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I. INTRODUCCION

Uno de los procesos fundamentales en los que se basa la vida en nuestro
planeta es la fotosintesis. Esta consiste en una serie de reacciones quimicas y
procesos fisicos mediante los cuales las plantas verdes y algunos organismos
sintetizan, a partir del diéxido de carbono atmosférico y agua, moléculas orgénicas
que entran en su ciclo vital y, por extensién, en el ciclo vital de todos los seres
vivos de La Tierral2,

En las plantas verdes se realiza en los cloroplastos; en las membranas
tilacoides de dichos orgdnulos tiene lugar la transformacién de la energfa solar en
energia quimica. La primera etapa de la fotosintesis consiste en la absorcién de la
luz por unos pigmentos fotosintéticos, de los que los mds conocidos son las
clorofilas®. Posteriormente tiene lugar la conversién de la energfa luminosa en
energfa quimica, para lo cual se requiere la cooperacién de dos centros de
reaccién?S: el fotosistema I y el fotosistema II. En el fotosistema I se produce la
reduccién del fosfato del dinucleétido de nicotinamida y adenina (NADP*) hasta
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NADPH y en el fotosistemna II tiene lugar la ruptura de una molécula de agua y se
_ forma oxigeno molecular. Ambos procesos requieren la captacién de fotones y es
por ello que esta fase de la fotosintesis suele denominarse fase luminosa. Como
consecuencia de las reacciones producidas en ambos fotosistemas hay un exceso
de protones en el interior del tilacoide y fuera, en el estroma, un defecto, de modo
que se produce una salida de protones a través de la membrana, por medio de
diversos sistemas enzimadticos. La energfa perdida cuando la acidez se equilibra se
utiliza para formar trifosfato de adenosina (ATP) a partir del difosfato (ADP) y un
grupo fosfato, en una reaccién que produce también agua.
La ecuacién general de esta primera fase puede escribirse como:

H,0 + NADP* + P; + ADP —2 1/ 0, + NADPH + H+ +ATP+H,0 (1)

donde la molécula de agua de los productos surge de la reaccién entre el ADP y el
fosfato, mientras que la de los reactivos es la que actiia como reductora, cediendo
los electrones necesarios para reducir al NADP* y oxiddndose hasta yZ O;. P es
un grupo fosfato.

En la segunda fase de la fotosintesis los productos con exceso de energia
de la primera, el ATP y el NADPH, se utilizan para reducir el diéxido de carbono
hasta hidrato de carbono, mediante una serie de reacciones quimicas catalizadas
por enzimas. Estos procesos se denominan reacciones oscuras porque pueden
transcurrir en la oscuridad, aunque generalmente se producen en el intervalo
diurno, al mismo tiempo que las reacciones que requieren la participacién directa
de la luz. Las reacciones oscuras pueden representarse, en términocs generales,

por:
CO, + NADPH + H* + ATP +H,0 — (CH,0) + NADP* + ADP + P; (1.2)

donde (CH;0) representa un hidrato de carbono.

Las reacciones oscuras constituyen el conocido ciclo de Calvin’ y tienen
lugar en el componente soluble de los cloroplastos (el estroma). Se inician con la
reaccién del CO, con la D-Ribulosa-1,5-bifosfato para formar dos moléculas de 3-
D-fosfoglicerato. Esta reaccién estd catalizada por la enzima D-Ribulosa-1,5-
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bifosfato Carboxilasa/Oxigenasa (EC 4.1.1.39), usualmente conocida como
Rubisco. Posteriormente, el 3-D-fosfoglicerato formado se utiliza en la via
gluconeogénica para formar una hexosa y, mediante la accién de otras enzimas,
regenerar la D-Ribulosa-1,5-bifosfato. En una vuelta del ciclo de Calvin, se
consumen tres moléculas de ATP y dos de NADPH y se conduce al CO, hasta el
nivel de hexosa fosfato (Figura L.1).

De este modo, un amplio espectro de organismos consigue incorporar a la
biomasa el carbono contenido en la atmésfera. En realidad, pese a la concepcién
errénea de que las plantas verdes son las médximas responsables del proceso
fotosintético, mds de la mitad de toda la fotosintesis que se produce sobre la
superficie de La Tierra la realizan las algas microscépicas de los océanos, las
diatomeas y los dinoflagelados, que en conjunto constituyen el fitoplancton.

Hemos visto que la fotosintesis tiene dos fases: las reacciones luminosas y
las reacciones oscuras. Experimentalmente se ha determinado que la etapa
limitante de la velocidad de la fotosintesis en las plantas es precisamente la
carboxilacién de la D-Ribulosa-1,5-bifosfato, esto es, el proceso inicial del ciclo
de Calvin, o fase oscura de la fotosintesis®.

La eficacia tedrica de la fotosintesis ha constituido un problema
fundamental y ampliamente debatido. En condiciones dptimas, utilizando luz roja,
los organismos fotosintéticos podrian convertir alrededor del 30% de la energia
absorbida en energfa quimica®. Usando luz blanca, la eficacia descenderfa al 20%
¥, puesto que los pigmentos de las plantas verdes absorben las longitudes de onda
inferiores a 700 nm, es decir, alrededor de la mitad del espectro solar, los
organismos fotosintéticos sélo pueden convertir un 10% de la radiacién solar
incidente. Sin embargo, en la naturaleza no se encuentran rendimientos tan altos:
la cafia de azdcar rinde un 8%, el maiz cultivado sélo aprovecha entre el 1 y el 2%
de la energia solar para formar productos fotosintéticos y las plantas no cultivadas
ofrecen rendimientos mucho menores, de alrededor del 0.2%°. Estos bajos
rendimientos fotosintéticos son consecuencia, entre otros factores, del proceso de
la fotorrespiracién, que compite directamente con la fotosintesis y tiende a
disminuir e} rendimiento de ésta.
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Figura L1. Esquema del ciclo de Calvin. En cada vuelta del ciclo, conducido por las moléculas
de ATP y NADPH producidas por la accién de la luz, una molécula de CO; es incorporada. En la

figura se muestra el resultado de seis vueltas del ciclo. Fuente: Damell et al10,
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No debe confundirse la fotorrespiracién con la respiracién mitocondrial
que exhiben las plantas en la oscuridad: ésta es la responsable del consumo de
oxigeno molecular por parte de las plantas en periodos nocturnos o en ausencia de
luz, con liberacién de diéxido de carbono a la atmésfera y consumo de glucosa y
otros combustibles orgdnicos. La fotorrespiracién se produce, en cambio, cuando
las plantas estdn iluminadas y no es mitocondrial, sino que se realiza en los
cloroplastos, constituyendo un cortocircuito de la fotosintesis.

En la fotorrespiracién tiene lugar la reduccién del oxigeno; se inicia con la
reaccién de O3 con D-Ribulosa-1,5-bifosfato, obteniéndose 3-D-fosfoglicerato y
fosfoglicolato!l, El primero puede metabolizarse luego en el ciclo de Calvin, pero
el segundo experimenta hidrélisis enzimdtica, produciéndose glicolato libre. Para
recuperar algo del carbono perdido, las plantas C-3 han desarrollado la via
metabdlica del glicolato, en la cual parte del fosfoglicolato es convertido en
fosfoglicerato. Esta via, sin embargo, consume gran cantidad de energfa y el 50%
del carbono todavfa se pierde como CO2!2.

La fotorrespiracion est4 catalizada por la misma enzima que cataliza el paso
limitante de la velocidad de la fotosintesis, esto es, por la Rubisco, y ambos gases
(O2 y CO2) compiten por el mismo sustrato, la D-Ribulosa-1,5-bifosfato. En
condiciones naturales (a 25°C y 1 atm de presién y bajo una fase gaseosa que
contiene 0.033% de CO3 y 21% de O2) la relacién entre carboxilacién y
oxigenacién varfa entre 3:1 y 4:113, Consecuentemente, la oxigenacién de la D-
Ribulosa-1,5-bifosfato reduce sustancialmente la velocidad global de la
fotosintesis y, por tanto, la productividad de las plantas. El que una misma enzima
catalice los pasos iniciales de dos procesos metabdlicos primarios, pero
diametralmente opuestos, resulta altamente inusual: de hecho, no se conoce otro
caso similar en la naturaleza.

La actividad enzimdtica de la Rubisco es responsable de la fijacién anual de
1011 toneladas de CO» a la biosfera. Es claramente la enzima mds abundante de la
Tierra: se necesitan unos 40 millones de toneladas para llevar a cabo dicha
tareal 1214 Sin embargo, como hemos visto, esta gran cantidad de enzima
refleja mds bien su alta ineficacia como catalizador: tarda 3 segundos en catalizar
una reaccién de carboxilacién ademds de catalizar el proceso de la
fotorrespiracién. Dado que la Rubisco presenta siempre actividad como
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oxigenasa, independientemente de su origen taxonémico, se ha sugerido!® que la
oxigenacion ocurre debido a que un intermedio de la reaccién de carboxilacién es
autooxidable. Esta hipétesis, aun siendo plausible, no puede contemplarsé como
verdadera mientras los detalles de ambas reacciones permanezcan inciertos.

Se ha estudiado extensamente la posibilidad de modificar la enzima
mediante técnicas de ingenieria genética con el objetivo de conseguir aumentar la
relacién entre carboxilacién y oxigenacién. Desgraciadamente, todos los esfuerzos
que hasta la fecha se han realizado han sido inutiles: las enzimas mutantes no
catalizaban en absoluto ninguna adici6n de especies gaseosas al sustratol®, o bien
el proceso de oxigenacién resultaba incluso mds favorecido que en la Rubisco
natural!”-2!, Sélo recientemente se ha disefiado una proteina mutante (S368A) en
la que la especificidad CO2/O3 se ve incrementada 1.6 veces. Sin embargo, la
velocidad de carboxilacién de esta mutante es 50 veces menor que la velocidad de
carboxilacién de la enzima natural?2, La produccién de una carboxilasa mds
eficiente todavia no se ha logrado.

Para conseguir una Rubisco mejorada, es necesario conocer con detalle
tanto la estructura de la proteina, especialmente la estructura del centro activo,
como el mecanismo de las reacciones que en €l tienen lugar. Como veremos en el
capitulo II de esta memoria, la estructura de la Rubisco, incluyendo la de su centro
activo, estd bien caracterizada. As{ mismo, las reacciones quimicas que cataliza
estdn bien establecidas. Sin embargo, no se conocen con detalle los mecanismos
moleculares de los procesos quimicos que tienen lugar en el centro activo.

En esta memoria presentamos un estudio tedrico de los mecanismos
moleculares de las reacciones catalizadas en el centro activo. En primer lugar
analizamos la bifuncionalidad de la Rubisco. A continuacién, utilizando los
conceptos de estructuras o estados de transicién (ET) y de vectores de transicién
(VT) asociados a dichas estructuras, que controlan la transformacién quimica,
estudiamos los procesos de carboxilacién y oxigenacion.

Las estructuras de transicién se encuentran lejos de las posiciones de
equilibrio y tienen tiempos de vida extraordinariamente cortos, por lo cual resulta
diffcil caracterizarlas de forma experimental?3, La principal fuente de informacién
acerca de los estados de transicién son los métodos tedricos.
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Toda la informacién estructural y dindmica concerniente al mecanismo de
una reaccién enzimdtica se encuentra en la geometria del ET y en el vector
asociado a dicho ET, asi como en la topologia de la zona de la superficie de
energia (llamada zona cuadrdtica) en que se halla. De ese modo, tal como
explicaremos detalladamente en el capitulo III de la presente memoria, obteniendo
la superficie de energia para un proceso enzimdtico, se localiza la estructura de
transicion como aquélla correspondiente a un punto de silla de indice uno, siempre
que el vector asociado describa correctamente el cambio quimico que se estudia.
Una vez localizado el ET pueden derivarse de €l las estrucutras de los complejos
precursor y sucesor (que corresponderian a los reactivos y productos, deformados
en una estructura cercana a la del ET segiin el postulado de Pauling?4-2%) y se
obtiene un cuadro completo del proceso quimico estudiado.

Centraremos por tanto nuestros esfuerzos en la obtencién y la completa
caracterizacién de los ET para cada uno de los procesos quimicos que cataliza la
enzima Rubisco. Con ello obtendremos una descripcién de cémo las dos vias
metabdlicas se inician mediante la accién de la Rubisco.

El presente trabajo se encuentra asi mismo basado en una hipétesis
fundamental, que utilizaremos y comprobaremos en nuestro caso: la estructura del
ET y las fluctuaciones descritas por el VT son invariantes respecto a la accién de
solventes pasivos o interacciones con los restos contenidos en el centro activo de
la enzima. Esta hipétesis surge de la propia naturaleza del ET: dado que en él
radica toda la informacién quimica relevante del sistema, los alrededores no
pueden modificarlo si el proceso quimico que se estudia es el mismo. En el caso
de que el medio modificara la geometria del ET o las fluctuaciones descritas por el
VT, entonces estarfamos ante un proceso diferente, ya que el ET contendria una
informacién quimica diferente.

En el capitulo II de la presente memoria se describe con detalle la estructura
de la Rubisco y las reacciones quimicas que cataliza. En el capitulo III se presenta
el concepto de superficies de energia potencial y su utilidad para determinar
mecanismos de reaccién, con especial énfasis en la caracterizacién de los ET. En
el capitulo IV se describe la teorfa del estado de transicién y su aplicacién a los
procesos catalizados por enzimas. En el capitulo V se describen los métodos
tedricos utilizados en nuestro trabajo. En el capitulo VI indicamos los objetivos y
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en el capitulo VII presentamos, analizamos y discutimos los resultados obtenidos.
Las referencias bibliogrdficas utilizadas se enumeran al final de cada capitulo,
utilizando las normas de publicacién del Journal of American Chemical Society.
Finalmente, en el capitulo VIII detallamos las conclusiones de la presente Tesis

Doctoral.
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II. RUBISCO

Como hemos sefialado en la Introduccién, la comprensién completa de la
accién catalitica de la Rubisco requiere conocer la estructura de 1a enzima asi como
las reacciones quimicas que cataliza. Por tanto, vamos a dividir el presente
capitulo en dos apartados: en el primero describiremos la estructura de la Rubisco,
partiendo de la estructura primaria o secuencia aminodcida que forma la proteina,
hasta llegar a la estructura cuaternaria y la descripcion de su centro activo. En el
segundo detallaremos las etapas de transformacién quimica que tienen lugar en
dicho centro activo.

Nuestro interés por la Rubisco nace de la colaboracién con el
Departamento de Biologia Molecular de la Universidad de Uppsala (Suecia),
donde se habia caracterizado experimentalmente la estructura de la enzima
mediante técnicas de cristalograffa de Rayos X. En dicho Departamento habia un
gran interés en conseguir cambiar la relacién entre carboxilacién y oxigenacién,
incrementando aquélla en detrimento de ésta. Para ello necesitaban conocer con la

11
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mayor exactitud posible los mecanismos moleculares de las diferentes reacciones

, quimicas que cataliza la Rubisco, por lo que nos pidieron que realizdramos un

estudio tedrico de dichos mecanismos y que tratdramos de dar una explicacién a la
bifuncionalidad de la enzima.

El estudio tedrico de los procesos enzimdticos se ha desarrollado
notablemente en los ultimos afios. Este progreso en el dominio tedrico tiene sus
causas directas tanto en el desarrollo vertiginoso que se observa en Biologia
Molecular como en la concepcién de nuevos y mds poderosos ordenadores. Asf,
la cristalizacién y posterior determinacién de la estructura tridimensional de las
enzimas mediante métodos de difraccién de Rayos X y/o neutrones es el primer
paso que permite focalizar al nivel atémico y molecular el estudio de las relaciones
entre estructura y actividad de las biomoléculas!. Por esta razén, hemos dedicado
un apartado al andlisis detallado de la estructura de la Rubisco obtenida en el
laboratorio de Uppsala, entre otros. Como veremos posteriormente, el
conocimiento de esta estructura nos permitird comprender mejor los procesos
cataliticos que tienen lugar en el centro activo.
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II.1 ESTRUCTURA

La forma mds comiin de la Rubisco estd formada por ocho subunidades
largas (L, catalfticamente activas, con una masa de 56000 daltons) y ocho
pequeiias (S, con una masa de 14000 daltons). Esta estructura LgSg es la que
presentan las Rubiscos de todas las plantas y algas®>. La Rubisco de bacterias
fotosintéticas contrasta con la enzima de las plantas en masa y composicién. La
Rubisco de Rhodospirillum Rubrum es un dimero Ly, mientras que enzimas de
otras bacterias tienen estructuras L4, Lg, LsS6 y Lg2. Incluso en el caso de la
bacteria Rhodopseudonomas sphaeroides se han encontrado dos formas distintas
de la enzima: LgSg y L¢®.

Sin embargo, deben tomarse con cuidado los resultados en los que no se
obtiene evidencia de la presencia de la subunidad S, dado que puede perderse
artificialmente en el proceso de purificacién de la enzima, como se ha demostrado
en algunos casos’. Con excepcién de la estructura dimérica bien documentada en
Rhodospirillum Rubrum, s6lo las estructuras LgSg han sido bien caracterizadas.

I1.1.1 ESTRUCTURA PRIMARIA

La estructura primaria de la Rubisco, es decir, la secuencia aminodcida, ha
sido determinada en diversas especies. Se ha comprobado asf que las subunidades
L tienen composicién aminodcida similar®, En la Tabla IL1 se presentan algunas
especies en las que ha sido obtenida la estructura primaria de las subunidades L.
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Tabla IL1 Algunas especies en las que la secuencia aminodcida de la subunidad L ha sido

. determinada. De la misma forma se conoce la estructura primaria de 30 subunidades S de

diferentes especies.

— ————  —_— ——__—_________——— . — ]

Especie Autores Aiio

————————————
P

Mafz McIntosh et al ? 1980

Espinaca Zurawski et al 10 1981

Tabaco Shinozaki et a/!! 1982
Chlamydomonas reinhardtii Dron et al'? 1982
Rhodospirillum Rubrum Nargang et al'3 1984
Chlamydomonas moewusii Yang et al' 1986
Guisante Zurawski et all’ 1986

Petunia Aldrich et gl 1986

Alfalfa Aldrich et al' 1986
Rhodobacter sphaeroides form I Wagner et al'8 1988

Comparando las secuencias aminodcidas de las subunidades L de los
polipéptidos eucaridticos mds distantes desde el punto de vista evolutivo
(Chlamydomonas frente a maiz) se observa mds de un 85% de homogeneidad en
un total de 475 residuos aminodcidos. Especialmente interesante es la completa
conservacién de la secuencia entre los residuos 169 y 220 y los residuos 321 y
340. Estas regiones contienen los restos K175 y K335 (utilizaremos como norma
general a lo largo de la presente memoria la notacién abreviadal® de los nombres
de los aminoécidos, detallada en la Tabla I1.2), que estdn implicados en el proceso
catalitico segin se ha determinado experimentalmente2?, as{ como la K201,
implicada en el proceso de activacién?122 que detallaremos en el apartado I1.2 de
la presente memoria. Asi mismo es interesante que la region 161-192 contiene
nicamente aminodcidos neutros o bésicos, y que un intento de cambiar la G171
por Acido Aspirtico (D) dio lugar a una protefna cataliticamente inactiva’.
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Tabla I1.2 Abreviaturas utilizadas en la presente memoria para nombrar los aminodcidos, segiin

las normas de uso comiin en Bioqm’micalg.

Aminoécido Abreviaturas Aminodcido Abreviaturas
Acido Aspértico Asp D  Acido Glutdmico Glu E
Alanina Ala A Arginina Arg R
Asparagina Asn N Cistefna Cys C
Fenilalanina Phe F Glicina Gly G
Glutamina Gln Q Histidina His H
Isoleucina Tleu I Leucina Leu L
Lisina Lys K Metionina Met M
Prolina Pro P Serina Ser S
Tirosina Tyr Y Treonina Thr T
Triptéfano Trp w Valina Val \Y

En contraste con la gran homogeneidad entre las secuencias de
aminodcidos de las subunidades L de la Rubisco de plantas, se observa que la
secuencia aminodcida de las subunidades L de la Rubisco de Rhodospirillum
Rubrum es muy diferente: s6lo un 28% de los residuos se mantienen entre unas y
otras3. Pese a ello, la mayor parte de los aminodcidos que forman el centro activo
se conservan.

La subunidad S estd formada por 123 aminodcidos e igualmente se ha
comprobado una gran homogeneidad (un 70%) entre la secuencia de la subunidad

* § en unas especies y en otras. En la Tabla II.3 se presentan algunas especies en
las que ha sido obtenida la estructura primaria de las subunidades S.
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Tabla II.3 Algunas especies en las que ha sido determinada la secuencia amino4cida de la
subunidad S.

Especie Autores Afio

Espinaca Martin? 1979

Maiz Matsuoka el al® 1987

Tabaco Mazur et al® 1985

Guisante Fluhr et al?’ 1986

Petunia Turner et al*® 1986
Chlamydomonas reinhardtii ~ Goldschmidt-Clermont et a/* 1986
Alcaligenes eutrophus Anderson et al’® 1987

La subunidad S ejerce una profunda influencia en las propiedades
catalfticas de la Rubisco LgSg31-3%. El bloque Lg retiene una pequeiia actividad
intrfnseca en ausencia de las subunidades pequefias®’ y, por otra parte, estudios
estructurales han mostrado que las subunidades S no contribuyen con ningiin
aminodcido al centro activo de la enzima38-40. Por tanto, el efecto de las
subunidades S en la actividad catalitica debe ser ejercido mediante interacciones de
largo alcance®.

