] T [ps] T [ps]
10
09
W

g 08
= B v-m
5 07
L o0g S-S
(1]
‘G 05
c
v 04
3
o 03
|
w2

0,1

00

20 40 60 80 100 20 40 60 80 100 20 40 60 80 100
Ocupancia [%] Ocupancia [%] Ocupancia [%]

Figura 4.12: Distribucion de frecuencias de los tiempos de vida media (tgy ) y ocupancia (1) de

los EHp.p del tipo O-H+O.

Respecto a los enlaces EHp.p, los histogramas de la figura 4.10 presentan las mismas
caracteristicas dindmicas que los EHp.a, con mayores frecuencias en aquellos enlaces con
bajos 7y5. Los histogramas de ocupacion, npp tienen las mismas caracteristicas generales
mencionadas para Typ, excepto en las matrices mas concentradas, donde la distribucion
de frecuencias entre EHs con ocupaciones bajas y altas es mas simétrica. Al aumentar la
concentracion ocurre una redistribucion de las frecuencias, esto es, hay un
desplazamiento de las poblaciones hacia los EHs de mas duracion en tiempo de vida y
ocupacion. Al disminuir el contenido de agua, se eleva el niimero de EHs entre las propias
moléculas de azuicar, la red de enlaces se hace mas entramada disminuyendo la movilidad
de todo el sistema y la posibilidad de intercambio entra las moléculas enlazadas. También
en este tipo de enlace la trehalosa muestra diferencias con respecto a la maltosa y
sacarosa. Exhibe mayor frecuencia que los otros disacaridos de los puentes de vida media

inferiores a 100 ps, y por el contrario, baja existencia de EHs con tiempo altos. Esto se
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refleja ademas en valores de cuartiles y promedios de Ty, que son menores para la

trehalosa que para los otros azucares, a una dada concentracion.

La tabla 4.6 muestra el analisis estadistico de la dinamica de los puentes del tipo
C-H--O. Considerando una misma concentracion, no se observan diferencias apreciables
en los Typ y n entre los tres disacaridos. La diferencia més notoria se da a una
concentracion del 98%, donde el porcentaje de ocupancia de los enlaces trehalosa-agua
es considerablemente mayor a los de maltosa y sacarosa con agua. Esto puede deberse a
que la trehalosa en su estado puro cristalino, tiene mayor afinidad por el agua, como se

refleja en el hecho de que cristaliza en forma de un dihidrato
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Tabla 4.4. Mediana de los tiempos de vida media (tgy ) y ocupancia (n) de los EH del tipo O-

H--O formados por trehalosa (T), maltosa (M), sacarosa (S) con agua (A). Entre paréntesis se

indican el primer y tercer cuartil.

<EHp.A> <EHp.p>
Disacarido Tup (PS) n. (%) Typ (PS) n (%)
Op=50 %
T 6,2 (3,9-10,7) 5(3,8-83) 342-17,1) 13,3 (6 -34,2)
promedio 10,0 8,5 8,7 247
M 10,8 (6,2 - 20) 5,3(3,9-8,5) 5,72,3-18,1) 20 (7,1 -53,1)
promedio 20,1 9,3 32,5 33,6
S 10 (5,5-19,9) 5,8(4-10,9) 5,0 (2,2-16,2) 16,5 (6,2 — 59,9)
promedio 18,1 10,6 31,5 323
Op= 80 %
T 4,9 (3,1 —8,6) 6,8 (4,5—13) 3,1 (1,7-8,3) 17,8 (7—-48,4)
promedio 8,9 12,3 15,5 31,4
M 7,6 (3,8 —18,1) 11,1 (5,5-25,4) 4,3 (1,6 —24,5) 29,2 (8,8 — 83,0)
promedio 25,5 21,1 61,5 434
S 6,5(3-14,4) 10,2 (5,5 —24,0) 4,5 (1,7-19,1) 259 (7,5 - 81,9)
promedio 25,6 20,9 56,6 41,7
Op=98 %
T 3,6 (1,5-16,2) 30,4 (7,9 — 65,6) 2,8 (1,4-10,3) 30,1 (8,9 -78,4)
promedio 31,6 38,9 23,9 423
M 5,0 (3,1 -21,7) 55,6 (15,4 —94,8) 4,2 (1,4-424) 54,7 (11,1 —96,6)
promedio 60,3 53,1 99,8 53,4
S 7,2 (3,2—-156,3) 75,4 (15,5-99,4) 4,5 (1,5-41,0) 47,7 (12,4 —95,2)
promedio 145,3 61,3 89,9 51,9
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Tabla 4.5. Mediana de los tiempos de vida media (tgy ) y ocupancia () de los EH del tipo C-

