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Resumen

El estudio de las interacciones no covalentes nace practicamente al mismo
tiempo que se comienza a desarrollar la fisicoquimica moderna; de hecho, las
leyes que utilizamos para describirlas aun hoy en dia fueron establecidas por
Van der Waals a finales del mil ochocientos. Sin embargo, en la base de este
trabajo subyace la hipétesis de que todavia queda mucho por entender,
particularmente en lo que refiere a interacciones electrostaticas en medios
acuosos.

La realidad es que la ciencia moderna avanza rapidamente hacia el tratamiento
de probleméaticas cada vez mas complejas (por ejemplo, el estudio de sistemas
biol6gicos, materiales de dimensiones nanométricas, etc.) con mas y mejores
herramientas metodoldgicas. Hoy en dia contamos, por ejemplo, con la
capacidad de estudiar sistemas quimicos con detalle atdbmico. Lo que
proponemos en este trabajo es, inicialmente, la reinterpretacion de esas
primeras leyes fundamentales, a la luz de los nuevos descubrimientos y luego,
la implementacion de ese nuevo formalismo para el abordaje de las
problematicas complejas antes mencionadas.

En definitiva, planteamos una mirada integradora de los interrogantes
cientificos modernos en este campo, conceptualmente elaborada a partir de los
principios fisicos béasicos que ordenan la naturaleza, como alternativa a una
serie de normas de origen mas bien fenomenoldgico, frecuentemente utilizadas
en el presente para su interpretacion. Este enfoque fenomenolégico, no solo
ensombrece la construccion del conocimiento universal, sino que, incluso,
puede llegar a significar un desperdicio de recursos, dada la inherente
limitacion en la aplicabilidad de sus conclusiones. Para ilustrar esta situacion
basta mencionar que actualmente se ha invertido mas esfuerzo de la
comunidad cientifica en mejorar los métodos basados en el escrutinio de
grandes bases de datos para estudiar, por ejemplo, actividad de farmacos,
prediccibn de estructuras proteicas, etc., que en generar conceptos que

permitan un acercamiento inteligente a estas cuestiones.



Tal vez la primera pregunta que operd como impulso de todo lo que en este
trabajo se expone es, simplemente, ¢ por qué son relevantes las interacciones
electrostéaticas en un medio con constante dieléctrica tan alta como el agua?

Es una pregunta relativamente simple, ciertamente no del todo original, pero
sepultada sin una respuesta concluyente en los anales histéricos de la ciencia.

Para responder a esta pregunta y a varias de sus derivaciones de mayor
complejidad nos adentramos en un camino conceptual que comienza en los
estudios de las caracteristicas de estructuracion local y dinAmica del agua pura,
luego explora las diferencias de comportamiento del agua en entornos
superficiales y nanoconfinados, identificando los factores del entorno
fisicoquimico que gobiernan las propiedades locales del solvente. Mas adelante
estudiamos interacciones electrostaticas de sistemas modelos en agua,
alternando sistematicamente las condiciones del entorno quimico, segun lo
aprendido con antelacion y, finalmente, sometimos a prueba todos estos
criterios en sistemas biolégicos complejos en solucién acuosa.

Los resultados aqui obtenidos contribuyen a la desambiguacién de una
dialéctica establecida en torno al concepto de hidrofobicidad. Entendiendo que,
en definitiva, la hidrofobicidad de una superficie se define en funcién de su
efecto sobre el solvente. Asimismo, sefialamos que este efecto se encuentra
cifrado en una variedad de caracteristicas de la superficie, tales como la
densidad superficial de interacciones de Van der Waals, la curvatura local, y no
solo la identidad quimica de la superficie (su polaridad). Llegamos a la
conclusion, también, de que, una vez entendido el efecto que tiene una
superficie hidrofébica sobre el agua en su vecindad, se puede afirmar que un
entorno hidrofébico optimiza las interacciones de carga en agua.

Finalmente, demostramos que la exclusiva consideracion del efecto del
solvente sobre interacciones no covalentes (particularmente puentes de
hidrogeno intramoleculares), sin incluir de manera explicita las interacciones
tradicionales, permite predecir con éxito tanto la unién de proteinas a sustratos,

como los mecanismos estructurales que gobiernan la regulacion alostérica.



Abstract

The study of non-covalent interactions begins practically at the same time as
the development of modern physicochemistry; in fact, the laws that we use to
describe them even today were established by Van der Waals at the end of the
eighteen hundreds. However, at the basis of this work lies the hypothesis that
much remains to be understood in this field, particularly in regard to electrostatic
interactions in agueous media.

The reality is that modern science is moving rapidly towards the treatment of
increasingly complex problems (for example, the study of biological systems,
materials of nanometric dimensions, etc.) with more and better methodological
tools. Today we have, for example, the ability to study chemical systems with
atomic detail. What we propose in this paper is, initially, the reinterpretation of
these first fundamental laws, in light of the new discoveries and then, the
implementation of this new formalism to address the complex problems
mentioned above.

In short, we propose an integrating view of the modern scientific questions in
this field, conceptually elaborated from the basic physical principles that order
nature, as an alternative to a series of rather phenomenological norms,
frequently used at the present for its interpretation. This phenomenological
approach not only overshadows the construction of universal knowledge, but
can even mean a waste of resources, given the inherent limitation in the
applicability of its conclusions. To illustrate this situation it is enough to mention
that currently more effort has been invested by the scientific community to
improve the methods based on the scrutiny of large databases to study, for
example, drug activity, prediction of protein structures, etc., that in generate
concepts that allow an intelligent approach to these issues.

Perhaps the first question that worked as an impulse for everything that is
exposed in this paper is, simply, why are electrostatic interactions in a medium
with dielectric constant as high as water relevant?

It is a relatively simple question, certainly not entirely original, but buried without

a conclusive answer in the historical annals of science.



To answer this question and several of its more complex derivations, we enter a
conceptual path that begins with studies of the characteristics of local and
dynamic structuring of pure water, then explores the differences in water
behavior in surface and nanoconfined environments, identifying the
physicochemical environment factors that govern the local properties of the
solvent. Later we study electrostatic interactions of model systems in water,
systematically alternating the conditions of the chemical environment, as
learned in advance and, finally, we tested all these criteria in complex biological
systems in aqueous solution.

The results obtained here contribute to the disambiguation of a dialectic
established around the concept of hydrophobicity. Understanding that, in short,
the hydrophobicity of a surface is defined in terms of its effect on the solvent.
Likewise, we point out that this effect is found in a variety of surface
characteristics, such as the surface density of Van der Waals interactions, the
local curvature, and not only the chemical identity of the surface (its polarity).
We also conclude that, once we understand the effect that a hydrophobic
surface has on water in its vicinity, we can affirm that a hydrophobic
environment optimizes the electrostatic interactions in water.

Finally, we demonstrate that the exclusive consideration of the effect of the
solvent on non-covalent interactions (particularly intramolecular hydrogen
bonds), without explicitly including traditional interactions, allows to successfully
predict both the binding of proteins to substrates and the structural mechanisms

that govern the allosteric regulation.
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Capitulo 1

Introduccioén

A lo largo de este trabajo intentaremos abordar, de una manera paulatina y
sistematica, los complejos mecanismos que gobiernan las fuerzas no
covalentes, tanto inter como intra moleculares en medio acuoso.
Particularmente nos focalizaremos en aquellas interacciones involucradas en
procesos tales como el autoensamblado molecular, la interaccién vy
reconocimiento molecular, el ordenamiento estructural de proteinas, etc.
Resulta relevante para la comprension de la forma en que se organiza esta
tesis, mencionar que se trata de una tarea de deconstruccion de estos
mecanismos y de una posterior reorganizacion de sus componentes en orden
creciente de complejidad. El entendimiento de estos mecanismos de
modulacién de las interacciones no covalentes en agua es de vital relevancia,
principalmente en campos como la biotecnologia, la medicina, la ciencia de
materiales, etc.

Las pretensiones originales de este proyecto consistian en revelar el papel que
juega el agua en procesos bioldgicos relevantes, tales como el plegamiento y
binding de proteinas, el funcionamiento de los sitios de unién, regulacién
alostérica, etc. Sin embargo, una observacion un poco mas profunda sobre
estas problematicas, demostré que existe una dimension casi dialéctica en la
definicion del caso de estudio. Esta naturaleza dialéctica del problema se pone
de manifiesto inmediatamente al considerar que el efecto que tiene el agua
sobre las interacciones no covalentes depende, en gran medida, de la
organizacion del propio solvente a su alrededor. Como veremos mas adelante,
el comportamiento del agua se ve a su vez, fuertemente modificado segun el
entorno en el que se encuentre confinado.

