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Objetivo

Optimizar, caracterizar y comparar estructuras de dinucledsidos de monofosfatos complemen-
tarios mediante el uso de métodos computacionales de mecanica cudntica y de mecanica molecular.






Objetivos Particulares

1. Buisqueda de configuracipnes de minima energia de dinucleésidos de monofosfatos comple-
mentarios, usando: la teoria de los funcionales de la densidad y mecanica molecular.

2. Caracterizacién y comparacion de los minimos de energia obtenidos.

3. Discusién de los resultados y generacién de conclusiones.






Resumen

El ADN contiene toda la informacién necesaria para que los procesos bioldgicos se lleven a cabo.
Estudios experimentales muestran preferencias estructurales en la molécula de ADN (Familias: Al
AII, BI, BIl y Z). En trabajos previos estudiamos fragmentos minimos de una sola cadena (Dinu-
cleésidos de Monofosfatos). Encontramos que las preferencias estructurales estdn predispuestas en
dichos fragmentos. También encontramos que la superposicion de las bases depende de la secuencia.

En el presente trabajo de tesis extendimos nuestro estudio a fragmentos minimos del duplex de
ADN; es decir, Dinucleésidos de Monofosfatos Complementarios (CADMP). Se trata de dilucidar
las regularidades en las caracteristicas estructurales de dichos fragmentos. Con este fin, agregamos
a nuestro andlisis variables cuantitativas que caracterizan: la superposicién de bases consecutivas,
la inclinacién de las bases con respecto al eje de la hélice, la distancia promedio entre las bases;
y otros parametros que caracterizan al par. Ademds, se incluyeron, como en nuestros estudios
previos, los angulos de torsion del esqueleto aziicar-fosfato y el empaquetamiento de los anillos de
azucar.

Para obtener las estructuras minimos se usaron don enfoques: el Mecdnico Cuantico y el
Mecanico Molecular. Para el enfoque Mecanico Cuantico empleamos la Teoria de los Funcionales
de la Densidad. Con un nivel de la teoria PW91PW91/6-31G*, tal y como viene implementado en
el programa Gaussian09, encontramos estructuras minimas para las secuencias: dApdT:dApdT,
dTpdA:dTpdA, dGpdC:dGpdC y dCpdG:dCpdG. Y con un nivel de la teorfa PWB6K/6-31G*,
implementado en el programa Qchem 3.2, obtuvimos resultados para las secuencias: dApdT:dApdT
y dGpdC:dGpdC. Por otro lado, usando Mecanica Molecular, encontramos minimos estructurales
para todas las secuencias posibles, es decir: dApdT:dApdT, dTpdA:dTpdA, dGpdC:dGpdC,
dCpdG:dCpdG, dGpdA:dTpdC, dApdG:dCpdT, dCpdA:dTpdG, dApdC:dGpdT, dApdA:dTpdT
y dGpdG:dCpdC.

El analisis de los resultados revel6 que existen diferentes minimos para una misma secuen-
cia. Tales minimos estan separados por barreras energéticas pequenas. Fué interesante encontrar
que las estructuras simétricas son més favorables energéticamente que las que no lo son. Un analisis
de los resultados obtenidos con diferentes funcionales demostré que el funcional PWB6K/6-31G*,
de nueva generacién y mas costoso computacionalmente, no necesariamente mejora dramaética-
mente nuestros resultados. Sin embargo existen secuencias en las que el uso de este funcional
puede ser critico, por ejemplo, la secuencia dGpdC:dGpdC optimizada con el funcional Pw91
condujo a un resultado artificial mientras que el funcional PWB6K condujo a un resultado maés
cercano a la realidad bioldgica.

También probamos el funcional MO06-2X para la secuencia dApdT:dApdT, los parametros
obtenidos de tal minimo son los mejores hasta el momento, sin embargo debe mencionarse que
existen algunas distancias cortas. Al comparar este ultimo resultado con el del funcional PW91
observamos que a pesar de obtener parametros estructurales ligeramente mas cercanos a los datos
experimentales, el costo de cémputo aun es demasiado alto para usar este funcional como el
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estandar en nuesros calculos.

Por otro lado, los fragmentos minimos obtenidos mediante Mecadnica Molecular, en general,
no poseen caracteristicas estructurales cercanas a las de los resultados experimentales. Mientras
que aquellas estructuras de framentos minimos, obtenidas usando Mecénica Cuéntica, si. Com-
plementando esta parte del estudio se hizo una minimizacién de energia de Dinulcedsidos de
Monofosfato en presencia de moléculas de agua para modelar el medio solvente. Tal minimizacién
se llevo a cabo usando Mecanica Molecular con el mismo campo de fuerzas, ff99. Al comparar
los resultados determinamos que el campo de fuerzas, ff99, ha sido ajustado para reproducir la
forma de la doble hélice sélo en presencia de agua. De hecho es posible apreciar la dependencia
en la secuencia de la superposicion de las bases en estos ultimos cédlculo, aunque con un valor
cuantitativo menor.




Capitulo 1

Introduccion

El ADN es la molécula biolégica més importante debido a que es la portadora de la informacién
genética. Toda la informacion necesaria para que la vida y la reproduccion se lleven a cabo en
los sistemas bioldégicos estd contenida en esta molécula. E1 ADN es una hélice doble formada
por dos cadenas de polinucleétidos complementarias, cada cadena contiene un conjunto de
nucleésidos conectados uno con otro por medio de un grupo fosfato. Cada nucledsido consiste de
una base nitrogenada y de un fragmento de desoxirribosa. A pesar del importantisimo papel en la
diversidad quimica del ADN, se trata de una molécula sorprendentemente simple y esta limita a la
combinacion de cuatro posibles bases nitrogenadas a lo largo de la cadena de polinucledtidos del
ADN. Aun asi esto es suficiente para codificar la infinita diversidad de la vida. Entender el papel
de los 4cidos nucléicos como bloques de construccién y sus interacciones en las conformaciones
preferenciales del ADN en relacién a la secuencia especifica de las bases es un paso importante ha-
cia el entendimiento de los mecanismos de los procesos genéticos y la comprension de la vida misma.

Experimentos estructurales revelaron varios patrones en la estructura tridimensional del
ADN, incluyendo las bien conocidas formas A, B y Z de la doble hélice. La riqueza de tal
informacién estructural ha sido acumulada en el Nucleic Acid Data Bank [1] que ha sido analizado
recientemente por Svozil y col. [2]. Las familias y los fragmentos especificos de las secuencias
de polinucledsidos dentro de cada familia, se distinguen por los angulos de torsién del esqueleto
azucar fosfato y por el arreglo mutuo de las bases. Hasta ahora no existia ninguna certeza acerca
del origen de las preferencias en las conformacion del ADN tal como lo expresan las siguientes
preguntas: ;Qué factores (internos o externos) determinan las caracteristicas de conformacién de
las formas A, B y Z del ADN, y en particular los rangos de valores de los angulos de torsién?;
[ Estos factores se originan en una sola cadena o son impuestos por la doble cadena? Encontrar
respuestas a estas preguntas requiere el uso de herramientas tedrico - computacionales debido a
que estas respuestas estan mas alla del alcance de las técnicas experimentales.

Anteriormente para evaluar la contribucién de las conformaciones preferentes presentes en
una sola cadena de ADN, respecto a la variacién de la estructura de la doble hélice hemos
realizado recientemente cdlculos de mecénica cudntica de fragmentos minimos de cadena de ADN,
usando el método de la teoria de funcionales de la densidad (DFT, por sus siglas en inglés) [3]
[4]. Este nivel de la teoria provee un compromiso razonable entre la exactitud de los cdlculos y la
demanda de recursos de cémputo, en comparacion con los métodos computacionales, no empiricos,
disponibles. Usando el método DFT realizamos calculos en monofosfatos de desoxidinucleosido
(dDMP, por sus siglas en inglés) en un complejo con iones de sodio, que representan fragmentos
minimos de ADN de una sola hebra. Los dDMP consisten de dos nucledsidos situados a lo largo de
la hebra de ADN y conectados por un grupo fosfato. De este modo, los dDMP pueden considerarse
como unidades minimas portadoras de la informacién estructural de una conformacién particular
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adoptada por el ADN. Los dDMP pueden ser descritos totalmente por los angulos de torsién del
esqueleto azicar - fosfato, el empaquetamiento de los dos anillos de la desoxirribosa, y los dos
angulos de torsién glucosidicos, uno por base.

En este trabajo extendemos nuestros estudios. El sistema ahora se conforma por un duplex,
es decir, dos dDMP complementarios que forman un fragmento de la doble hélice. Estamos
interesados en responder a la pregunta jel estudio de fragmentos minimos de la doble hélice nos
permitird encontrar detalles estructurales que un sistema de una sola hebra no?




Capitulo 2

Sistema a estudiar: Fragmentos de
ADN

2.1. El ADN

En cuanto a su funcionalidad el ADN es la molécula biolégica méds importante debido
al papel que juega como portadora del cédigo genético. El cdédigo genético contiene toda la
informacién necesaria para que un organismo lleve a cabo todas sus funciones. El flujo de la
informacién contenida en el ADN se lleva a cabo segin se describe en la Figura 2.1.E1 ADN
se encuentra alojado en el nicleo de la célula. Mediante dos procesos consecutivos: transcrip-
cién y procesamiento; la informacién contenida en el ADN pasa al citoplasma. Luego en los
ribosomas tiene lugar el tltimo proceso, la traduccién, el cual da lugar a la creacién de una proteina.