I1.1.2 ESTRUCTURA SECUNDARIA

La subunidad L de la Rubisco, tanto de plantas superiores (Figura IL.1)
como de Rhodospirillum Rubrum (Figura I1.2), consta de dos dominios
claramente separados: el dominio N-terminal del polipéptido (aminodcidos 1-150)
y el dominio C-terminal de la cadena polipeptidica (aminodcidos 151-475).
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Figura IL.1 Imégenes generadas por ordenador de la subunidad L de 1a Rubisco de espinaca.
Fuente: Knight et al, 199040
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Figura IL.2 Vista esquemdtica de la subunidad L de la Rubisco de Rhodospirillum Rubrum.

Fuente: Andersson et al, 198938
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El primero contiene en las plantas superiores 5 cadenas B que forman una
ldmina, asf como dos hélices a a un lado de dicha ldmina. El dominio empieza con
una corta cadena 3 (BA) seguida por dos unidades B en ias que las cadenas
no son adyacentes. Estas unidades estdn unidas mediante giros (loops). La
conexidn con el dominio C-terminal se realiza a través de una hélice a corta (D)
seguida por una zona bastante larga de cadena extendida*®. En la subunidad L de
Rhodospirillum Rubrum hay otra hélice o (otA) situada entre BA y BB3® (Tabla
11.4).

El dominio C-terminal tiene una estructura de barril /B, como se ha
encontrado también en la triosafosfato isomerasa*!, glicolato oxidasa*? y otras
enzimas. Esta estructura consta de ocho unidades consecutivas Bo con las cadenas
B en forma de barril y rodeadas de ocho hélices c.. Cada cadena P estd unida
desde su extremo C-terminal al extremo N-terminal de la hélice o correspondiente.
Estas uniones se denominan giros-C y, evidentemente, hay ocho, numerados del
1 al 8, de tal manera que el giro-C 1 conecta B1 con a1, y asf sucesivamente. La
mayor parte de los aminodcidos que participan en el proceso catalitico se
encuentran en estos giros-C. Algunos de los giros-C contienen pequeiias zonas
con estructura secundaria o o B, tal como se indica en la Tabla IT.4.

La estructura de la subunidad L de la Rubisco de Rhodospirillum Rubrum
se diferencia de la de plantas superiores, sobre todo, en los iltimos 42
aminodcidos, que forman una extensién o helicoidal al barril o/f, constituyendo
cuatro hélices en Rhodospirillum Rubrum y s6lo dos en las plantas®>. Ademds,
hay estructuras secundarias diferentes en los giros-C tanto en longitud como en la
misma estructura®?,
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Tabla II.4 Estructura secundaria de la subunidad L de la Rubisco de espinaca y la de
Rhodospirillum Rubrum. Los elementos estructurales se presentan ordenados, empezando por el

extremo N-terminal.

Espinaca Rhodospirillum Rubrum
Dominio Estructura Nimero de Estructura Nimero de
secundaria residuo secundaria residuo
3 . BA 24-26 BA 8-10
N-terminal oA 14-20
BB 36-44 BB 23-31
aB 50-60 oB 38-49
BC 83-89 BC 70-75
BD 97-103 BD 80-86
aC 113-121 aC 101-109
BE 130-139 BE 120-127
oD 142-145 oD 130-133
. oE 155-162 oE 143-150
C-terminal Bl 169-171 B1 159-164
ol 182-194 al 173-184
B2 199-201 B2 189-191
o2 214-232 o2 204-222
B3 237-241 B3 227-231
a3 247-260 a3 237-251
B4 264-268 B4 258-263
o4 274-287 o4 268-278
B5 290-294 B5 284-287
oF 298-302
BF 308-309 BF 301-303
oS 311-321 oS5 305-315
B6 325-327 B6 318-321
o6 339-350 o6 336-344
BG 353-354 BG 347-349
BH 366-367 BH 354-356
B7 375-379 B7 364-369
o7 387-394 o7 376-383
B8 399-401 B8 389-392
oF 394-398
oP 404-407
o8 413-433 o8 403-419
aG 437-451 aG 423-429
oaH 453-462 oH 431-439
al 441-447

oJ 451-455
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El plegamiento de la subunidad S de la Rubisco se ha estudiado con
detalle*044, Los 123 aminodcidos de esta subunidad se agrupan en cuatro cadenas
B antiparalelas que forman una ldmina, cubiertas por un lado por dos hélices o
(Figura I1.3) (Tabla IL.5).

Los primeros 20 aminodcidos del extremo N-terminal forman un brazo
irregular que se extiende desde el cuerpo principal de la estructura hasta una
subunidad S vecina en la molécula L.gSg. Las cadenas de la esquina de la 1dmina
B, BB y BD, son algo irregulares, particularmente BB, en la cual los restos 71 y
73 no forman puentes de hidrégeno con la cadena BA.

Las dos cadenas BA y BB estdn unidas por un largo giro (Figura IL.4)
formado por los residuos 46 al 67, que se introduce en el canal central, abierto al
solvente, de la molécula LgSg. En la Rubisco de cianobacterias estdn ausentes los
restos 52 al 63 de este giro; precisamente esa parte del giro forma lo que se
denomina una horquilla-p. Dicha horquilla comienza con un par de enlaces de
hidrégeno antiparalelos entre los aminodcidos Y52 y D63. Los otros posibles
enlaces de hidrégeno entre las cadenas antiparalelas se encuentran impedidos por
la conformacién de los residuos 54 al 56, que forman una especie de abolladura.
El giro, sin embargo, estd estabilizado por enlaces de hidr6geno entre las cadenas
laterales y la cadena principal (Tabla I1.6). Esta zona de la subunidad S es muy
importante, ya que forma la principal 4rea de interaccién con las subunidades L.
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Figura IL3 Imégenes generadas por ordenador de 1a subunidad S de la Rubisco de espinaca.
Fuente: Knight et al, 199040

21

Figura IL.4 El giro-horquilla (restos 46 al 67) de la subunidad S de la Rubisco de espinaca.
Fuente: Knight et al, 19900
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Tabla I1.5 Estructura secundaria de 1a subunidad S de la Rubisco de espinaca. Los elementos
estructurales se presentan ordenados, empezando por el extremo N-terminal.

_————— — ——  ——————— —— —____— _ —— ]

Estructura secundaria Nimero de=residuo
oA 23-35
BA 39-45
BB 68-74
oB 80-93
BC 98-105

ED 110-118

Tabla I1.6 Enlaces de hidrégeno (d<3.3 A) entre residuos del giro-horquilla en la subunidad S.

Residuo Atomo Residuo Atomo
D48 N - E45 0
Y52 N - D63 o)

O - N
RS3 @) - K57 N
N - Y61 0]
N - 0]
N - S58 O
E54 N - D63 0]
O - K57 N
H55 N - D63 0]
N - o)
S58 O - Y61 N
G60 O - R65 N
Y62 O - N
R65 O - R100 N
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II.1.3 ESTRUCTURA TERCIARIA

Para determinar si un aminodcido de la cadena polipeptidica estd oculto o
se encuentra en la superficie accesible al exterior, se compara su accesibilidad
relativa frente a un tripéptido G-X-G, donde X es el aminodcido en cuestién®. De
esta manera se ha calculado en la Rubisco que hay 158 aminodcidos ocultos en la
subunidad L (de un total de 463, el 34%) y sélo 15 en la subunidad S (de un total
de 123, el 12%)%0. Estos aminoécidos ocultos forman lo que se conoce como
"cores" (regiones internas) de las subunidades.

Hay fundamentalmente cuatro regiones internas hidrofébicas en la
subunidad L: una en el dominio N-terminal, dos en el C-terminal y una en la
regién de unién entre ambos dominios.

La regi6n interna del dominio N-terminal estd situada entre las hélices aB
y o.C y la ldmina B. Los aminodcidos que pertenecen a ella se detallan en la Tabla
I1.7. Una de las regiones internas del dominio C-terminal estd formada por los
restos de las cadenas B que apuntan hacia el interior del barril o/p. Las cadenas
laterales de estos restos estdn ordenadas en tres estratos; €l estrato superior define
lo que serfa el suelo del centro activo de la enzima% (Tabla I1.7). La segunda
regién interna hidrofébica del dominio C-terminal comprende restos laterales de
las ocho hélices, que se empaquetan unos contra otros y contra las ocho cadenas f3
(Tabla IL.7). La hélice a5 en el dominio C-terminal estd involucrada en
interacciones dominio-dominio y estd completamente oculta en el interior de la
subunidad L. Interacciona con las hélices o.C y aD del dominio N-terminal y con
las cadenas PG y BH del dominio C-terminal. Los residuos que la componen
forman la cuarta regién interna hidrofébica de la subunidad L (Tabla IL.7).

En la subunidad S sélo hay una regi6n interna hidrofébica, formada por el
empaquetamiento de dos hélices o contra la ldmina antiparalela . Los
aminodcidos que forman esta region interna estdn detallados en la Tabla II.8.
Todos ellos son invariablemente hidrofébicos, excepto A97 y V99.
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Tabla I1.7. Aminodcidos que forman las cuatro regiones internas hidrofébicas de la subunidad L

de la Rubisco de espinaca.

"Core" Aminoacidos

"Core" del 136 A38 F40
dominio V42 P44 AS3
N-terminal G54 V57 A58
S61 G82 C84
C99 V101 Y103
1120 V124 P141

Y144
"Core" del G171 F199 K201
: Y239 1264 M266
AT A T
C-terminal 7 Q40
Segundo P168 L170 Ci72
"core" del 1174 Y185 G186
dominio V189 C192 L193
C-terminal T200 D202 V206
M212 R217 F218
C221 A222 L225
A228 K236 H238
1240 A242 M250
A254 A257 V262
V265 H267 Y269
N277 L280 C284
L289 1291 1293
F311 A315 L318
G323 1326 S$328
T342 F345 V346
1349 V374 P376
A378 1382 M387
L390 T391 F394
S$398 L400 F402
T406 A417 N420

1424
"Core" en L37 A39 198
laregién de V113 M116 Al132
unidn entre L133 R134 L135
ambos E136 D137 L138
i3 1140 V145 G150
dominios P151 H310 R312
V3i3 K316 A317

L320 S321 366
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Tabla I1.8. Amino4cidos que forman la regién interna hidrofébica de la subunidad S de la

Rubisco de espinaca.
V30 L33 P40 L42
V83 V87 V90 A97
V99 1101 F115

I1.1.4 ESTRUCTURA CUATERNARIA

Debido al papel central de la Rubisco en el ciclo del carbono, varios grupos
han realizado estudios cristalogrdficos de la enzima de diversas fuentes. Los
primeros estudios cristalograficos fueron realizados en la Rubisco de tabaco*”*8.
Sin embargo, los cristales utilizados no eran de suficiente calidad como para
permitir una determinacién estructural de alta resolucién. Posteriormente fueron
publicados datos cristalogréficos de mayor resolucién de la enzima homodimérica
de Rhodospirillum Rubrum*-52 y de la enzima de tabaco’3-4, espinaca®>-37,
patata8, Alcaligenes eutrophus®-%, Chromatium vinosum®! y Synecococcus®?.

La estructura de la Rubisco de Rhodospirillum Rubrum fue posteriormente
resuelta con una resolucién de 2.9 A%, Este estudio revel6 la estructura en dos
dominios de la subunidad L, que ya ha sido comentada, y localizé el centro activo
en la superficie de contacto de las dos subunidades L, en el extremo C-terminal de
las cadenas P que forman el barril o/B. Recientemente se ha refinado la estructura
de Rhodospirillum Rubrum hasta 1.7 A%, Asfmismo se han realizado estudios de
la enzima complejada con el producto de la reaccién de carboxilacién®, con 2-
carboxi-D-Arabinitol-1,5-bifosfato, un estado de transicion andlogo de la reaccién
de carboxilacién®®, con el catién Mg2+ presente en el centro activo y la molécula
de CO, que activa la enzima (ver seccién I1.2 de la presente memoria)®S, asf como
de la enzima activada complejada con su sustrato, D-Ribulosa-1,5-bifosfato®’.

Por su parte, han sido realizadas descripciones preliminares de la Rubisco
no activada del tabaco a 3.0 y 2.6 A de resolucién®%® asf como un estudio
resuelto a 2.0 A%, También se han publicado estudios cristalogrificos de la
Rubisco de espinaca activada y complejada con el estado de transicién andlogo de
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la reaccién de carboxilacién® y posteriormente una correccién a la estructura de la
subunidad S* que previamente habfa sido interpretada de modo incorrecto®8 as{
como una descripcion completa de la enzima no activada de espinaca resuelta a 2.4
A0,

De todos estos estudios se deduce que la agrupacién Ly es la minima
unidad funcional de la Rubisco. Dicha unidad tiene la forma de un elipsoide
deformado de dimensiones 45 x 70 x 105 A y una intensa interaccion entre
ambas subunidades (Figura IL.5). Estas interacciones tienen lugar por un lado
entre los dominios C-terminales de ambas subunidades y por otro lado entre el
dominio N-terminal de cada una con el dominio C-terminal de la otra, formdndose
en este tltimo tipo de contactos entre subunidades dos centros activos de la
enzima.

La molécula LgSg, por su parte, tiene forma de cubo de aproximadamente
110 A de lado con vértices redondeados (Figura I1.6). Hay un eje cuaternario que
relaciona cuatro agrupaciones diméricas L, de modo que la organizacién de las
subunidades L puede entenderse como (L2)4. Las subunidades S, por su parte, se
ordenan en dos grupos S4, que interaccionan fuertemente con los dimeros L. De
este modo, cuatro caras del cubo estdn formadas por parejas de dimeros L
adyacentes y las otras dos, opuestas entre si, por los grupos S4.

En el centro de la molécula, a lo largo del eje cuaternario que corre entre
los dimeros Lj, hay un canal abierto al solvente. La anchura de este canal es
variable, encontrindose que las partes mds anchas corresponden a las zonas de
entrada (que tienen forma de embudo), localizadas en las caras del cubo formadas
por los grupos S4. En el punto de menor anchura, el didmetro del canal es de unos
15 A. En el centro de la molécula el canal se ensancha y forma una cavidad de
unos 30 A de didmetro (Figuras I1.7).
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Figura I1.5. Diagrama esquematico del dimero Ly, en el que se aprecian las interacciones entre
ambas subunidades. En los alrededores de los centros activos (indicados en la figura mediante la
posicién de los cationes Mg (II)), puede apreciarse que las interacciones se producen entre el
dominio N-terminal de una subunidad (N) y el dominio C-terminal de la otra, concretamente con
el barril o/ (B). Fuente: Andersson et af, 1989°3
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Figura I1.6. Diagrama de la arquitectura de la molécula LgSg de Rubisco.
Fuente: Knight et al, 199040

(b)

Figuras IL7. Seccién de la Rubisco de espinaca, ilustrando el canal abierto al solvente. En (a)
se aprecia una vista a lo largo del eje cuaternario y en (b) una vista perpendicular a dicho eje.
Fuente: Knight et al, 199040
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IL.1.5 ESTRUCTURA DEL CENTRO ACTIVO

El centro activo de la Rubisco se localiza en los dimeros Ly, concretamente
en la zona de interaccién entre el dominio C-terminal de una subunidad L y el
dominio N-terminal de la segunda3®3%:63, Como en todas las enzimas
encontradas con estructuras de barril o/f, el centro activo estd en el extremo
carboxilico de las cadenas P del barril’®. Los residuos de los giros-C que van de
las cadenas P a las hélices o del barril contienen la mayoria de los amino4cidos
esenciales para la unién del sustrato y para la catdlisis.

La K175, situada en el giro-C 1, ha sido identificada mediante diferentes
técnicas como uno de los aminodcidos que forman el centro
activo38:63,64.6871.72 En el mismo giro-C, la K177 también apunta al interior del
centro activo. Ambas lisinas forman parte de una red de cargas y enlaces de
hidrégeno que configuran en parte el centro activo’®.

El giro-C 2 contiene otros tres aminodcidos que forman parte del centro
activo: K201, D203 y E204. Estos tres aminodcidos forman el centro donde se
produce la activacién de la enzima; concretamente el resto K201 es el que se
carbamila en dicho proceso (como se explicard mds detalladamente en el apartado
I1.2 de la presente memoria) y, una vez carbamilado, junto con el D203 y el E204
forman la zona donde se sitda el cation magnesio.

Los giros-C 3 y 4 no contribuyen con aminodcidos a la formacién del
centro activo de la protefna; intervienen en las interacciones entre subunidades.

El residuo H294, situado en el giro-C 5, interviene en la catdlisis y se
encuentra en el centro activo>®4%:67, En el mismo giro-C se encuentra la H298
que no es esencial para el proceso catalitico, aunque su sustitucién produce una
pérdida apreciable (un 40%) de la actividad enzimética’3. También en el giro-C 5
estdn la R295 y la H327, que participan en el proceso de unidn a la proteina de
uno de los grupos fosfato del sustrato®” y también del ET an4logo$95,

El giro-C 6 es flexible y se encuentra desordenado en la forma no activada
de 1a Rubisco de Rhodospirillum Rubrum*3%3. Una vez que la Rubisco ha sido
activada este giro-C se cierra, aislando al sustrato del solvente, y contribuye a la

estructura del centro activo con el aminodcido K33438:69,
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El giro-C 7 contiene el resto $379, que participa en la unién del sustrato®’,

, del ET andlogo®®3 y del producto a la enzima®,

El giro-C 8 participa en la formacién del punto de unién del segundo grupo
fosfato del sustrato al centro activo con los aminodcidos G403 y G404.

Dos regiones del dominio N-terminal de la segunda subunidad también
participan en la construccién del centro activo de la Rubisco, por medio de los
aminodcidos E60 y T65 por un lado y el residuo N123 por otro. Este dltimo forma
parte de la esfera de coordinacién del catién metdlico en la Rubisco activada de
Rhodospirillum Rubrum%® y posteriormente, una vez el sustrato ha ocupado el
centro activo, cede su lugar en la esfera de coordinacién a uno de los oxigenos de
aquél y pasa a interaccionar con el grupo hidroxilo del carbono 4 del sustrato®’.

En la Figura I1.8 se presenta una vista esquematica de los aminodcidos que
forman el centro activo de la Rubisco. Se incluye el ET andlogo y el ion magnesio
para visualizar mejor las interacciones que tienen lugar.

Mediante estudios estructurales del complejo formado por la enzima no
activada y el producto de la reaccién de carboxilacién, 3-D-fosfoglicerato, se ha
determinado el centro de unién de uno de los grupos fosfato®*. Este grupo
interacciona con los aminodcidos H327 y R295, asf como con los dtomos de
nitrégeno de los restos T328 y G329. Ademds, el aminodcido S379 interacciona
con el oxigeno puente entre el grupo fosfato y el resto del 3-D-fosfoglicerato. El
grupo carboxilo del producto interacciona con K201, que en la enzima activada se
encuentra carbamilada e interacciona con el catiéon magnesio.

Por su parte, estudios del complejo formado por la enzima no activada y el
ET andlogo, 3-carboxi-D-Arabinitol-1,5-bifosfato (CABP), muestran que dicho
ET andlogo se enlaza a lo largo del centro activo3. Uno de los grupos fosfato se
encuentra enlazado como se ha descrito en el pérrafo anterior. El segundo se une a
los aminodcidos G403, G404, K175, K334 y N123, asi como con T65.

Uno de los dos oxigenos del grupo 2-carboxilo del CABP, que simula el
sustrato CO», se ha encontrado coordinado con el catién Mg(II) en estudios del
complejo entre la enzima activada y el ET andlogo, mientras que el segundo estd
enlazado con el resto K3344%, Dos de los grupos hidroxilo del CABP se sitdan
también en la esfera de coordinacién del catién, mientras que el tercero forma un
enlace de hidrégeno con el resto S379.
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Figura I1.8 Vista esquemadtica del centro activo de la Rubisco con el ET andlogo y el catién

magnesio. Fuente: Schneider et al, 199270
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Figura IL.9 Vista esquemdtica del sustrato D-Ribulosa-1,5-bifosfato y sus interacciones en el
centro activo de la Rubisco de Rhodospirillum Rubrum. Fuente: Lundqvist et al, 19917, La

numeracién ha sido actualizada para facilitar la comparacién.
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Una comparacién de los complejos formados por la enzima no activada y
la activada con el CABP muestran gue la presencia del catién magnesio ejerce una
profunda influencia en la manera en que el inhibidor se une al centro activo. En el
complejo con la enzima no activada el CABP se une al revés, con los grupos
fosfato intercambiados respecto a la manera como se une con la enzima
activada3®65, El catién metdlico, por tanto, juega un papel importante en la
orientacién del ET andlogo y, por extensién, del sustrato en el interior del centro
activo.