Segun lo antes expuesto, la Gnica solucion posible a un problema dialéctico de
este tipo es el establecimiento de un principio denominado sintesis para el cual
es posible, incluso, desarrollar nuevos conceptos que faciliten la
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desambiguacién y corten el circulo infinito de revision de la tesis una vez
descubierta su antitesis (ver dialéctica hegeliana’?).

El agua es el solvente por excelencia en la tierra. Su simpleza molecular, su
abundancia y su ubicuidad le confieren un interés particular desde los
comienzos de la investigacion cientifica. Sin embargo, aun en estos dias,
muchas de sus cualidades permanecen incomprendidas. Pese a su simpleza
molecular, es su capacidad de organizacién colectiva lo que le confiere un
abanico interminable de comportamientos. De hecho, es su pequefio tamafo,
el alto momento dipolar y la capacidad de formar puentes de hidrogeno lo que
le otorgan las variables necesarias para construir esa gama de propiedades,
muchas veces contraintuitivas, que constituyen la dificultad de su estudio.

Para ilustrar el grado de incomprension de las propiedades fisicoquimicas del
agua es suficiente mencionar que, aun hoy, hay varios interrogantes sobre el
comportamiento y la estructura del agua pura liquida en distintas condiciones
de presion y temperatura. Si a eso le agregamos las incertidumbres de
considerar efectos tales como el confinamiento, interaccidbn en superficies,
efectos de crowding molecular, etc., es claro que todavia queda un largo
camino por recorrer en el ejercicio de su estudio.

De hecho, uno de los problemas que se encontr6 durante el desarrollo de este
trabajo es, justamente, la dificultad de establecer un criterio claro de lo que
significa hablar del agua de hidratacion. Nos vamos a encontrar muchas veces,
en los sucesivos capitulos, hablando de conceptos tales como hidrofobicidad e
hidrofilicidad, que por convencion, son categorias para clasificar sistemas
fisicoquimicos en funcién del efecto que tienen sobre el agua que los rodea. No
obstante, poco 0 nada existe aun en la literatura que distinga inequivocamente
el agua confinada, segun su comportamiento en estas condiciones.

Como analizaremos méas profundamente a lo largo de las introducciones
tedricas de los sucesivos capitulos, el agua confinada en escala nanométrica
presenta propiedades que distan mucho de aquellas observables en contextos
de agua pura “masiva”’ o bulk. De hecho, en estas condiciones es un absurdo
hablar de propiedades continuas o incluso isotrépicas del agua. Es por este
motivo que, en el contexto de este trabajo, es preciso alternar entre un enfoque

centrado en las caracteristicas del agua y otro abocado a las propiedades
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fisicoquimicas de los sistemas aisladamente, para, finalmente, encontrar los
puntos de unién entre ambos, que satisfagan una teoria mas general.

Antes de continuar con la descripcion del trabajo que se llevé adelante durante
el proyecto de tesis, cabe aclarar que la metodologia utilizada para el abordaje
de todos los temas que aqui se mencionan es la experimentacion
computacional o muchas veces mal llama “investigacion tedrica”.

El método de dindmica molecular (MD) consiste en la simulacion computacional
de sistemas fisicoquimicos con detalle atbmico. La dinamica molecular clasica
se basa en la resolucion de las ecuaciones de movimiento de Newton para
cada particula del sistema, interactuando a partir de campos de fuerza
especificamente disefiados (aproximando de distintas maneras los efectos
cuanticos). Entre las ventajas principales de la dinamica molecular se
encuentra su capacidad por arrojar como resultado trayectorias con detalle
atdmico y, que siempre que se cumpla la hipétesis ergddica, estas pueden ser
utilizadas para determinar las propiedades termodinamicas del sistema. Por
otro lado, por supuesto, este método tiene sus dificultades: en principio la
aproximacion de las propiedades fisicas reales mediante modelos sencillos de
campos de fuerza, en general, se orientan a la reproduccién de algunas
propiedades de interés (y por lo tanto su aplicabilidad es limitada); ademas,
dada la inmensa cantidad de particulas de los sistemas usualmente estudiados,
la resolucién analitica de todas las ecuaciones de movimiento es impracticable,
por lo que se utilizan métodos numeéricos de integracion que también
introducen errores; finalmente, adun con los métodos anteriores para la
simplificacion del problema, los algoritmos de dinamica molecular son
computacionalmente costosos, por lo que el tamafio de los sistemas y el tiempo
de simulacion limitan su aplicacion. Sin embargo, el modelado computacional
de sistemas fisicoquimicos es una herramienta cada vez mas refinada; por un
lado, por el increible incremento de las capacidades de computo disponibles
hoy en dia, pero ademas, por el desarrollo continuo de mejoras de software de
las principales suits disponibles. Actualmente el estudio de sistemas de
dimensiones nanométricas atraviesa un periodo muy interesantes,
caracterizado por la confluencia de técnicas experimentales (antes de alcance

solo macroscopico) y computacionales, que cada vez permiten acceder al
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estudio de sistemas mas grandes y en escalas de tiempo comparables con los
métodos experimentales.

Esta tesis comienza desde el estudio de algunas propiedades de interés
relativas al agua pura, analizando principalmente aquellas que dan cuenta de la
coexistencia de dos estados de organizacion estructural diferente. Este estudio,
ademds, fue realizado de tal manera de explorar las diferencias en el
comportamiento y la estructuracion de dos modelos matematicos de agua
(TIPS5P y SPCE) muy populares, utilizados frecuentemente como agua de
hidratacién para la investigacion de otros sistemas de interés. En el contexto
mas general de la tesis, este estudio no solo brinda informacion de utilidad
sobre el comportamiento del agua, los tipos de estructura esperables en
distintas condiciones, etc., sino que, ademas, otorga algo de practica e intuicion
necesaria en la inspeccién de algunos parametros que mas tarde seran
examinados también en ambientes mas complejos, tales como el indice de
estructura local (o LSI por sus siglas en ingles). En el capitulo correspondiente
a este tema veremos que el entendimiento de las estructuras del modelo de
dos estados, que generalmente son clasificadas como “agua de alta y baja
densidad”, poseen, ademas, una variedad estructural que puede ser relevante
para su estudio en otros contextos.

Aumentando el nivel de complejidad, segun lo previsto, en el siguiente capitulo
se van a analizar las particularidades del agua confinada en espacios
nanomeétricos y subnanométricos, su comportamiento en superficies y como
éstas propiedades se han utilizado para caracterizar quimicamente estos
sistemas. También exploraremos la dificultad que existe para establecer
intuitivamente una relacion entre hidrofobicidad y quimica. Particularmente,
vamos a examinar a fondo el caso del grafeno, cuyo comportamiento, segun
hemos demostrado, tiende a ser mas parecido a los sistemas clasicamente
hidrofilicos, pese a ser utilizado durante mucho tiempo incluso como superficie
modelo de hidrofobicidad.

A continuacion, veremos que establecer el caracter hidrofébico o hidrofilico de
una superficie tiene aun mas aristas que las procedentes del analisis de la
quimica implicada.

Para finalizar los estudios presentados en el capitulo 3, demostraremos la

relacién que existe entre el comportamiento del agua confinada y la geometria
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de las cavidades a las que se la expone. En este sentido, demostraremos co6mo
un sistema de caracteristicas quimicas invariables puede comportarse
draméaticamente distinto, dependiendo del radio de su curvatura superficial.
Hasta aqui habremos alcanzado apenas la superficie de los motivos que
sustentan esta tesis. Como veremos, el tema del agua de hidratacion dista
mucho de lo que supone el dicho popular “claro como el agua”; pero, descubrir
los patrones de comportamiento en estos sistemas conceptualmente sencillos,
nos proporcionard la posibilidad de adentrarnos en terrenos mucho mas
complejos e interesantes.

Como se dijo anteriormente, el agua interviene de un modo para nada trivial en
muchos procesos de ensamblado molecular; de hecho, algunos de estos
mecanismos ocurren como resultado directo de la influencia del agua: por
ejemplo, el denominado “colapso hidrofébico” (descrito mas adelante) sucede
debido a una situacion de compromiso termodinamico por el cual el agua
obtiene una ganancia en entropia tras el ensamble que alcanza para justificar
Su ocurrencia.