H--O formados por trehalosa (T), maltosa (M), sacarosa (S) y agua (A). Entre paréntesis se

indican el primer y tercer cuartil.

<EHp.A> <EHp.p>
Disacarido Tup (PS) n. (%) Typ (PS) n (%)
Op=50 %
T 1,4 (1,2-1,6) 5,1 (3,9-8,2) 1,4 (1,2-1,6) 10,2 (5,3 -21,1)
promedio 1,5 7,4 1,5 15,7
M 1,4 (1,2 -1,6) 5,2(3,8-8,4) 1,4(1,2-1,7) 10,5 (5,6 — 21,7)
promedio 1,5 8,0 1,6 16,1
S 1,4(1,2-1,5) 5,3(33,9-84) 1,4(1,2-1,6) 8,9 (5,1 - 18,7)
promedio 1,4 7,6 1,5 14,5
Op=80 %
T 1,3(1,2-1,6) 5,4(3,9-8.,8) 1,3(1,2-1,6) 12,6 (6,6- 24,6)
promedio 1,4 8,0 1,5 18,0
M 1,3(1,2-1,5) 6,4 (4,4-12,0) 1,3(1,2-1,6) 13,4 (6,8- 28,4)
promedio 1,4 10,3 1,6 20,4
S 1,3(1,2 - 1,5) 6,4 (42-11,5) 1,3(1,2-1,6) 13,0 (6,2- 27,5)
promedio 1,4 10,3 1,5 19,3
0p=98 %
T 1,3(1,1-1,4) 13,8 (7,8 — 26,6) 1,3(1,1-1,8) 16,3 (6,8 - 36,1)
promedio 1,4 20,9 1,7 240
M 1,1 (1,1-1,3) 7,4 (5,1 —18,4) 1,3(1,1-1,8) 18,4 (7,8 - 41,0)
promedio 1,3 12,4 1,7 27,1
S 1,1 (1,1-1,5) 8 (5,5-27,5) 1,3(1,1-1,6) 15,0 (6,2 - 31,9)
promedio 1,4 16,9 1,7 22,7
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Analisis de Puentes intramoleculares:

Para este analisis se realiz6 el seguimiento de los EHs intra que fueron encontrados
en fase gaseosa y en las soluciones acuosas infinitamente diluidas de disacéaridos. En el
caso de la trehalosa, se analizdo la ocurrencia de los puentes intra O2-H:-O6’,
C5-H---06°, O2’-H:--06 y C5’-H:--06. Se encontré6 que en el sistema menos
concentrado el primero de ellos aparece en menos del 1% de las moléculas de la caja y
llegando apenas al 5% a la mayor concentracion. Estos resultados estan en linea con los
obtenidos para soluciones infinitamente diluidas aunque contradice lo expuesto por
Conrad y Col., quienes reportaron que este EH se forma recién a una concentracion
superior al 50% de disacarido, imposibilitando que estos oxigenos puedan formar EHs
intermoleculares. Sin embargo, como puede verse en la Figura 4.10, en la mezcla al 98%
p/p de trehalosa, los oxigenos mas involucrados en la formacion de enlaces con el agua

(EHs inter) son el O2 y el O6.