La unién del sustrato a la enzima activada de Rhodospirillum Rubrum se
ha estudiado a 2.6 A de resolucién®’ (Figura IL9). El sustrato se une a la enzima
en una conformacién doblada. Debido al cambio en la posicién de los giros-C 7 y
8 y de la hélice 0.8 en la Rubisco Lp23, el sustrato estd m4s doblado que en la
Rubisco LgSg. Los oxigenos de los carbonos 2 y 3 del sustrato estdn coordinados
con el metal, lo cual lleva a la formacién del enodiol cis en el primer paso del
proceso catalitico (ver seccién I1.2 de la presente memoria).

La comparacién de las formas inactivas de la Rubisco, tanto de
Rhodospirillum Rubrum*3*%3 como de tabaco’?:%8, con los complejos
cuaternarios con CABP de la enzima activada de espinaca38:40, revelan
importantes diferencias conformacionales en el centro activo. En las formas
activadas, el giro-C 6 estd cerrado sobre el CABP, de modo que el resto K334
interacciona con uno de los oxigenos del grupo carboxilo de dicho ET andlogo. La
posicién de este giro-C es diferente, as{ como también lo es la del extremo C-
terminal desde el residuo 460 en adelante: esta parte de la proteina se pliega sobre
el giro-C 6 en las formas activadas complejadas con el CABP. Estos cambios
conformacionales que se producen cuando la enzima lleva a cabo el proceso
catalitico aislan el centro activo del exterior y se produce un desplazamiento de
algunos residuos hasta dicho centro activo, donde interaccionan con el sustrato o
el ET andlogo. Con ello, la unién entre la enzima y el sustrato provoca en ambos

un cambio conformacional. Este hecho extiende el postulado de Pauling’476

, en
el sentido de que no sélo la enzima moldea al sustrato cuando éste se une al centro
activo, también en el proceso la propia enzima se adapta y es moldeada por el

sustrato.
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I1.2 REACCIONES QUIMICAS
CATALIZADAS POR LA ENZIMA RUBISCO

I1.2.1 ACTIVACION

Una caracteristica comin de todas las moléculas de Rubisco que han sido
analizadas hasta la fecha es la presencia de una primera reaccién quimica,
necesaria para convertir la enzima en su forma activa’. Este proceso de activacién
consiste en la formacién de un carbamato por reaccién de una primera molécula de
CO3 con el grupo €-amino de un resto Lisina en el centro activo, concretamente
del aminodcido K20121:22, Esta molécula de CO;y es distinta de la que
posteriormente se incorpora a la D-Ribulosa-1,5-bifosfato durante la catdlisis’"’8,
Por su parte, un examen del campo electrostdtico en el interior del centro activo de
la Rubisco explica la alta reactividad del resto K201 comparada con otras Lisinas:
la K201 se encuentra protonada, de manera que tiende a perder el protén y se
produce una reaccién 4dcido-base con CO77?, lentamente, siendo éste el paso
limitante de la velocidad del proceso de activacion®81,

Una vez obtenido el carbamato, éste se une al Mg(Il) formando el
complejo ternario enzima-CO3-Mg(II)7780, Se ha realizado un considerable
esfuerzo por analizar la esfera de coordinacién del metal en la enzima activada,
utilizando técnicas de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y de Resonancia
Paramagnética de Electrones (RPE). Estos andlisis han mostrado que el carbamato
se encuentra estabilizado por su unién con el Mg(II)77'8°'82. Sin embargo, antes
de que la estructura del complejo ternario fuera determinada por técnicas de Rayos
X%, todos los intentos por demostrar la existencia de una coordinacién directa
entre los ox{genos del carbamato y el metal habian fallado. Asi, los estudios de
RPE con Mn(II) o Cu(ll) y carbamato marcado isotépicamente con 170 en
complejos cuaternarios de la enzima de Rhodospirillum Rubrum no pudieron
demostrar la coordinacién directa®3-85, mientras que los estudios de RMN de 13C
en los complejos enzima-COz-Metal(II)-CABP sélo sugerian que el metal se
encontraba a una distancia de 5 a 6 A del carbamato®.
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En el complejo ternario, el ion Mg(II) puede ser reemplazado in vitro por
una serie de iones metélicos, como Mn(Il), Fe(Il), Ca(II), Cu(Il), Co(II) o Ni(II).
Sin embargo, el grado de actividad catalitica depende tanto del metal como del tipo
de Rubisco utilizado. En la Rubisco del tipo L, se ha observado actividad catalitica
cuando se reemplaza el Mg(II) por Fe(II), Ca(Il) y Cu(I)¥>-0. En la de tipo LgSg
se mantiene actividad catalitica cuando se reemplaza el Mg(II) por Ni(II), Co(II),
Fe(IT), Mn(II) y Cu(II)37:8891-94 Estas sustituciones provocan incluso cambios
en la especificidad que muestra la enzima ante CO2 y Os. En algunos casos, la
Rubisco modificada de esta manera s6lo muestra actividad como oxigenasa, en
otros pierde eficacia como carboxilasa y en otros no cataliza en absoluto la adicién
de gases al sustrato. Sin embargo, en ningtin caso se ha observado un aumento en
el rendimiento de la Rubisco como carboxilasa.

La activacién de la Rubisco provoca cambios en las propiedades quimicas
de la enzima, ya que la reactividad y nucleofilia de otros restos aminodcidos del
centro activo se modifican. De este modo, aunque el proceso de activacién no
origina grandes cambios conformacionales en el centro activo ni en la estructura
global de la enzima’?, su afinidad por el sustrato? y otros compuestos
fosforilados?®97 se ve alterada.

El proceso de activacidn estd catalizado por la enzima D-Ribulosa-1,5-
bifosfato Carboxilasa/Oxigenasa Activasa®8-190 tanto in vivo como en
concentraciones fisiol6gicas del sustrato in vitro, siendo la actividad de esta
enzima dependiente de la concentracién de ATP101-193, En su ausencia, s6lo se
carbamilan entre un 20 y un 40% de los centros activos de la Rubisco, con la
consiguiente reduccién del rendimiento de la fotosintesis!04105,

Una vez que el Mg(Il) interacciona con el carbamato de K201 el centro
activo queda preparado para aceptar una molécula del sustrato, D-Ribulosa-1,5-
bifosfato, e iniciar el proceso catalitico bien de carboxilacién o bien de
oxigenacién. En ambos procesos es necesaria una etapa previa, que detallamos a
continuacién, en la cual el sustrato se enoliza.
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I1.2.2 ENOLIZACION

Una vez activada la enzima y unida a! sustrato se inica el proceso catalitico.
En este proceso, la enolizacién de la D-Ribulosa-1,5-bifosfato se acepta como el
primer paso del mecanismo molecular de la catdlisis!?. Este primer paso es
esencial para activar al sustrato, tanto frente a la carboxilacién como frente a la
oxigenacidn, y es considerado por algunos autores como el paso limitante de la
velocidad del proceso catalitico!97-198_ El 2,3 enodiol formado es formalmente el
reactivo para los procesos de carboxilacién y oxigenacién en los cuales bien una
molécula de CO2 o bien una de O3 se adiciona al carbono 2 (Esquema IL1).

Enolizacion

r N\
1 2 ) Carboxilacién
CH,0PO4 H,OPO,4 +CO,
? C=0 COH
3 CHOH COH
4 CHOH CHOH
5 2- l 2-
CH,0PO; CH,0PO, +0,

Oxigenacion

Esquema IL.1 Enolizacién de la D-Ribulosa-1,5-bifosfato y posterior ataque del CO7 y del O9
sobre el enodiol resultante. En el esquema se muestra la numeracion de los dtomos de carbono del

sustrato.
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Respecto al mecanismo molecular mediante el cual se produce la
enolizacién, han sido propuestas dos posibilidades’?: o bien el proceso €s
intermolecular, con lo cual un grupo bésico en el centro activo puede captar el
protén de C3 y provocar la formacién del 2,3 enodiolato’2109-111 ¢ pien es
intramolecular. En este caso se han postulado a su vez dos posibilidades: o bien
uno de los grupos fosfato actiia como base para extraer el protén de C3 y formar
un enodiolato®’, o bien se produce un paso directo del protén desde el C3 al
oxigeno del C2!12, A continuacién extendemos cada una de estas posibilidades.

Dado que el oxigeno unido al C2 del sustrato estd cerca del ion metdlico, se
produce una polarizacién del doble enlace entre dicho oxigeno y el C2, lo cual
incrementa la acidez del protén directamente unido a C3 que puede asi ser
extraido. En la hipétesis del mecanismo intermolecular, se ha sugerido que el resto
K175 es la base que capta el protén’2111, Para llegar a esta conclusién se
utilizaron tanto datos bioquimicos como mutagenéticos: la K175 tiene un pK,
inusualmente bajo, de 7.8119, lo cual estd de acuerdo con el pKj, de 7.5
determinado a partir de la dependencia del pH del efecto isotépico de deuterio
calculado para extraer el protén de C3 del sustrato!!3, Ademds, estudios de
mutagénesis dirigida en los cuales el resto K175 era reemplazado por glicina,
alanina, serina, glutamina, arginina, cisteina e histidina, daban lugar a proteinas
mutantes con severas deficiencias en su actividad como carboxilasas’?. La
mutante K175G, por ejemplo, puede experimentar activacién y unir el CABP al
centro activo, pero no cataliza el paso de enolizacién!!l, Asimismo, esta hipétesis
de la enolizacién intermolecular se vefa reforzada por el hecho de que los modelos
cristalogrdficos iniciales del centro activo de la Rubisco no exclufan que 1la K175
pudiera actuar como base?®.

Sin embargo, con el aumento de la resolucién de los estudios de Rayos X
del complejo cuaternario de la Rubisco, ha quedado patente una profunda
discrepancia entre la funcién postulada para la K175 y la estructura observada.
Esta discrepancia se detecté primero en el andlisis de la estructura cristalina del
complejo cuaternario de la Rubisco de espinaca activada con el CABP*C, En esa
estructura, la K175 estd a 6 A de distancia del 4tomo C3 y mediante experimentos
de modelizacién molecular no se consigue acercar el residuo al C3 lo suficiente
como para que tenga lugar la transferencia del hidrégeno sin destruir la
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conformacién del giro-C 179, Una situacién similar se detecté en el andlisis de la
estructura del complejo cuaternario de la Rubisco de Rhodospirillum Rubrum
activada con el sustrato D-Ribulosa-1,5-bifosfato®’, en la cual la distancia entre la
K175 y el C3 es de 7 A y los experimentos de modelizacién molecular sélo la
acercan hasta 5 A. De acuerdo con los datos estructurales, los restos del centro
activo que se encuentran mds cercanos al C3 y pueden, por tanto, actuar como
base y captar el protén son K177 y K334. Pero ninguno de estos aminodcidos
parece esencial para el proceso de enolizacién, ya que proteinas mutantes en esas
posiciones son capaces de catalizar la formacién del enodiol aunque, eso sf, a
velocidades menores que la enzima natural!!4115,

Dado que los estudios cristalogrificos publicados hasta la fecha no
permiten establecer sin ningitin género de dudas la conformacién del sustrato en el
interior del centro activo, caben en principio dos posibles conformaciones con sus
implicaciones mecanisticas. En la conformacién que llevarfa a la obtencién del
enodiol trans varios restos del centro activo se encuentran cerca del C3: N123,
H294 y uno de los oxigenos del carbamato de la K201, asi como una molécula de
agua situada en el centro activo y unida mediante puentes de hidrégeno al resto
H327. Recientemente se ha descartado al resto N123, puesto que enzimas
mutantes en dicha posicién retienen actividad catalitica en el paso de enolizacién,
lo que indica que el resto N123 tiene su papel en otras etapas del proceso
catalitico!18, En rigor, cualquiera de las otras posibilidades no ha podido ser
excluida, por lo que la formacién de un enodiol trans no debe descartarse. Sin
embargo, tanto nuestros resultados como recientes datos atin no publicados!!?
indican que el enodiol que se forma es ¢l isémero cis.

En ese caso, no hay ningiin resto amino4cido suficientemente cerca del C3
que pueda actuar como base abstrayendo el prot6n. Por ello, se ha propuesto que
sea uno de los oxigenos del grupo fosfato de C1 quien actie como base, dado que
se encuentra a s6lo 4 A de dicho carbono®’, mientras que el resto K175 actuarfa
entonces como dcido, cediendo un protén al oxigeno de C2, del que le separan
s6lo 4.6 A. La posibilidad de que un grupo fosfato actie como base se ha
sugerido en la accién de la aldolasa!!® y en la eliminacién e isomerizacién no
enzimdtica de triosafosfatos!!?. Esta posibilidad en el caso de la Rubisco ¢s, sin
embargo, dificil de mantener, dado que la protonacién de uno de los oxigenos del
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grupo fosfato podria provocar un cambio sustancial en las interacciones que lo
mantienen fijado al centro activo. Ademds, la posicién del resto K175 parece ideal
para ceder un protdn al propio C2 tras la formacién del carbanitn de fosfoglicerato
en las iltimas etapas del proceso catalitico®?, m4s que para cederlo al oxigeno de
C2 en la etapa de enolizacién. As{ pues, para elucidar este punto son necesarios
mds estudios experimentales que puedan aclarar qué mecanismos son posibles y
cudles no.

Desde el punto de vista tedrico, nuestros resultados sugieren un
mecanismo mucho mds sencillo, sin participacién directa de grupos exteriores al
propio sustrato: una tranferencia intramolecular del prot6én directamente desde el
C3 al oxigeno de C2!20, como presentaremos en el capitulo VII de la presente
memoria.

Una misteriosa caracterfstica de la catélisis mediante Rubisco ligada a la
etapa de enolizacidn es la pérdida de actividad catalitica con el tiempo que muestra
la Rubisco de plantas superiores activada in vitro.

La velocidad de fijacién fotosintética de CO2 es una consecuencia directa
de la actividad de la Rubisco, que depende, in vivo, de alteraciones ambientales!?!
como el cambio en la intensidad de la 1uz122-123 o la concentracién de 02126,
Existen al menos dos mecanismos que regulan la actividad especifica aparente de
la enzima'?7: el primero es el proceso de activacién que ya ha sido detallado en el
apartado anterior de esta memoria; el segundo se relaciona con el control de la
concentracién de un inhibidor natural de la actividad de la Rubisco: el 2-carboxi-
Arabinitol-1-fosfato, que ocupa los centros activos e impide, por tanto, su
ocupacién por el sustrato!21:128-130 Existen también otras posibilidades para
regular la enzima, dado que el 2-carboxi-Arabinitol-1-fosfato no es el tnico
inhibidor encontrado en la naturaleza y las distintas especies de plantas difieren en
¢l mecanismo que emplean para regular la actividad de la Rubiscol21:127:131.132,

In vitro, la enzima purificada de plantas superiores puede ser activada
mediante incubacién con COz y Mg2+ a pH alcalino!33. Tras afiadir sustrato a la
Rubisco asf activada, se observa que la velocidad de la catdlisis disminuye con un
tiempo medio de varios minutos®7133-137 Esta pérdida de actividad (llamada
caida -"fallover"- en la literatura!®®) no es debida a que el sustrato se acabe ni a

. que se acumulen productos!34, Al respecto se han propuesto varias explicaciones:
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a) el sustrato se une mds fuertemente a la enzima no carbamilada que a la

, carbamilada, lo cual levaria a una descarbamilacién con la consiguiente pérdida de
actividad®>97135; b) el sustrato puede unirse a un centro regulador diferente del
centro activo de la enzima!3%; ¢) la inhibicién es consecuencia de la lenta e intensa
unién al centro activo de productos de isomerizacién o degradacién que se
acumularian en las preparaciones del sustrato durante su almacenamiento!4%; d)
los productos de isomerizacién del sustrato que inhiben a la Rubisco se formarfan
por la propia enzima durante la catalisis>3141-143, Esta tltima hipétesis es la mds
aceptada actualmente’®, habiéndose identificado uno de los productos que inhiben
a la Rubisco como D-Xilulosa-1,5-bifosfato!4!, que se forma en el centro activo
como consecuencia de una retroenolizacién estereoquimicamente incorrecta del 2,3
enodiol.

En cualquier caso, lo que resulta obvio es que esta inactivacién durante la
catdlisis no ocurre in vivo o, si ocurre, alglin mecanismo reparador invierte el
efecto. De hecho, recientes trabajos experimentales indican que la enzima Rubisco
Activasa puede tanto prevenir como revertir in vivo la pérdida de actividad de la
Rubisco observada in vitro y también sugieren que esta caida de la actividad se
debe a la unién de un inhibidor fosforilado al centro activo de la enzimal3é.

Nuestros resultados, obtenidos desde el punto de vista teérico, se ajustan a
estos resultados experimentales y relacionan, por tanto, el fenémeno de la
inactivacion de la Rubisco con el paso de enolizacion del proceso catalitico, tal
como describiremos en el capitulo VII de la presente memoria.

11.2.3 CARBOXILACION

La reaccién de carboxilacién de D-Ribulosa-1,5-bifosfato catalizada por la
Rubisco es mucho mejor conocida que la de oxigenacidn. La carboxilacién es un
proceso complejo que comprende una serie de etapas. Desde 1956, cuando
Calvin!* propuso esta secuencia, se han sugerido diferentes modificaciones’,
siendo el mecanismo global del proceso catalitico actualmente aceptado’® el

presentado en el Esquema I1.2.
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Esquema II.2 Mecanismo global del proceso catalitico de carboxilacién.

Existen evidencias experimentales que apoyan esta propuesta. Por un lado,
la formacién del 2,3 enodiol es un paso lento en el proceso globall® y se ha
comprobado, utilizando sustrato tritiado en el C3, que el hidrégeno unido
inicialmente a dicho centro experimenta intercambio con el solvente una vez que el
proceso catalitico tiene lugar!07:145.146 Este hecho estarfa de acuerdo tanto con
un mecanismo intermolecular de formacién del enodiol, en el cual dicho protén se
intercambiarfa en un proceso 4cido-base con un resto aminodcido de la enzima,
como con un proceso intramolecular, en el cual dicho protén o bien se transfiere a
un grupo fosfato o al O2 (ver apartado anterior). Ademds, la observacién
experimental de que los oxigenos unidos a los dtomos C2 y C3 se conservan
durante la reaccién de carboxilacién!47-148 también estd de acuerdo con la
participacién de un intermedio enodiol y descarta mecanismos en los que se
formen aductos covalentes del sustrato con la enzimal®,

Una vez que el enodiol se ha formado, se produce el ataque del CO,, que
lleva a la obtencién de un intermedio de seis carbonos. Experimentos de captura
con borohidruro confirman la presencia de este intermedio!*°. El posterior ataque
de una molécula de agua sobre el C3 es anterior a la rotura del enlace entre C2 y
C3, tal como se ha demostrado!’!. Una vez que el intermedio de seis carbonos se
ha roto, de su mitad inferior se forma una molécula de 3-D-fosfoglicerato y de su
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mitad superior se obtiene un carbanién (en el C2) de tres carbonos. Tal y como
algunos autores han sefialado!2, dado que la protonacién de este carbanién fuera
del centro activo, utilizando protones del solvente, producirfa mezclas racémicas
de 3-D y 3-L-fosfoglicerato y éste iltimo no se observa, debe existir algiin
mecanismo que controle la estereoquimica de los productos obtenidos. Una
posibilidad ya comentada es que el carbanidn se protone estando ain en el centro
activo, captando un protén del resto K17540,

Con objeto de establecer la estereoquimica del proceso de carboxilacion, es
necesario conocer previamente cudl es la orientacién que el sustrato D-Ribulosa-
1,5-bifosfato adopta en el centro activo de la enzima. Un estudio de RMN de 31P

la ha determinado!? (Figura 11.10).

Figura I1.10 Orientacién del sustrato en el interior del centro activo. La vista es desde la
perspectiva de una molécula que entrara en el centro activo, como la de CO; o la de Os.
Fuente: Lorimer et al, 1989153

Una vez conocida la orientacién del sustrato, la estereoquimica resultante
del C2 queda determinada, ya que el CO; debe atacar a dicho carbono desde el
lado del sustrato que mira al exterior (Esquema II.3). En el C3 puede quedar un
carbocation que, por pérdida del hidrégeno del grupo hidroxilo de dicho carbono,
da lugar al CABP.
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Esquema II.3 Estereoquimica del paso de carboxilacién.

Figura I1.11 Dibujo esquemdtico del dominio C-terminal de la Rubisco, ilustrando la
conformacidn abierta (linea continua) y cerrada (linea discontinua) del giro-C 6. En el dibujo se

indica la posicién del catién magnesio. Fuente: Lundqvist et al, 199167
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Una vez que el CO, ha entrado en el centro activo, éste queda aislado del
solvente debido al cierre del giro-C 6, como ya hemos comentado en el apartado
anterior (Figura II.11). Por ello, resulta obvio que la molécula de agua que
interviene en el subsiguiente paso de hidratacién ya debe encontrarse en el interior
del centro activo cuando éste se cierra. Efectivamente, una molécula de HyO se
encuentra cerca del C3, formando puentes de hidrégeno con el oxigeno unido a
C4 y con un nitrégeno del resto H327%7 (ver Figura IL9).