El paso siguiente en complejidad, antes de poder afrontar las exigencias
conceptuales que requiere el estudio de sistemas reales como interacciones en
medios biologicos, es la incorporacion de inhomogeneidades locales e
interacciones de largo alcance en sistemas modelo. Este enfoque permite un
estudio sistematico y controlado en el que poder estudiar, no solo el
comportamiento del agua en confinamiento, sino, también, las implicancias del
mismo sobre las interacciones que alli se desarrollan. En este capitulo, que
cumple una funcion trascendental en este trabajo, se tratara de establecer las
relaciones de causalidad que conectan estructura y funcién. A partir de aqui, se
pretende conciliar el doble enfoque hidratacién-binding en uno mas general que
sirva de desambiguacion para la dialéctica mencionada al comienzo.
Finalmente, con el background conceptual y técnico acumulado hasta aqui, se
estudiaran en el Ultimo capitulo algunos procesos de reconocimiento en la
unién de proteinas, conceptos generales sobre regulacion alostérica, defectos
de hidratacion y binding, particularidades de los llamados "hot spots" (o sitios
relevantes para la energia de unién) en proteinas y finalmente, como estas
observaciones podrian ser empleadas en el disefio racional de drogas,
modificacién de proteinas, etc.
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Antes de avanzar sobre el marco teérico pertinente, resta mencionar que cada
articulo publicado durante el periodo de escritura de la tesis tiene su propio
valor cientifico. Es por este motivo que algunas de las caracteristicas que le
agregan valor de divulgacién individualmente quedan un poco por fuera de las
de los objetivos propuestos, pero, aun asi, van a ser incluidos en el cuerpo

conceptual porque son complementarios de los ejes centrales de este trabajo.

Marco tedrico y estado del arte.

Como es de suponer, el agua es probablemente uno de los compuestos
quimicos mas estudiados de la historia de la ciencia. Cientos de papers han
sido publicados, aun contando s6lo aquellos referidos al estudio del agua pura.
Una revision histérica del conocimiento acumulado en esta materia escapa por
mucho el alcance de este trabajo de tesis y es, por lo mismo, muy dificil
establecer el estado del arte. Es interesante mencionar que, todavia en estos
dias, hay literatura imprescindible para el abordaje de estas teméticas escritas
incluso desde los afos setentas.

Si es cierto que, con el desarrollo exponencial de las tecnologias en estos
ultimos afios, sobre todo en lo que refiere a la posibilidad de estudiar sistemas
de dimensiones cada vez mas pequefias, se produjo un salto en la cantidad y
calidad de los trabajos publicados sobre las propiedades del agua pura como
asi también de hidratacion y confinada.

Tanto las mejoras en técnicas experimentales como de modelado
computacional hacen posible el seguimiento de propiedades de escala
molecular, invisibles al medir sus equivalentes de escala macroscépica.

Por todo lo anteriormente mencionado, se presentara aqui un marco teérico
global, haciendo hincapié en aquellos conceptos absolutamente necesarios
para abordar la generalidad de los contenidos de la tesis. Asimismo, cada
capitulo contara con su propia introduccién tedrica, a fines de facilitar su lectura
y de dividir las herramientas conceptuales especificas de un modo mas claro y

eficiente.

El agua: generalidades, estructura y modelado.
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El agua, de formula quimica H,O
es una molécula pequefa, de bajo
peso molecular, constituida por dos
atomos de hidrégeno unidos
Hydrogen  covalentemente al oxigeno

bonds i
formando una angulo de

R

aproximadamente 104° medidos

experimentalmente. Es una
molécula eléctricamente neutra

pero polar, con una concentracion

de densidad negativa sobre
Figura 1: tetraedro de moléculas de agua unidas por oxigeno, que deja una carga parcial
puentes de hidrégeno

positiva sobre los atomos de
hidrégeno.
Mas alla de la estructura de enlaces covalentes de la molécula de agua, gran
parte de sus propiedades se deben a la posibilidad de formacion de los
denominados puente de hidrégeno (HB por sus siglas en ingles)®. El puente de
hidrégeno es una interaccion electrostatica tradicional entre la carga negativa
del oxigeno de una molécula y la carga positiva de uno de los hidrégenos de la
otra, con la particularidad de necesitar de una geometria bastante especifica
para maximizar su eficiencia. Cada molécula de agua tiene la capacidad de
formar cuatro puentes de hidrégeno, dos desde sus hidrogenos deficientes de
electrones y dos a partir de los dos pares de electrones libres sobre el oxigeno.
La caracteristica direccional de los puentes de hidrégeno determina la
formacion de los caracteristicos tetraedros en la estructura del agua. En el
agua solida estos tetraedros se extienden espacialmente para dar forma a la
estructura cristalina, mientras que en estado liquido existe, mas bien, una
estructura tetraédrica local que se ve distorsionada a mayores distancias por
las fluctuaciones térmicas de las moléculas. El agua presenta muchisimas
anormalidades en sus propiedades si se la compara con otras moléculas
semejantes. En gran medida, estas particularidades se deben de uno u otro
modo a las caracteristicas especiales de la red de puentes de hidrégeno que
las conectan. Finalmente, es (til mencionar que la presencia de puentes de

hidrogeno en el agua representa una especie de compromiso termodindmico
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entre la energia del enlace y las restricciones conformacionales que suponen
Sus requerimientos geometricos.

Una de las anomalias en el comportamiento del agua respecto a otras
sustancias similares, de particular interés a lo largo de este trabajo, es su
elevada constante dieléctrica. La capacidad de un material de comportarse
como un buen dieléctrico procede de su potencial para ser polarizado en
presencia de un campo eléctrico. En el caso del agua, la constante dieléctrica
observada es anormalmente alta aun para una sustancia polar. Esto se debe a
gue, mas alla de la capacidad del dipolo de alinearse localmente, existe un
comportamiento cooperativo de alineacion, debido a la transferencia de este
efecto a lo largo de la red de puentes de hidrogeno. Como hemos mencionado
anteriormente, para el entendimiento de muchas de las caracteristicas que
tienen las interacciones en agua, es necesario familiarizarse con las

implicancias de su capacidad para formar puentes de hidrégeno.

o S — e

Figura 2: parametros del modelo de agua

cA eKjimol LA LA qgi(e) qz(e) e° ®°

Modelo
SPC/E_ 3.166 0.650 1.0000 - +0.4238 - 109.47 -
0.8476
TIP3P 3.151 0.6364 0.9572 - +0.4170 - 104.52 -
0.8340
TIP5P- 3.097 0.7448 0.9572 0.70 +0.2410 - 104.52 109.47
Ew 0.2410

Tabla 1: parametros utilizados en los modelos de agua SPC/E, TIP3P y TIP5P-EW.

Antes de explorar las consideraciones tedricas adicionales que se deben hacer

para el estudio del agua en nanoconfinamiento y superficies, solo resta


http://www1.lsbu.ac.uk/water/water_models.html#f
http://www1.lsbu.ac.uk/water/water_models.html#f
http://www1.lsbu.ac.uk/water/ref.html#r3
http://www1.lsbu.ac.uk/water/ref2.html#r180
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mencionar los modelos de agua mas populares entre la comunidad cientifica y
sus particularidades. Como este trabajo se centra en el estudio mediante
experimentos de dinamica molecular (MD), es necesario comprender las
caracteristicas paramétricas de cada uno de los modelos utilizados y como
estos pardmetros resultan en diferencias de comportamiento en las
simulaciones.

En la figura y la tabla anterior se resumen los parametros matematicos
utilizados para la construccion de los modelos que se implementaran a lo largo
de esta tesis®. Como cabe suponer, la variedad de modelos de agua surge
debido a la necesidad de reproducir distintas propiedades medidas
experimentalmente. Por supuesto, a medida que los modelos se complejizan
(como por ejemplo de TIP3 a TIP5) se pueden obtener propiedades medibles
mas cercanas al comportamiento real del agua.

Existe en este sentido toda una gama de modelos que van desde los
denominados de grano grueso (que es una representacion super-simplificada
de la molécula entera) hasta aquellos que simulan, incluso, los movimientos de
polarizacion de cada molécula. No siempre es asi; pero, en general, un mejor
nivel de detalle, reproduce mejor el comportamiento real; sin embargo, al
mismo tiempo, eleva considerablemente los tiempos de coémputo.