En el capitulo 3 se destaco particularmente la existencia del EH C5—H:--O6’ que no
habia sido encontrado en trabajos previos, pero que podria ser importante para fijar la
estructura de la trehalosa en condiciones de escasez de agua. En este estudio de DM se
encontrd que a una concentracion del 50%, aproximadamente el 9% de ellas forma este
enlace C5—-H:-O6’ con una ocupacion media de 3,5 %. Para las mezclas al 80% y 98%
p/p, la cantidad de moléculas que presentaban este tltimo enlace aument6 a 11% y 27%

respectivamente, como asi también la ocupancia, reforzando asi la hipdtesis previa.

Con respecto a la maltosa, el andlisis reveld que a una concentracion del 50% p/p
las moléculas forman los EHs intramoleculares hallados en solucion diluida, C1-H---O3"
y C5-H...06’, en un 91% y 68% respectivamente, aunque estos porcentajes disminuyen
marcadamente al aumentar la concentracion. Por ejemplo, el EH C5-H:--O6” se encontrd
en solo el 9% del total de las moléculas de maltosa del sistema al 98% p/p. Por el
contrario, la cantidad de moléculas que presentaron el EH intra O2-H---O3" hallado en el
cristal, pero no en solucion diluida, aumenta con la concentracion del sistema. La misma
tendencia se observa en los valores de n indicando que este enlace se forma

preferentemente ante la escasez de agua.

Para la sacarosa, al igual que lo informado en el andlisis QTAIM de soluciones
diluidas se hall6 una cantidad de enlaces intramoleculares bastante superior al que ocurre

en los otros dos disacaridos, lo que explica la menor cantidad de puentes intermoleculares
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totales formados por este azucar. Ademas, esto contradice otros estudios que plantean la
desaparicion de los EHs intra del cristal al estar en solucion. En la mezcla al 50% p/p, el
63 % de las moléculas forman el enlace O2g—H--O1f, también hallado en la solucién
muy diluida, este porcentaje desciende hasta 2,5 veces en la mezcla mas concentrada. Sin
embargo, a todas las concentraciones, es mayor el porcentaje de moléculas que forman
este enlace con el O1f como dador de protones (forma hallada en el cristal), esto es
O1f—H:--O2g. Estos porcentajes indican que, en una misma molécula, ambos puentes
pueden coexistir, (EH bifurcado) y que la forma hallada preponderante depende de la
concentracion del sistema. El EH, que tiene al O2g como dador de protones, ocurre en el
63% de las moléculas, mientras aquellos en los que el O2g actua como aceptor de
protones se observa en el 80% de las moléculas, indicando que se produce la alternancia
entre uno y otro. Los demas EHs encontrados son del tipo C-H:-O, tales como
C4f—H---O5g y C6f—H:---O5g, sin embargo, la proporcion de moléculas que lo forman es
relativamente baja. Al aumentar la concentracion al 80% p/p, se encontr6 que los puentes
O3f-H---Olg, O1f-H---O2g y sus formas dador/aceptor intercambiadas, estan presentes en
una menor cantidad de moléculas, no obstante, el porcentaje de ocupacion de dicho enlace
se incrementa hasta un valor de alrededor del 50% para todos los EHs mencionados.
Respecto al ultimo EH intra mencionado, solo el 33% de las moléculas que lo presentan
han formado también el puente inverso durante el tiempo de anélisis. Por otra parte, se ha
encontrado un incremento en la cantidad de moléculas que forman el EH O5g---H-O6f,
con una ocupacion promedio de 69%. Estos resultados indican que para la concentracion
al 80% p/p, las moléculas de sacarosa tienen mas oxhidrilos disponibles para formar
enlaces con el agua o con otra molécula de la caja y también dan cuenta del mayor nimero
de EHp.a de la sacarosa con respecto a la trehalosa, por otra parte el hecho de que forme
menos EHs.s a pesar de la mayor disponibilidad de OH, indica la preferencia a unirse al
agua antes que a otra molécula de sacarosa. Con respecto a los EH del tipo C-H:--O, se ha
encontrado que la cantidad de moléculas que forman el EH, O5g:--HC6f se incrementa

ligeramente.