Se han postulado dos mecanismos para el paso de hidratacién. Una
posibilidad recientemente sugerida es que la carboxilacién y la hidratacién tengan
lugar de modo concertado!?*, segiin se indica en el Esquema I1.4:

0—=c=—/o0
2,0P0,HC OH
H//’ e,
HO < C OH
“2,0PO,HC /o\
H H
OH,*
F COy
H,  cooH H, 7 2
Z Z 2
HO < H . /\\ + 30?02HC/”"“' “‘\\\ OH
2 _ ] o) (ol
CH,0PO;* CH,0PO;*

3-D-fosfoglicerato

Esquema I1.4 Mecanismo de ataque concertado del CO; y el H70, con rotura inmediatamente

posterior del enlace C2-C3.
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Sin embargo, en este caso se requiere que el CO, y el HyO ataquen al
sustrato desde lados opuestos, con el CO, entrando desde el interior del centro
activo para que los productos sean dos moléculas de 3-D-fosfoglicerato. Esto no
es posible, ya que la molécula de CO, debe proceder del lado del centro activo que
mira al exterior.

La segunda posibilidad es que la hidratacién tenga lugar posteriormente,
con la molécula de agua atacando al intermedio de seis carbonos. Este ataque
podria producir un ciclo de cuatro miembros en el que la rotura del enlace C2-C3
serfa simultdnea a la del enlace O-H en el agua, o podria producirse en dos pasos,
formdndose primero un intermedio hidratado y rompiéndose con posterioridad el
enlace C-C. La primera opcién llevaria a la obtencién de una mezcla racémica de
3-fosfoglicerato: el D se formaria de la parte baja de la molécula y el L de la parte
alta, a no ser que el ciclo de cuatro se abra mucho y el dtomo de hidrégeno que
entra en C2 fuerce la inversién de la quiralidad de ese dtomo de carbono (Esquema
IL.S).

2
P‘I‘—‘f — 3-L-fosfoglicerato + 3-D-fosfoglicerato
PV N — :
,_1‘(5‘/' S H
H 'Ho
CH,0PO,

Esquema IL5 Hidratacidén y rotura simultinea del enlace C2-C3, con obtencién de una mezcla

racémica de D- y L-fosfoglicerato.

La segunda opcién llevarfa a la formacion de 3-D-fosfoglicerato (de la
parte inferior del intermedio de seis carbonos) y un carbanién plano (de la parte
superior). Este carbanién se protonaria estereoespecificamente con posterioridad,
captando un protén, por ejemplo, del resto K175 segin han propuesto Knight et



46 Rubisco

al*0, Por su parte, el grupo hidroxilo protonado, -OH,*, cederia su protén extra,
obteniéndose finalmente los productos (Esquema II.6). Esta posibilidad es 1a que
mejor se adapta a los datos experimentales.

K175-NH," K175-NH,
! .
HO m,, ).
- ? CH,0PO; ~— 3-D-fosfoglicerato
o,C¥ .
-H*
OH,*
‘\6}1 ~— J-D-fosfoglicerato
s H
CH,0PO;*

Esquema I1.6 Hidratacién y posterior rotura del enlace C-C, con protonacién estereoespecifica
del carbani6n en C2 mediante la participacién del resto K175 y formaci6n de dos moléculas de 3-
D-fosfoglicerato.

El Mg(1) del centro activo juega un papel crucial en el mecanismo de la
reaccién de carboxilacién (y también en el de la oxigenacién)*®67199, Por un
lado, estabiliza el 2,3 enodiol mediante la coordinacion de sus grupos hidroxilo.
Los 2,3 enodioles similares son inestables en disolucién y experimentan
eliminaci6n B del grupo fosfato de C-1140:155, Asf mismo, el intermedio de seis
carbonos obtenido tras el paso de carboxilacién es estabilizado por coordinacién
de uno de los oxigenos del grupo carboxilo con Mg(II).

El grupo carboxilo de este intermedio también estd estabilizado por
interaccién con el resto positivo K334, perteneciente al giro-C 6. De hecho,
protefnas mutantes en las que se ha reemplazado la K334 por otros aminodcidos
muestran una actividad como carboxilasas marcadamente inferior a la Rubisco
natural!>®, Asf mismo, el aminodcido E60, que interacciona con la K334, ha sido
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reemplazado por 4cido aspdrtico, lo que reduce drdsticamente la velocidad de la
catdlisis!1s,

I1.2.4 OXIGENACION

El estudio del mecanismo de la reaccidén de oxigenacién catalizada por la
Rubisco se ha limitado esencialmente al de aquellas etapas comunes con el proceso
de carboxilacién. Se ha establecido, sin embargo, mediante estudios
experimentales con 1805, que uno de los dtomos de la molécula de oxfgeno queda
incorporado en el grupo carboxilato del fosfoglicolato, mientras que el otro se
pierde aparentemente en el medio'>’. También ha quedado claro que, como en la
carboxilacién, el dtomo de oxigeno del C2 del sustrato se mantiene durante el
proceso cataliticol®® y que la rotura del enlace C2-C3 también se produce!’8, Sin
embargo, el nimero de estudios experimentales sobre este proceso es
relativamente escaso®l,

Para que la reaccién de oxigenacién tenga lugar debe producirse una
inversién de spin: la formacién de productos en estado electrénico singlete (el 3-
D-fosfoglicerato) a partir de una mezcla de un reactivo singlete (la D-Ribulosa-
1,5-bifosfato) y uno triplete (la molécula de oxigeno). Este tipo de reacciones
estdn consideradas por lo general como prohibidas ya que los tiempos de vida de
los complejos que se forman cuando los reactivos colisionan es usualmente
demasiado corto para que tenga lugar la inversién de spin!3-161, Asf que los
pares radicales resultantes de dichas colisiones o bien revierten hacia los reactivos
o bien se disocian en especies radicales independientes.

Varias teorfas trataban de dar una explicacién racional a este problema. Por
ejemplo, se ha postulado la formacién de oxigeno molecular singlete en un
proceso inverso a la adicién!%2. También se ha propuesto que los pares radicales
resultantes de la colisién entre una molécula singlete y una triplete estén

163,164 que ejerceria el propio centro activo

estabilizados mediante efectos de jaula
de la proteina, con lo cual el tiempo de vida de estas especies se alargaria lo
suficiente como para dar tiempo a que se produzca la inversién de spin®l. Una
tercera posibilidad, planteada por nuestro grupo, es que la reaccién se produzca

entre el oxigeno triplete y el estado triplete del sustrato, cuya energia es cercana a
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la del estado singlete dada la rotacién a que estd sometido el doble enlace C2-C3
en el enodiol. De esta forma quedarfa explicada la bifuncionalidad de la Rubisco.

Posteriormente, en el estudio del proceso de oxigenacién que detallaremos
en el apartado VIL.4, debe tenerse en cuenta que participan cuatro electrones
desapareados que pueden dar lugar a una supermolécula (el ET) en estado
electrénico singlete, triplete o quintuplete.

El mecanismo global de la oxigenacidn se plantea, por analogia con el de
carboxilacién y de acuerdo con los pocos hechos experimentales conocidos, como
una serie de etapas. En el Esquema I1.7 se muestra la secuencia propuesta para la

reaccién de oxigenacién completa.

FHZOPO{ CH,0P0,? CH,OPO,2 CH,0PO,>
1 , [ CH,0P0,%
=0 C—OH * 0-0—Cc—OH - 0-0— C—OH [
l ll 0 1 0 coor
2 Hy
H— cj:— OH — (lz—- OH —+= ,C—OH ——= *H,0=C— OH -H0
H—(IZ-— OH H—(l:—on H—C— OH H—C—OH COOH
CH,OPO4* CH,0PO0,? CH,0PO,? CH,0PO,? H—C— OH
CH,0P0,?

Esquema I1.7 Mecanismo global del proceso catalitico de oxigenacién

La formaci6n del enodiol precede al ataque del oxigeno sobre el C2 para
formar un hidroperéxido. El ataque del O, debe proceder del mismo lugar del que
procede el ataque del CO5 en el proceso de carboxilacién. En el C3 puede quedar
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un carbocatién o, si se produce desprotonacién del grupo hidroxilo de dicho
carbono, un grupo carbonilo (Esquema I1.8)

Esquema I1.8 Estereoquimica del paso de oxigenacién.

Posteriormente, una molécula de agua ataca sobre el C3 y se produce la
rotura del enlace C2-C3, obteniéndose 3-D-fosfoglicerato de la parte baja del
intermedio y un carbani6n de la parte alta. Este se protonarfa captando un protén
del resto K175, como en el mecanismo de carboxilacién, para formar finalmente
fosfoglicolato tras descomponerse el grupo perdxido y formarse un anién
hidroxilo (Esquema I1.9).

Otra alternativa seria un proceso de ataque del agua y rotura del enlace C-C
en un proceso concertado en el que también se romperia el enlace O-O del grupo
perdxido. En este caso no hay problemas de estereoquimica como en el proceso de
carboxilacién, dado que la conformacién de la parte baja del intermedio, que da
lugar al 3-D-fosfoglicerato, no se altera a lo largo del proceso, y de la parte alta se
obtiene una molécula (el fosfoglicolato) sin carbonos quirales (Esquema II.10).
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K175 NH,*
H
O cmyopo
0 HO ,
- .- 7
Mg?* .7 2 ou i ":9— CH,0PO;*
_ ety AL — 0 7.
0o |
CH,0P0y%

O
H,0* —/< \\\\OHH
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Esquema I1.9 Hidratacién y posterior rotura del enlace C-C con protonacién mediante la
participacién del resto K175.

“2,0PO,H O
Z
HO M j/(‘)/ -+ OH
—_— OH
\H .
fosfoglicolato
CHOH
OH
CH,0PO,* ]
N\
CHOH
CH,0PO;*

3-D-fosfoglicerato

Esquema IL10 Proceso concertado de hidratacién y rotura del enlace C-C, con rotura

simultdnea del enlace O-O del grupo peréxido.
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Todos los mecanismos propuestos se adaptan a los escasos datos
experimentales conocidos del proceso de oxigenacidn e intentan explicar cémo se
produce, aunque algunos puntos del mismo permanecen sin aclarar. Pero tal vez la
cuestién mds intrigante sea por qué se produce la oxigenacidn, es decir, por qué
ocurre la fotorrespiracién. Algunos autores asignan a la fotorrespiracién una
funcién biol6gical®3, otros indican que la fotorrespiracién es una consecuencia de
la qufmica que se desarrolla en el centro activo de la Rubisco!66-168, En cualquier
caso, hasta que no estén claros todos los detalles del proceso catalitico de la
oxigenacién no se podrd resolver esta cuestion.

Precisamente intentar explicar de forma racional el porqué de la
bifuncionalidad de la enzima va a ser el primer objetivo de la presente tesis. En el
capitulo VII ofreceremos una explicacion para este singular comportamiento de la
Rubisco y para el mecanismo molecular de los procesos de enolizacién, pérdida de
actividad de la Rubisco, carboxilacién y oxigenacion.
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IT. SUPERFICIES DE
ENERGIA POTENCIALY
ESTRUCTURAS DE TRANSICION

III.1 EL CONCEPTO DE SUPERFICIE DE
ENERGIA POTENCIAL

En los iltimos afios se ha producido un incremento considerable en el
nimero de aplicaciones basadas en el concepto de superficie de energia
potencial (SEP) en diferentes campos de la quimical. La estabilidad y estructura
de las moléculas, la isomerfa y andlisis conformacional, la espectroscopia
vibracional, la fotoquimica, la reactividad quimica, la cinética y la dindmica
moleculares pueden estudiarse una vez se ha caracterizado la SEP2,
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Superfices de energia potencial y estructuras de transicién

El concepto de SEP es una consecuencia de la separacion de los
movimientos de los niicleos y de los electrones, propuesta en 1930 por Born y
Oppenheimer>, basada en la gran diferencia de masas existente entre electrones
y niicleos. Segin esta aproximacién es posible considerar el movimiento
electrénico en un campo producido por nicleos estéticos.

Esta simplificacién se cumple bien en un alto porcentaje de fenémenos
quimicos, aunque no puede aplicarse en aquellos casos en que la energia de los
estados excitados se acerca a la del estado fundamental®. Esto se debe a que en
la regién en que se mezclan los estados electrénicos hay una fuerte interaccién
entre los movimientos de los electrones y los de los niicleos, dado que la
diferencia energética entre ambos estados electrénicos es comparable a la
energia vibracional. Desde el punto de vista cudntico, en esa regién el operador
de energia cinética de los niicleos no puede despreciarse y hay que resolver la
ecuacién de Schrédinger en su totalidad®.

Si estudiamos un sistema formado por un electrén que se mueve en una
regién del espacio bajo la influencia de un potencial V (creado por un nicleo,
por ejemplo), su descripcién requerird calcular la energia del sistema para cada
una de las configuraciones posibles. En principio, esto es un problema
mecanocudntico que requiere resolver la ecuacién de Schrodinger dependiente
del tiempo para cada configuraci6n®:

3> o 82 I¥(r,t)
{ Zm(axz 5’y2 )+V}‘I‘(r t)=ih——— e IIL1)

donde m es la masa del electrén y r el vector de posicién respecto al niicleo en
un instante t. Para la resolucién de esta ecuacion se deben aplicar las condiciones
de contorno a la funcién de onda. Esta ecuacidn suele ser escrita en forma
abreviada, como:

da¥(r,t)

o (I11.2)

{ . V2+V}‘I’(r t) = ih—
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donde se ha utilizado el operador gradiente, V, que en coordenadas cartesianas

es:
d d d
Ve—i+—j+— X
3xl+8yj+8zk (111.3)

Si el potencial es independiente del tiempo, puede usarse la técnica de
separacion de variables para expresar la ecuacién (II1.2) en una parte espacial y
una parte temporal:

2
{—%Vz + V} v(r)=Ey(r) (1.4)

y(t) = exp(-iEt / h) (1I1.5)

donde hemos separado la funcién de onda ¥ (r,t) segin: W (r,t) = y(r)y(?).

La ecuacién II1.4 se conoce como ecuacién de Schrodinger independiente
del tiempo. La ecuacién dependiente del tiempo se utiliza en casos como
transiciones espectroscépicas, respuestas moleculares a campos eléctricos
oscilantes de alta frecuencia o estudios de dispersién. Nosotros utilizaremos la
ecuacién independiente del tiempo, que puede escribirse como:

Ay(r)= Ey(r) (IL6)

donde H esel operador Hamiltoniano.
Para sistemas polielectrénicos (con potenciales independientes del
tiempo) la ecuacién I11.6 se escribe:

H(r,R)y(r,R) = Ey(r,R) (IIL7)

donde r y R representan colectivamente las coordenadas de todos los electrones
y nicleos, respectivamente. Aplicando la aproximacién de Born-Oppenheimer
se separa la funcién de onda espacial en un producto de dos funciones de onda.
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Una de ellas representa el movimiento electronico y depende de las posiciones
, de los electrones; en ella el movimiento de los nicleos corresponde a un
paramétro. La segunda es funcién de las posiciones de los niicleos. La funcién
de onda electrénica se obtiene resolviendo:

H,(r,R)y,(r,R) = ER)V,(r,R) (TIL8)

donde H, es el Hamiltoniano electrénico para una configuracién nuclear fija y

por tanto no contiene ningin término correspondiente a la energfa cinética del
movimiento de los niicleos:

H,(r, R =T(r)+V(,R) (IIL9)

En la ecuacién II1.9 T(r) y V(r,R) son los operadores de energfa cinética
electrénica y energfa potencial total, respectivamente. La energia electrénica,
E(R), depende solamente de la configuracién nuclear. En la ecuacién IIL.8 se
encuentra implicita la aproximacién adiabdtica, segtin la cual el movimiento
promedio de los electrones se adapta instantdneamente al movimiento nuclear,
sin que se produzcan cambios en el estado electrénico.

La ecuacién II1.8 se resuelve mediante métodos aproximados, bien
mediante el principio variacional o bien mediante la teorfa de perturbaciones.
Una vez calculada la energia electrénica E(R) se obtiene el valor de la energfa
total segin la ecuacién I11.10:

V(R)=E(R)+V_(R) (I1I1.10)

donde Vpn(R) es la energfa potencial debida a las repulsiones nucleares. Si el
cdlculo se repite una y otra vez cambiando las posiciones de los nicleos se
obtiene un mapa de energfas potenciales V(R), es decir, una superficie de
energfa potencial (SEP). De este modo, la SEP es una funcién dnicamente de las
posiciones de los niicleos. Varidndolas podemos trasladarnos desde la geometria
de los reactivos hasta la de los productos y obtener una descripcién de la

reaccién quimica, que puede estudiarse sobre esta superficie*’,
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Para obtener la SEP de un sistema quimico debemos obtener su energfa
total (excepto la energia cinética nuclear que, como ya hemos dicho, no se tiene
en cuenta segilin la aproximacién de Born-Oppenheimer) en relacién con la
posicién de todos los niicleos, que puede expresarse en funcién de las
coordenadas generalizadas internas q: distancias de enlace o internucleares,
dngulos y dngulos dihedros. En el caso de que el sistema contenga N nicleos, el
nimero de coordenadas internas independientes o grados de libertad que
determinan completamente la SEP es 3N-6 (3N-5 para un sistema lineal):

E(q) = E(41,95:93s--sT3n-6) (IL.11)

En 1930, después de que la teorfa cudntica hubiera sido propuesta, Eyring
y Polany mostraron la conexién existente entre las superficies de energia y las
reacciones quimicas, lo cual hizo posible el estudio tedrico de los mecanismos
de reacci6n!®, Utilizando la teorfa de London!!*12 construyeron tedricamente
superficies de energfa potencial para la reaccién:

Hy+H—— H+Hp

En ese sistema N=3, con lo cual 3N-6=3 grados de libertad; como
coordenadas pueden utilizarse las dos distancias interatémicas y el dngulo que
forman los tres dtomos. Una representacién de la energfa frente a esas
coordenadas darfa lugar a una representacion tetradimensional. Para salvar el
problema, utilizaron como variables las dos distancias interatémicas, asumiendo
para el dngulo un valor constante de 180°. Con ello, obtuvieron una
representacion tridimensional que, puesto que una coordenada no habifa sido
representada, era en realidad una abstraccion de una hipersuperficie de energfa
mucho mds compleja. Sin embargo, para un par de valores dados de las
coordenadas utilizadas como variables al representar la SEP, existe un conjunto
de valores de las otras variables que hacen minimo el valor de la energfa.
Usualmente se asume que las representaciones de las SEP se han realizado de
este modo y asf los valores de las coordenadas no representadas son aquéllos que
hacen minima la energfa.
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El problema del cdlculo y la representacién de la SEP estd, por tanto,
superado. Sin embargo, la forma de la SEP va a depender de cudles sean las
coordenadas que escojamos como variables!3, ya que podemos utilizar mds de
una combinacion de distancias, dngulos o dngulos dihedros para representar una
misma estructura. Aun asi, 1a energfa de la molécula para una determinada
geometria debe ser la misma, independientemente de las coordenadas que
empleemos para representar la SEP correspondiente.

Peltzer y Wigner'# mostraron la importancia de la existencia de un punto
de silla en la SEP y obtuvieron una expresién matemdtica para la velocidad de la
reaccién quimica que expresaba el paso por dicho punto de silla. Ese punto de
silla se llama Estructura de Transicién o Estado de Transicién (ET) si posee un
vector asociado que describe las fluctuaciones reactivas de la interconversién
quimica objeto de estudio. Tanto su geometria como el valor de la energia son
también independientes de las coordenadas utilizadas para representar la SEP.
Estos puntos de la SEP cuya geometria y energia no dependen de las
coordenadas escogidas para representarla se llaman puntos estacionarios o
puntos criticos y deben cumplir una serie de condiciones matemadticas. El
siguiente apartado se dedica al estudio de estas estructuras.
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II1.2 PUNTOS CRITICOS Y CAMINOS DE
REACCION

La estructura de una molécula puede definirse completamente
especificando el niimero y tipo de los dtomos que la componen y las relaciones
geométricas entre dichos dtomos!3. Si la molécula se encuentra en un estado
totalmente relajado, es decir, su estructura es una estructura de equilibrio,
entonces su geometrfa corresponde a un minimo en la SEP y estd localizada en
el fondo de un valle. Cualquier movimiento desde ese punto de la SEP en
cualquier direccién implicard un incremento en la energfa del sistema.

En una SEP puede haber mds de un minimo local y cada uno de ellos
representa una estructura en equilibrio. Diferentes conformaciones moleculares,
distintos isémeros estructurales o reactivos, intermedios y productos de una
reaccién quimica ocupan estos puntos de minima energia.