Dentro de los modelos mas sencillos, se busca optimizar los parametros para
representar al menos algunas de las propiedades fundamentales, dependiendo
de las necesidades del estudio que se va a realizar. Por mencionar algun
ejemplo, la temperatura de fusién para el modelo TIP3P es de 215Ky, aun asi,
este modelo sigue siendo uno de los preferidos como agua de hidratacion de
sistemas biolégicos. En contraste, TIP5P es un modelo en el que se observa
una buena concordancia con la temperatura de fusion, pero que, entre otras
cosas, no produce hielo hexagonal (Ih) como estructura de hielo mas probable.
El hielo hexagonal es la forma cristalina mas comun de todo el hielo y la nieve
en la naturaleza, constituida por el arreglo tetraédrico de todas las moléculas
de agua en la red.

Agua en superficies y entornos nanoconfinados.
Al lector avezado en los temas que se tratan en esta tesis no le puede pasar

inadvertido el escaso desarrollo de los conceptos generales del marco tedrico
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que aqui se describe. Afortunadamente también sabra que no es posible
discutir (ni siquiera citar) todo el abanico que conforma el conocimiento
acumulado a lo largo de la historia. En todo caso, cabe mencionar que lo que
aqui se detalla es simplemente un recorte arbitrario del estado general del
conocimiento sobre el agua, sesgado por las propias necesidades de este
trabajo.

El comportamiento del agua, tanto en interfaces como confinada en espacios
nanométricos, es radicalmente diferente de aquel que se observa en agua pura
masiva (de aqui en mas “bulk”). Este desvio de sus propiedades respecto de
las esperables macroscopicamente ya lleva algan tiempo en el bagaje de
conocimiento cientifico general y, de hecho, ha sido extensivamente probado
experimentalmente y sujeto a discusién teérica™*2.

Para entender lo que ocurre en el confinamiento a esa escala es necesario
poder imaginarse lo que “siente” cada molécula individualmente y poder
abstraerse de las propiedades macroscépicas a las que la intuicién puede guiar
naturalmente.

No es dificil suponer en este punto, que de nuevo, las diferencias en
comportamiento del agua confinada estan intimamente relacionadas con la
capacidad de formaciéon de puentes de hidrogeno bajo estas circunstancias
especiales. En efecto, lo que ocurre en condiciones de interaccion interfacial es
que las moléculas de agua entran a un estado de compromiso estructural y
termodinamico por el cual se ponen en conflicto varios factores: primero la
limitacién espacial de no poder acomodar los cuatro puentes de hidrégeno
caracteristicos que mencionamos anteriormente, segundo la capacidad de
interaccionar con la superficie sobre la que hace contacto y, finalmente, las
restricciones conformacionales que resultan de maximizar los dos factores
anteriores. Se podria decir que los primeros dos casos se relacionan con
factores entélpicos del proceso mientras que el dltimo tiene que ver mas con el
sacrificio en entropia que se produce.

Como veremos en el capitulo especifico en el que se tratan estos temas, la
permutacion de estos tres factores da lugar a fuerzas muy importantes en
sistemas nanoconfinados. De hecho, desde los inicios de la investigacion de
las caracteristicas fisicoquimicas que producen estos cambios en el
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comportamiento del agua, se ha hecho un esfuerzo muy grande por clasificar
las superficies segun el efecto que producen.

Basicamente las superficies se pueden clasificar en “hidrofilicas” o
“hidrofébicas” que significan literalmente “amantes o temerosas del agua”
respectivamente. De cualquier modo, ya se puede entrever que los limites no
son tan claros en esta division binaria. En teoria, todas las superficies deberian
comportarse de una u otra forma, esto es, interaccionar o no con el agua; sin
embargo, la realidad es un poco mas compleja que esto. Hoy en dia, como
demostraremos en parte en nuestro trabajo, no existen lineamientos claros
para predecir, a ciencia cierta, el comportamiento de una determinada
superficie en agua. Se sabe, no obstante, que el comportamiento del agua

depende al menos de dos factores’:

la topografia y la quimica de la
superficie. En general, una geometria superficial mas rugosa incrementa su
hidrofobicidad y una quimica de caracteristicas mas polares incrementa la
hidrofilicidad.

Curiosamente, una gran parte de los conocimientos que se van acumulando
respecto de los efectos del agua en confinamiento proceden de una amplia
gama de disciplinas, en principio porque, una vez reconocida la importancia de
su efecto, son las propias necesidades de su entendimiento en campos como
la biologia molecular, la biofisica, la farmacéutica, la ciencia de materiales, etc.
las que impulsan su desarrollo. Por supuesto, una vez entendida su relevancia,

4,5,7,10,14-19 de

también existen revisiones tedricas los comportamientos

observados experimentalmente.

Hydrophobic Hydrophilic
Surface Surface
0

\ v

Figura 3: angulo de contacto (o angulo de gota) utilizado para caracterizar el grado hidrofobicidad
en superficies. Izquierda: superficie hidrofébica (8 > 90°). Derecha: superficie hidrofilica: (8 < 90°)

Sin embargo, pese a los esfuerzos por comprender la naturaleza del
comportamiento del agua confinada, existen preguntas fundamentales que no

han podido ser completamente respondidas: ¢ cuanto se extiende el efecto de



24

la superficie sobre el agua?, ¢ es homogéneo el comportamiento en superficies
0 es preciso pensar en contextos de hidrofobicidad local?.Si no se trata de
fendmenos isotropicos, ¢qué analisis permiten calificar univocamente la
hidrofobicidad de una superficie? Como veremos mas adelante, se han
documentado casos de superficies polares comportandose hidrofébicamente®
y otras, completamente apolares, mostrando un caracter hidrofilico (ver capitulo
3). En todo caso, empieza a resultar una obviedad que la observacion de
caracteristicas “continuas” de los sistemas no alcanzan para describirlos
completamente (por ejemplo, el angulo de gota tantas veces utilizado puede

derivar en conclusiones equivocadas®)

Naturaleza de las interacciones no covalentes, la importancia del
medio:

A grandes rasgos, se denomina interacciones no covalentes a aquellas uniones
intra o inter moleculares en las que no se comparten electrones. Dentro de esta
clasificacion se enmarcan principalmente todos los tipos de interacciones
electrostéticas pero, también, aquellas mas dificilmente catalogables como, por
ejemplo, el efecto hidrofdbico.

Lennard Jones
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Figura 4: potencial de interaccién de Lennard-Jones
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En el contexto de la dinamica molecular, estas interacciones son a menudo
simplificadas para facilitar su consideracién mateméatica. El caso mas evidente
es el de las llamadas interacciones de Van der Waals o interacciones de corto
alcance. Las interacciones de Van der Waals surgen de la interaccion
electrostética instantdnea de los distintos componentes de los sistemas
fisicoquimicos y estan presentes en todos ellos. En simulaciones de dindmica
molecular, estas interacciones se simplifican, ajustdndolas a un potencial que
reproduzca los efectos observados experimentalmente a un bajo costo
computacional; por lejos el potencial mas utilizado es el de Lennard-Jones o
potencial 6-12.

Como puede verse en la figura 4, las interacciones de Lennard-Jones se
caracterizan por tener una fase atractiva débil, que decrece rapidamente con la
distancia (a la sexta potencia) y una parte repulsiva fuerte que aumenta adn
mas rapidamente con la distancia inter particula.

Si bien es imprescindible mencionar en el marco teorico las caracteristicas de
las interacciones de Van der Waals, esta tesis estd mas focalizada en el
entendimiento de otros tipos de interacciones no covalentes: el puente de
hidrogeno y la interaccion entre cargas.

En el caso de las interacciones de carga, se siguen en dindmica molecular los
mismos principios de aplicacion de la ley de Coulomb de cargas estacionarias,
esto es:

1 lq,9,]
2

F =
4 e, r

Siendo ¢gla permitividad eléctrica en el vacio, “g” las respectivas cargas y “r’ la
distancia entre ellas. Como puede observarse, las interacciones de carga o
couldmbicas decaen mucho mas lentamente con la distancias que las de Van
der Waals. Otra caracteristica importante en la historia de la implementacion de
la ley de coulomb en medios materiales (condiciones distintas de las de vacio)
es la incorporacion de un término adicional en el denominador llamado
“permitividad relativa” o “constante dieléctrica”.

La constante dieléctrica es un término que surge de la observacion

experimental del comportamiento de los campos eléctricos en medios
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materiales y bésicamente da cuenta de la magnitud del efecto del material
respecto de la intensidad de ese mismo campo medido en vacio. Pese a ser la
constante dieléctrica una propiedad de los materiales conocida por mucho
tiempo, aun hoy en dia tiene a ser olvidada cuando se estudian problemas de
interaccion electrostatica. En particular nos interesa estudiar aqui el caso del
agua como medio de interaccion. De hecho, como se menciond con
anterioridad, el agua presenta una constante dieléctrica inusualmente alta
(aproximadamente 80 a temperatura ambiente); lo que en principio podria dar a
entender que las interacciones de carga en agua son irrelevantes. No obstante,
se sabe que la mayor parte de las interacciones en medios bioldgicos (i.e

acuosos) ocurren con mediacién de residuos cargados® >

. ¢Como es esto
posible? La respuesta a esa pregunta puede aproximarse entendiendo el
origen molecular de la constante dieléctrica.