Estos resultados nos permiten concluir que la menor cantidad de EHs intermoleculares,
S-A y S-S que presenta la sacarosa se debe a que al formar un mayor nimero de EHs

intramoleculares quedan disponibles menos OH para formar EHs intermoleculares.
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Dinamica de los reactantes de Maillard

El andlisis de las interacciones establecidas por la glucosa y lisina entre si, es un
factor importante a tener en cuenta. Como se mencionara anteriormente, los grupos
reductores de los azucares, tales como la glucosa, pueden reaccionar con el grupo amino
de proteinas para formar glucosil aminas N-sustituidas, lo que constituye el primer paso
de la serie de reacciones de Maillard. Dado que la metodologia de dindmica molecular
usada no permite determinar la existencia de una reaccién quimica, se realizo el
seguimiento de los EHs establecidos entre las moléculas de glucosa y lisina. El hecho de
que existan estas interacciones, aumentaria la probabilidad de que se produzca una
reaccion entre ambas sustancias. Para el andlisis de las interacciones entre reactantes de
Maillard fueron considerados los EHs O-H:-O y N-H---O. La tabla 4.7 reporta el nimero
promedio de enlaces Glucosa-Lisina por unidad de molécula de reactante <EHg.1> (dado
por 2 * EH;_;/Ng, esto es, la cantidad de enlaces de hidrégeno EHsg., y EHsig,
multiplicado por dos y dividido por el total de moléculas de glucosa y lisina, los reactantes
de Maillard). También se informa el nimero promedio de enlaces Reactantes-Disacarido
por unidad de Reactante <EHgi-p> (calculado segiin EHg /;_p/Ng). Las tablas 4.8 y 4.9
muestran las estadisticas correspondientes a los tiempos de vida y porcentaje de
ocupacioén de estos enlaces. Dada la poca cantidad de moléculas de reactantes contenidas
en cada caja de simulacion, y a efectos de hacer mas significativo el calculo estadistico,
el tiempo de evaluacion considerado fue de 2 ns. Ademas, debido a que se duplico el
tiempo de analisis respecto al usado con los disacaridos, se utilizé un cutoff de 1,5 para

la ocupacion.

Los datos de la tabla 4.7 muestran que para una concentracion al 50% p/p de
disacéridos, practicamente no se forman EHs entre glucosa y lisina. Mientras que para
una concentracion al 80% p/p de trehalosa se observa la ocurrencia de un tinico EH por
molécula de reactante. Mas interesante resulta, observar lo que ocurre en las matrices de
los dos disacaridos habitualmente usados en la preservacion de biomateriales, trehalosa y
sacarosa, se encontrd que, en las mezclas al 98% p/p de disacarido, esto es, con un
contenido de agua al 0,5% p/p -valor habitual en productos desecados o liofilizados- sdlo
en la matriz de sacarosa se encontraron EHs entre los reactantes. De acuerdo a la hipotesis

planteada previamente, la ausencia de EHg.1 en la matriz de trehalosa indicaria que la
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posibilidad de que ocurran las indeseadas reacciones de pardeamiento no enzimatico se
ven reducidas, mostrando la mejor capacidad bioprotectora de la trehalosa.

Con respecto a los EHs entre disacéaridos y reactantes, se ha encontrado que para
una concentracion al 50% p/p la trehalosa y maltosa forman casi el mismo nimero de
enlaces y apenas uno mas que la sacarosa. El tiempo de vida y porcentaje de ocupacion
(ver tabla 4.8) es también mucho menor para la sacarosa. Para las mezclas al 80% p/p, la
trehalosa y maltosa forman casi el mismo numero de enlaces y uno menos que la sacarosa,
mientras que el tiempo de vida y porcentaje de ocupacioén es mucho menor en el caso de
la trehalosa, indicando que a esta concentracion la trehalosa forma enlaces menos
duraderos. Finalmente, podemos ver que la mayor diferencia en el nimero de enlaces se
encuentra para una concentracion al 98% p/p, en la que se forman 4, 7 y 5 EHs con
trehalosa, maltosa y sacarosa, respectivamente. Los tiempos de vida media y los
porcentajes de ocupacion de estos enlaces aumentan en el orden trehalosa < sacarosa <
maltosa (ver tabla 4.8), indicando que la trehalosa, también a esta concentracion, forma

menor nimero de enlaces y menos duraderos con los reactantes glucosa y lisina.