El ADN ademaés de funcionar como un medio de almacenamiento de la informacién genética
también proporciona los mecanismos para su autoreplicacién. Estructuralmente el ADN es una
hélice doble formada por dos cadenas de polinucleétidos complementarias, cada cadena contiene un
conjunto de nucleésidos conectados uno con otro por medio de un grupo fosfato. Cada nucledsido
consiste de una base nitrogenada y de un fragmento de desoxirribosa. A pesar del importante
papel en la diversidad quimica del ADN, se trata de una molécula sorprendentemente simple y
estd limitada a la combinacién de cuatro posibles bases nitrogenadas (Adenina, Citosina, Guanina
y Timina) a lo largo de la cadena de polinucle6tidos. Aun asi esto es suficiente para codificar la
infinita diversidad de la vida.

2.1.1. Estructura Primaria

Las caracteristicas del ADN son debido a su gran riqueza estructural. Desde un punto de vista
molecular el ADN es un polimero, también conocido como polinucledtido, debido a que sus unidades
monoméricas son los nucleétidos. Cada nucleétido consiste de una base nitrogenada unida al azicar
(desoxirribosa) y el azticar estd unida a un grupo fosfato. Existen cuatro nucleétidos diferentes, la
diferencia estriba en que sus bases nitrogenadas son diferentes: Adenina (A), Guanina (G), Citosina
(C) y Timina (T).
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2.1. EL ADN
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2.1.2. Estructura Secundaria

La estructura secundaria del ADN corresponde a una doble hélice antiparalela lo que significa
que dos hebras de ADN tienen polaridades opuestas, o dicho de otra forma sus esqueletos
azucar-fosfato van en direcciones opuestas. La direcciéon de los acidos nucleicos se especifica al
referirnos a los carbonos del anillo de azicar, 5’ se refiere al quinto carbono del anillo de ribosa,
contando en sentido horario desde la molécula de oxigeno y 3’ designa al tercer carbdén en el
anillo. Entonces la direccién es especificada por medio de estos dos carbonos. Por ejemplo la
transcripcién siempre ocurre en la direccion: de 3’ a 5.

En muestras con diferente grado de hidratacion experimentos estructurales revelaron varios
patrones en la estructura tridimensional del ADN, incluyendo las bien conocidas formas A, By Z
de la doble hélice. La riqueza de tal informacién estructural ha sido acumulada en el Nucleic Acid
Data Bank que ha sido analizado recientemente por Svozil y col.[2]. Las familias y los fragmentos
especificos de las secuencias de polinucleétidos dentro de cada familia, se distinguen por los
angulos de torsién del esqueleto azucar fosfato y por el arreglo mutuo de las bases. Hasta ahora
no existia ninguna certeza acerca del origen de las preferencias en la conformacién del ADN.

2.1.3. Estructura Terciaria

La estructura primaria se refiere a la estructura molecular propiamente dicha, pero en el
contexto celular tiene ciertas preferencias de empaquetamiento. Imaginemos el cromosoma de una
tipica célula eucariota que contiene de 1 a 20 cm de ADN. Sin embargo, durante la metafase de
la mitosis y meiosis, este ADN es empaquetado en un cromosoma con un largo de 1 a 10 pm. Es
decir el ADN en la célula existe empaquetado dentro de una estructura densa y regular llamada
cromatina. La cromatina estd compuesta de ADN, proteinas, y una pequena cantidad de ARN.
Las proteinas encontradas en la cromatina son en su mayoria histones, una proteina basica que
estd cargada positivamente en un pH neutral, y proteinas cromosémicas no-histénicas que son
muy acidas en un pH neutral.
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FAMILIAS ESTRUCTURALES

Figura 2.3: Familias Estructurales.

Los histones se han conservado en casi todas las eucariotas. Existen cinco tipos principales
de histones, llamados H1, H2a, H2b, H3, y H4, y que existen en molaridades especificas en las
cromatinas. Los histones se unen con el ADN para formar la subunidad estructural bésica de
la cromatina, los nucleosomas que son pequenas cuentas elipsoidales de aproximadamente 11
nm de didmetro. Cada nucleosama contiene 146 pares de nucledtidos que se envuelven 1 y %
vueltas alrededor de un complejo de histones. Con una razén de empaquetamiento de 6. Luego los
nucleosomas se empaquetan en una estructura con forma de hélice llamada fibra de 30 nm esto
aumenta la razon de empaquetamiento a 40.

2.1.4. Estructura Cuaternaria

En este empaquetamiento las fibras de 30 nm se organizan ain maés, formando: lazadas,
peldanos y esferas. Esta organizacion es la final y resulta en una razén total de empaquetamiento
de 102 en los cromosomas de la interfase y de 10* en cromosomas mitéticos.

Es importante entender que el ADN no siempre estd empaquetado en su forma més densa.
Durante la interfase, es decir, en una fase no reproductiva de la célula, cuando la célula se encuentra
muy activa, el ADN se encuentra a un décimo de la densidad al compararlo con el empaquetamiento
durante la reproduccion celular. Lo cual es importante porque se cree que la estructura cromética
altamente densa inhibe la transcripcion. Entonces para que los genes puedan ser expresados la
estructura debe estar relajada para que las proteinas de transcripcién tengan acceso a la molécula
de ADN.

Queda claro que el ADN juega un papel esencial en los procesos de la vida. Que todos estos
procesos son gracias a su riqueza estructural. Ahora resta preguntarnos acerca de los factores que
originan tal riqueza estructural. ;FEstos factores se originan en la molécula de ADN o se debe
a factores externos a ésta? Para responder esta pregunta, sabemos que, existen dos diferentes
métodos para el estudio del ADN. El primero consiste en técnicas experimentales tales como:
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Mucleosoms [2 histonzs +
145 pares de nudedtidos]

Figura 2.4: Un nucleosoma es un complejo de histones y nucledtidos.

Figura 2.5: Estructura cuaternaria densa.

13



CAPITULO 2. SISTEMA A ESTUDIAR: FRAGMENTOS DE ADN
2.1. EL ADN

difraccién de rayos X y resonancia magnética nuclear. Estas técnicas son ttiles para visualizar la
estructura en ciertas condiciones pero no nos permiten conocer las interacciones que existen entre
las subunidades del ADN. El segundo es el de los estudios computacionales. Este método es til
para conocer las interacciones y analizar las estructuras mas favorables de las moléculas.

Existen dos tipos de modelos moleculares usados para realizar calculos: los modelos mecanico
moleculares y los ab initio. Cada uno de estos modelos presenta ventajas y desventajas.
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Capitulo 3

Métodos de Estudio

3.1. Mecanica Molecular

La mecédnica molecular (MM) se basa en la idea de que una molécula se puede representar
por un conjunto de puntos situados en el nicleo de cada &tomo, cada punto cuenta con una
carga que depende del tipo de dtomo. Mientras que los enlaces de las moléculas son considerados
como resortes. Debido a sus cargas los dtomos en su conjunto producirdn una superficie de
energia potencial. A diferencia de los métodos semi-empiricos (aquellos basados tanto en evidencia
experimental como en mecénica cudntica) la MM es un método basado sélo en la mecénica clésica.

En mecdnica molecular la energia potencial (V) de la molécula depende de las siguientes
cantidades: estiramiento del enlace (Vie,), flexién del dngulo de valencia (Vyje), torsién de los
enlaces (Vi ), las interacciones entre estos movimientos (Ve,..), atracciones y repulsiones del van
der Waals (V,4u ), € interacciones electrostéticas (V).

V= Vvten + Vflew + V;for + chruc + VvdW + Velec (31)

En MM es necesario especificar los parametros, constantes, que caracterizan las interacciones,
tales como las de van der Waals. Las constantes junto con los valores de equilibrio de: enlace,
angulo de flexion, dngulos dihedros, las cargas, las masas atémicas, el radio y la definicién de la
funcién de energia son conocidos en conjunto como un campo de fuerzas. Los valores especifi-
cos de dichos pardmetros se eligen empiricamente de tal modo que las estructuras obtenidas
sean congruentes con resultados experimentales o calculos teéricos. El criterio de eleccion varia
en cada campo de fuerzas, es por eso que los parametros de un campo no pueden ser usados en otro.

3.1.1. Estiramiento del enlace

El término del potencial para el estiramiento del enlace (o tensién) puede ser descrito en térmi-
nos del potencial de Morse o por una expansién en serie. Los campos de fuerza modernos siempre
incluyen términos cuadraticos para tratar con moléculas ordinarias y también han sido desarrolla-
dos otros para tratar con un gran nimero de moléculas que incluyen términos cibicos. Sin embargo
en el caso mas simple se usa la aproximacion del oscilador arménico:

.. 1
Viea (i) = Skij(lij — 15;)? (3.2)

Dénde:
l;;: longitud de enlace.
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Torsién
{1l

).

iones no enlazantes

Figura 3.1: Tipos de interacciones que componen la energia potencial en el modelo de Mecanica
Molecular.

l?j: longitud de equilibrio del enlace.
k;;: constante de fuerza para el término cuadrético.

La energia potencial total V., se obtiene al sumar la energia potencial de tensiéon de cualquier
par de 4tomos Vi, i; de la molécula:

Vien = Z V;ten,ij (33)
1,2

La aproximacién mas simple es aquella que sélo incluye al término cuadratico, obteniendo la
ecuacion del oscilador arménico.

3.1.2. Flexion del angulo de valencia

En espectroscopia vibracional se observa que para pequenos desplazamientos del punto de
equilibrio, la variacion de la energia asociada con las deformaciones del dngulo de enlace son bien
modeladas por expansiones de polinomios, de esta manera la funcién del campo de fuerzas para
un angulo flexionado es:

1 3 4
Ve = D) kvijk' + kz(jl)c(aijk‘ - Q?JK) + k%i(%k - Q?jk)2 + . (eijk - H?jk)Z (3-4)

Donde 6ijk es el valor del angulo entre los enlaces ij y jk, y H?jk es el valor de referencia del
angulo. En un campo de fuerzas, un enlace es definido como un vector que conecta dos dtomos.
Las constantes de fuerza ahora con subindices ijk para enfatizar que dependen de los tres atomos.