La polarizacién de sistemas liquidos polares, se debe principalmente a la
orientaciéon de los dipolos moleculares. En general, cuanto mayor sea la
polaridad molecular del liquido, mayor serd su constante dieléctrica. Este tipo
de comportamiento fue descrito con bastante éxito por Onsager a finales de los

afios treinta.
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Figura 5: izquierda: esquema tipico de polarizacién de sistemas polares en presencia de un campo
eléctrico externo. derecha: esquema mas realista de alineacién con el campo.

Sin embargo, rapidamente se comprob6 que el tratamiento de Onsager no
alcanzaba para describir el comportamiento dieléctrico de liquidos "asociados",
particularmente, que no podia predecir la elevada constante dieléctrica del
agua (€agua = 80, €acetona= 20.7, Eacetoniio= 37.5). Mas adelante, estudios
publicados por Kirkwood® y Frohlich®, extienden la interpretacién de Onsager,

teniendo en cuenta la interaccion entre moléculas vecinas del liquido. Asi, para
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sustancias como el agua; con una inusual capacidad para asociarse
tridimensionalmente por puentes de hidrogeno; la capacidad de polarizacién vy,
por lo tanto, la constante dieléctrica; se ven incrementadas. Para no extender
esta explicacion de cardcter introductorio, esto se puede interpretar
resumidamente como un aumento de la polaridad conjunta del solvente,
respecto del momento dipolar individual de las moléculas que lo componen.
Existen en la literatura varios experimentos interesantes (Hasted?’, Okazaki®,
Lyklema®, etc.) y tratamientos teéricos (Nagle®) que prueban que la red de
puentes de hidrogeno en realidad se opone a la alineacion individual de las
moléculas de agua con el campo eléctrico externo. Como resultado, solo se
alinean las moléculas mas cercanas a las cargas, mientras que las mas
alejadas siguen el ordenamiento geométrico que les impone la red de puentes
de hidrégeno, esto provoca un exceso de cargas en el material solo superficial
y, por consiguiente, una mayor momento dipolar global (v = g.d).

A la luz de estas interpretaciones, y recordando lo explicado sobre los efectos
observados en el agua en confinamiento y superficies, no nos debe sorprender
que la constante dieléctrica efectiva en sistemas quimicos complejos diste
mucho de lo esperable para el agua bulk.

El concepto de constante dieléctrica va a ser revisitado a lo largo de todo el
desarrollo de la tesis; sin embargo, es propicio aclarar que su utilizacién no es
del todo correcta. Estrictamente hablando, la constante dieléctrica es una
propiedad de los sistemas macroscopicos; por lo tanto, debe entenderse su uso
apelando a su sentido historico.

Mas alla de las interacciones entre cargas formales detallada anteriormente,
por supuesto que en ese orden de importancia habria que mencionar el caso
especial de los puentes de hidrégeno, pero, dado que ya se introdujo el tema
en el marco de las propiedades del agua, se va a omitir aqui su desarrollo.

Para terminar de componer todo el marco teérico actual necesario para el
entendimiento de las interacciones en agua, hace falta introducir una
posibilidad mas de interaccion conocida como efecto hidrofobico. Para
entender el efecto hidrofébico es preciso mencionar que la energia libre
involucrada en el proceso de hidratacién de cuerpos hidrofébicos es siempre
positiva, es decir, €S un proceso no espontaneo 0 energéticamente

desfavorable. Si bien la primeras presunciones adjudicaban esta caracteristica
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a un valor también positivo en la contribucién entalpica (dada la falta de
afinidad entre el hidréfobo y el agua), Evans y Frank demostraron en 1945 que
en realidad, la no espontaneidad del proceso se debe principalmente a la
pérdida de entropia del sistema®. Este pérdida de entropia se puede explicar a
nivel molecular por el grado de ordenamiento adicional que impone justamente
el factor entalpico: El agua tiende a minimizar el contacto con el hidréfobo (con
el que interactia pobremente) y a maximizar la red de puentes de hidrégeno
con sus pares. En pocas palabras, el agua sobre la superficie hidrofébica se
encuentra mas "ordenada" o estructurada que el agua en el seno de la
solucion. Entendido lo anterior resulta relativamente simple deducir el origen de

la energia favorable de interaccion entre dos cuerpos hidrofébicos en agua:
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Estado 1: cada molécula Estado 2: las dos moléculas
hidrofdbica tiene su hidrofébicas se agregan y
capa de solvatacion comparten capa de solvataciéon

Figura 6: justificacién entropica del colapso hidrofébico

Como puede verse en la figura 5, la union de dos cuerpos hidrofébicos
minimiza la superficie de contacto entre el hidr6fobo y el agua, liberandose en
el proceso algunas moléculas de la interfase. Estas moléculas retornan al seno
de la solucion, donde pueden completar sus cuatro puentes de hidrégeno
caracteristicos (reducidos normalmente a tres en la interfase) y poseen
ademas, un mayor numero disponible de microestados de idéntica entalpia, o,
en otras palabras, una mayor entropia. Es interesante notar que este tipo de
motivo de union, si bien energéticamente favorable, difiere en naturaleza con el
resto de las interacciones no covalentes que hemos mencionados, puesto que
no se trata de una interaccién especifica entre los dos cuerpos hidrofébicos
intervinientes, sino, mas bien, el efecto secundario de maximizar otras tantas.

La contundente relevancia del efecto hidrofébico como motivo de unién en la
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naturaleza (se cree por ejemplo que dirige el plegamiento de proteinas) nos da
una idea de la necesidad de no desatender la influencia que puede tener el
agua, mas alla de la propia identidad fisicoquimica de las demas moléculas

intervinientes.

Interacciones en contexto: estudio sobre proteinas

Es interesante siempre en un marco tedrico explicar no solo lo que se conoce
(el estado del arte) sino también lo que no se conoce de la materia, mas aun,
cuanto se ignora de lo que se ignora.

Como fue mencionado en la introduccion, el primer objetivo de esta tesis fue el
estudio de las interacciones relevantes en medios biologicos, principalmente
tendiente al entendimiento y desarrollo de técnicas de disefio racional de

farmacos y proteinas®*~°.

Aln con un sélido background del grupo de
investigacion en la materia, en muchos casos acompafado de la colaboracion
de referentes en el tema como el profesor Ariel Fernandez, resulté evidente
luego de nuestro primer acercamiento con la problematica®, la necesidad de
establecer conceptos aun no abordados por la literatura actual. La satisfacciéon
de esas necesidades es lo que finalmente da cuerpo a todo este trabajo, para
revisitar los resultados obtenidos en el estudio de proteinas.

Las proteinas, y en general todas las estructuras quimicas presentes en
organismos Vivos, a través de un larguisimo proceso de evolucion, lograron lo
gue cualquier quimico contemporaneo solo es capaz de sofiar: desarrollaron
toda su quimica en agua y en condiciones normales de presion y temperatura.
De hecho, las proteinas poseen un quimica muy compleja, de extraordinaria
eficiencia energética, muy alta sensibilidad y especificidad; todo esto resultante
de la permutacion de apenas una veintena de aminodcidos (las unidades
fundamentales que las componen). la capacidad de las proteinas de interactuar
guimicamente vy, por lo tanto, de cumplir con su funcion biolégica deriva casi
exclusivamente de su estructura. La organizacion estructural de las proteinas
consiste en cuatro niveles de complejidad: la estructura primaria, que es la
unién covalente de los aminoacidos que la componen; la estructura secundaria,
gue es la primera etapa de organizacion espacial, formada a partir de la
interaccién por puentes de hidrégeno de los grupos carbonilo y amino de la
cadena principal (que otorgan la denominada estructura local de la proteina); la
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estructura terciaria, que constituye la disposicion tridimensional de la proteina
en el espacio y, finalmente, la estructura cuaternaria que consiste en la

asociacion de varias subunidades proteicas.