Tabla 4.7: Numero promedio de EH establecidos entre los reactantes glucosa-lisina <EHg.1> y

disacarido-reactantes (glucosa/lisina) <EHg/.p>, por molécula de reactante.

<EHg.1> <EHg/L-p>

Op =50 %

T 0,2 4,0

0,2 3,8

S 0,3 3,4
Op= 80 %

T 0,9 2,7

M 0 3,5

S 0 3,7
Op=98 %

T B 4,5

~ 7,3

S 0,9 5,5
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Tabla 4.8. Mediana de los tiempos de vida media (tgy ) y ocupancia (n) de los EH del tipo O-

H--O y N-H-O formados por los reactantes glucosa (G) y lisina (L) con los correspondientes

disacdridos (D). Entre paréntesis se indican el primer y tercer cuartil.

<EHgL-p>
Disacarido Tyg (PS) n (%)
Op=50 %
T 592,6-143) 14,5 (5,6 — 48,0)
promedio 453 32,3
M 5,7(2,8-16,1) 23,8 (5,9—-58,0)
promedio 61,4 35,1
S 452,3-104) 13,1 (4,6 — 54,7)
promedio 24,2 31,1
Op= 80 %
T 2,8 (1,7-6,8) 16,7 (8,1 —51,7)
promedio 7,7 31,6
M 2,8 (1,5-20,4) 34,8 (7,6 —92,9)
promedio 57,3 47,9
S 2,2 (1,5-33,5) 38,7 (11,0 -93,7)
promedio 104,0 50,5
Op=98 %
T 2,5(1,5-8,0) 11,9 (4,7 - 33,4)
promedio 40,9 25,1
M 4,2 (1,5-177,4) 65,6 (23,7 —98,6)
promedio 186,3 62,2
S 5,7(1,5-179,7) 50,7 (16,8 — 96,7)
promedio 139,2 57,3
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4.4 Conclusiones

En este capitulo, se llevaron a cabo simulaciones de dindmica molecular de

soluciones acuosas de diferentes concentraciones de trehalosa, sacarosa y maltosa en

presencia de reactantes de Maillard, glucosa y lisina. De los resultados obtenidos

podemos resumir las siguientes conclusiones.

v

v

Mediante el seguimiento de los d&ngulos diedros del enlace interglicosidico, hemos
podido ver que la trehalosa es la que presenta una mayor rigidez conformacional.
Para todas las concentraciones estudiadas, el coeficiente de difusion de los
disacaridos son mucho menores que el del agua.

El agua difunde mdas rapido en la matriz de trehalosa para todas las
concentraciones.

La cantidad de enlaces de hidrogeno entre disacaridos es siempre menor para la
sacarosa. Esto se debe a que la sacarosa es la que presenta un mayor niimero de
enlaces de hidrogeno intramoleculares y asi, tiene menos oxhidrilos disponible
para formar puentes intermoleculares.

En las mezclas mas concentradas, la trehalosa evita, de manera mas eficiente el
contacto entre los reactantes de Maillard reduciendo la posibilidad de ocurrencia
de las indeseadas reacciones de pardeamiento no enzimatico.