La energia potencial total Vi, de flexién del enlace se toma como la suma de las energias
potenciales Vijep. ik para la flexion de cada angulo de enlace de la molécula. Nuevamente la opcién
mas simple es tomar Vyjez.ijx como una funcién cuadratica.

3.1.3. Variacion del angulo de torsion

El angulo diedro se define como el dngulo entre el semiplano ijk y el semiplano jkl. Se escoge
el intervalo de los dngulos diedros como: 0 < w < 360.Por definicién una rotacién a favor de las
agujas del reloj corresponde a un dngulo diedro positivo.
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>#ﬁkl

Figura 3.2: Angulo dihedro.

Donde el valor de la amplitud y el conjunto de valores de periodicidad n son especificos a los
enlaces de torsién ijkl. La energia potencial de torsion total se toma como suma de términos para
todos los pares de dtomos 1,4 (terminologia: los dtomos 1,2 son los dtomos ligados entre si: los
atomos 1,3 estan separados por dos enlaces: los atomos 1,4 estdn separados por tres enlaces y
asi sucesivamente).

3.1.4. Términos cruzados.

Los términos cruzados V.. describen interacciones entre los movimientos de tensién, flexion
y rotacién. Para permitir esta interaccion se puede anadir un término cruzado tension-flexién con
la férmula:

1
F12(Al + Aly) A0 (3.5)

Donde Aly, Als y Af son las desviaciones de las longitudes de enlace y el dngulo de enlace
con respecto a los valores de referencia. Los términos cruzados usados méds comunmente son:
tensién-flexion, tensién-tension, para dos enlaces al mismo dtomo; y tensién-torsion, flexién-torsion,
y flexién-flexién para dos angulos con un atomo central comun.Los términos cruzados se usan
comunmente para crear restricciones al movimiento de los dtomos. La energia total que aportan
estos términos cruzados es conocida como la energia de restriccion.

3.1.5. Interaccidén electrostatica.

El término electrostatico V. es la suma de las interacciones electrostaticas, incluyendo todos
los pares de atomos, excepto los pares mas proximos: 1,2 y 1,3.

Vele = Z Vele,ij (36)
1<4

El potencial electrostético Vg ;; se calcula asignando cargas atémicas parciales @); a cada
atomo, y usando la expresién de la energia potencial coulombiana.

QiQ;
GTRz'j

Veleij = (3.7)

Donde ¢, es la constante dieléctrica.

3.1.6. Interacciones de van der Waals

Las interacciones entre dtomos que no estan enlazados uno al otro son generalmente referidas
como interacciones de van der Waals. Las moléculas que presentan este tipo de interacciones en
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general muestran muchos grados de libertad. El término total de interacciéon de van der Waals se
toma como la suma de todas las interacciones posibles de pares de atomos 1,4, 1,5, 1,6:

Vodw = Z Vodw g (38)

1<4

Las interacciones de van der Waals 1,2 y 1,3 y las interacciones electrostdticas se consideran
incluidas implicitamente en los pardametros de tensién de enlace y de flexién de enlace. Cada término
de van der Waals de un par Vyay,i; es la suma de una atraccién debida a fuerzas de dispersién de
London y un término de repulsién debido principalmente a la repulsiéon de Pauli. Algunos campos
de fuerzas toman a Vqw;i; como un potencial de Lennard-Jones que se puede escribir de dos formas

equivalentes:
R:, 12 L R;, 6 orr\ 12 (o 6

Donde R;; es la distancia entre los d4tomos iy j, el pardmetro de profundidad del pozo €1 es
el valor de Vygw:s; en el minimo de la curva de interaccién, el pardmetro Ry; da el valor de R;; en
el minimo de Vygw:s; , ¥ €l pardmetro alternativo o7 es la distancia a la que Viquw;:5 s cero.

Vodw,ij = €17 =4dery (3.9)

3.1.7. AMBER

Existen diferentes programas que nos permiten hacer calculos de energia con mecanica molecu-
lar. En particular vamos a describir brevemente el funcionamiento de Assisted Model Building with
Energy Refinement (AMBER, por sus siglas en inglés). AMBER es el nombre de un paquete de
simulacién de dindmica molecular que implementa campos de fuerzas también llamados AMBER.
Un campo de fuerza es una expresion analitica dada para los términos de la energia potencial en
el modelo de mecédnica molecular:

Brou= Y KalR—Ro’+ Y Koo~ 0"+ Y “2[1 4 cos(no — )]

Enlace Angulos Diedros
+y T Z (3.10)
= R12 RG R12 RIO

El paquete AMBER es un conjunto de aplicaciones especializadas. Existen programas prepa-
ratorios (como ANTECHAMBER y XLEAP), programas de célculo de energia (como SANDER)
y programas de andlisis (como ANAL y PTRAJ). Cada programa juega un papel distinto en el
flujo de la informacion.

Los programas preparatorios nos permiten asignar cargas y parametros dependiendo del ti-
po de molécula y campo de fuerza con el que vayamos a trabajar. Ademds de permitirnos
visualizar y editar el sistema bajo estudio. Los programas de cdlculo de energia optimizan la
geometria de la molécula. Y los programas de andlisis nos permiten extraer informacion de los
archivos de resultados.

El paquete AMBER ademds permite elegir entre distintos campos de fuerzas dependiendo
del tipo de moléculas con las que estemos trabajando. Pues recordemos que cada campo de fuerza

estd ajustado a tipos de moléculas en especifico. Entre estos campos existen los siguientes: ff99,
195 y GLYCAM.[15]
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3.2. Mecanica Cuantica y la Teoria de los Funcionales de la
Densidad

3.2.1. La ecuacién de Schrodinger y la aproximacion de Born-
Oppenheimer

Para determinar las propiedades de un sistema cuantico, como los son los dtomos y moléculas,
es necesario usar la ecuacion de Schrodinger:
th OY(r,t)
2 Ot

h2
_ V24V r,t) = 3.11

g V|t (3.11)
En la ecuacién anterior, ¢ es la funcién de onda para una particula de masa m, h es la constante de
Planck y V es el potencial. 1 no tiene interpretacion fisica pero el producto de 1) con su complejo

conjugado ¥* se entiende como la distribucién de probabilidad de la particula a la que esta asociada.

Cuando el potencial, V, no es una funcién del tiempo la ecuacién de Schroédinger puede
simplificarse. Escribiendo a la funcién de onda como una multiplicacién de dos funciones, una
espacial y otra temporal:

P(r,t) = ¥(r)7(t) (3.12)

Sustituyendo esto en la ecuacién de Schrédinger con un potencial independiente del tiempo y
aplicando el método de separacién de variables llegamos a la ecuacién de Schrodinger independiente
del tiempo:

Hip(r) = E(r) (3.13)

Para sistemas moleculares o iénicos el cdlculo de la funciéon de onda y de la energia se vuelve una
tarea tediosa. La aproximacién de Born-Oppenheimer es la primera que se usa para facilitar
esta tarea. En términos bésicos esta aproximacién nos permite dividir el problema molecular en
dos partes: una electrénica y otra nuclear.

¢total = ¢elewnuc (314)

Esta separacion es valida debido a que los electrones son ligeros si los comparamos con los pesados
ntcleos. Por eso podemos considerar que los electrones se mueven alrededor de los nticleos, mientras
estos ultimos permanecen estdticos. De este modo podemos escribir un Hamiltoniano puramente
electrénico, H¢'*. Entonces la ecuacién de Schrodinger independiente del tiempo para los electrones
queda como:

];Ielecwelec(r7 R) — Eeff,welec(r’ R) (315)

Dénde ¥ depende de las coordenadas de los electrones, r, y de las de los niicleos, R. Resolviendo
esta tltima para la funcién electrénica producird la funcién potencial efectiva, E¢7f, que depende
de las coordenas nucleares, R, y que describe la superficie potencial del sistema.

Si estamos intersados en calcular movimientos nucleares: rotaciones, vibraciones y traslacio-
nes; se usa la funcién E¢f/ para determinar el hamiltoniano nuclear que ha de usarse en la
ecuacién de Schrodinger correspondiente.

Hnucl _ TRUCZ(R) + Eeff(R) (316)

3.2.2. DFT

Los métodos Ab initio usan la teoria que hasta ahora mejor describe los fenémenos que ocurren
en escalas atémicas y moleculares, la Mecanica Cudntica. Las ventajas de estos métodos son
evidentes, pues se sirven de una teoria mas general y por lo tanto podemos obtener resultados
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Figura 3.3: Cambio de Variable DFT
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inaccesibles para otros modelos empiricos y semi-empiricos. La desventaja méas clara es la gran
cantidad de recursos informaéticos que necesitamos para poder utilizar satisfactoriamente este
modelo.

Es asi que para trabajar con modelos ab initio debemos seleccionar un sistema simple que
nos proporcione la mayor informacién posible.

Para poder realizar todos los calculos que se requieren al usar este modelo nos vemos en la
necesidad de utilizar aproximaciones adicionales adecuadas. La Teoria de los Funcionales de la
Densidad (DFT, por sus siglas en inglés) ha demostrado ser eficiente para algunos sistemas de
interés practico. Esta se basa en los dos teoremas de Hohenberg-Kohn los cuales demuestran que
las propiedades de los sistemas moleculares estdan determinadas por la densidad electrénica. Con
la ventaja de que la densidad electrénica es una funcién de sélo tres variables.