En una SEP los minimos estdn separados por zonas de mayor energfa:
utilizando un lenguaje topogrdfico puede decirse que entre los valles se
encuentran cordilleras, crestas o picos. Desde 1a cima de uno de estos picos, el
movimiento en cualquier direccién implica una disminucién de energia, con lo
cual el punto es un maximo local. En general, los méximos locales de una SEP
no tienen interés quimico. Sin embargo, es posible encontrar un camino de
minima energia entre dos valles, de manera que evite los méximos locales. Este
camino pasaria por el punto de menor energfa de la cordillera que separa ambos
valles y ese punto serd un minimo en todas las direcciones excepto en una: la
que une los dos minimos locales. Debido a su forma, ese punto se llama "punto
de silla de montar" o "punto de ensilladura" (saddle point), y es un punto
estacionario. En ese caso, el punto de silla puede representar un ET. Pueden
existir puntos de silla que sean médximos en mds de una direccidn; en ese caso
son puntos de silla de indice n, siendo n el nimero de direcciones en las cuales
el punto es un mdximo. Sélo los puntos de silla de indice uno pueden representar
ET!.
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Matemdticamente, los puntos estacionarios se caracterizan porque las
_ primeras derivadas de la energfa respecto a todas las varibles independientes o
coordenadas q;j son iguales a cero:

_(9_11?_ JE OE JoE
o, ’ aq, , aq, Y My

gradEE( )=(0,0,...,0)EO (IL.12)

La ecuacién II1.12 permite obtener el vector gradiente de la SEP en el
punto considerado. Este vector puede interpretarse como la fuerza (cambiada de
signo) que actiia sobre la configuracién nuclear representada por las coordenadas
q;- Esto significa que, en un punto critico, la fuerza que actia sobre la
configuracién nuclear es igual a cero y el punto es, efectivamente, estacionario
(se encuentra en equilibrio)2.

Para caracterizar la naturaleza de cada punto critico y establecer el papel
que juega en la SEP es necesario conocer su curvatura. Con ese fin se calculan
las segundas derivadas de la energia con respecto a todas las coordenadas. El
conjunto de todas las segundas derivadas constituye una matriz cuadrada de 3N-
6 dimensiones, denominada matriz de constantes de fuerza o Hessiana*:

( OE J’E PE )
5‘;12— 0909, 949y
9*E QZE 9’E
H= dq,94, oq; " 94,9936 (I11.13)
Fi_ §E 7
\O%3y-690,  Iq3n-694, T 9giys y,

Diagonalizando esta matriz se obtiene la matriz de constantes de fuerza
diagonal y resolviendo la ecuacién de valores propios III.14 las combinaciones
posibles de los valores propios y vectores propios que son utilizadas para
caracterizar los puntos criticos!®:

Fu,=ku, (ITL.14)
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donde F es la matriz H diagonalizada, uj son los vectores propios que
representan los ejes principales de curvatura y ki los valores propios que
representan las curvaturas principales de la SEP a lo largo de los ejes principales
de curvatura.

Los puntos criticos en la SEP que tengan al menos un valor propio igual
a cero se denominan puntos criticos degenerados. El grado de degeneracién de
un punto critico estd determinado por el nimero de valores propios de la matriz
F que son iguales a cero.

Si todos los valores propios son positivos, entonces el punto es un
minimo y corresponde a una estructura estable: reactivos, productos o
intermedios de una reaccién. Puesto que los valores propios representan las
constantes de fuerza de las vibraciones normales del sistema, el hecho de que
todas sean positivas implica que cualquier movimiento desde el punto
considerado supone un aumento en la energia del sistema y eso caracteriza
precisamente a un minimo.

Si hay valores propios positivos y negativos (pero ninguno es cero),
entonces el punto es un punto de silla de indice n, siendo n el ndmero de valores
propios negativos!”18, Si s6lo hay un valor propio negativo, entonces el punto
de silla es de indice uno y puede representar una ET. El dnico valor negativo de
las constantes de fuerza corresponde a la frecuencia imaginaria de la vibracién
normal del sistema y el vector propio asociado a dicho valor propio negativo,
llamado vector de transicién (VT)!?, determina la direccién y simetrfa del
camino de reaccién en el punto de mds alta energia del paso a través de la regién
del ET.

Si todos los valores propios son negativos el punto corresponde a un
mdximo en la SEP. En la Figura III.1 se representan puntos criticos en SEP
descritas por dos coordenadas q; y qo.

La diferencia de energia entre el reactivo y el ET es la energfa de
activacién, aunque en el cdlculo deben incluirse efectos cudnticos como la
energfa de vibracién del nivel cero?? tanto en el reactivo como en el ET y el
efecto tiinel?1-22,
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Figura IIL.1 Puntos criticos no degenerados (a-c) y degenerados (d,e) en una SEP
tndimensional. La figura a representa un minimo con las dos derivadas segundas diagonales
positivas; b es un punto de silla de indice uno, con Ia segunda derivada de E respecto a ‘hz
negativa y la segunda derivada de E respecto a q22 positiva; ¢ es un méximo con ambas
constantes de fuerza negativas; d es un punto critico degenerado con la segunda derivada de E
respecto a g dos veces igual a cero y 1a otra constante de fuerza positiva; e €s otro punto critico

degenerado con ambas constantes de fuerza iguales a cero. Fuente: Minkin et al.

Aunque en los trabajos de Eyring y Polany se introdujo el concepto de

camino de reacciénl?

asocidndolo a la linea de minima energia que une reactivos
con productos pasando por el ET1023-31 sy naturaleza sigue siendo ambigua y
discutida®?-3%, Desde un punto de vista fisico, el camino de reaccién puede
calcularse partiendo del ET y siguiendo sobre la SEP el camino de relajacién de

19,29-31,33,36

mayor pendiente hacia reactivos y productos 38 Sin embargo, dado

que la forma de la SEP depende de la coordenadas elegidas para representarla,
resulta obvio que el camino de reaccién no serd Gnicol>.
Matemdticamente, el camino de reaccién definido como una linea de

gradiente que parte del ET se obtiene de la ecuacion:
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dq -4 oE
—~=N"— r.is
. " (IIL.15)

donde s es una longitud de arco de la curva del camino de reaccién y N es el
cuadrado de la norma del gradiente:

2
N= ‘ (_a_q_‘) (111.16)

En la ecuacién IIL.15 las condiciones iniciales serdn qjo=q,E7T. La
ecuacién III.12 es tensorial, y de ahi surge la invariancia de los puntos
estacionarios3®. En cambio, la ecuacién I1.15 no lo es, dado que los miembros
de la izquierda y la derecha no siguen las mismas leyes de transformacién. Es
por ello que el camino de reaccidn no es invariante. Para solucionar este
problema se defini6é un camino de reaccién intrinseco (IRC) que no depende del
sistema de coordenadas elegido3!37 y es el mds extensamente utilizado en la
bibliograffa actual. Por esta razén lo explicaremos mds detalladamente.

El IRC seria el camino trazado por una particula a la que se deja bajar
lentamente desde el ET hacia reactivos y productos, de manera que en cuanto la
particula adquiere una velocidad mayor que infinitesimal es frenada y de nuevo

se la deja continuar.
Matemidticamente el camino de reaccion invariante se obtiene de la
ecuacion:
- JE
44, _ N4g 9E (TIL.17)
ds dq,

en la que ahora

- Z "(9q,)(3qu (TIL18)
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g, =3, == == (IIL19)
; ( ox, ox, ’

siendo xx un sistema de coordenadas cartesianas arbitrario. La ecuacién III.17,
introducida por Fukui et al*%, es tensorial y proporciona el IRC. Mediante su uso
se han determinado caminos de reaccién en diversas reacciones quimicas37:41:42,

El IRC es por definicién un "camino estdtico" (lo cual es una
contradiccidn) y se calcula mediante las ecuaciones cldsicas del movimiento que
pueden utilizarse en cualquier sistema de coordenadas y proporcionan
trayectorias independientes de dicho sistema. Por tanto, el IRC es unico. Debe
calcularse utilizando coordenadas cartesianas ponderadas en peso. Unicamente
en este sistema de coordenadas el camino de reaccién de mayor pendiente
coincide con el IRC.

Debe quedar claro, sin embargo, que el IRC es una aproximacién, ya que
las moléculas reales no tienen energfa cinética infinitesimal y, por tanto, no
siguen el IRC!3, Aun asf, el IRC proporciona una descripcién conveniente del
progreso de una reaccién y juega un papel central en los cédlculos de velocidades
de reaccién utilizando o bien la teorfa variacional del estado de transicién
desarrollada por Truhlar y Garrett*> o la teorfa propuesta por Miller et ai*4.
Ademds permite conectar inequivocamente un punto de silla que represente un
ET con los reactivos y productos asociados a él. Estos puntos criticos son
invariantes y, por tanto, su localizacién y caracterizacién es el objetivo
primordial cuando se estudia el mecanismo de una reaccién quimica®s. En
cambio, no debe sobrestimarse la importancia del cdlculo del camino de
reaccién, dada su naturaleza ambigua®®,

Las estructuras que corresponden a minimos en la SEP representan
formas moleculares estables y, por lo tanto, estas estructuras pueden ser
caracterizadas experimentalmente. Para verificar que una estructura ocupa un
minimo en la SEP debe comprobarse que en dicha estructura se cumple la
ecuacién IIL.12 (es decir, es un punto critico) y que todos los valores propios
obtenidos de la ecuacién III.14 son positivos. Hay numerosos métodos que
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permiten localizar los minimos en una SEP#6-31, Algunos estdn basados sélo en
el cdlculo de la energfa, otros requieren el cdlculo del gradiente.

Los métodos que sélo calculan la energia tienen muchas aplicaciones,
pero son los mds lentos en alcanzar la convergencia. La aproximacién mds
sencilla, llamada método de las iteraciones axiales o método de bdsqueda
secuencial de una variante!3, consiste en ir cambiando el valor de una
coordenada cada vez y hacer un ciclo de cdlculos sobre las otras coordenadas.
Eventualmente, mediante una serie de ciclos mds o menos larga, se localiza el
minimo local en la SEP.

Un segundo método es una variante del algoritmo de Fletcher-Powell2,
El método estd basado en el empleo del gradiente, pero puede usarse calculando
sélo la energfa y estimando numéricamente el valor de las derivadas de la
energfa’3>4, Consiste en calcular la energfa en la geometria de partida as{ como
en los puntos que resultan de variaciones positivas y negativas de cada una de
las coordenadas; con ello se obtiene la direccién de la diagonal que llevard al
minimo. Con esa diagonal se encuentra el minimo de la SEP y se detiene el
cdlculo cuando, en el punto calculado, el cambio que se prevé en los valores de
las coordenadas para realizar un segundo paso es suficientemente pequeiio. Este
método requiere generalmente menos pasos de cdlculo y se obtiene una mayor
convergencia; aun asf el nimero de pasos requerido es proporcional a N2, siendo
N el nimero de coordenadas!?,

En el presente trabajo hemos utilizado métodos que requieren el cdlculo
del gradiente y que son, en general, mds eficientes, aunque para aplicarlos es
necesario que puedan calcularse analiticamente las derivadas de la energfa.
Algunos de los algoritmos que requieren el cédlculo del gradiente son el del
gradiente conjugadod, el de Fletcher-Powell32, el de Davidon-Fletcher-
Powell’®, el de Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno’’-60, el ptimamente
condicionado®! o el de Murtaugh-Sargent®2, Todos los métodos que calculan el
gradiente comienzan con una estimacién de las segundas derivadas de la SEP y
van mejorando la estimacién. Difieren unos de otros en las férmulas utilizadas
para obtener la Hessiana. Los métodos se componen de varios pasos: se calcula
el gradiente en el punto de partida, en el cual se realiza una estimacién de la
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Hessiana y se calcula la energia; a partir de este punto inicial se obtiene el
segundo punto utilizando la ecuacién II1.20:

2\
Ag= —(‘;—f] _‘i;ﬁ =-H'grad E (I11.20)
q q

donde H es la Hessiana estimada para €l primer punto y grad E es el gradiente
calculado para el primer punto. Una vez obtenido el punto 2, se calcula allf el
gradiente y se realiza una nueva estimacién de la Hessiana; el punto 3 se calcula
de igual modo a partir del punto 2. Se detiene el cdlculo cuando el gradiente y el
cambio predicho en las coordenadas son suficientemente pequefios. Estos
métodos tienen la ventaja de que alcanzan el minimo, sea cual sea la geometria
de partida, aunque se gana mucho tiempo si se parte de una geometria cercana.
En al Figura ITL.2 se representan los pasos seguidos sobre una SEP buscando un
minimo mediante métodos que calculan el gradiente.

Debe hacerse notar que si la molécula tiene un cierto grado de simetrfa, el
gradiente pertenece a la representacion totalmente simétrica de la molecula, as{
que los métodos basados en el gradiente son incapaces de romper la simetria y el
punto encontrado puede no ser un minimo real. En estos casos puede ser
necesario distorsionar la molécula reduciendo la simetrfa para localizar el
minimo reall.

Dedicaremos el siguiente apartado a la descripcion de las propiedades de
la ET, asi como a los métodos utilizados para localizarla en una SEP.
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Figura III.2 Representacién de etapas empleadas para buscar el minimo en una SEP mediante

métodos que calculan ¢l gradiente. Fuente: Shaik et all?
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I11.3 ESTRUCTURA DE TRANSICION

Como hemos indicado, el punto de menor energia que permite el paso
desde los reactivos a los productos se denomina estado de transicién o estructura
de transicién (ET). La determinacién de un ET sobre la SEP que representa un
sistema reactivo permite calcular los pardmetros cinéticos de la reaccién,
mediante el uso de la teorfa de las velocidades de reaccién absolutas o del estado
de transicién. Ademds, la geometria de la estructura de transicién predetermina
la estereoquimica de los minimos relacionados con el ET y la curvatura de la
SEP en la regién del ET determina la magnitud de los efectos isot6picos®.

Para que un punto de la SEP sea un ET, debe cumplir las siguientes
condiciones®’;

a) Debe ser un punto critico, esto es, debe satisfacerse la ecuacién II1.12.

b) La matriz de constantes de fuerza en ese punto debe tener un solo
valor propio negativo, de acuerdo con el teorema de Murrell-Laidler?’.

¢) Debe ser el punto de mayor energia a lo largo del camino de minima
energia que une reactivos con productos.

d) Debe ser el punto de menor energia que satisface las tres primeras

condiciones.

I11.3.1 PROPIEDADES DE LA ESTRUCTURA DE
TRANSICION

Excepto para SEP relativamente simples, usualmente es necesario
verificar que el punto estacionario encontrado es realmente un punto de silla de
indice uno (o de primer orden) y no un minimo o un médximo local. Para ello es
necesario calcular 1a matriz de segundas derivadas, diagonalizarla y calcular las
frecuencias vibracionales asociadas a la estructura encontrada.

En mecénica cudntica el tratamiento de las vibraciones®3:% se restringe
usualmente a la aproximacién del oscilador arménico, segin la cual la fuerza
sobre cada nicleo es proporcional a su desplazamiento. Entonces se puede
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considerar que la energia potencial es cuadrdtica y la ecuacién del movimiento
nuclear tiene una solucion exacta.

Si consideramos que cada nicleo oscila el problemd es un problema de
osciladores acoplados. Es posible demostrar la existencia de una clase de
movimiento de oscilacién en la cual todas las coordenadas oscilan
sinusoidalmente con una frecuencia comin®?.

Los modos normales de vibracién de una molécula son una
representacion aproximada del movimiento colectivo de los dtomos en la
molécula y corresponden a combinaciones lineales de desplazamientos atémicos
que son independientes entre sf para un potencial cuadratico®®. Una molécula
posee 3N-6 modos normales de vibracién (3N-5 si es lineal), siendo N el niimero
de dtomos. El conjunto de modos normales de una molécula forma un juego de
coordenadas colectivas independientes, conocidas como coordenadas normales,
utilizadas generalmente en la caracterizacién de puntos estacionarios®’.

Los modos normales se utilizan en el andlisis de vibraciones moleculares
y niveles de energia, en el cdlculo de la funcién de particién vibracional y el de
la energfa del punto cero®®. Son particularmente importantes en el an4lisis de los
caminos de reaccién*>* y en la obtencién de efectos isotépicos®?.

Para calcular los modos normales puede utilizarse el formalismo de
Lagrange. Se ha encontrado que la energia potencial se expresa mejor en

términos de las coordenadas internas de valencia’®

, mientras que para la energia
cinética es mejor emplear las coordenadas cartesianas. A fin de obtener una
representacién comiin, Wilson et a/®3 construyeron una transformacién lineal
mediante un conjunto de vectores y obtuvieron coordenadas de desplazamiento
interno de valencia. La transformacién entre coordenadas cartesianas e internas
se representa por la matriz B o matriz de transformacion, y se expresa segtin la

ecuacion:
R=BX (11.21)

donde R es la matriz de coordenadas internas y X la de coordenadas cartesianas.

La matriz de transformacién B se construye generalmente a partir de los vectores

de Wilson®? o modificaciones de dichos vectores’!.
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Es posible definir una matriz que contenga los cambios geométricos y
. también las masas atémicas, G, de manera que dependa de la masa y relacione
las 3N-6 coordenadas generalizadas internas con las 3N coordenadas cartesianas
necesarias para describir el sistema molecular en un marco de referencia. G-1
serfa la matriz de energfa cinética. La definicién de G puede expresarse segiin:

G=B"MB (II1.22)

donde BT es la matriz de transformacién traspuesta y M es una matriz diagonal,
con elementos 0,jM; iguales a djj1/mj. Se pueden calcular entonces las
frecuencias vibracionales conociendo la matriz de constantes de fuerza o
Hessiana (H), la geometria de la molécula y las masas de los 4tomos,

resolviendo la ecuacién en valores propios de Wilson$3:72.73;

det(HG-¢€l)=0 (IIL.23)

donde I es la matriz unidad y HG la matriz de Wilson. Los valores propios €
est4n relacionados con las frecuencias vibracionales segin la ecuacién (II1.24).

v= —1-45 (TI1.24)

Las coordenadas normales de vibracién son aquellas coordenadas para
las cuales la ecuacién II1.23 puede resolverse. Si se utilizan coordenadas
ponderadas en peso, las coordenadas normales son los vectores propios de la
Hessiana’l,

El problema vibracional puede expresarse en términos de coordenadas
internas, cartesianas o ponderadas en peso. Las matrices H y G dependerdn del
sistema de coordenadas escogido, pero las frecuencias vibracionales y las
distorsiones geométricas descritas por las coordenadas normales son
independientes de dicha elecci6én!3. Utilizaremos estos conceptos en el presente

trabajo, como veremos en el capitulo VI
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En un punto de silla de primer orden, un valor propio de la matriz de
segundas derivadas es negativo y la energia es médxima en una unica direccién.
Puesto que las frecuencias vibracionales son proporcionales a las raices
cuadradas de los valores propios de la matriz de constantes de fuerza (si
empleamos coordenadas ponderadas en peso), entonces ese valor propio
negativo llevard a la obtencién de una frecuencia imaginaria. El vector propio
asociado al valor propio negativo (es decir, el modo normal asociado a la
frecuencia imaginaria) representa la direccién en la cual la SEP es un mdximo y
corresponde al vector de transicién (VT). El VT también indica el camino que
conduce desde el punto de silla hacia reactivos y productos.

Por tanto, para que una estructura pueda ser considerada como un ET
debe tener una tinica frecuencia imaginaria de vibracién. Si un punto en la SEP
tiene dos frecuencias imaginarias, puede obtenerse un punto de silla de primer
orden mediante una distorsién de la estructura seguida de una reoptimizacién de
la geometrial3. Esto corresponde al teorema de Murrell-Laidler?®,

En aquellos casos en los que las ET esperadas puedan retener ciertos
elementos de simetria de los reactivos y los productos, los argumentos de la
teorfa de grupos de simetrfa pueden ayudar a formular reglas de seleccién de las
ET19:74, Estas reglas permiten descartar ciertas estructuras sin necesidad siquiera
de calcular la matriz de segundas derivadas. El concepto clave para la
formulacidn de estas reglas es el concepto de VT.

Como ya se ha indicado, el VT es el vector propio al que corresponde un
unico valor propio negativo en la ecuacién III.14. Sin embargo, dado que las
coordenadas generalizadas usadas para describir la SEP no son necesariamente
ortogonales, el VT no corresponde a un vector de reaccién con sentido fisico y
no es independiente del sistema de coordenadas elegido. Para obtener un vector
de reaccién independiente del sistema de coordenadas es necesario, de una
manera similar a la usada en la teorfa de vibraciones moleculares, diagonalizar la
matriz de Wilson HG. Los ejes de curvatura y las curvaturas derivadas de HG
tienen entonces un sentido fisico, ya que representan los modos normales de
vibracién y sus correspondientes frecuencias, respectivamente. El vector propio
obtenido en este caso puede ser designado como vector de reaccién, dado que
indica la direccién del movimiento mecénico cldsico en el ET.
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El VT puede ser considerado entonces como una porcién corta y finita de
la parte del camino de reaccién que empieza en el ET. Un desplazamiento del
sistema en la direcci6n definida por el VT disminuye su energfa potencial®.

El VT comprende necesariamente todos los elementos de simetria de la
configuracién nuclear del ET, es decir, corresponde a una de las
representaciones irreducibles del grupo puntual de simetria de éste.

Stanton y Mclver!® formularon los siguientes teoremas tratando de
regular las reglas de seleccién de los ET energéticamente mds bajos de las
reacciones quimicas mediante propiedades de simetria de los VT
correspondientes:

a) E1 VT no puede pertenecer a una representacion degenerada del grupo
puntual de simetrfa del ET.

b) El VT es asimétrico respecto a las operaciones de simetria del ET que
transforman reactivos en productos.

¢) El VT es simétrico respecto a las operaciones de simetria que no
transforman reactivos en productos.