Finalmente podemos concluir que la rigidez estructural que exhibe la trehalosa
influye fuertemente, tanto en la movilidad traslacional como en las interaciones
de enlaces de hidrogeno que la misma establece. Si bien la cantidad de enlaces
que esta forma con el agua no difieren significativamente con la de la sacarosa y
maltosa, el notablemente menor tiempo de vida media y de porcentaje de
ocupacion indican que los enlaces se rompen y forman continuamente. Este
continuo intercambio de moléculas de agua alrededor de la molécula de trehalosa
se ve favorecido ademads por la mayor movilidad de agua en su matriz. Asi, la
rigidez que exhibe la trehalosa, al parecer impide que las moléculas de agua se
reorganicen para mantener el indice de coordinacion tetraédrico necesario para la
formacion de hielo y explicaria el mecanismo molecular que hace de la trehalosa

un mejor agente bioprotector.
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Figuras anexas:
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En este trabajo, los disacaridos trehalosa, sacarosa y maltosa han sido estudiados
comparativamente mediante calculos de estructura electronica y dindmica molecular. El
objetivo ha sido tratar de explicar el mecanismo de bioproteccion de los azlicares y los
factores que determinan la capacidad superior de la trehalosa como agente de
bioproteccion.

En fase gaseosa, y en soluciones acuosas diluidas se realizé un detallado anélisis de
las interacciones de enlaces de hidrogeno usando la Teoria Cudntica de Atomos en
Moléculas (QTAIM) sobre funciones de onda obtenidas al nivel B3LYP/6-311++G**,
En fase gaseosa también se estudiaron las dos formas di-hidratadas mas comunes de la
trehalosa y la forma anhidra obtenida por remocion de las moléculas de agua. Las
interacciones de transferencia de carga involucradas en los EHs y los efectos anoméricos
(exo- y endo-anoméricos) fueron examinados mediante un andlisis de los orbitales
naturales de enlace (NBO).

El método de simulacion de dinamica molecular fue aplicado en vacio, en
soluciones acuosas infinitamente diluidas y en mezclas con diferentes concentraciones de
disacaridos en presencia de los més simples reactantes de Maillard, glucosa y lisina.

De los resultados obtenidos se pudieron extraer las siguientes conclusiones.

e El oxigeno glicosidico no estd involucrado en EHs en ninguna de las formas de la
trehalosa. Este enlace ademads esté4 protegido por un EH intramolecular bifuncional, el que
concluimos, actia como mediador del plegamiento de la trehalosa en condiciones de
escasez de agua.

e Lasacarosa es el tnico caso en el que el oxigeno exociclico participa en un EH, y
también es el disacarido que forma un mayor nimero de EHs intramoleculares dejando
menos grupos oxhidrilos disponibles para formar EHs intermoleculares.

e En soluciones acuosas diluidas la trehalosa forma un mayor numero de EHs con
el agua, que la sacarosa y maltosa, pero estos enlaces son de muy corta duracion.

e  Una hidrataciéon practicamente nula es observada en torno al oxigeno glicosidico
de la trehalosa y sacarosa, mientras que, en la maltosa, probablemente debido a que posee
una estructura mas abierta, presenta un valor cercano a uno. Esto favoreceria la ruptura
del enlace glicosidico y sumado al hecho de que la maltosa es un azucar reductor, explica
el hecho de que sea el menos eficiente como agente bioprotector.

e A partir del estudio de dindmica molecular, tanto en solucion diluida como en las

mezclas concentradas se ha visto que la trehalosa tiene mayor rigidez conformacional
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alrededor del enlace glicosidico. Esta mayor estabilidad del angulo formado por el enlace
glicosidico, aun al disminuir el contenido de agua, seria otra de las causas del mayor
efecto bioprotector de la trehalosa respecto a los demas disacédridos. Si bien no se ha
simulado en esta tesis, este también seria el mecanismo de proteccion de las proteinas
impidiendo que las mismas se desnaturalicen al ser sometidas a deshidratacion. Las
moléculas de trehalosa unidas mediante EHs, debido a su rigidez conformacional,
actuarian como un “marco o cubierta” del entorno de estas proteinas, en linea con la
conocida hipotesis de “reemplazo de agua™.

e La cantidad de EHs totales de trehalosa permanece constante en las mezclas de
diferentes concentraciones. A medida que disminuye el contenido de agua, la trehalosa
reemplaza los EHt.a por EHt.1, manteniendo asi no solo el numero de enlaces por
oxhidrilo, sino también la estructura de la matriz vitrea.