Primer Teorema de Hohenberg-Kohn: “Toda observable de un sistema mecdnico cudntico
estacionario es determinada por la densidad electronica del estado base”

Como caso particular en un sistema de n electrones, la energia (una observable) serd, segin este
primer teorema, funcién de la densidad electrénica. La ecuacién de Schréodinger para tal sistema
es:

HU (i, 75,45, ...) = BV (&, 05, 23, ...) (3.17)

En el Hamiltoniano se incluyen: la energia cinética y la potencial. En la energia potencial se
consideran dos términos: el correspondiente a la interaccién nicleo-electrén y el correspondiente a
la interaccion electron-electron. Lo cual puede observarse en la siguiente ecuacion:

H=T+V + V., (3.18)
Dénde el operador de energia cinética es:

SR v/
T=>% — (3.19)
i=q

Vee

La energia potencial de la interaccion ntcleo-electrén es:

R N N N 7
V=Y =Yy (3.20)

ro
=1 « t

Dénde Z,, es el niumero de protones del nicleo a que interactian con el electrén i-ésimo; y rq s
es la distancia de separacion entre el nicleo « y el i-ésimo electrén.
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La energia potencial de interaccién electrén-electrén es simplemente:

=y (o) (3:21)

e
i<y N Y
Dénde r;; es la distancia de separacién entre los electrones i-ésimo y j-ésimo.

Una vez que contamos con la soluciéon a la ecuaciéon de Schrodinger es posible hacer el
siguiente mapeo uno a uno con la densidad electrénica p(r):

p(7;) = Z /\w(x_i,x'é,x},...)|dac1dac2...d:£N (3.22)

o="1{

Donde la sumatoria se realiza tomando en cuenta a los electrones con spin hacia arriba y a los
electrones con spin hacia abajo.

Cuando exponemos al sistema a un potencial externo es posible mostrar la relaciéon que existe
entre la densidad y la funcién de onda; y también la relacion entre la funcién de onda y el potencial.

Vo (3.23)

Comprobemos esta relacién: en primer lugar notemos que dado el potencial V es posible, usando
la ecuacién de Schrodinger, encontrar la funcién de onda v; luego con la funcién de onda y usando
la integral anterior podemos encontrar la densidad electronica. Es decir:

Voyp—p (3.24)

Ahora analicemos si se satisface V' < 9. Como ya hemos probado que V' — 1 sélo resta
verificar que para dos potenciales, V y V’, diferentes se tendrdn dos funciones de onda, v y ',
respectivamente. Esto se hace usando el modelo de Arkani-Hamed-Dimopoulos-Dvali de 1998 que
dice que ”Si V y V’ difieren por méas de una constante C, no podran conducir a la misma funcién
de onda”.

Para comprobar lo anterior supongamos que para un estado base no degenerado dos poten-
ciales conducen a la misma funcién de onda:

(T +V + Vee) [$) = Egs [9) (3.25)

(T+ V' + Vee) [$) = Ep, [9) (3.26)

Restando las dos ecuaciones anteriores tenemos que:
(V =V ) = (Egs — Eg) 1)) (3.27)

Lo cual implica que V = V' 4 C, entonces si dos potenciales conducen a la misma funcién de onda
éstos solo difieren por una constante.

Ya hemos probado que v — p. Ahora para probar que ademds ¥ < p usaremos el modelo
de Randall-Sundrum (R-S) que dice: ”si el estado base de ¢ para H y ¢’ para H’ son diferentes,
no podran conducir a la misma densidad electrénica”.
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Para comprobar esto apliquemos el principio variacional a los estados base de ¢ y v/, cu-
yos hamiltonianos sélo difieren en la energia potencial. Y también para los cuales, en general, las
densidades electronicas son diferentes:

= (vllv) < (wllv) = (v

By = (|0 < (o] 0) = (o[ B+ V= V|0) = Byt [0 - o] (329)

Asumiendo que p = p’ y combinando estas dos ecuaciones llegamos a la contradiccién:

' +V -V

W)= Byt [0 -0 () (329)

Eys + El, < Egs + E, (3.30)

Por lo tanto hemos probado que la densidad electrénica queda univocamente determinada por
la funcién de onda:

Y p(7) (3.31)

Entonces todas las observables del sistema son funcién de la densidad electrénica.

Ahora que sabemos que la densidad electrénica determina las propiedades del sistema resta
saber céomo calcularla. El segundo teorema de Hohenberg-Kohn establece que: ”La
densidad exacta para el estado base de un sistema con un potencial particular
externo puede encontrarse por la minimizaciéon del funcional de energia”.

Sin embargo el segundo teorema de Hohenberg-Kohn sélo nos afirma que es posible encon-
trar la densidad exacta pero no es posible aplicarlo directamente de forma préactica.[16]

Para calcular la densidad es preferible usar las ecuaciones de Kohn-Sham. La ecuacién de
Schrodinger para un sistema de electrones que no interactian (V.. = 0) y que se encuentran bajo
un potencial externo (V;,) es:

2

Dénde la densidad del sistema se puede calcular por la sumatoria:

pe(7) = 3 [0(7) (3.33)

(—Vz 20l 64(7) = (0 (3.32)

Y la energia cinética no interactiva del sistema es:

T, lp] = i<¢>

i=1

v2

¢z> (3.34)

Por otro lado, en general, la energia total de interaccién de un sistema puede escribirse como:

7
/Vo ()l F’)dr+ F)”f drdr’ (3.35)
/

Donde el funcional de energia de intercambio-correlacién, F Xc(p), se define como:

o
Exclpl = Furlp) — Top — = : drdr? (3.36)
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El primer Teorema de HK asegura que el funcional de energfa F[p] es estacionario para pequenas
variaciones, dp(r), alrededor de la densidad exacta po(r). Entonces:

SE[p]  _
5, " 0 (3.37)

Usando las ultimas tres ecuaciones tenemos:

6Frk(p]
5p(77) P=P0

Aplicando este resultado al sistema no interactivo de nuestro interés tenemos:

0Fk|p]
50(7?) P=pP0

= —Vo(7) (3.38)

= Vao() (3.39)
Efectuando la derivada parcial indicada tenemos:

Vi,o(T) = Vo () + Vu (7) + Vx,c(7) (3.40)

Al combinar esta ultima ecuacién con la ecuacién de Schrédinger tenemos:

0i(T) = €;0;(7) (3.41)

2
_v?-i-Vo(F)—l—/ p(F)_’ i dExc
oy

d(r') + G

’F

Doénde el potencial de intercambio correlaciéon estd dado por:

_ 0Exc
6p(F)

Por lo tanto éste potencial de KS depende de la densidad. En resumen las ecuaciones de KS
son:

Vx.c(F) (3.42)

p(’F) 5EXC

Vaol®) = Vo) + | ro @i+ (3.43)
Vy.o() = 2ExC (3.44)

op(7)
Y deben de ser resueltas mediante un esquema auto consistente. En la préctica se asigna un

valor aproximado a Exc para comenzar un proceso iterativo de correcciones hasta que se logren
satisfacer ambas ecuaciones simultaneamente.

3.2.3. Funcionales: PW91, PBE, PWB6K y M062X

Como ya se ha mencionado la forma exacta del funcional no se conoce. Se han hecho
algunas propuestas para formas aproximadas del funcional. Los funcionales propuestos se cla-
sifican usando como analogia la Escalera de Jacob. En la religién judia la escalera de Jacob
conduce al cielo. En Quimica Cudntica usamos este concepto para referirnos a la evoluciéon de
la teoria para llegar a una descripcién exacta de las moléculas. La escalera se ilustra en la figura 3.4.

El primer peldano de la escalera coresponde a los funcionales aproximados de tipo local
(LDA, por sus siglas en inglés). En un sentido general la aproximacién consiste en aplicar los
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Doble hibridos |
meta-GGA hibridos: PWBGy M0B-2X

| GOA hibridoy |
|_metaGGA_|
| A

Figura 3.4: Escalera de Jacob. Ilustracién de la evolucion de los funcionales de la densidad, que se
acercan cada vez més a la exactitud quimica

resultados de la teoria de un gas uniforme de electrones a densidades no uniformes reales. La
expresion de la energia de intercambio correlacion entonces puede escribirse como:

B2 = [ plwexclp)ir (3.45)

El siguiente paso logico es hacer una expansién en serie de Taylor de la energia de intercambio
y correlacién (Ex¢) con respecto a la densidad electrénica. Lo que conduce a la expresién:

EREElp) = [ €0 + 0T+ eZLIVpP + i (3.46)

La expansién anterior no satisface el requisito de que la energia debe ser invariante bajo rotaciones
en r. Satisfaciendo este requisito reescribimos la expansién:

Bxclo) = [ pekPoar + [ 192 (p)ir (3.47)

A los funcionales de este tipo se les denomina de gradiente generalizdo (GGA, por sus siglas en
inglés) y se localizan en el segundo peldafio de la escalera de Jacob. A esta categoria pertenecen
dos de los funcionales usados en este trabajo de tesis, PW91 y PBE, que se discutirdn en las
secciones siguientes a un mayor nivel de profundidad.

Los funcionales PW91 y PBE para intercambio y correlacién agotan el nimero de restric-
ciones que pueden ser impuestas para la aproximacién GGA, es decir, los mejores de su tipo. Sin
embargo es posible incluir a la densidad de energia cinética que se define como:

occ.

To(r) = % ]; [Véro (r) [° (3.48)

La cual, usando el siguiente principio variacional, puede usarse para mejorar el calculo de la
densidad electroénica.

W < 7,(r) (3.49)

Donde:
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TW:1|VP¢7|2
7 8 pos

(3.50)

es la densidad de energia cinética de Weizséacker. En la ecuacién 3.49 la igualdad se presenta
s6lo si p,(r) es representada por un sélo orbital de Khon-Sham real. Por lo tanto, la cantidad:

W
S0C — 1 - 2 (3.51)
To
se anula para cualquier sistema de un electrén y es estrictamente positiva en sistemas con mas
de un electrén. En términos précticos esto significa que 75°“ puede usarse como una correccién
multiplicativa de autocorrelacién (SCC, por sus siglas en inglés) que asegura que E¢ se anula
para cualquier densidad de un sélo electrén. Lo cual no puede hacerse con la formulacién GGA.