El uso de estas propiedades del VT permite seleccionar diversas
estructuras posibles y descartar otras como ET de una reaccién dada. Para ello,
es necesario examinar los efectos de cada operacién del grupo puntual de
simetria del ET. Las estructuras que no cumplan los teoremas anteriores pueden
ser descartadas.

El teorema a) es simplemente una reformulacion del teorema de Murrell-
Laidler® e implica que una SEP no puede tener més de una curvatura negativa
en el punto del ET. El corolario mds importante del teorema b) es que ninguna
estructura puede representar un ET si la rotacién alrededor de un eje de orden
tres o superior impar transforma reactivos en productos.

Otras restricciones impuestas por la simetria hacen referencia al camino
de reaccidn, definido como el descenso energético mds pronunciado desde el ET
hacia reactivos o productos (camino de minima energia). A lo largo de todo ese
camino entre los puntos criticos la simetria de la configuracién nuclear debe
mantenerse sin cambios3%:37:73.76, Las configuraciones instantdneas nucleares
que aparecen a medida que la reaccién avanza no pueden adquirir nuevos
elementos de simetrfa, ya que su simetrfa no puede ser mds alta que la de los
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puntos estacionarios de los estados inicial y final. Por ello, si las configuraciones
de reactivos y productos no estdn relacionadas por simetria, la simetria de la
estructura nuclear del ET debe pertenecer a un subgrupo comiin de los grupos de
simetrfa de las configuraciones de reactivos y productos?. Este principio implica
cinco titiles corolarios que suplementan las demandas acerca de las propiedades
simétricas del ET: )

a) Los ET lineales estdn necesariamente relacionados con estructuras
lineales de reactivos y productos.

b) Los ET planos estdn necesariamente relacionados con estructuras
planas de reactivos y productos.

¢) Los ET aquirales no pueden llevar a reactivos y productos 6pticamente
activos.

d) Si el dnico elemento de simetria comiin de los grupos puntuales a los
que pertenecen reactivos y productos es el elemento identidad, entonces el ET no
tiene ninguna clase de simetria.

e) Si la distorsién de la configuracién del ET a lo largo del camino de
minima energia destruye alglin elemento de simetria, entonces las
configuraciones de reactivos y productos son o bien idénticas o bien
enantioméricas.

Es importante, sin embargo, hacer notar que estas reglas sélo son vélidas
cuando el camino de minima energfa es una linea continua sin puntos de
bifurcacién y cuando todos los puntos criticos que son parte de dicha linea son
no degenerados’”’8. En la bibliografia se ha analizado la importancia de los
puntos de bifurcacién (con valores propios iguales a cero) en los caminos de
reaccién’’79-83 asf como el papel que juegan los puntos de silla de indice 2 en la
reactividad quimica!8,



82
Superfices de energia potencial y estructuras de transicién

I11.3.2 LOCALIZACION DE LA ESTRUCTURA DE
TRANSICION

La bisqueda de los ET en una SEP es un problema mds complejo que la
determinacidén de los minimos. Para resolverlo se han desarrollado numerosos
métodos y algoritmos?4154.84-92,

Conceptualmente, la aproximacién mds simple para localizar ET es
encontrar una expresién analftica que permita el cédlculo de la energfa. Sin
embargo, no hay una expresién universal que permita el mencionado célculo;
hace falta un elevado nimero de cédlculos de la energfa (y del gradiente) para
obtener un ajuste aceptable de la superficie modelo y, ademds, la SEP
encontrada puede no ser bastante aproximada en la regién de la barrera
energética como para proporcionar una estimacion aceptable de la geometrfa del
ET9394,

Otro método utilizado para buscar ET, el trdnsito sincrénico lineal
(LST)%5, implica ciertas simplificaciones relativas a la superficie: se asume que
el camino de reaccidn es una linea recta que conecta reactivos con productos.
Bajo esa suposicién, el ET es la estructura de médxima energia a lo largo de esa
linea recta. Como puede verse en la Figura IIL.3, el ET que se localiza mediante
este método tiene siempre una energia mayor que la del ET real, a no ser que
accidentalmente o por causa de la simetria sea cierto que el camino de reaccién
es recto, en cuyo caso el ET localizado coincide con el real. Para mejorar la
estimacién del ET se puede minimizar la energfa respecto a todas las
coordenadas perpendiculares a la linea recta que se ha supuesto como camino de
reaccién, con lo cual se obtiene una estructura de menor energia que el ET real
(punto 2 en la Figura II1.3). Entonces se traza la linea curva que une reactivos, el
punto 2 y productos y se calcula su maximo (punto 3), que serd una estructura
mds cercana al ET. Esta modificacién del LST se conoce como trdnsito
sincrénico cuadrético (QST)®. Si es necesario, el proceso puede repetirse varias
veces.

Una ventaja del los métodos LST y QST es que requieren Unicamente
cédlculos de la energfa y pueden emplearse incluso cuando no es posible calcular
el gradiente. Sin embargo, si el camino de reaccién es muy curvado, el LST no
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proporciona una buena estimacién inicial de la ET y la correccién mediante el
QST puede no llevar a una ET realista. Este problema puede resolverse iniciando
los cdlculos en estructuras cercanas al ET. Se han desarrollado diversos
algoritmos que alternan la maximizacién sobre un camino de reaccién

predeterminado con la minimizacién en perpendicular®6-%,

Figura ITL.3 Representacién de los métodos LST y QST. Los puntos R, P y TS representan,

respectivamente, las estructuras de los reactivos, productos y estado de transicidn. Fuente: Shatk

el al13
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En muchas reacciones la regién de la SEP entre reactivos y ET, o entre
ET y productos, estd dominada por el cambio en una coordenada. La biisqueda
del ET en estos casos se realiza mediante pequefios desplazamientos a lo largo
de esa coordenada y minimizaciones respecto a las restantes coordenadas. En los
casos favorables, una serie de pasos lleva a la obtencién de la ET!® (Figura II1.4
a). Sin embargo, puede haber problemas cuando una segunda coordenada
empieza a dominar: en ese caso este método puede pasar de largo la ET10L, tal
como se muestra en la Figura II1.4 b.
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Figuras ITI.4 llustracién de un caso favorable (a) y uno desfavorable (b) en el empleo del
método de hacer variar una coordenada y minimizar la energia respecto al resto de coordenadas.
nte: Shaik et al!3
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Los caminos de reaccién curvados son el principal problema del método
anteriormente descrito. Sin embargo, un simple cambio en la estrategia de
bisqueda puede mejorar notablemente los resultados: en lugar de realizar
desplazamientos sobre la SEP con respecto a una coordenada, se pueden realizar
desplazamientos de una determinada longitud y calcular en qué direccién se
produce el aumento mds suave de la energia. Luego se sigue esa direccién (que
hay que recalcular en cada paso) hasta encontrar el ET. Este método puede
utilizarse mediante cédlculos sélo de la energfal®2, o de la energfa y el
gradiente!93104, También puede hacerse uso del vector propio de la matriz de
segundas derivadas en cada paso!791:105.106 5 de] método denominz 5 de los
gradientes extremos, que define caminos de reaccién que conectan reactivos y
productos a través del ET en los cuales el gradiente en cada punto es un vector
propio de la Hessiana en ese punto!%”:1%8, Todos estos métodos pueden ser
costosos y, ademds, no hay garantia de que ascendiendo por la SEP se encuentre
la deseada ET.

Otro método que puede emplearse para localizar ET (y también para
localizar minimos en la SEP) consiste en minimizar la norma del
gradiente3%:109:110 (ecyacién I1.25), dado que es un minimo en cualquier punto
critico.

g 2EY
R=|g —Z(Qq,-] (IIL.25)

:

Este método es especialmente 1til cuando la geometria de partida estd
cerca de la geometria del ET.

Por dltimo, los métodos que calculan el gradiente pueden emplearse para
localizar ET109:111-113 Egtos métodos utilizan funciones cuadrdticas para
representar las superficies de energia y localizar puntos estacionarios. Si la
Hessiana tiene un valor propio negativo, el punto estacionario que se localiza es
un punto de silla de indice uno, de manera que con una geometria de partida
adecuada se llega directamente al punto de silla. Dicha geometrfa de partida
debe encontrarse en la zona de la SEP que rodea al ET, llamada zona cuadrética;
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en esa zona la Hessiana tiene un solo valor propio negativo. Si la geometria
inicial no se encuentra en la zona cuadrdtica, existen algoritmos que permiten
acercarla, como el método de seguir el vector propio!7:91:105.106,114-119 6] e 13
aproximacién racional de la funciénl?1:105.106  Ademds, la estimacién inicial de

» la Hessiana debe tener un vector propio que sea razonablemente aproximado al

vector de transicién. También el valor propio negativo de ese vector propio debe

mantenerse negativo en el curso de la optimizacién final, aunque su magnitud y
direccién puedan variar.
En el trabajo que presentamos hemos utilizado para acercar la geometria

- inicial a la zona cuadrdtica el método de seguir el vector propio, también

i

llamado método de los modos propios!20

, que puede emplearse tanto para
localizar minimos como ET y es usado rutinariamente por los programas de
¢ .cédlculo quimico cudntico (ver seccién V.4). La energia en un punto de
configuracién nuclear X puede calcularse mediante un desarrollo de Taylor

conocido su valor en otro punto Xp, segtn:

T EX)=E, + gh+%hTHh+... (I1.26)

donde h, H, g y Eg son, respectivamente, el desplazamiento necesario para ir del
punto X al punto estacionario mds préximo (X), la Hessiana, el vector gradiente
y la energfa, todos ellos en Xg. X=Xo+h y hT es el traspuesto del vector h.

Truncando la expresién II1.26 en el término cuadrético en h y aplicando
la condicién estacionaria, dE/dh=0, se obtiene:

h=-Hg (II1.27)

que puede escribirse, en términos de vectores propios y valores propios de la
Hessiana, como:

A A (IL.28)
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donde F;j es la componente del gradiente g a lo largo del vector propio Vj y b; es
.. el correspondiente valor propio. El cambio energético asociado a este cambio de
coordenadas viene dado por:

F2
2b,

AE = - (I1I1.29)

En la ecuacién II1.29 los valores propios positivos dardn lugar a una
disminucién de energia, mientras que los negativos producirdn un incremento de
energfa. La ecuaci6n II1.28 , propuesta originalmente por Hilderbrandt!!4, fue
posteriormente modificadal?105:106,115 se gyin:

h= z._._ff’ : (IIL.30)

105

donde A; son los multiplicadores de Lagrange o pardmetros de

desplazamiento!”+1%6, Con este cambio, la ecuacién II1.29 se escribe:

AE = 2 }“ —4b) ) (IL.31)

En la ecuacién III.31 A;-1/2bj<0 para los modos que van a ser
minimizados y A;-1/2bj>0 para los que serdn maximizados. Los pardmetros de
desplazamiento se obtienen, segiin la formulacién propuesta por Wales!17, de:

A= %(b, 467 +4F?) (I11.32)

La eleccién de los pardmetros de desplazamiento determina diversos
algoritmos dentro del método de seguir el vector propiol”117, Recientemente!20
se ha propuesto que si el valor propio b; es negativo para el modo propio
escogido para la maximizacién, y por tanto la energia aumenta como se requiere,
entonces A se toma igual a cero; en caso contrario se toma como la raiz positiva
de la ecuacién II1.32 para invertir el movimiento. De igual modo, si el valor
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propio es positivo para un modo propio escogido para la minimizacién,
disminuyendo la energia como se requiere, A; se toma igual a cero; en caso
contrario se toma Aj =2b; para invertir la direccién del movimiento.

En la presente memoria describimos diversas ET para las reacciones
quimicas catalizadas por la enzima Rubisco. Hemos utilizado para localizarlas la
técnica del espacio de control y el espacio complementario, propuesta por
nuestro grupo®®121, que describiremos en el apartado IV.3 de la presente
memoria.
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IV. TEORIA DE LA
CATALISIS ENZIMATICA

Las enzimas son eficientes catalizadores que juegan un papel esencial en
los sistemas biolégicos! y que ademds catalizan in vitro una serie de importantes
procesos quimicos.

El estudio de la catdlisis enzimdtica ha puesto de manifiesto diversos
fenémenos mecanisticos*#, dando lugar a nuevos métodos sintéticos?>9:10, a]
aislamiento de nuevos enzimas en la naturalezall y al descubrimiento de una
nueva quimica selectival?13,

Las primeras observaciones de la actividad enzimdtica se remontan a 1833,
cuando se hicieron observaciones de la hidrélisis natural del almidén de patatal4,
Sin embargo, la existencia de catalizadores biolégicos no fue aceptada debido a la
concepcién vitalista, segin la cual la actividad observada era una propiedad

inseparable de las células vivas. Pasteur, entre otros, compartia este punto de
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vista. Otros autores, sin embargo, sostenfan que las enzimas eran productos
quimicos y no sustancias vivas. A finales del siglo pasado Emil Fisher realiz6 una
serie de trabajos experimentales sobre la estereoselectividad de las enzimas,
enunciando el famoso sfmil de la llave y la cerradural’, Segiin esa idea, la enzima
acomoda especificamente al sustrato en el centro activo, igual como una llave
encaja en su cerradura, y de ese modo distingue un sustrato particular entre otras
sustancias con formas similares.

El comienzo de este siglo marcé los primeros pasos en la utilizacién de las
enzimas en procesos de sintesis!%, En la década de 1930 a 1940 se desarroll6 la
quimica fisica orgdnica como disciplina e inmediatamente se vieron las
posibilidades que abrfa su conexién con la enzimologfal’. En esa década se
produjo un rdpido desarrollo en la aplicacién de la cinética a la elucidacién de
mecanismos de reaccién de un modo sistemdticol®1%.

También en 1930 puede situarse el origen de las modernas teorias sobre la
actividad de las enzimas. Haldane publicé un tratado?? en el que introdujo la idea
de que el complejo formado entre la enzima y el sustrato requiere una cierta
energia adicional antes de formarse y sugirié que el simil propuesto por Fisher
debfa reformularse en el sentido de que el sustrato (la llave) no encaja
perfectamente en la enzima (la cerradura), sino que se ve distorsionada hacia la
geometria del producto.

Esta idea se vié reforzada por la aplicacién de la teorfa del estado de
transicién (TET)2! a los procesos enzimdticos. Basidndose en ella, Pauling
formul6 su famoso postulado??-24 segtin el cual la enzima enlaza fuertemente al
ET de la reaccién quimica, estabilizdndolo y acelerando la reaccién. De este modo,
la deformacién que la enzima causa en el sustrato tiene como fin acercar su
geometria a la geometria del ET. Mds tarde, Jencks®>26, Fersht?’ y Schowen?8
realizaron extensos estudios de los aspectos cinéticos y estructurales de la
actividad enzimdtica.

Koshland?? mejoré el modelo de la llave y la cerradura introduciendo la
hipétesis de que la enzima, a su vez, también se ve modulada por cambios
estructurales cuando el sustrato se une a ella. Asf, la enzima existe en un estado
inactivo, con los grupos necesarios para la catdlisis situados en posiciones no
propicias para la interaccién con el sustrato. La unién con €l proporciona la fuerza
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conductora que provoca cambios conformacionales en ambos y hace posible la
catdlisis. Siguiendo esta lfnea, Warshel®?, ha sugerido que las enzimas son tan
grandes para disponer de suficiente flexibilidad y energfa con vistas a poder llevar
a cabo los cambios conformacionales necesarios sin que aparezca tensién en su
estructura.

Recientemente se ha incrementado el interés en la actividad de las enzimas
debido a la produccién de anticuerpos cataliticamente activos3!-3, disefiados para
simular el estado de transicién de la reaccién quimica a catalizar (estados de
transicién analogos)>6-38, Segiin han demostrado experimentalmente Lerner y
Schultz®, una forma préctica de abordar el disefio y obtencién de catalizadores es
utilizar anticuerpos construidos a partir de los ET de la reaccidon quimica.
Actualmente se conocen alrededor de 50 ejemplos de reacciones quimicas
catalizadas por anticuerpos que inducen a compuestos que imitan al ET de la
transformacién qufmica34, Tanto el disefio de drogas, dirigido a la sintesis de
ET andlogos para utilizarlos como substratos inhibidores de las enzimas que
controlan el proceso bioquimico, como el disefio de catalizadores sintéticos para
procesos quimicos especificos, se consiguen a través del conocimiento de la
estructura de transicién, de tal manera que se construye su complemento
estructural. De hecho, la obtencién de ET andlogos se ha convertido en una de las

41-43 y aporta datos

tareas mds importantes de la industria farmacolégica
fundamentales para la comprensién del fenémeno catalitico en general*. Este
concepto es ampliamente utilizado en el andlisis de los resultados obtenidos en el
estudio del mecanismo molecular de las reacciones catalizadas por la Rubisco,
como veremos en el capitulo VII. En la Figura IV.1 presentamos de modo
esquemdtico el empleo de los ET andlogos como inhibidores y como plantillas

moleculares en la construccion de catalizadores.
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ET andlogo
Inhibicién de Catalizador disefiado
una enzima por a partir del ET
el ET andlogo andlogo

Figura IV.1 Representacion esquemdtica del empleo de ET andlogos como inhibidores y como
plantillas moleculares en la construccién de catalizadores.

En el campo de la bioquimica se ha extendido el concepto de abzima: una
vez elegida la reaccién quimica y predicha la estructura exacta del ET, se puede
construir un ET andlogo en el laboratorio. Si se inyecta éste en un ratén, el sistema
inmunolégico del ratén puede reaccionar creando un anticuerpo contra €143,
Proporcionando el ET andlogo lo m4s parecido al real, los cientificos pueden usar
el anticuerpo para catalizar la reaccién quimica de la misma forma que una enzima
podria hacerlo. Entonces, el anticuerpo cataliticamente activo es la abzima.

Todos estos casos presuponen un conocimiento de la estructura y
propiedades del ET de la reaccién quimica a ser catalizada. La descripcién de la
actividad enzim4tica se entiende hoy en dfa en estos términos, y suele hablarse de
la estabilizacién del ET como causa fundamental de la catélisis. Los fundamentos
de esa descripcién son la TET y el postulado de Pauling, que presentaremos en los
siguientes apartados de la presente memoria.
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IV.1 TEORIA DEL ESTADO DE
TRANSICION

La TET, también llamada teorfa del complejo activado o teoria de las
velocidades absolutas*S, se basa en la suposicién de la existencia de una
estructura, la del ET, que se encuentra en equilibrio con los reactivos?’:

kl 1 k2
A + B === AB* ——» Productos
k. (Iv.D)

La velocidad de la reaccidn, v, viene dada por k[A][B] y es la velocidad a
la que el ET (AB¥) se disocia para dar los productos. Se asume que la disociaci6n
del ET tiene poca influencia en el equilibrio entre los reactivos y el ET, para el cual
se define una constante de equilibrio K#, de la que se deduce el valor de la
concentracién de AB¥ segiin:

[AB*]= K*[A]B] IV.2)

Sin embargo, en la regién que ocupa el ET en la SEP, es evidente que el
sistema cambia desde un estado en el cual el equilibrio estd m4s desplazado hacia
los reactivos (antes del punto ocupado por el ET) hasta otro estado en el cual el
sistema evoluciona rdpidamente hacia los productos (después de dicho punto). De
modo que puede definirse una fraccion f del sistema que estd abocado a la
formacién de productos?®. Segiin la TUPAC* el ET ocupa el punto en el cual
£=0.5.