Aminoacidos

Estructura primaria de las
protefnas secuencla en una
cadena de aminoécidos

Estructura secundarla de las
proteinas los puentes de
hidrégeno en el esqueleto de

Lémina plegada
beta

péptidos pliegan los aminoacidos
en patrones repetitivos

Tuctra terclaria de las
proteinas plegamiento
tridimenslional de una proteina
debido a las Interacclones entre

Estructura cuaternaria de las.
protelnas se da en protelnas
compuestas por mas de una

cadena de aminodcldos

Figura 7 jerarquias de organizacion estructural en
proteinas.

Sin embargo (y esto sera discutido extensamente en el Ultimo capitulo), las
proteinas son moléculas flexibles, por lo que hablar de estructura es, mas bien,
hablar de una dindmica estructural. Existe todo un paisaje conformacional para
una misma proteina, con mayor o menor poblacion (probabilidad) de
estructuras preferidas, de acuerdo con su estabilidad relativa en ese ensamble.
Como veremos mas adelante, una de las técnicas mas utilizadas para
determinar la estructura de una proteina es la cristalografia de rayos x que, en
realidad, lo que captura es justamente aquella estructura mas probable (mas
estable) y, por lo tanto, mas veces visitada en la dinamica. Sin embargo, ya ha
sido sugerido® que, tal vez, aquellas conformaciones estructuralmente mas
defectuosas, son las que poseen mayores potencialidades adhesivas. Ya se
vera en el Ultimo capitulo que algunas de las particularidades de las estructuras

menos estables, en efecto, cumplen un rol fundamental en la fisicoquimica de
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interaccion y que estan, en Ultima instancia, justificadas por sus caracteristicas
locales de hidratacion.

Cuando se pretenden elucidar los mecanismos detras de los fendmenos de
unién ("binding") en sistemas complejos como las proteinas se deben tener en
cuenta varios factores, a menudo interdependientes: la facilidad de remocién
de agua, la fuerza de las interacciones resultantes, el balance entrépico entre
sustratos y productos, etc. Uno de los esfuerzos clave en la interpretacion de
estos problemas por parte del grupo de investigacién en el que fue gestada
esta tesis esta puesto, justamente, en el entendimiento de esa interrelaciéon
entre las causas de unién; por contraposicién a la concepcion general del
problema figurado incluso segun el “principio de Gulliver”, o la suma de
muchisimas contribuciones pequefiisimas (muchas cuerdas diminutas para atar
un gigante), cuando en verdad esas contribuciones no tienen por qué ser
aditivas™?.

Es tanto lo que se ignora en lo relativo a estas problematicas que, en el estado
actual del conocimiento en materia de disefio de drogas, por ejemplo, es mas
econoémico el descubrimiento de nuevos farmacos por ensayo de pruebay error
gue por medio de la optimizacién racional de motivos quimicos compatibles con
cada proteina de interés. Mas all4 de esto, de a poco van surgiendo algunos
trabajos que, de alguna manera, apuntan hacia el mismo horizonte que esta
tesis y que constituyen el cimiento tedrico y experimental sobre el que fue
construida®28,

Antes de adentrarnos en el cuerpo del trabajo, me permito establecer una
sintesis del hilvanado conceptual que se pretende respetar, con la intencion de
establecer una guia para el lector, mas no una condicionante para la

interpretacion de los resultados posteriormente exhibidos.

Sintesis conceptual

Los procesos que gobiernan los modos de unién en sistemas complejos en
medio acuoso son siempre los mismos: ya sea que se trate de interacciones
proteina-proteina, proteina-ligando, materiales autoensamblados, interacciones

de membrana, ensamblado supramolecular, etc., la caracteristica que
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comparten todos ellos es que son fenbmenos de superficie, en su mayoria
mediados por interacciones del tipo no covalente.

Como hemos visto, la primera herramienta indispensable para el entendimiento
de estos procesos es la profunda comprension de las caracteristicas que
dictaminan el comportamiento del agua. Una vez establecidos estos principios,
su aplicacién en el entendimiento de la fisicoquimica del agua nanoconfinada y
superficial se manifiesta muy naturalmente. En dltima instancia, casi todas las
diferencias de comportamiento observadas surgen de la necesidad de
optimizacién estructural de la red de puentes de hidrogeno y su relaciéon de
compromiso con la restriccion de libertad conformacional que eso impone.

Si la comprensién del comportamiento del agua de hidratacion fuera completo,
si se pudiera determinar la hidrofobicidad de los sistemas de estudio en base
simplemente a sus caracteristicas fisicas y quimicas, entonces, el
discernimiento de la relevancia de las interacciones electrostaticas en contexto
seria casi inmediato. Uno de los problemas con este enfoque es que, a
menudo, la hidrofobicidad de los sistemas y el comportamiento del agua son
caracteristicas interdependientes: la presencia de cargas altera la
hidrofobicidad y el cambio del comportamiento del agua altera la fuerza de la
interaccion de cargas. Como veremos mas adelante, podemos establecer
algunas presunciones si entendemos el caracter local de la hidrofobicidad. En
concreto, se puede encontrar, prestando atencion a los ejemplos de la
naturaleza, que existe una combinacion inteligente de carga e hidrofobicidad,
mucho méas provechosa que la suma de esas partes™.

Finalmente, a partir del entendimiento de la capacidad de modular
interacciones electrostaticas, pueden establecerse los lineamientos esenciales,
tanto para la identificacién de sitios de unién en proteinas como para el disefio
de ligandos optimizados. Asi mismo, esos conceptos utlizados para la
comprensién de los mecanismos de unién molecular pueden ser aprovechados
para la racionalizacién de la dinamica estructural de las proteinas vy la

deteccion de estados transitorios de mayor reactividad.
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Capitulo 2

Estructura y dindmica de agua pura liquida y en regimenes

sobreenfriados

Introduccién

Como hemos mencionado en la introduccién de la tesis, pese a ser el agua
una de las sustancias mas abundantes del planeta, la comprension de su
comportamiento  fisicoquimico dista mucho de ser completo’*%™°
Particularmente, el agua liquida posee una serie de anomalias que pueden ser
derivadas de dos estados de estructuracion local en competencia, estos dos
estados se caracterizan por poseer una alta y baja densidad local
respectivamente?®4"~>2,

En la figura mostrada a continuacion, se puede observar la complejidad del

escenario de fases, con las condiciones de presion y temperatura que les dan

origen.
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Figura 8: diagrama de fases del agua.
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En este capitulo nos centraremos en el estudio de agua liquida y liquida sobre
enfriada, sin embargo, para comprender el desarrollo conceptual que sera
desarrollado a continuacion, es util incluir una breve referencia de dos de las
fases vitreas de mayor interés para la comunidad cientifica (HDA y LDA):

e HDA (high density amorphous ice) o hielo amorfo de alta densidad: se
obtiene a partir de hielo hexagonal (Ih) por compresién a presiones
superiores a los 10 kbar y a temperaturas de alrededor de 77 K.

e LDA (low density amorphous ice) o hielo amorfo de baja densidad: se
puede obtener bien por calentamiento en vacio de ASW (amorphous
solid water o agua solida amorfa) o bien por calentamiento de HDA a

presion atmosferica®.

Stable water 1 300

- -
-
-
-~
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Figura 9: diagrama de fases a bajas temperaturas alrededor
del régimen sobreenfriado

1 100

Como mencionabamos, las formas HDA y LDA presentan gran interés para el
estudio de sistemas vitreos dado que presentan el primer caso conocido de
transicion de fase de primer orden entre dos sélidos amorfos™. Existe
actualmente la hipoétesis, que ha generado un fuerte debate en la comunidad
cientifica por muchos afos, de la existencia de una transicién de fase liquido-
liquido, ente agua liquida de alta densidad (HDL por sus siglas en ingles) y

agua liquida de baja densidad (LDL) equivalente a la observada para entre
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HDA y LDA en so6lidos amorfos. Mas alla de que la discusion de la transicion de
fase en si misma excede los alcances propuestos para esta tesis, en este
capitulo presentaremos pruebas que sustentan la teoria de coexistencia de dos
estados tanto en el régimen de liquido normal como el liquido sobre-

40,47-53

enfriado Esta descripcién basada en la organizacion de estructuras

locales de distinta densidad, esta inspirada en la probada coexistencia de los

dos tipos de vidrios amorfos mencionados anteriormente®®*’

y se supone, de
hecho, que la transicion de fase de primer orden liquido-liquido, no es mas que
la continuacion de la linea de transicion HDA-LDA a mayores temperaturas. Es
esperable entonces, que pueda existir una distincibn similar en el
comportamiento del agua liquida, dando lugar tanto a estructuras de alta
densidad local, desestructuradas, parecidas al HDA; como regiones de baja
densidad local, alta estructura, analogas al LDA.