Esta aproximacién representa el tercer peldano de la escalera.

El siguiente paso en la escalera conduce a los funcionales hibridos que combinan el fun-
cional de intercambio exacto, el cédlculo con Hartree-Fock, con el aproximado. Su expresién
matematica es:

o X X
Blritelp) = [ | = pgreto(e) 4 (1- =) BRFT () + BRIT() [ dr (3.52)
100 ° 100
donde el coeficiente de combinacién X puede ser una constante ajustada o una funciénes de r,
que fija la cantidad de potencial HF para intercambio usada en el funcional hibrido. En el dltimo
caso, los funcionales se denominan hibrido-locales.

Funcional PW91 [24]

El funcional PW91 para intercambio y PW91 para correlacion ha sido el estdndar para
nuestros cédlculos desde que comenzamos a estudiar fragmentos minimos de ADN con la Teoeria
de los funcionales de la Densidad. Se sabe que tal funcional presenta dispersiéon pero, de
acuerdo a nuestra experiencia, esto no es critico, pues como resultado sélo se sobre estima la
distancia promedio entre los pares de bases cuando las comparamos con estructuras experimentales.

Este funcional es una propuesta analitica simple para la energia de correlaciéon de un gas
de electrones uniforme. El funcional fue construido al introducir correcciones de largo alcance
para los términos de la expansién correspondientes: al intercambio y al agujero de correlacion.
La correcién fue hecha de tal modo que se reprodujeran tantas caracteristicas conocidas de las
energias de intercambio y correlacién como fuera posible.

A continuacién presentaré su forma matemédtica. Sus caracteristicas serdn descritas en for-
ma general. Un funcional de intercambio correlacion de tipo GGA puede escribirse como:

ESSA g,y = /f(nT, ny, Vng, Vny)dr (3.53)
Donde n representa la densidad electronica y Vn su gradiente. En la ecuacién se incluyen los dos

valores de espin posibles. El funcional PW91 en unidades atémicas (h = e = m = 1, energfas en
hartress y distancias en bohrs) para intercambio se escribe como:

EXWOn) = /nez(rs,O)F(s)dr (3.54)
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Donde: €, es el coeficiente de energia de correlacion dado por la expresion:

3k

€:(rs,0) = — (3.55)
4
Y la funcién F(s) estd dada por la expresién:
1964 op—1 2743 — 1 —100s2Y .2
F(s) = a + 0,19645ssinh~1(7,79565) + (0,2743 — ,1508¢ )s (3.56)

1+ 0,19645ssinh—1(7,79565) + 0,004s%

Y rg, es una variable introducida por conveniencia, que depende de la densidad electréonica de
acuerdo a la ecuacion siguiente:
3\ /3
ry = < > (3.57)

4mn

Finalmente el vector de onda local de Fermi y el gradiente de densidad escalado estdan dados
respectivamente por las ecuaciones siguientes:

1,91916
kp = (3n%n)"° = = (3.58)
~|Vn|
s = epn (3.59)
La expresién para la energia de correlacion estd dada por la férmula:
BEY ng,ny] = [ nlec(ra.¢) + H(t.ro,O)ldr (3.60)
Dénde:
[Vn|
t= 3.61
2gksn ( )

es otro gradiente de densidad escalado y

ky = (4’“>1/2 (3.62)

™

es el vector de onda local de proyeccion. Después la funcién H es la suma de dos funciones:

H=Hy+ H, (363)
Que se escriben como:
2 2 4
. 3ﬁ7 2£ t° + At
Ho=g75,tn [1 YTy Ay A (3:64)
Y,
Hy = v[Ce(rs) — C.(0) — 3Cc/T|g*t* exp[—100g" (k2 /K7 )t7] (3.65)

Donde para ambas ecuaciones, las cantidades involucradas se definen como:

a = 0,09 (3.66)

B =vCc(0) (3.67)
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v = (16/7)(3n>)"/? (3.68)
Cx = —0,001667 (3.69)
C.(0) = 0,004235 (3.70)

Donde C, es la constante de Sham que depende de la varianle rg, que ya ha sido definida en
la ecuacion 3.57; C'x es la constante de intercambio; y las demés cantidades ya han sido definidas
para el funcional de intercambio.

Funcional PBE [25]

El funcional PBE, como el funcional PW91, también ha sido obtenido a partir de la aproxima-
cién de gradiente generalizado (GGA) descrita por la ecuacién 3.53. El potencial ha sido ajustado
para reproducir las condiciones exactas del agujero que los funcionales de aproximacién local (LSD)
respetan. En la aproximacién GGA la energia de intercambio puede escribirse como:

E$9ng,ny) = / ne'" (n) Fx (S). (3.71)
Donde: _
vl — _3Kp /4 (3.72)
kr = (372n)(1/3) (3.73)
s =|Vn|/2kFn (3.74)

Debemos recordar que el funcional PBE se construye para hacer una mejora al funcional PW91
que incluye refinamientos semiempiricos y restricciones tedricas. En la aproximacién PBE la funcién
Fx (s) se construye de manera simplificada. Y aunque es obtenida por medio de un criterio diferente
al del funcional PW91, la energia es numericamente equivalente a la de este funcional, para la
mayoria de los propdésitos. La diferencia estriba en la funcién Fx (s) que se escribe como:

FEPE(s) =14k —k/(1 + us®/k) (3.75)

Donde k£ = 0,804 y u = 0,21951 son parametros ajustados para preservar la buena descripcién,
de la energia de intercambio-correlacion en la respuesta lineal de un gas uniforme, hecha por la
aproximacién LSD.

Mientras tanto la energia de correlacién, para el funcional PBE, se escribe como:

EEPE [y, ny] = /n[ec(mC) + HPBE(ry, ¢, 1)]dr (3.76)
Donde:
re = (3/4mn)"/? (3.77)
¢=(n+ —ny)/n (3.78)
t =|Vn|/2ks¢n (3.79)
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6= 3l0+0% +(1 -0 (3.50)
ke = (4kp/m)'/? (3.81)
A 2
HPBE — 443In {1 + th {M} } (3.82)
A= %[exp —eémf/ygb‘g -1t (3.83)

y v = 0,031091, 5 = 0,066725.

Funcional PWB6K [26]

Se trata de un funcional de 6 pardmetros disenado pra termoquimica cinética, basado en el
funcional PW91 para intercambio y en el funcional Becke-95 para correlacion. Es un funcional de
hibrido de tipo Meta-GGA que ha sido ajustado usando una base de datos experimental.

Esta reportado que se trata del funcional que mejor predice las interacciones de apilamien-
to en sistemas moleculares bioldgicos [29]. En la figura 3.5 se compara la energia de interaccién
con respecto la distancia de separacién, en un dimero citosina-citosina, calculada por distintos
métodos. Es posible observar que la mejor estimacion es la del funcional PWB6K. Mientras que
el métod MP2 sobre estima las interacciones de apilamiento.

La expresion del factor de ajuste de gradiente corregido para el funcional PW91 de intercambio
es:

_baZ — (b— B)aZ exp—cxl — 10 %z,q

. g 10— 6zd
1+ 6bzysinh—lz, — =<

Donde 8 = 5(3677)_5/3, c=1,6455, b = 0,00426 y d = 4. Mientras que en el funcional PWB6K
se han ajustado los pardmetros b, ¢ y d a valores de: 0.00539, 1.7077 y 4.0876, respectivamente.

F[X,]

(3.84)

Por otro lado la energia de correlacion total de acuerdo al funcional Becke95 estd dada
por:

Ec = EY + E* + EY (3.85)

Donde la energia de correlacién para espines opuestos es,

Egpp =[1+ Cow(xi + x%)]_lngpf (3.86)

y para espines paralelos:

D,

Eo’o' = [1 + ng$§.]_2chgJEG (387)

Los dos parametros ajustados en el potencial de Becke son C,p, y Cors. Cuyos valores de
acuerdo a Becke son: Cy,p, = 0,0031 y Cyr = 0,038. Por otro lado para el funcional PWB6K los
pardmetros toman los valores: C,p,p, = 0,00353 y Cyry = 0,04120.

Por dltimo el porcentaje del potencial de intercambio de Hartree-Fock es X = 46.
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Figura 3.5: Comparacién de la energia de interaccién con respecto la distancia de separacién, en
un dimero citosina-citosina, calculada por distintos métodos. Es posible observar que la mejor
estimacién es la del funcional PWB6K. Mientras que el métod MP2 sobre estima las interacciones
de apilamiento.
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Funcional M062X [27]

Puede clasificarse como un funcional hibrido tipo Meta-GGA. Fue ajustado con bases de datos
creadas por los disenadores a partir de datos experimentales. Ha sido disenado para reproducir
caracteristicas estructurales y energéticas, ademas de barreras energéticas e interacciones no
covalentes de los atomos del llamado grupo principal.

Se ha descubierto que describe interacciones no covalentes, incluyendo las de dispersién,
mejor que los funcionales de uso corriente. Es mds, es lo suficientemente general para predecir
tanto detalles estructurales como energéticos. Se ha aplicado anteriormente a bioméculas pa-
ra reproducir estructuralmente la cadena tnica de ADN (dDMP) y del esqueleto azticar fosfato [28].