En la ecuacién IV.1 se aplica la aproximacién del estado estacionario,
segin la cual la concentracién del ET es pequefia y se mantiene constante, con lo
cual se tiene que la velocidad de formacién y la de descomposicién del ET son
iguales, es decir:

k[AIB]= k_[AB*] + k,[AB'] Iv.3)
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de donde se deduce que:

[4B*] =+ kfr lans) AV.4)
-1

y puesto que la velocidad de la reaccién es la velocidad de formacién de
productos, esto es, v=ko[AB#], se tiene:

= _kk
s [AILB] (IV.5)

Por tanto, 1a k observada experimentalmente es:

k= _kky_ (IV.6)
ky + K,
E1 ET es un punto de equilibrio precario. De hecho, en la direccién en la
cual el ET es un médximo, existen estructuras a cada lado del ET de menor energia
y cualquier movimiento molecular en esa direccién produce una caida por la
pendiente energética hacia reactivos o hacia productos; en otras palabras, el modo
vibracional del ET que corresponde con la direccién del VT puede considerarse
como un modo traslacional. Puesto que la energfa vibracional viene dada por
E=kgT, donde kp es la constante de Boltzmann, y aplicando la ecuacién de
Planck, E=hv, se tiene que la frecuencia para la disociacién del ET es:

=5 aIv.7)

v# kBT
h

Esta frecuencia es 1a misma para la disociacién del ET en cualquier sentido,
por lo cual k.1=ko=v%. Con ello, la ecuacién (IV.6) puede escribirse:

k= %vt(_"x_) (IV.8)
k.,
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El término k1/k-] es equivalente a la constante de equilibrio K¥, por lo cual:

'
k=}10K = %(%z)exp(—%) (IV.9)

donde se ha aplicado para K¥ la relacién termodindmica usual. De hecho, éste no
es un verdadero equilibrio: a medida que los 4tomos se mueven hacia la estructura
del ET su movimiento puede facilmente llevarlos a través de la barrera energética y
hacerles caer en el valle de los productos. Esto puede ocurrir totalmente, o sélo de
modo parcial, asi que el factor 1/2 de la ecuacién IV.9 debe reemplazarse por un
pardmetro variable, «, llamado coeficiente de transmisién, que mide la proporcién
de moléculas llevadas a través de la barrera. La ecuacién resultante es la ecuacién
de Eyring:

t
k=xvK¥ = K(E;l)exp(—%-) (IV.10)

El coeficiente de transmision k incluye diferentes factores de correccidn,
como efecto tinel, correccién de reversibilidad a través de la barrera o efectos de
friccién con el solvente>®. Su valor se encuentra entre 0.1 y 1 para reacciones a
temperatura ordinaria en solucién, aunque puede diferir mucho de estos valores en
algunos casos®!. Su cdlculo preciso sigue siendo objeto de investigacién’233,

En la ecuaci6én IV.9 se ha sustituido K¥ por la relacién termodindmica
usual con la energia libre de Gibbs. También puede emplearse la termodindmica
estadfstica para obtener la expresién de K* en términos de las funciones
moleculares de particién por unidad de volumen, con lo cual la ecuacién de Eyring

kT q AE?
k=!r( & ) : cxp(— ) (Iv.11)
h /4.4 kgT

se escribe:
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donde q3 es la funcién de particién para todos los grados de libertad del ET
excepto el traslacional, qa y qp son las funciones de particién de los reactivos y
AE,} es la diferencia entre las energfas del punto cero de reactivos y ETY. |

Como hemos visto, la TET es una aproximacién que se basa en ciertas
suposiciones, como el equilibrio entre reactivos y ET o la hipétesis del estado
estacionario®®, Pese a ello funciona muy bien, tal como se ha corr;probado‘
mediante la comparacién de los resultados teéricamente obtenidos mediante su uso
con datos experimentales o resultados tedricos mds rigurosos®®-24, Durante sus
50 afios de historia ha ido modificindose y mejordndose’3-37 y hoy en dfa se
acepta como conceptualmente correcta.

La TET es una de las mds importantes herramientas que permiten una
comprensién profunda de las reacciones quimicas. En particular las reacciones
enzimdticas, en las que el mecanismo catalitico ocurre en el centro activo de la
proteina, pueden interpretarse ventajosamente desde el punto de vista de 1a TET,
como una interaccién entre la enzima y el sustrato. La conformacién geométrica y
electrénica del sustrato es similar a la del ET, tal como Pauling postulé en su teorfa
de catdlisis enzimética?224, a la que dedicamos el apartado siguiente.
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IV.2 POSTULADO DE PAULING

Tal como mostré Kurz’® y, mds detalladamente, Wolfenden9-61 y
LienhardS2%3, la TET puede aplicarse a la catdlisis enzimdtica utilizando el
concepto de ciclo termodindmico. Con ello se obtiene, en términos cuantitativos,
el postulado de Pauling.

Un ciclo termodindmico apropiado para aplicar la TET a la catilisis
enzimdtica se presenta en el Esquema IV.1:

E+S = =~ E+§*

Kei /

[ES]*

ES

)

Esquema IV.1 Ciclo termodindmico que relaciona la unién del sustrato y del ET a la enzima.
E: enzima; S: sustrato; P: producto. El ET se sefiala con el superindice usual. El camino superior

representa la reaccién no catalizada y el inferior la catalizada por la enzima.

Si comparamos las constantes de velocidad para el proceso elemental no
catalizado, k;, y para el proceso catalizado por la enzima, k., aplicando la
ecuacién IV.10, primera igualdad, se obtiene:

k, xvK}
ety (IV.12)

Utilizando el ciclo termodindmico se puede igualar el cociente entre las
constantes de formacion de los ET al cociente entre las constantes de disociacidn
para el sustrato, Kg y para el ET, Kr, con lo que se tiene:
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Eﬁ_ _— Ke szS

kn Kn vnK T

(Iv.13)

El valor k/k;, es extraordinariamente grande para las enzimas tipicas: no
son extrafios incrementos de la velocidad de la reaccién® del orden de 1010 a 1014
e incluso se han observado aumentos mayores®:66,

Aunque el factor KgVe/k,V, del miembro de la derecha de la ecuacién
IV.13 puede tomar valores muy distintos de la unidad, para el grado de
aproximacién utilizado puede escribirse que:
250t

kK e (IV.14)
k

T

Este es el resultado central: Kg resulta mucho mayor que Kr, esto es, el
sustrato se disocia de la enzima con mucha mds facilidad que el ET, por un factor
aproximadamente igual al aumento de 1a velocidad de la reaccién por la enzima.

Las implicaciones de la ecuacién IV.14 y sus variantes han sido
extensivamente analizadas e interpretadas3®-6466-70, Algunas de las conclusiones
que se derivan de dichos estudios son las siguientes:

a) el principio de la unién del ET a la enzima no es una teorfa independiente
sino que se deriva de la TET y de la termodindmica®.

b) Cualquier molécula de estructura similar a la geometria del ET se unird a
la enzima mucho mds intensamente que el propio sustrato. Centenares de estos ET
andlogos han sido estudiados®%%, Algunos son antibi6ticos naturales; muchos se
disefian deliberadamente para investigar el mecanismo de una enzima determinada;
otros resultan de los intentos de sintetizar potentes inhibidores de las enzimas para
usarlos como drogas o medicamentos’?.

¢) Reordenando la ecuacién IV.13 se obtiene:

K0 K,V 1
cat — f | Dee ||~ Iv.15
s re w19

RN
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donde se ha identificado ke con kcg. En el término de la izquierda se tiene la
constante de velocidad de segundo orden usual para la reaccién de la enzima libre
y el sustrato para dar enzima libre y producto, que no puede ser mayor que el
limite controlado por difusién’?, es decir, que unos 109 M-! 51, De modo que
una enzima perfecta tendrd un valor de Kt reducido, es decir, habra reforzado la
unién del ET hasta el limite. Albery y Knowles’? realizaron un detallado andlisis
de cémo la eficacia de las enzimas podria haber sido optimizada mediante la
evolucion.

d) La existencia de un complejo enzima-sustrato (ES) se postula de
acuerdo con los resultados de saturacién por el sustrato en experimentos cinéticos
de estado estacionario. Probablemente, el complejo ES representa la unién de
moléculas de sustrato en estados precedentes al ET3! m4s que de moléculas de
sustrato en su estado fundamental.

e) La unién del ET a la enzima es un fenémeno cooperativo, consecuencia
de interacciones individuales entre grupos o dtomos del ET y grupos o d4tomos del
centro activo de la enzima, de modo que la interferencia en una de estas
interacciones afectard de modo adverso a las otras. Los experimentos de
mutagénesis dirigida reflejan esta propiedad perturbando la estructura de la
enzima’4,

f) Como en cualquier molécula que posee enlaces sobre el eje de los cuales
la rotacién estd permitida, en las moléculas de enzima se producen cambios
conformacionales e isomerizaciones en el curso de la catdlisis’. Esto es debido a
la necesidad de la enzima de adaptarse a los propios cambios que se producen en
el sustrato a medida que la catdlisis avanza. Esta linea de razonamiento también
explica por qué en el complejo ES el sustrato puede estar unido a la enzima en una
conformacién distinta a la que tendria en solucién de manera que se permita una
mayor interaccién con la enzima en el ET76. Otra razén para esperar una
conformacién flexible en las enzimas es el hecho de que algunas reacciones tienen
mds de un ET, correspondientes a diferentes etapas en el proceso quimico global
que catalizan, como es el caso de la Rubisco. Ademds, como algunos autores han
apuntado recientemente, el estado de transicién puede entenderse no como una
unica entidad fisica, sino mds bien una serie de especies en la vecindad del punto
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de silla de la SEP (donde la estructura corresponde con la estructura de
. transici6n), con geometrias y energfas ligeramente diferentes’”.

g) El efecto tinel puede jugar un papel en los procesos catalizados por
enzimas, aunque hasta la fecha no se ha encontrado que en general afecte
apreciablemente a los resultados obtenidos sin tenerlo en cuenta’8, Sin embargo,
las correcciones que implica el efecto tdnel si son esenciales al analizar las

implicaciones mecanisticas de estudios de efectos isotépicos’%.



Catdlisis enzim4tica y estructuras de transicién in vacuo 109

IV.3 CATALISIS ENZIMATICA Y
ESTRUCTURAS DE TRANSICION IN
VACUO

En este apartado se presenta una teorfa de la catdlisis enzimdtica elaborada
por nuestro grupo®1:82 a partir de estudios teéricos de los mecanismos de
diferentes enzimas. A este respecto, como veremos en el capitulo de resultados, el
estudio del mecanismo de la Rubisco ha sido especialmente ilustrativo.

El fenémeno de la catdlisis enzimdtica puede describirse desde la
perspectiva proporcionada por las especies reaccionantes in vacuo. En el Esquema
IV.2 se presenta una descripcién del proceso catalitico.

El primer paso corresponde a los reactivos (R) que son deformados hasta
una configuracién cercana a la del ET, que podemos denominar complejo
precursor Sj. Por su parte la enzima también cambia su conformacién inactiva
inicial (E) hasta la conformacidn en la cual es activa (E). En ambos casos debe
hacerse trabajo sobre R y E, con lo cual la energfa del sistema aumenta. En la
reaccién in vacuo el camino continia desde Si a través del ET (Sif) hasta el
complejo sucesor (Sf). Los productos (P) pueden formarse desde este punto
mediante un proceso de relajacion. La energfa de activacién, medida desde el nivel
E + R, viene dada por la diferencia energética entre Sif y el estado de referencia.

En el caso del proceso catalizado por enzimas, el trabajo necesario para
cambiar las conformaciones de R y E se obtiene de una fraccién de la energia
desprendida al formarse el complejo E-S;. El resto de la energia desprendida al
formarse dicho complejo lo estabiliza. Si asumimos, para una mayor simplicidad,
una estabilizacién uniforme para las estructuras intermedias a las que
denominamos, en conjunto, complejo activado, entonces el camino entre S; y S¢
serd paralelo tal como se indica en el Esquema IV.2. Por tanto, el incremento en la
velocidad de la reaccién cuando estd catalizada por enzimas es una funcién directa
del exceso de energfa desprendida al formarse el complejo enzima-complejo
activado. Esta energia define un efecto catalitico primario.
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Esquema I'V.2 Representacidn energética de una interconversién quimica via precursor (S;),
ET(S;f) y sucesor(S¢) que tiene lugar in vacuo y en un medio (E) que proporciona una
estabilizaci6n a las especies intermedias. El medio puede representar un solvente pasivo o el

centro activo de una enzima.

Debe hacerse notar que, en la aproximacién de una estabilizacién uniforme
de los intermedios, la enzima no une la estructura del ET mejor que cualquier otra

estructura del complejo activado.

Si la estabilizacién no es uniforme para todas las estructuras del complejo
activado, debido a grupos especificos en la enzima, puede cambiar la forma del
camino entre S; y Sf. Sin embargo, la estabilizacién del ET no serd mayor que la
estabilizacién mds grande efectuada sobre cualquiera de las otras estructuras del
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complejo activado. Si llamamos SE(S;) a la energfa de interaccién del precursor
con el entorno e igualmente SE(S¢) a la del sucesor, entonces puede estimarse
OE(Sif) por:

SE(Sip=ATSSE(S)) + (1-ATS)SE(Sp (IV.16)

donde ATS es el grado de avance arbitrariamente normalizado correspondiente al
ET en el complejo activado. Esta estabilizacion diferenciada puede contribuir a
equilibrar los estados energéticos internos del complejo activado®3:84,

El ET puede alcanzarse directamente mediante excitacion del precursor (S;)
o del sucesor (S¢) a lo largo de la direccién de curvatura negativa. Para ello, el
tiempo de vida para la disociacién de Sj en reactivos debe ser mayor que el tiempo
caracteristico para el trdnsito de la barrera. De este modo, el paso de
interconversién quimica es unimolecular. Desde un punto de vista mecanistico
puede describirse segtin:

k, k, kg
R - Si - Sf —— P
ky k. Iv.17)

Un andlisis en la aproximacién del estado estacionario de estos tres pasos
conduce a la siguiente expresién para la constante de velocidad observada:

R NS SN PR SN Y (IV.18)
k, k \Kk Nk

donde K. =ka/kq es la constante de equilibrio entre reactivos y complejo

precursor.
En las condiciones termodindmicas de equilibrio entre R y S; se cumple
generalmente que kg>>ky y que ks>>k.. Entonces la ecuacién IV.18 se reduce a:

k

[

w =Kk, (IV.19)
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La ecuacién IV.19 pone de manifiesto que, aunque el complejo activado
pueda ser energéticamente modificado como un todo en diferentes medios, la
velocidad observada puede aumentarse simplemente cambiando el valor de la
constante de equilibrio K;. Dado que una enzima estabiliza el complejo §;j,
aumentard proporcionalmente K; y, por tanto, la velocidad observada de la
reaccién.

Existe una creencia general de que los efectos del solvente son tan
importantes que los cdlculos realizados in vacuo no sirven para analizar
propiedades de sistemas en fases condensadas, como por ejemplo en sistemas
enzimdticos. Este prejuicio es contradictorio con nuestros resultados, como se
verd en el capitulo correspondiente de la presente memoria, y con la naturaleza
misma del ET.

Puesto que en el ET y en el VT se encuentra la informacién de las
fluctuaciones reactivas del paso quimico que se estudia, es evidente que si la
reaccion procede a través del mismo mecanismo molecular en solucién o en el
centro activo de una enzima, el ET in vacuo debe ser invariante respecto a los
efectos de solventes pasivos o a las interacciones con la proteina en el centro
activo®1:82, Esta invariancia debe entenderse en términos de estructura y
fluctuaciones a lo largo de la direccién reactiva. El diagrama energético variard
como consecuencia de las diferentes interacciones de reactivos, complejo activado
y productos con el medio pero, si no participan en la reaccion grupos de la enzima
o moléculas de solvente, la estructura y fluctuaciones del ET calculados in vacuo
son invariantes fundamentales. El camino que une los reactivos con el complejo
activado y éste con los productos, en cambio, estd totalmente determinado por el
medio. Por tanto, es de esperar que las propiedades electrénicas y las
configuraciones de reactivos y productos estén fuertemente moduladas por la
enzima. El postulado de Pauling puede ser ampliado en el sentido de que la enzima
es complementaria a la estructura y fluctuaciones del complejo activado, entendido
como la serie de estructuras en las que se describe y se encierra la informacién de
la transformacién quimica in vacuo.

El postulado de la invariancia del estado de transicién permite deducir un
corolario referido a la evolucién de las enzimas: dado que el ET es un invariante,
entonces las enzimas se han adaptado, a lo largo de la evolucién, para ser



Ea]

Catilisis enzimdtica y estructuras de transicion in vacuo 113

complementarias en estructura y fluctuaciones a los ET in vacuo de las reacciones
que catalizan. En otras palabras, es el punto de silla de indice uno quien ha
influenciado la estructura de las enzimas y no al revés.

En el capitulo VII de esta tesis doctoral presentaremos los ET para las
reacciones que la Rubisco cataliza, calculados in vacuo, y veremos c6mo su
geometria es complementaria al centro activo y similar a la de los ET andlogos.
Esto no es un caso aislado: se han obtenido resultados similares en otras

enzimas$2:85-88,

IV.3.1 COORDENADA DE INTERCONVERSION
QUIMICA

En la presente memoria caracterizamos ET correspondientes a tres
reacciones quimicas catalizadas por la enzima Rubisco. En la etapa de enolizacién
un dtomo de hidrégeno se intercambia entre un centro dador (un dtomo de
carbono) y uno aceptor (un dtomo de oxigeno; ver apartado VIIL.2). Para este
proceso, puede definirse la coordenada de interconversién quimica como el
desplazamiento relativo de la particula que se traslada sobre la linea que une los
centros dador y aceptor. Si denominamos D al centro dador y A al aceptor, siendo
T el d4tomo de hidrégeno que se traslada, se obtiene siempre la distancia entre los
centros D y A segun:

2 =|(Ra-R,) (IV.20)

donde Ra y Rp son, respectivamente, los vectores de posicién de A y D. Asi
mismo, definimos una variable simétrica eliptica como:

p= (Ror| +[Rac) (Iv.21)

x+

siendo RpT y RAT, respectivamente, los vectores de posicién de T respecto de D
y de A. La coordenada de interconversion, indicativa del grado de avance de T
desde D hasta A viene dada por:
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x— = (IRDTl -;lRATI) (IV 22)
p 4

La zona reactiva estd definida por -1<¥<1. Cuando T estd unida a D la
coordenada de interconversién es negativa, mientras que cuando T estd unidaa A
es positiva. Esta definicién de la coordenada de interconversion estd normalizada.
Por razones précticas, en los cdlculos que describiremos en el apartado VIL.2
utilizaremos una coordenada de interconversién no normalizada, asf como una
variable simétrica eliptica diferente. Las definiciones correspondientes se dardn en
el mencionado apartado.

En las otras dos reacciones quimicas estudiadas, las moléculas de CO3 en
la carboxilacién o de O3 en la oxigenacién, T, se adicionan sobre un dtomo de
carbono, A, que actia como centro aceptor. En este caso la definicién de la
coordenada de interconversién es diferente. Nosotros hemos escogido una
combinacién de coordenadas que representan la distancia entre A y T, definidas
segun:

X" =Rerhgy (Iv.23)

X = \/(RAT"AT )2 - (RATnCA )2 (Iv.24)

En estas ecuaciones, C representa el dtomo de carbono C3 unido al
carbono aceptor C2 por un doble enlace. RcT es el vector de posicion de T
respecto de C, nca es un vector unitario en la linea que vade C a A, RaT es el
vector de posicién de T respecto de A y nAT €s un vector unitario en la linea que
vade A aT. En el Esquema IV.3 se representan todas estas coordenadas.

Puesto que el ET es un punto estacionario su geometria no dependerd del
sistema de coordenadas escogido para calcularlo. Sin embargo, una eleccién
adecuada de la coordenada de interconversién facilita su localizacién.

En los apartados correspondientes del capitulo VII presentamos mds
detalladamente la definicién de la coordenada de interconversién empleada al
estudiar cada una de las reacciones quimicas catalizadas por la enzima Rubisco.



Catdlisis enzimtica y estructuras de transicién in vacuo 115

(b)

Esquema I'V.3 Representacién de las coordenadas de interconversién quimica en un proceso en
el que un grupo (T) se transfiere entre dos centros (D y A) (proceso de enolizaci6n, (a)), y en los
procesos de carboxilacién y oxigenacion (b) catalizados por la enzima Rubisco.

IV.3.2 COMPLEJOS PRECURSOR Y SUCESOR

En la Figura IV.2 se representa el cruzamiento entre los estados diabdticos
de reactivos y productos. En ella se muestra el ET junto con el precursor S;j y el
sucesor S¢ que se obtienen fijando el valor de %* del ET y dejando optimizar la
coordenada -. Los conceptos de complejo precursor (Sj) y sucesor (Sg),
ampliamente usados en la teorfa de transferencia térmica de electrones elaborada
por Marcus®%0, se introducen para describir el paso de interconversién quimica.
Sus estructuras estdn determinadas por la geometria del punto de silla de indice 1
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de la SEP y pertenecen a su zona cuadrdtica, es decir, poseen una curvatura
negativa a lo largo de la direccién del VT o estdn en la cercania de los puntos de
inflexién. Una vez en el valle de los reactivos se obtiene el complejo de interaccién
CI1, que corresponde a los reactivos deformados. Similarmente, en el valle de los
productos se obtiene el complejo de interaccién CI2 que corresponde a los
productos deformados.

En el caso de una reaccién SN2: X- + CH3Y — XCHj + Y-, estos
complejos de interaccién son minimos y corresponden a complejos de interaccién
ion-dipolo que producen una deformacién estructural de los reactivos®!. En
nuestro esquema, los complejos precursor y el sucesor se obtendrian fijando la
distancia entre X-Y en el ET, x*, y descendiendo hacia los valles de los reactivos
y productos, con lo que se llegaria al precursor y al sucesor, respectivamente.