A lo largo de la historia de esta clasificacion, se han desarrollado (con mayor o
menor éxito) distintos tipos de indices, que permitan establecer una clara

495056-61 ' Uno de esos

distinciébn entre las zonas de alta y baja estructura
indicadores, de probada utlidad en diferentes contextos (incluso en
confinamiento), es el denominado "indice de estructura local" o LSI, que es
sensible a la brecha que separa la primera de la segunda esfera de
coordinacién de una dada molécula de agua®**°. De hecho se ha mostrado en
un reciente trabajo> publicado por nuestro grupo que el LSI puede ser
reinterpretado en contextos de confinamiento, con mucho mas éxito que otros
indices de estructura (como por ej. el indice "q">®).

La implementacién del indice de estructura local para el estudio de agua
liquida, recientemente ha ganado cierta atencién, debido a las pruebas
presentas por nuestro grupo de investigacion, de que al ser utlizado en
conjunto con dinamicas moleculares posteriormente minimizadas, es capaz de
obtener distribuciones bimodales de estructura local, tanto para agua liquida
como en régimen sobre-enfriado*’. Cabe aclarar que la bimodalidad observada,
gue permite la clara distincibn entre moléculas de agua de alta y de baja
estructura, sélo es percibida de manera evidente en estructuras minimizadas
(inherentes) y no en dindmicas reales.

Las llamadas estructuras inherentes corresponden a minimos del paisaje de

energia potencial obtenidos a partir de cada configuracion de la dinamica real
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del agua. Representa Unicamente el componente configuracional de la energia,
aislandola de las contribuciones térmicas (vibraciones anarmonicas) en el
sistema®. La ventaja de la utilizacién de estructuras inherentes es la posibilidad
de explorar todo el paisaje de energia potencial aun a alta temperatura: si bien
este paisaje de energia viene determinado por el ensamble NVE y no depende
de la temperatura, la trayectoria puebla segun su energia térmica distintas
porciones. En pocas palabras, las estructura inherente presenta la posibilidad
de explorar los minimos del paisaje de energia a partir de la dinamica
molecular a alta temperatura, evitando asi los problemas de ergodicidad que
traeria intentar explorar esos estados a muy baja temperatura.

Trabajos realizados por el grupo de investigacion donde se desarrolla esta
tesis, ya han demostrado, que cuantificando la fraccion de moléculas
estructuradas a diferentes temperaturas®® se verifican las predicciones del

llamado "modelo de los dos estados" del agua*®®*

propuesto por Tanaka. Este
modelo postula la coexistencia de dos estados; uno de mayor estructura, con el
sustento entalpico que le otorga poseer puentes de hidrogeno de buena calidad
(mejor geometria) y otra mas desordenada, justificada por el incremento
entropico resultante de disponer de un mayor nimero de arreglos estructurales.
se corrobora para este modelo, que la fraccion de moléculas de un
determinado tipo, puede ser descrita segun un factor de Boltzmann, cuando el
peso del factor expresa el grado de estabilizacion producido a partir de los
puentes de hidrogeno de las estructuras bien constituidas, y el grado de
desestabilizacién producto del incremento del volumen local**%*%*, En otras
palabras, el factor de Boltzmann debe considerar la ganancia de establecer
puentes de hidrégeno de buena calidad y la pérdida que eso significa en
densidad.

Actualmente, se ha aplicado satisfactoriamente el estudio de LSI en estructuras
inherentes (IS) propuesto por nuestro grupo para distintos modelos de agua
(SPC/E*"® TIP4-ice®™ y TIP4-2005%°). En todos los casos se ha podido
evidenciar un claro comportamiento bimodal, con un punto de interseccion
entre las distribuciones que aparece invariante con la temperatura. Mas
recientemente, el grupo de Roberto Carr®® ha logrado confirmar este escenario,

por medio de técnicas de simulacion ab-initio (o primeros principios).
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Dado que sobre el final del capitulo estableceremos la relacién entre las
caracteristicas estructurales del agua y su proceso de relajacion dinamica, es
preciso introducir someramente algunos conceptos necesarios derivados de los
estudios de los mecanismos de relajacion de sistemas vitreos. Con este
objetivo, lo primero que debemos definir son las denominadas cuencas y
metacuencas en el paisaje de energia potencial (PEL por sus siglas en inglés)
del sistema. Como hemos mencionado con anterioridad, podemos entender las
estructuras inherentes del sistema como minimos locales del PEL, estos
minimos locales son denominados "cuencas". Sin embargo, puede definirse un
nivel de estructuracion superior del sistema denominado "metacuenca"®’~®:
Las metacuencas son agrupaciones de cuencas separadas por pequefas
barreras de energia potencial. Con esta definicién, se puede simplificar el
estudio del PEL en metacuencas separadas por altas barreras de potencial
(comparadas con las que separan las cuencas dentro de la metacuenca).

Volviendo al estudio de la dinamica de relajacion de vidrios y agua sobre-
enfriada, pueden identificarse dos procesos caracteristicos denominados
relajacion a y B: la primera se relaciona con una importante reorganizacion
estructural de largo alcance, que por su magnitud ocurren a tiempos largos; y la
segunda corresponde a cambios menos significativos, de orden mas bien local
gue ocurren a tiempos mucho mas cortos. Resulta intuitivo entonces, relacionar
como sefalan nuestros resultados, los procesos de relajacion a con
transiciones entre metacuencas y los procesos de relajacion 3 con movimiento

67-69

entre cuencas (menor energia de activacion).

Método de evaluacién estructural (LSI)

El indice de estructura local (LSI) fue desarrollado por Shiratani y Sasai como
una manera robusta de cuantificar el ordenamiento local de las moléculas de
agua*®®°. Este indicador deriva de la observacion de que ciertas moléculas de
agua bien estructuradas, de baja densidad, presentan una brecha vacia entre
los 3.2 y 3.8 A en la distribucién radial de sus vecinos; mientras que aquellas
de peor estructura local suelen tener ocupado ese espacio con el consecuente
aumento de la densidad local. La justificacién de la brecha que se menciona
anteriormente tiene sentido si se imagina un arreglo de tetraedros perfectos,

apuntalado por los cuatro puentes de hidrégeno que puede formar la molécula
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central. La irrupcién de una quinta (o sexta) molécula en este espacio, tiende a
distorsionar necesariamente el tetraedro de la molécula central, y
probablemente, reordenar también la red de puentes de hidrégeno.

Para calcular el LSI(i,t) para una molécula de agua i a tiempo t se debe ordenar
el resto de las moléculas vecinas en funcion de su distancia radial rj sobre i: ry <
r2<rj < ...< I'ngy donde n(i,t) es elegido de modo que ryiy < 3.7A. finalmente el
LSI es calculado como:

n(i,t)
1

LSI(i,t) = ) z [AG; i, t) — A, t)]?
0 L

n(i

donde A(j;i,t) = 1 - 1j Y A(i, t)es el promedio de A(j;i,t) sobre todas las
moléculas vecinas.

Entonces, un alto valor de LSI(i,t) implica que la molécula i al tiempo t posee un
alto orden tetraédrico local, mientras que valores cercanos a cero sefialan un
entorno defectuoso para esa molécula y por lo tanto una alta densidad local.
Como se ha mencionado, en este capitulo se evalla el indice de estructura
local sobre estructuras inherentes, con la finalidad de filtrar el ruido de las
vibraciones térmicas de las moléculas y con esto, aumentar las posibilidades

de identificar la estructura local apropiadamente.

Funcién de distribucién radial (G(r))

g

separation (r) g

Figura 10: izquierda: grafico de una distribucién radial tipica; derecha: esquema de

muestreo radial.

En este capitulo y de aqui en adelante, recurriremos varias veces a la
caracterizacién estructural del agua por medio de la llamada funcién de
distribucién radial (o funcién de correlacion de pares) G(r). Esta funcion

representa la probabilidad de encontrar una determinada densidad de
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particulas a una distancia "r" de una molécula central. La distribucion se
obtiene contabilizando el numero de particulas a una distancia r+dr y dividiendo
por el volumen del casquete esférico para obtener la densidad. La densidad es
finalmente normalizada para grandes distancias respecto a la densidad del

agua bulk.

dn(r)
9 = N 4nridrp
Para calcular la g(r) del agua suele medirse la distancia entre los centros de los
atomos de oxigeno.
Mas alla de la informacion estructural que brinda esta funcién, nos interesa
también su correspondencia con la descripcién termodinamica del potencial de

fuerza media (PMF) que discutiremos mas adelante.