Antes de definir las energias de intercambio y correlacién fijemos algunas variables que
serdn empleadas: la densidad de espin (p,), el gradiente de la densidad de espin reducido (z,) y
la densidad de energfa cinética de spin (7,):

Vool
.=tk (3.88)
Po
1 ocupados
— ]2
To = 5 Z |V¢w| (389)

i
Con ¢ = a, 8. Ademas el funcional incluye términos basados en el funcional VSXC, que incluyen
una variable de trabajo z, y dos funciones de trabajo v y h:

CTo

2= ————Cp (3.90)
po5/3)
Cp = §(6w2)2/3 (3.91)
Y(Zoy 20) = 1 + (a2 + 25) (3.92)
2 4 2 2
(2o, 25) = ( do dlf“ * %o | dsto +j4xgzg ha d5z”) (3.93)
7(550720) ’Ya(xcrazd) ’Ya(xmza)

Noétese que o denota la componente sobre un eje de un sistema arbitrario del momento angular
del espin del electrén. Ahora estamos en posicién de definir la energia de intercambio que esta dada
por:

BV = 57 [ IFREE (00, Vo0 (3.94)

Donde FFBE es la densidad de energfa de intercambio del modelo PBE y f(w,) es el factor de
mejora de la densidad de energia cinética dependiente del spin:

flwe) = aiw), (3.95)
=0

donde la variable w, es una funcién de t,, y a su vez t, es funciéon de la densidad de energia
cinética de espin 7, y de la densidad de espin p,. Definidos a continuacién:

wo = (te = 1)/(to +1) (3.96)

to = T&LSDA/TJ (397)
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donde:

3
TULSDA _ 0 (67T )2/3,0(57/3 (3.98)

Por otro lado la energia de correlacion esta dado por la expresion:
Ec=EY +Ex+EY (3.99)
Donde la energia de correlacién de espines opuestos estd dada por:

EBoP = / UEC g s (Zar25) + has (T 7o) (3.100)

Donde gaﬂ(xalpha7x5) €s

Cas(ad +23) '

« sy « [ 3-101
9oup (Ta 73) ZCCB <1+v0aﬁ(xi+x% (3.101)

Con xiﬁ =12 + .136 y zaﬁ =22+ zﬁ. La energia para espines paralelos:
Fo7 — / UEG g (20) + oo (o0, | Dodr (3.102)

Donde:
1Coe X2 '

goo(a ZCC (i) (3.103)

D, es el factor de correcién de autointeraccién:

2

c (3.104)

Dy=1——"9
4(ZU+CF)

Notemos que D, desaparece para culaquier sistema de un electrén y € E y €YFC son la
densidad de energia de correlacion UEG para espines paralelos y antiparalelos. Los valores de
dos pardmetros no lineales se toman como: ycag = 0,0031 y Yoo = 0,06. Los demés valores no
ajustados son tomados de un trabajo previo. Consultar la [27] para més informacién.

Se optimizaron los pardmetros a; , Ccag,i:Ccoa,is di, dcapi ¥ dcos junto con X, que de-
termina el porcentaje de contribucién del potencial de intercambio exacto o de Hartree-Fock. El
resultado de la optimizacion se resume en la tabla 3.2.3.
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Tabla 3.2.3

a; CCaB,i CCoo,i d; dcag,i dcoo,i
0.4600000 0.8833596  0.3097855 O 0.1166404 0.6902145
-0.220652 33.57972 -5528642 0 -0.09120847 0.09847204

-0.09431788 -70.43548 13.47420 0 -0.06726189 0.2214797
0
0

i
0
1
2
3 2.164494 49.78271  -32.13623 0.00006720580 -0.001968264
4 -2556466 -18.52891  28.46742 0.0008448011  -0.006775479
5 -14.22133
6 15.55044
7 35.98078
8 -27.22754
9 -39.24093
0 15.22808
1 15.22227

— =

Tabla 3.1: Pardmetros optimizados en el funcional M06-2X.
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Capitulo 4

Metodologia

4.1. Eleccion del Sistema

Se desea evaluar la contribucién de unidades moleculares minimas a la riqueza estructural de la
molécula de ADN. Pero antes de elegir un sistema a estudiar debemos de considerar que los costos
de computo de moléculas crecen exponencialmente conforme se incrementa el nimero de dtomos.
Por tal razén debemos ser selectivos. En estudios previos [30] se ha evaluado la contribucién de la
secuencia de bases a la conformacién tridimensional de dinucleésidos de monofosfatos. Tal unidad
molecular puede considerarse como un monémero de la doble hélice. Al estudiar tal sistema fue
posible obtener minimos de este fragmento, correspondientes a las cuatro familias del ADN (AI,
AT, BI y BII). Estableciendo que la estructura de la doble hélice se encuentra predeterminada en
dichos fragmentos.

Lamentablemente tal estudio estuvo limitado a una sola cadena. En el presente trabajo de
tesis con el fin de dar una respuesta, que incluya las interacciones del par, se decidié ampliar
el sistema de estudio a un fragmento minimo de la doble hélice, es decir, a un dinucleésido de
monofosfato complementario. De este modo seremos capaces de caracterizar las interacciones en el
par y hacer conclusiones acerca de su contribucién a la estabilidad de la doble hélice. En la figura
4.1 se ilustra el sistema elegido.

Nuestro estudio se centro en fragmentos correspondientes a la familia BI del ADN. Como
primer paso se buscé una estructura experimental de la secuencia Adenina-Timina que presentara
angulos de torsion en la regién correspondiente a tal familia. Para garantizar la simetria de la
estructura se construyé el duplex a partir de un sélo dinucleésido de monofosfato de tal fragmento.
Se usé més de un fragmento para crear diferentes archivos iniciales de la misma secuencia (A-T),
que después se sometieron a célculo por diferentes métodos. Es importante mencionar que los
archivos iniciales para las demas secuencias se construyeron por sustitucion de bases.

4.2. Caracterizacion de Resultados

Nuestro estudio se centré en el andlisis de las caracteristicas estructurales de Dicluedsidos
de Monofosfatos Complementarios. Para efectuar tal andlisis se midieron diferentes parametros
cuantitativos y cualitativos: los angulos de torsién del esqueleto azicar fosfato, el empaquetamien-
to del anillo de aztcar, la superposicién de bases, parametros de hélice y algunos pardmetros del par.

33



CAPITULO 4, METODOLOGIA
4.2. CARACTERIZACION DE RESULTADOS

Dinucletdsido de Monofosfato Complementario

Figura 4.1: Diplex de ADN. Puede apreciarse el sistem a elegido. Dinucledsido de Monofosfato
Complementario.

El conjunto de dngulos de torsién, o dihedros, de la cadena azicar fosfato permiten distin-
guir entre una familia estructural y otra, he ahi su importancia y la necesidad de incluir dichos
angulos en el presente trabajo de tesis. Recordemos que nuestro sistema se conforma por dos
dDMP complementarios. Dada la simetria del sistema es posible designar los angulos de torsién
para un solo fragmento y usar la misma designacién para el fragmento complementario. De esta
forma cada dDMPc tendrda dos conjuntos de angulos de torsién, un primer conjunto para una
de las cadenas y otro para la restante. La designacion de los angulos de torsiéon de un dDMP se
muestra en la figura 4.2.

No hemos definido los parametros para caracterizar al esqueleto azicar fosfato del todo. Hace
falta caracterizar al anillo de azticar. La opcién logica seria incluir cada uno de los angulos de
torsién. Sin embargo dadas las constricciones que existen en el anillo es posible describirlo con
menos pardmetros: uno cualitativo y dos cuantitativos.[21]

Los anillos de ribosa sufrirdn en general algin tipo de empaquetamiento dada la libertad
de los enlaces, de los atomos en el anillo, de rotar. Del anélisis de estructuras experimentales
de solidos se sabe que el anillo de aziicar, la mayoria de las veces, adopta una estructura en la
que 4 atomos del anillo son coplanares y uno no. Para describir cualitativamente tal tendencia
se usa la siguiente notacién. Se dice que un atomo sufre un empaquetamiento Endo si el dtomo
no coplanar sale del anillo en direccién del dtomo C5’. De manera similar se dice que existe un
empaquetamiento Exo si el 4&tomo no coplanar sale del anillo en direcciéon opuesta. Vease la figura
4.3.
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Figura 4.2: Designacion de los angulos de torsion de la cadena azicar fosfato de un Dinucledsido
de Monofosfato.

La pseudorotacién es la caracteristica de algunas moléculas de recuperar su estructura inicial
después de una serie de movimientos de algunos de los atomos que la conforman. El anillo de
azucar presente en el ADN posee esta caracteristica. El d&ngulo de pseudorotacién, P, describe tal
comportamiento. Sabemos que los dngulos de torsién, v;, pueden calcularse a partir de la ecuacién
4.1.

v; = v Cos(P + j9) (4.1)

Dénde: P es el agulo de pseudorotacion que varia de 0 a 360°, j toma los valores del 0 al 4 para
cada angulo de torsién, v, es el angulo de rotacién maximo y § = 144°. En la figura 4.5 puede
observarse la dependencia de la estructura en el angulo de pseudorotacion.

De este modo observamos que la estrcutura depende de dos valores cuantitativos: el dngulo de
pseudorotacién, P, y el angulo de torsién méximo, v,,; que seran incluidos en nuestras tablas para
su andalisis. También incluiremos el d&ngulo de torsién x, medido en el enlace de la base nitrogenada
al anillo de desoxiribosa.