Si llamamos li> al estado mecanocudntico diabdtico asociado con los
reactivos y If> al correspondiente a los productos, tomando el concepto de estado
mecanocudntico en su sentido mds amplio y, por tanto, sin que se encuentre
implicita la separacién de Born-Oppenheimer, el estado precursor corresponderd a
una excitacién metaestable de li> y el sucesor a una excitacion metaestable de If>.
En un proceso quimico en el que una particula X se intercambia entre un centro
dador, D, y uno aceptor, A, para un valor grande y fijo de x* (definida en la
ecuacién 1V.20), el desplazamiento a lo largo de la coordenada )~ (ecuacién
IV.22) en el estado de los reactivos corresponde a una disociacién del enlace D-X,
mientras que en el estado de los productos una disminucién de ¥~ corresponde a la
disociacién del enlace A-X. Cada perfil energético tiene un minimo a las distancias
de equilibrio de los enlaces D-X y A-X, respectivamente. Las superficies de
ambos estados se cruzan en una serie de puntos que describen una linea, a la que
denominamos Ec(x*,x"), que tiene un minimo debido al hecho de que las curvas
se cruzan cada vez a menores energias. Vamos a designar las coordenadas de este
minimo como x** y x*. Por construccién, en los puntos de cruce las geometrias
globales de reactivos y productos son iguales. La proyeccién de Ec()*,y") sobre
el plano (x*,x") corresponde a la interseccién de una hipersuperficie que separa
los valles de los reactivos y de los productos. Este tipo de cruzamientos de curvas
ya fue descrito por Evans y Polany?2, Por supuesto, si las geometrfas internas no
son iguales ¢l cruzamiento serd s6lo aparente.
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Si los pardmetros geométricos internos del dador y el aceptor se optimizan
en los puntos de cruzamiento, entonces en €l minimo de Ec(y*,x") las geometrias
de D y A diferirdn de las obtenidas en los estados fundamentales del dador y el
aceptor. El perfil energético en funcién de la coordenada de interconversién -
para las geometrfas de D y A optimizadas en el punto ()**,x*) tiene un minimo a
lo largo de ambas direcciones hacia los valles de reactivos y productos. Las
energfas y geometrfas de estos puntos estacionarios constrefiidos definen el
complejo precursor (en el valle de reactivos) y el sucesor (en el de productos).

La interconversién quimica sucederd cuando el sistema pierda la memoria
del estado precursor y adquiera la del sucesor, en un efecto puramente
mecanocudntico que se hace posible si existe un acoplamiento mecanocudntico
entre ambos estados. Este acoplamiento es mdximo en el punto de cruce y tiene
lugar sélo a lo largo de la excitacién de la coordenada . En este sentido, la
coordenada de interconversién quimica es la coordenada de reaccién.
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Figura IV.2 Representacién del cruce entre los estados diabéticos pertenecientes a los valles de
reactivos y productos. Mediante lineas discontinuas se muestran los perfiles adiabsticos. En la
préctica, el punto de silla de orden uno (ET) es el que puede calcularse mediante técnicas de
computacion. Para construir las geometrias de los complejos precursores y sucesores, el sistema

adiabduco se minumiza con respecto a .
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IV.3.3 ESPACIO ACTIVO Y CARACTERIZACION
DEL ESTADO DE TRANSICION

El esquema teérico adiabatico puede describirse como una separacién local
de la matriz de Hessian (H) en dos subespacios, proyectada sobre las variables
geométricas internas. El procedimiento debe entenderse como una construccién
local, ya que las longitudes de enlace, dngulos y dngulos dihedros no pueden
formar un sistema de coordenadas para la configuracién espacial total®>%4, Asf,
para un punto de silla de indice uno, las variables que tienen asociadas
componentes distintas de cero en el vector propio asociado con el tnico valor
propio negativo definen el espacio de control, Hee. Las otras forman el espacio

complementario Hpym:
H,k H
H=| % e Iv.2
H_, H_ (Iv.25)

Los elementos Hem y Hme son las derivadas cruzadas de la energia
potencial respecto a las coordenadas que pertenecen a los subespacios de control y
complementario. Una separacién correcta implica que deben ser despreciables
respecto a los elementos H¢c. En los casos pricticos esto se comprueba
numéricamente buscando el nimero minimo de coordenadas internas que
proporcionan un tnico valor propio negativo y un VT que describa la
interconversion quimica.

Las coordenadas que experimentan grandes cambios son consideradas en
el subespacio de control. En este subespacio se encontrardn las coordenadas
asociadas con los enlaces que se forman y se rompen en €l proceso quimico y que,
por tanto, controlan el desarrollo de la reaccién. El resto de las coordenadas que
definen el sistema se encuentran asociadas a fragmentos moleculares que no
experimentan apenas variacién en la transformacién desde reactivos hasta
productos y forman el espacio complementario. De esta manera, el espacio de
control estd formado por las variables geométricas que participan de forma
significativa en el vector de transicion. Dentro de este subespacio se escoge una
coordenada o una combinacién de varias (las que mayores cambios experimentan

— 4
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en el proceso) como la coordenada de interconversién quimica, que estard
directamente relacionada con los enlaces que se rompen y se forman y jugard el
papel de coordenada de reaccién.

Con esta separacién del espacio, una vez definida la coordenada de
interconversién quimica %, puede escribirse para el funcional de la energia la
expresion siguiente:

V(X_) = Ininql [: [E(ql’qZ""’qn—l!x— )] (N.26)

que corresponde con la proyeccién sobre el plano (E,)") y conecta los complejos
precursor y sucesor via el ET; E es la energia potencial. El procedimiento de
optimizacién se realiza por pasos utilizando un funcional auxiliar que, en el caso
de un espacio de control que tiene m<n variables puede escribirse como:

o) =min, . (B s XA G X a20)] AV-2T)

donde qm4+1(%-)s... qn(¥-), son los valores de equilibrio en el espacio
complementario para un valor dado de la variable )(-. Representan, por ejemplo,
distancias de equilibrio, d4ngulos y 4ngulos dihedros de fragmentos moleculares no
directamente relacionados en el proceso de interconversién quimica. La matriz Z
se define de modo conveniente de manera que las coordenadas ¥* y % aparezcan
explicitamente. En general, se cumple que Q(Y") es mayor que V(X") en valor
absoluto. Una vez realizada la optimizacién, las coordenadas del espacio
complementario para el ET tienen asociada una fuerza cero sobre los 4tomos, con
lo cual se tiene que:

Q™) =V (™) (Iv.28)

Por lo tanto, la localizacién del ET con el empleo del funcional aproximado
Q asegura que el punto estacionario encontrado es el mismo que el que se
encuentra con el funcional completo V.
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La eleccién de la coordenada de interconversién quimica es esencial para
obtener un camino de reaccién continuo y que pase por el ET. Con ese fin, -
debe cumplir las siguientes condiciones:

a) debe variar siempre en el mismo sentido desde el valor que tiene en los
reactivos al valor que tiene en los productos, de manera que su valor en los
reactivos debe diferir significativamente de su valor en los productos. Es decir:

x <y <y obien x>y FT>y?  (AV.29)

b) debe estar formada por una combinacién de las variables geométricas
que mds varfan en el transcurso de la reaccién y que representan a los enlaces que
se forman y se rompen en ella y debe ser la componente mayoritaria del vector de
transicién;

¢) el desplazamiento a lo largo del eje definido por la coordenada de
interconversion quimica ha de reflejar todas las variaciones que se producen en los
grados de libertad que experimentan cambios sustanciales en sus constantes de
fuerza. Por tanto, la coordenada de interconversién quimica es la coordenada de
mdxima informacién sobre la que se puede observar el transcurso de la reaccion;

d) su direccién debe simular fisicamente el movimiento de vibracién que
debe realizar el sistema en el ET cuando se produce el paso desde reactivos a
productos;

e) el espacio de control debe estar formado por un nimero suficiente de
variables que aseguren un tinico valor propio en la matriz de constantes de fuerza.

Una vez que se ha encontrado el ET, se analizan sus propiedades, con el
objetivo de verificar que dicha estructura corresponde, efectivamente, con el
verdadero estado de transicidn (ver seccién IIL.3.1) y que se ha llevado a cabo una
correcta separacion de las variables en los dos subespacios. Este método es el que
hemos empleado en la presente Tesis Doctoral.
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V. METODOS TEORICOS

De acuerdo con los postulados de la mecdnica cudntica, resolviendo la
ecuacion de Schrédinger para una molécula se obtendria toda la informacién
respecto a ella. Sin embargo, la ecuacién de Schrodinger sélo puede resolverse
exactamente para un nimero muy limitado de sistemas simples y el uso de la
mecdnica cudntica para obtener una descripcién de la molécula estd basado en
un cierto nimero de aproximaciones.

Como hemos indicado en el capitulo III, las dos primeras aproximaciones
que se aplican son:

a) se considera que el potencial es independiente del tiempo, con lo cual
se obtiene la ecuacién de Schrédinger independiente del tiempo (ecuacién I11.4).
Esta ecuacién no puede resolverse exactamente para sistemas multielectrénicos,
con lo que es necesaria la utilizacién de una segunda aproximacién:

b) se considera por separado el movimiento electrénico y el movimiento
nuclear (aproximacién de Born-Oppenheimer o adiabdtica), con lo que se
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obtiene la ecuacién de Schrédinger electrénica independiente del tiempo
. (ecuacién IIL8). Pero ésta tampoco puede resolverse exactamente, de modo que
hay que utilizar métodos que permitan obtener soluciones aproximadas. La
elecciéon del método mecanocudntico adecuado sigue siendo motivo de
controversias! 4,

Existe un gran ndmero de teorfas mecanocudnticas que permiten el
cdlculo de propiedades y estructuras moleculares, aunque los métodos mds
utilizados® de la quimica cudntica estdn basados en la teorfa de orbitales
moleculares®. En ellos basaremos los cdlculos que presentamos en esta Tesis
Doctoral.

La forma de la SEP que representa un sistema reactivo puede depender
del método utilizado para calcular la energia del sistema y, por lo tanto, las
conclusiones tedricas respecto al mecanismo de la reaccidn, o reacciones,
pueden ser diferentes segiin el tipo de aproximaciones utilizadas en los célculos.
En principio, la utilizacién de una base extendida en cdlculos no empiricos que
tengan en cuenta la correlacién electrénica y las correcciones para los efectos
relativisticos proporcionaria las predicciones tedricas mds exactas. Pero, a
efectos prdcticos, ese tipo de cdlculos estdn limitados a sistemas que contengan
como mucho tres o cuatro 4tomos pesados (elementos del segundo periodo del
sistema periédico o mayores). De modo que, en la prictica, nos enfrentamos a la
siguiente disyuntiva: elegir un método de célculo riguroso aplicable a sistemas
muy limitados o elegir métodos aproximados que pueden aplicarse a sistemas
mds grandes.

Sea cual sea el método elegido, deben satisfacerse algunos
requerimientos antes de que los resultados obtenidos en los cdlculos puedan ser
correctamente interpretados. El método utilizado debe reproducir: a) las energias
relativas de reactivos y productos de una reaccion; b) la curvatura de la SEP en
las zonas de los puntos estacionarios que correspondan a reactivos, productos y
ET y c) las caracteristicas geométricas de los tres. Muchos de los métodos
quimico cudnticos modernos, especialmente los semiempiricos, se han disefiado
con el fin especifico de calcular algunas propiedades particulares de sistemas
moleculares, con lo que resultan adecuados para reproducir sélo uno o dos de los
requerimientos mencionados. Por esa razon, las conclusiones obtenidas mediante
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estos métodos respecto a los mecanismos de las reacciones quimicas deben ser
analizados con cuidado.

La teoria y los desarrollos matemadticos empleados en los diferentes
esquemas de cdlculo utilizados en quimica cudntica se han estudiado con gran
detalle en diversos libros’-13 y articulos monograficos!4-16, En el presente
capitulo de esta memoria presentaremos brevemente los diferentes métodos de
cdlculo que utilizamos, clasificindolos en dos: el método ab initio y los
diferentes métodos semiempiricos. Ambos estin basados en la teorfa de orbitales
moleculares y permiten calcular la energia de un sistema en funcién de su
geometria. La principal diferencia entre ellos es que los semiempiricos utilizan
extensamente datos experimentales para descartar o asignar términos de las
ecuaciones matemdticas que utilizan, mientras que el ab initio realiza los
célculos completos mediante técnicas numéricas o analiticas y la precisién con
que dichos célculos se realizan estd limitada sélo por el programa y el ordenador
utilizados.

En los cdlculos de estructuras de transicién que se presentan en el
capftulo VII (apartados VIL.2 y siguientes) el objetivo es el cdlculo de la
geometria y por tanto de la estructura de dicho ET, asi como la obtencién del VT
asociado. Como han demostrado Levy y Perdew!’, los célculos ab initio
reproducen los pardmetros geométricos con un nivel de exactitud aceptable que
no se ve sustancialmente incrementado con la inclusién de correlacién
electrénica o el empleo de funciones de onda multideterminantales. En cambio,
en los cdlculos del apartado VIL.1 se pretende calcular la energfa vy,
consecuentemente, se ha incluido la correlacién electrénica y se han empleado
funciones de onda multideterminantales.
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V.1 METODOS AB INITIO

Como ya hemos dicho, tanto los métodos ab initio como los
semiempiricos estdn basados en la teoria de orbitales moleculares. Esta teorfa es
una aproximacién que utiliza funciones monoelectrénicas u orbitales para
obtener la funcién de onda.

La funcién de onda completa para un electrén es el producto del orbital
molecular por la funcién de spin, Y(x,y,z)a(E) 0 W(x,y,z)B(E). Ese producto es
un spin-orbital, % (x,y,z,E). Para un sistema de N electrones, la funcién de onda
completa serd una funcién de todas las coordenadas. Si llamamos X a las cuatro
coordenadas (las tres cartesianas y la de spin) de las que es funcién cada spin-
orbital, entonces la funcién de onda de un sistema de N electrones serd ‘W(xi, X2,
...... , XN). Esta funcién de onda debe ser antisimétrica respecto al intercambio de
las coordenadas x de dos electrones cualesquiera; esto es consecuencia del
principio de exclusién de Paulil®;

(X150 Xiperer Kjpeorey XN)=-F (X 150000 Xjoroo Xpyeoon, XN) - (V1)

Para cumplir esta condicién, la funcién de onda completa se escribe en
forma de determinante:

via)  wOBOL . WA
v  wEBR) .. V.BR)
=[] w3 wEBE) . vEBR) | VD

vi(2n)a(2n) ¥, (20)B(2n) ... w,(2n)B(2n)

El determinante V.2 se conoce como determinante de Slater!®20, En la
ecuacién V.2, 2n=N, donde N es el nimero de electrones y, por tanto, n el
niimero de orbitales moleculares ocupados. Es decir, esta ecuacién sirve para
construir funciones de onda de sistemas polielectrénicos que tengan un nimero



Métodos ab initio 131

par de electrones y la capa cerrada (todos los electrones emparejados con spines
antiparalelos).

En las aplicaciones prdcticas se impone una restriccién mds, segiin la
cual los orbitales moleculares individuales se expresan como combinaciones
lineales de funciones monoelectrénicas, llamadas funciones de base:

V.= cub, (V.3)
p=1

donde cpj son los coeficientes de expansién de los orbitales moleculares. En
versiones cualitativas de la teoria de orbitales moleculares se utilizan los
orbitales atémicos como funciones de base. Este tratamiento se conoce como
teoria de combinaciones lineales de orbitales atdmicos (CLOA). Sin embargo, en
tratamientos mds generales se emplean funciones apropiadamente definidas
como funciones de base, asociadas con los nidcleos y con las propiedades
simétricas de los orbitales atémicos. De estas funciones de base, dos clases han
sido utilizadas ampliamente: los orbitales tipo Slater (STO) proporcionan una
razonable descripcién de los orbitales atémicos con valores de & estdndar
recomendados por Slater?l, sin embargo su uso est4 limitado porque no son muy
apropiadas para los cdlculos numéricos. Los orbitales tipo gaussian (GTO),
introducidos por Boys?2, aunque representan peor los orbitales atémicos que los
STO, tienen la ventaja de que todas las integrales de los cdlculos pueden
evaluarse analiticamente sin necesidad de realizar una integracién numérica.

Una tercera posibilidad es utilizar combinaciones lineales de funciones
gaussianas para obtener las funciones de base. En ese caso, las funciones de base
obtenidas se llaman gaussianas contrafdas y las funciones que se emplean para
hacer la combinacién lineal se llaman gaussianas primitivas.

Para fijar los coeficientes de expansién se utiliza la teorfa de Hartree-
Fock, basada en el método variacional de la mec4nica cuéntica??. Si @ es una
funcién antisimétrica y normalizada de las coordenadas electrénicas, puede
obtenerse la energia correspondiente mediante la integral:

E = jcb‘ﬁcbdr (V.4)
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Puede demostrarse que E' >E, la energfa que se obtendrfa si ® fuera ¥, la
funcién de onda exacta. Entonces se selecciona un conjunto de coeficientes de
expansién y se minimiza el valor de E' respecto a ellos, segin las ecuaciones
variacionales:

JE"

V.5
9c =0 v-3)

La ecuacién V.5 lleva a una serie de ecuaciones algebraicas para cyj, que
fueron derivadas por Roothaan?* y por Hall?> de forma independiente de la
funcién de onda de capa cerrada representada por la ecuacién V.2. Las
ecuaciones de Roothaan-Hall son:

Y (Fu—8Su)c, =0  p=12,...N (V.6)

donde €, es la energfa monoelectrénica del orbital molecular yj, Sy son
elementos de una matriz cuadrada N-dimensional llamada matriz de
solapamiento y Fy;y son elementos de otra matriz cuadrada N-dimensional, la
matriz de Fock:

S, = [ 02 (D9, (Ddx,dydz, V.7)

=H + ZZPM[(uvMo) - %(,ullvcr)] (V.8)

A=10=1

En la ecuacién V.8 H;™ es una matriz que representa la energia de un

electrén en un campo de nicleos. Sus elementos son:

H = [ 01 OA™" ()9, (Ddvdydz

e 1( 3D (V.9)
O D

a=i71a




Meétodos ab initio 133

En V.9 ZA es el nimero atémico del 4tomo A y la suma se extiende a
todos los dtomos. Las cantidades (LvlAG) que aparecen en V.8 son integrales de
repulsién bielectrénicas:

(wvldo) =] ¢;(1)¢v(1)(r—1-}¢; (2)9,(2)dx,dy,dz dx,dy,dz, (V.10)
12

Estas integrales estdn multiplicadas por los elementos de la matriz de
densidad monoelectrénica, Pyg:

P,,=2Y cico (V.11)
1=]

La suma se realiza s6lo sobre los orbitales moleculares ocupados. El
factor 2 indica que dos electrones ocupan cada orbital molecular.
La energia electrénica se calcula segun:

N N
Y Pu(Fu+ Hi) (V.12)

u=1v=l

Eel =

-

que, sumada a la energia de repulsion internuclear, dada en V.13, proporciona la
energfa total.

E = iizAzB VA<B (V.13)
m R .
A B AB

Las ecuaciones de Roothaan-Hall (ecuaciones V.6) no son lineales, dado
que la matriz de Fock depende de los coeficientes de los orbitales moleculares,
Cy; a través de la matriz de densidad (ecuacién V.11). Su solucién
necesariamente pasa por un proceso iterativo. Asi, puesto que los orbitales
moleculares resultantes se derivan de su propio potencial efectivo, 1a técnica se
denomina frecuentemente teoria del campo autoconsistente (SCF).
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V.1.1 FUNCIONES DE ONDA SCF

Los tipos de funciones de onda SCF, también conocidas como Hartree-
Fock, son tres:

a) Hartree-Fock restringido (RHF)?* de capa cerrada, representada por la
ecuacién V.2 a la que se aplican las ecuaciones que hemos indicado para el
cdlculo de la energia y los coeficientes. Todos los orbitales estdn doblemente
ocupados y, por tanto, los spin-orbitales alfa son los mismos que los spin-
orbitales beta (ver Figura V.1):

(V.14)

¥ =|ylyiyi. vl

b) Hartree-Fock no restringido (UHF)?6 de capa abierta. Se supone que
en el sistema todos los orbitales estdn ocupados por un sélo electrén, de modo
que los spin-orbitales alfa son distintos de los spin-orbitales beta (Figura V.1):

¥ =y vivivi. vl (V.15)
c) Hartree-Fock restringido de capa abierta (ROHF)?’. Se supone que
algunos orbitales estdn ocupados por dos electrones y otros sélo por uno,
siempre con el mismo spin (Figura V.1):

¥ =|yr vl WV Y (V.16)

Dependiendo del problema que se quiera resolver, se utilizard la funcién
de onda que mejor describa al sistema.
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Figura V.1 Diagrama de configuracidn electrénica para: (a) un sistema de capa cerrada, descrito
por una funcién de onda RHF; (b) un sistema de capa abierta, descrito por una funcién de onda

ROHF; (c) un sistema de capa abierta, descrito por una funcién de onda UHF.

Los sistemas de capa abierta no son correctamente descritos mediante la
utilizacién de un sélo determinante de Slater (ecuacién V.2), sino que requieren
el empleo de varios determinantes, que se combinarfan linealmente para obtener
la funcién de onda:

¥ =hY¥, +b,¥,+... V.17

con todas las posibles distribuciones de los electrones desemparejados sobre la
zona de orbitales parcialmente ocupados. Sin embargo, en el caso de radicales y
de los estados de mds baja energfa de sistemas con multiplicidad (p-q+1), donde
P vy q son el nimero de electrones con spines o y 3, respectivamente, y p>q, la
funcién de onda puede expresarse con un buen grado de aproximacién mediante
un sélo determinante.

Como hemos visto, la extensién a sistemas de capa abierta del método
Hartree-Fock puede hacerse de dos maneras: la teoria ROHF y la UHF. En la
primera, los coeficientes cyj siguen estando definidos mediante la ecuacién V.3
y sus valores 6ptimos se obtienen también de las condiciones variacionales. Sin
embargo, los detalles son mds complicados dado que se aplican diferentes