PMF = —kTlng(r)+ C

Evaluacion de dinamicas de relajacion

Otra de las contribuciones originales de nuestro equipo de investigacion en la
temética del capitulo, es el monitoreo de la evolucién de la dinamica de
relajacién del agua sobreenfriada a partir de la llamada matriz de distancia
A(t',t)°"™, Cada elemento de la matriz esta definido de la siguiente manera:

N
B(E,E) = N7 I () = r(e )P
i=1

donde ri(t) es la posicidbn del oxigeno de la molécula i al tiempo t en la
estructura inherente (aunque el uso de estructuras inherentes no es
absolutamente necesario puesto que los resultados son comparables con los
obtenidos en dinamicas reales). Entonces, A%(t,t”") nos da el desplazamiento
cuadratico promedio de una molécula en el intervalo de tiempo que va desde t
a t” para todas las particulas (N). Por lo tanto cada elemento de la matriz
depende de los tiempos elegidos. Es evidente entonces, que eligiendo el
tiempo total de observacion (del orden del tiempo de relajacidn a) y el intervalo
de tiempo (cortos respecto a la relajacion a), este método es particularmente

eficiente para la observacién de metacuencas.
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El estudio de matrices de distancia sirvié a las investigaciones conducidas por
nuestro grupo, para demostrar la existencia de movimientos "democraticos" de
relajacion estructural, caracterizados por la transicion entre metacuencas
concertada por grupos de varias moléculas. Este tipo de transicion visible en
gréficos de la matriz de distancia como el que mostraremos mas adelante,
requiere el estudio de sistemas relativamente pequefios (o pequefias regiones
de sistemas grandes), para evitar diluir el acontecimiento en el promedio con

todas las moléculas.

Metodologia

En este trabajo se realizaron dindmicas moleculares de dos modelos distintos
de agua (discutidos en la introduccion de esta tesis): TIP5P y SPC/E. En
Ambos casos las estructuras obtenidas fueron derivadas a un proceso de
minimizacion de la energia potencial para obtener las correspondientes
estructuras inherentes.

Las simulaciones para TIP5P fueron ejecutadas en GROMACS'*" con 512
moléculas de agua en condiciones periédicas de contorno, el ensamble
evaluado fue NpT. Las dinamicas para SPC/E fueron evaluadas en NVE con
condiciones periédicas de contorno usando la suite informatica AMBER".

Los calculos de LSI, matriz de distancia y distribucion radial, entre otros, fueron
realizados utilizando algoritmos propios desarrollados en FORTRAN.

Resultados

Resultados de LSI en estructuras inherentes

En la figura 11 se muestran las distribuciones de LSI obtenidas tanto para el
modelo TIP5P (izquierda) como para SPC/E (derecha) a diferentes
temperaturas. En ambos casos se observan distribuciones bimodales en el
régimen de estructuras inherentes. El pico de la izquierda en ambas figuras
corresponde a la fraccion desestructurada (de alta densidad), cuya probabilidad

disminuye a medida que disminuye la temperatura; de manera inversa, puede
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verse que el pico correspondiente a moléculas bien estructuradas (derecha),
tiende a despoblarse conforme al aumento de temperatura. Por ultimo, existe
un punto de minima probabilidad, que permanece invariable con la temperatura

(isosbéstico), ubicado en ambos sistemas a aproximadamente 0.14 A2,
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Figura 11: distribucion de probabilidad de LSI; izquierda: para el modelo TIP5P; derecha:
para el modelo SPC/E.

Una diferencia notable entre los modelos de agua aqui considerados es el
régimen de temperaturas dentro del cual se produce este comportamiento
multiestado: como puede observarse, SPC/E presenta bimodalidad a
temperaturas correspondientes al liquido normal (Tf=214K), mientras que en el
modelo TIP5P el pico bien estructurado comienza a desaparecer a
temperaturas cercanas al punto de fusion (Tf=271K). Este hecho resulta
bastante sorprendente, puesto que el modelado de TIP5P fue desarrollado
justamente para representar con mayor precision la capacidad del agua de
formar estructura local tetraédrica. Sin embargo, ya se han reportado algunas
fallas de comportamiento para TIP5P a altas temperaturas’™.

De hecho, el comportamiento observado en agua SPC/E se corresponde
precisamente, no solo con lo reportado para otros modelos como TIP4P-2005,
sino con experimentos realizados por rayos X, en los que se describe una
relacién de tres a uno para moléculas estructuradas a temperatura ambiente’®.
Otra desviacién en el comportamiento de TIP5P respecto tanto a lo observado
en SPC/E como en otros modelos estudiados (TIP4P-2005°, TIP4P-ice®>® y
modelos ab intio®®) es la respuesta del pico de alta estructura al aumento de
temperatura. No solo se aprecia un pico mucho mas ensanchado respecto a

SPCI/E, sino que el maximo de probabilidad se desplaza hacia la izquierda a
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medida que decrece la temperatura, esta conducta pareceria indicar una
variedad de arreglos para el mismo pico de buena estructura, lo que contradice

lo propuesto por Russo y Tanaka’’ para el modelo de dos estados.

Detalles del entorno local para moléculas de alta y baja
estructuracion

La hipotesis central de la clasificacion de las moléculas de agua segun su
indice de estructura local propuesta por Shiratani y Sasai, es la existencia de
una brecha que separa las moléculas de la primera y la segunda esfera de
coordinacion para moléculas bien organizadas tetraédricamente. A fines de
comprobar esta hipétesis, y de comprender un poco mejor las caracteristicas
estructurales de cada pico de la distribucion de LSI, se clasific6 primero cada
molécula en intervalos de 0.04 A%y luego se calculé la funcién de distribucion
radial para cada categoria.

0.00-00H —  0.2040.24 a)

250 04008 — 0.240.58 — 2.5
005012 — 028032 —
012016 0,320,356

016020 0.36-0.40 —

Q
2.3

Figura 12: funcién de distribuciéon radial O-O para moléculas de agua clasificadas segun sus
valores de LSI para: izquierda: el modelo TIP5P-Ew a T=250K; derecha: el modelo SPC/E a T=210K.
El rango de de LSl en ambas figuras esta dado en A2,

Como puede verse en las distribuciones radiales, para moléculas con un LSI
mayor al minimo (0.12-0.16 A?), la probabilidad de encontrar moléculas en la
brecha que mencionabamos para el modelo de dos estados es nula. Sin
embargo, cuando observamos el comportamiento de las moléculas
desestructuradas, notamos que existe casi la misma probabilidad de encontrar
moléculas entre 3y 3.5 A, como de encontrarlas a distancias mayores. Estas
observaciones, equivalentes para los dos modelos de agua, corroboran la
suposiciéon establecida por Shiratani y Sasai.

Una caracteristica que pudimos advertir de las conformaciones antes
mencionadas es la reestructuracion de la red de puentes de hidrégeno para

moléculas de baja estructura. Una vez que una quinta vecina se aproxima al
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tetraedro de coordinacion, mas alld de la ganancia en densidad, el nuevo
ordenamiento puede justificarse por la formacion de los llamados puentes de
hidrégeno bifurcados, es decir, dos moléculas formando puentes de hidrégeno
sobre un solo sitio disponible. Como cabe suponer, esto implica en general la
formacion de puentes de hidrégeno defectuosos (mas débiles) con una
geometria desplazada de las posiciones 6ptimas. De hecho, en este trabajo
hemos cuantificado la capacidad de formar puentes de hidrogeno para cada
clase de molécula, encontrando un 1% para moléculas de alto LSl y un 16%
para moléculas de bajo LS| en agua TIP5; y un 3% contra 60% para sus
equivalentes en agua SPC/E. Es importante aclarar, que para la deteccion de
puentes de hidrogeno bifurcados se utilizo un criterio geométrico menos
riguroso que al considerar puentes simples: distancia oxigeno-oxigeno 3.6 A
(en lugar de 3.5) y un angulo O...H-O mayor a 110° (en lugar de 140°). Esta
relajacién de los criterios de corte geométrico es razonable, puesto que los
puentes de hidrégeno bifurcados son un estado transitorio (metaestable) que
disminuye la barrera de activacion de la ruptura-formacion de nuevas
interacciones.

Para completar la caracterizacion del entorno de cada tipo de estructura,
analizamos también las distribuciones de distancia para el cuarto y quinto
vecino de la molécula central, utilizando el mismo intervalo de clasificacién que

en el estudio de la g(r).
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