Los atomos que conforman las bases nitrogenadas se mantienen, a excepcion de los hidrégenos del
grupo amino, en un mismo plano. Es asi que es posible modelar a tales estructuras como sdélidos
rigidos. Tomando en cuenta esta y otras caracteristicas se han definido pardmetros estruturales de
la doble hélice en una nomenclatura[22], cuyos pardmetros se describen en la figura 4.6.
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Figura 4.3: Empaquetamientos del anillo de aztcar caracteristicos de la forma A y la forma B del
ADN.
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Figura 4.4: Angulos de torsién en el anillo de aztcar.
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Figura 4.5: Angulo de Pseudorotacion. Se ilustra la pseudorotacién del anillo de azicar conforme
el angulo varia de 0 a 360°

Es de nuestro interés usar solo algunos de estos parametros para caracterizar los pares de
bases y la posicién relativa entre bases escalonadas adyacentes de nuestros resultados, pues la
informacién acerca de la familia estructural ya se encuentra presente en los dngulos de torsion y
en el empaquetamiento del anillo de azucar. Es por eso que de todos los parametros disponibles
s6lo ocuparemos aquellos que brinden informacién acerca: de imperfecciones en el par (Buckle
y Propeller), la distancia promedio entre los pares de bases (Rise) y la posicién relativa en-
tre pares de bases sucesivos (Twist). La naturaleza de estos pardmetros es evidente en la figura [22].

Una caracteristica importante de la doble hélice es la superposicion de anillos de bases conse-
cutivas escalonadas. Hasta ahora sélo habiamos indicado la presencia de superposcion cualitativa-
mente. Esta vez, usando el programa 3DNA[23], nos fue posible obtener un pardmetro cuantitativo
de dicha superposicién, medido en A2. El software empleado permite calcular la superposicién
entre anillos de bases consecutivas de una cadena o de la cadena adyacente. Vedse la figura 4.7 una
descripcién completa.
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Figura 4.6: Ilustracién de los pardmetros de cuerpo rigido usados para describir la geometria de
pares de bases complementarios y de bases escalonadas adyacentes. Los parametros encerrados en
un recuadro rojo son los usados en este trabajo de tesis. Notar que los parametros Bucle, Propeller
y Twist son medidos en grados y el parametro Rise es medido en Angstroms.
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Figura 4.7: Designacion de las bases. Identificaremos a cada base con las leyendas: il, i2, j1 y j2.
Notar que estos nombres dependen de la direccién del esqueleto azucar-fosfato. De este modo la
superposicién de la base il con la base 12 se abreviard simplemente como il-i2. De forma similar
para las demds combinaciones posibles.
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Capitulo 5

Resultados y discusion

5.1. Eleccién de los métodos de computo

Los fragmentos fueron sometidos a cédlculos con distintos métodos de cémputo. En particular
deseamos evaluar el desempeno de Mecanica Molecular, usando AMBER, versus Mecdnica
Cuéntica, usando DFT.

Los funcionales usados en DFT fueron escogidos conforme a nuestras necesidades y expe-
riencias. El funcional PW91 nos ha brindado resultados satisfactorios al usarlo en dDMP’s, por
eso fue nuestra primera elecciéon. También se sabe que el funcional PBE en ocasiones es capaz de
reproducir resultados obtenidos con el funcional PW91 en un tiempo menor.

De nuestra experiencia al calcular dinucleésidos de monofosfatos (algunos complementarios)
notamos que los funcionales PW91 y PBE no son lo suficientemente buenos para reproducir
interacciones de apilamiento debido a que éstas ultimas son de naturaleza dispersiva. Dada esta
situacién nos vimos en la necesidad de buscar otros funcionales que si pudieran reproducir dichas
interacciones. En particular el funcional PWB6K [26] fue disenado especificamente para reproducir
lo mejor posible interacciones de apilamiento en biomoléculas.

También decidimos evaluar el funcional de nueva generacién MO062X y establecer si es ca-
paz de mejorar dramaticamente nuestros resultados o no.

Finalemente en los célculos con DFT, siempre que sea posible, calcularemos las frecuencias
vibracionales de los fragmentos optimizados para evaluar si realmente corresponden a estructuras
minimas. Mientras que en Mecanica Molecular minimizaremos las estructuras usando segundas
derivadas para lograr el mismo fin.

5.2. Analisis Fragmentos Minimos del Duplex de ADN co-
rrespondientes a la Secuencia dApdT:dApdT

Nuestro estudio comenzé con la secuencia Adenina - Timina. En las tablas 8.1, 8.2 y 8.3 se
resumen las caracteristicas estructurales de los minimos obtenidos. En la tabla 8.1 observamos

los angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato. En la tabla 8.2 se incluyen los datos sobre
el empaquetamiento del anillo de azticar. Y en la tabla 8.3 se encuentran las caracteristicas del par.
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Usando dos cadenas tunicas, obtenidas del DNA databank, construimos dos archivos inicia-
les con angulos de torsién distintos cuyos valores se encuentran cerca de la forma candnica BI. Al
minimizar tales estructuras, usando el campo de fuerzas amber 99, obtuvimos los fragmentos 1
y 2. La minimizacién se hiz6 en el vacio. Es importante notar que ambas estructuras minimas,
separadas por una barrera de energia lo suficientemente grande, cuentan con diferentes angulos
de torsién. Cualitivamente y cuantitativamente es posible observar que tales estructuras se
encuentran alejadas de la forma candnica BI del ADN pues, por ejemplo, los pares de bases
en ambas estructuras no son planos. Ademads algunos de sus dngulos de torsion estan fuera de
la region que corresponde a la familia BI. Estos resultados ilustran la flexibilidad de la doble
hélice, es decir, su capacidad de adoptar diferentes minimos estructurales. Por tltimo es posible
apreciar que las caracteristicas estructurales son simétricas tal como se espera de fragmentos
complementarios iguales, es decir, dApdT:dApdT.

Los resultados obtenidos con Mecédnica Molecular no son de todo satisfactorios pues la na-
turaleza empirica del campo de fuerza no permite hacer conclusiones acerca de las interacciones
fundamentales que existen dentro de nuestro sistema. AuUn mé&s importante, no fue posible
reproducir la forma candnica BI del ADN. Por tal motivo decidimos hacer calculos posteriores
usando un nivel de teorfa mas general, DFT.

Usando como archivos iniciales los fragmentos 1 y 2; y aplicando un nivel de teoria DFT
PWO91 para intercambio y PW91 para correlacién con una base 6-31G*. Seguido de un célculo de
frecuencias vibracionales, las cuales resultaron todas positivas. Obtuvimos los fragmentos 3 y 4.

Los angulos de torsién de estas estructuras después de esta segunda optimizaciéon se en-
cuentran m&s cercanos a la forma candnica BI. Ademéds de que ilustran en una forma maés
confiable, pues se ha usado un nivel de teoria m&s general, que dicha estructura es flexible.
Finalmente nétese que es posible observar simetria, tal y como se esperaria de fragmentos
complementarios iguales.

El fragmento 5 corresponde a otro minimo de energia al que se le aplicé iguales metodo-
logia y nivel de teoria que a los fragmentos 3 y 4. A diferencia de los fragmentos 3 y 4 este
fragmento proviene de una estructura inicial construida a partir coordenadas experimentales, es
decir, no se us6 previamente Mecanica Molecular. El fragmento presenta la simetria esperada. Y
en esta ocasion fué posible conseguir pares de bases paralelos, tal y como se observa en la forma
canénica del ADN. Cabe mencionar que desde el punto de vista energético este minimo es el mas
favorable.

Al fragmento 6 también se le sometié a la misma metodologia y a igual nivel de teoria. A
diferencia del fragmento 5, el fragmento 6 no es simétrico. Las coordenadas de ambas cadenas son
experimentales. Nétese que sus angulos de torsion y demas caracteristicas estructurales se encuen-
tran proximos a los del fragmento 5. Los pares de bases son casi paralelos. Y energéticamente es
mas favorable que las estructuras con pares de bases no paralelos.

Las estructuras 7, 8 y 9 son calculos de mecanica cudntica realizados con diferentes funcio-
nales. El usé de otros funcionales fué motivado por la aparicién de nuevas capacidades. Entre
las que destacan la velocidad (PBE) o la capacidad de reproducir interacciones de dispersién
(PWB6K y M06-2X). La estructura 7 corresponde a un célculo realizado con el funcional PBE
para intercambio y PBE para correlacién. La estructura 8 corresponde al iltimo paso de un
célculo realizado con el funcional de nueva generacion M06-2X. Este calculo se inicié hace 3 meses
usando un promedio de 6 procesadores. Y la estructura 9 corresponde a un calculo en el que se
us6 el funcional PWBG6K. Los fragmentos 8 y 9 fueron célculados con Gaussian09 mientras que la
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Figura 5.1: Diplex correspondiente a la secuencia Adenina-Timina optimizado con Mecdnica Mo-
lecular (Fragmento 1). Es posible observar que los pares de bases no son planos.

estructura 9 se calcul6 con QCHEMS3.1 debido a que el funcional PWB6K sélo estd disponible en
este 1ltimo programa.

El fragmento 7 tuvo como archivo inicial la misma estructura que el fragmento 5. De este
célculo queda pendiente la prueba de frecuencias. Aunque su semejanza al fragmento 5 apunta a
que el resultado serd el mismo.

El fragmento 8 proviene de una serie de minimizaciones: a partir del fragmento 5 se tomé una sola
cadena que fue minimizada usando el funcional PW91 para intercambio y PW91 para correlacién,
cuyos angulos se presentan al final de la tabla 8.1 bajo la leyenda cadena tnica; seguido de una
minimizacién con el funcional M06-2X. Después se construyo el duplex, copiando y pegando una
segunda cadena de manera complementaria. El diplex anterior se sometié a célculo usando el
funcional M06-2X; usando la misma base, 6-31G*, que en los casos anteriores. Esperamos a que el
célculo finalice para hacer el cédlculo de frecuencias.

A fin de validar nuestros célculos y compararlos con resultados previos (referencia a articu-
lo con mi participacién) se minimizé una sola cadena proveniente del minimo mds profundo
obtenido, a saber, Fragmento 5. Observamos que presenta angulos de torsién cercanos a los valores
iniciales. También destaca el hecho de que la distancia entre bases es un poco mayor que en el
caso del duplex.