e También encontramos que la trehalosa, cualquiera sea la concentracion de la
mezcla forma enlaces mas labiles con el agua. Esto es, los enlaces se forman y rompen
mas rapidamente que en los otros azticares. Podemos concluir que este rapido intercambio
de moléculas de agua en su entorno evita que las mismas alcancen el grado de
coordinacion tipico del hielo, es decir cuatro HBs por cada molécula de agua retardando
la formacion y crecimiento de estos cristales. Esto es la trehalosa tiene mayor efecto
desestructurante.

e En el sistema de maxima concentracion de trehalosa, no se encontraron
interacciones de EHs entre glucosa y lisina en todo el tiempo de analisis, lo que nos lleva
a concluir que la trehalosa, evita que los reactantes se aproximen y asi dar inicio a las
reacciones de pardeamiento.

Estas observaciones nos permiten concluir que la trehalosa presenta caracteristicas
unicas que la diferencian de maltosa y sacarosa a pesar de compartir la misma férmula
molecular. La mayor habilidad bioprotectora de la trehalosa no puede ser explicada por
un unico factor, sino que es el resultado de varios factores actuando sinérgicamente y
fundamentalmente debido a la dindmica que la misma induce sobre la matriz en la que
estd presente. Asi, la capacidad superior para proteger estructuras biologicas de la
trehalosa estd dada por una alta temperatura de transicion vitrea. Su tendencia a formar
cristales dihidratados, que impide, ademas, que esta temperatura se modifique
significativamente al agregar pequenas cantidades de agua a su matriz. La mayor rigidez
conformacional, por otra parte, modula su comportamiento dindmico, el del agua y el de

otros componentes presentes en su matriz.
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INDICE DE ABREVIACIONES

Tg: temperatura de transicion vitrea

QC: Quimica computacional

MEE: métodos de estructura electronica

DFT: métodos de los funcionales de la densidad

OAs: orbitales atdbmicos

DZ: doble zeta

TZ: triple zeta

PBC: Condiciones periodicas de contorno (Periodic Boundary Conditions)

DM: Dinamica molecular

NVE: ensamble microcanodnico (niimero de particulas, volumen y energia constante)
NVT: ensamble canonico (nimero de particulas, volumen y temperatura constante)

NPT: ensamble isotérmico-isobarico (nimero de particulas, presion y temperatura

constante)

AIM: Teoria de Atomos en Moléculas (Atoms in Molecules)
NAO: orbitales atdbmicos naturales.

NHO: orbitales naturales hibridos.

NBO: orbitales naturales de enlace.

IHTC: interacciones hiperconjugativas de transferencia de carga)
NBR: non-enzymatic browning reaction

G: glucosa.

L: lisina

T: trehalosa

M: maltosa
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S: sacarosa

A: agua

O: oxigenos

Oa: oxigenos del agua

EHs: Enlaces de hidrogeno

D: coeficiente de difusion traslacional

Dp: coeficiente de difusion traslacional del disacarido
Dr: coeficiente de difusion traslacional del trehalosa
Dwm: coeficiente de difusion traslacional de maltosa
Ds: coeficiente de difusion traslacional de sacarosa
Da: coeficiente de difusion traslacional del agua

Dq: coeficiente de difusion traslacional de glucosa
Dv: coeficiente de difusion traslacional de lisina
MSD: desplazamiento cuadratico médio

<E>: nimero promedio de enlaces de hidrogeno intermoleculares

<EHb-a>: nimero promedio de enlaces de hidrogeno intermoleculares disacarido-agua

y viceversa

PCEs: Puntos criticos de enlace

p(re): densidad electronica

V?p(re): Laplaciano de la densidad electronica
g : elipticidad

G(rc): energia cinética

V(rc): energia potencial

H(r.): energia total

E2: energia de perturbacion de segundo orden
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IHTC: interacciones hiperconjugativas de transferencia de carga IHTC
DE (0): Desviacion estandar

RDFs: funciones de distribucion radial.
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