La tabla 8.2 muestra que existe superposicion de bases en los fragmento Adenina-Timina.
Se esperaba encontrar tal superposicién pues se trata de una secuencia Purina-Pirimidina. Tal
superposicién solo puede observarse en los fragmentos calculados con Mecanica Cudntica, lo cual
ilustra el alcance de este nivel de teoria. De igual modo la tabla 8.2, ilustra que la distancia
promedio entre pares de bases, denominada helical rise, en general es mayor que la observada en
estructuras experimentales. Con la excepcion de que el funcional M06-2X da una distancia menor.

La tabla 8.3 muestra el empaquetamiento del anillo de aztucar. Observamos que el empa-
quetamiento de las estructuras obtenidas corresponde a la familia Al y a la familia BI. Se deja a
trabajos futuros el cdlculo de estructuras cuyos nucleétidos pertenezcan todos a una sola familia
estructural.
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Tabla 5.1
dDMP:dDMP 01 € ¢ Q 8 y 02
Duplex calculados con el campo de fuerzas Amber99 usando AMBER
dApdT:dApdT 134.2 194.0 283.5 2924 183.9 44.5 1229
Fragmento 1 134.0 193.7 283.1 292.7 184.3 44.5 124.0
dApdT:dApdT 119.7 1939 281.3 292.6 183.9 47.1 126.1
Fragmento 2 119.6 194.0 2814 292.6 184.0 47.1 126.2
Duplex calculados con DFT-PW91 usando GAUSSIAN
dApdT:dApdT 146.3 166.7 278.0 280.4 233.8 48.8 145.7
Fragmento 3 146.4 166.8 278.0 280.4 2339 488 145.7
dApdT:dApdT 136.1 173.2 274.0 287.7 229.0 47.5 138.6
Fragmento 4 136.1 173.3 274.0 287.9 228.8 47.5 138.7
dApdT:dApdT 143.4 1952 279.6 288.3 174.5 51.9 106.0
Fragmento 5 143.5 195.2 279.5 288.3 1746 52.0 106.2
dApdT:dApdT 141.0 193.1 276.2 292.7 175.1 53.0 1135
Fragmento 6 140.7 1924 2752 2944 176.3 52.1 127.2
Duplex calculado con DFT-PBE usando GAUSSIAN
dApdT:dApdT 143.5 1953 2794 288.5 174.0 52.1 105.7
Fragmento 7 143.2 1953 279.5 288.5 1742 52.0 105.9
Duplex calculado con DFT-M062X usando GAUSSIAN

dApdT:dApdT 141.3 184.7 274.8 298.0 165.1 56.3 1024
Fragmento 8 141.1 184.6 2746 2979 165.5 56.2 102.6

Duplex calculado con DFT-PWB6K usando QCHEM

dApdT:dApdT
Fragmento 9

139.7
141.7

192.0
185.3

272.8 2964
273.1  299.1

164.6 54.5 96.2
166.3 54.9 98.3

Cadena tnica DFT-PW91 usando GAUSSIAN

dApdT:dApdT 140.3 196.7 2785 287.3 1743 52.3 94.7
Valores promedio forma BI [2]
Forma Canénica BI 132.8 181.7 263.2 299.0 179.3 484 132.8

Tabla 5.1: Angulos de torsién del esqueleto azicar-fosfato de estructuras optimizadas, correspon-
dientes a las secuencia dApdT:dApdT, calculadas con diferentes métodos (véase la designacién
de los dngulos en la figura 4.2). Nota: Los dngulos de la Forma Candnica BI corresponden a los
valores promedio de la Referencia [2].
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Tabla 5.2
Estructura il-i2  il-j2 j1-i2 j1-j2 sum h-twist h-rise Buckle Propeller
Duplex calculados con el campo de fuerzas Amber99 usando AMBER
dApdT:dApdT 0 0 0 0 0.00  29.98 6.05 36.54 -6.60
Fragmento 1 -36.80 -6.36
dApdT:dApdT 0 0 0 0 0.01  32.49 5.99 35.03 -7.50
Fragmento 2 -35.07 -7.45
Duplex calculados con DFT-PW91 usando GAUSSIAN
dApdT:dApdT 0.85 0 0 0.85 1.70  35.53 5.85 17.77 8.40
Fragmento 3 -17.53 8.45
dApdT:dApdT 0.63 0 0 0 0.63  39.63 5.66 14.84 3.76
Fragmento 4 -14.92 3.71
dApdT:dApdT 3.66 0 0 3.67 733 24.49 3.30 -3.73 2.23
Fragmento 5 3.48 2.28
dApdT:dApdT 3.29 0 0 3.13 642  26.45 3.45 -5.26 1.53
Fragmento 6 4.45 2.33
Duplex calculado con DFT-PBE usando GAUSSIAN
dApdT:dApdT 3.67 0 0 3.66 7.32 2448 3.30 -3.54 2.35
Fragmento 7 3.70 2.30
Duplex calculado con DFT-M062X usando GAUSSIAN
dApdT:dApdT 3.06 0 0 2.95 6.01 25.1 2.90 -3.91 -7.24
Fragmento 8 4.38 -7.04
Duplex calculado con DFT-PWB6K usando QCHEM

dApdT:dApdT 2.86 0 0 3.04 590 23.99 3.32 -2.14 -2.95
Fragmento 9 2.45 -3.00

Tabla 5.2: Superposicién de las bases y parametros estructurales del par de estructuras minimas
correspondientes a la secuencia dApdT:dApdT. Los valores han sido calculados usando el programa
X3DNA [3]. Notar que: i1-12 y j1-j2, corresponden a la superposicién de bases de la misma cadena.
Y j1-i2 e i1-j2 corresponden a la superposicion de bases de cadenas complementarias.
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Tabla 5.3
Nucleésido 5’-extremo Nucleésido 3’-extremo
dDMPs Empaquetamiento P Vinaz X Empaquetamiento P Vinaz X
Diplex calculados con el campo de fuerzas Amber99 usando AMBER
dApdT:dApdT C1-exo 143.7  40.8 -161.5 C1-exo 127.7  42.3  -165.2
Fragmento 1 C3’-endo 143.8  40.7 -161.2 C1’-exo 1289 42.2  -164.9
dApdT:dApdT Cl’-exo 124.1 45.1 -168.6 Cl’-exo 132.6 41.1  -162.1
Fragmento 2 C1-exo 124.2  45.0 -168.8 C1’-exo 132.5 41.2  -162.1
Duplex calculados con DFT-PW91 usando Gaussian
dApdT:dApdT C2-endo 161.9 40.6 -136.2 C2-endo 162.4 354 -1194
Fragmento 3 C2-endo 161.8 40.6 -136.5 C2-endo 1624 354 -1194
dApdT:dApdT Cl’-exo 124.1 45.1 -168.6 Cl’-exo 132.6 41.1  -162.1
Fragmento 4 C1-exo 124.2  45.0 -168.8 C1-exo 132.5 41.2  -162.1
dApdT:dApdT C2-endo 175.8 30.5 -1234 Cl’-exo 115.5 44.0 -1184
Fragmento 5 C2-endo 175.6  30.5 -1234 C1’-exo 115.6  44.0 -118.3
dApdT:dApdT C2-endo 175.6  28.5 -124.8 C1-exo 123.5 42.1 -116.71
Fragmento 6 C2-endo 176.3 28.0 -125.3 C1’-exo 130.0 42.1  -114.0
Duplex calculado con DFT-PBE usando Gaussian
dApdT:dApdT C2-endo 175.5 30.5 -123.3 C1’-exo 115.5 44.0 -118.8
Fragmento 7 C2-endo 1754 30.6 -123.5 C1’-exo 115.5 44.0  -118.7
Duplex calculado con DFT-M062X usando Gaussian
dApdT:dApdT C2’-endo 177.1 277 -110.6 Cl’-exo 108.9 449 -126.7
Fragmento 8 C2-endo 1772 27.6 -110.6 C1’-exo 109.1 44.8 -126.6
Duplex calculado con DFT-PWB6K usando QCHEM
dApdT:dApdT C2-endo 170.9 28.2 -112.5 04’-endo 101.2  43.7 -126.5
Fragmento 9 C3-exo 180.9 279 -102.1 04’-endo 104.6  44.8 -124.3

Tabla 5.3: Empaquetamiento del anillo de azicar y dngulos glucosidicos de torsion, x , de estruc-
turas optimizadas con distintos métodos correspondientes a la sencuencia dApdT:dApdT.
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Figura 5.2: Duplex correspondientes a la secuencia Adenina-Timina optimizados con Mecénica
Cuéntica. La estructura de la parte superior presenta pares ligeramente no planos (Fragmento 5).
Mientras que la estructura de la parte inferior muestra pares de bases planos (Fragmento 3). Ambas
estructuras son minimas.

5.3. Analisis de Fragmentos Minimos del Diplex de ADN
Obtenidos Mediante Mecanica Molecular

El modelado cldsico de sistemas moleculares usando un campo de fuerzas permite realizar
célculos de optimizacién de estructuras moleculares a una velocidad mucho mayor, cuando lo
comparamos con céalculos Mecdnico Cuanticos. Ademads, estos modelos siguen vigentes como lo
sugieren su mejora continua en el sistema de cargas y su uso rutinario en el refinamiento de
estructuras moleculares obtenidas experimentalmente.

En el presente trabajo se usé el campo de fuerzas no polarizable ff99[19] de amber que usa
un sistema de cargas parciales centradas en los atomos. Dicho campo ha sido optimizado por sus
creadores, especificamente, para su uso en biomoléculas. El sistema utilizado para generar cargas
fue AM1-BCC cuyo objetivo es emular a las cargas calculados con un nivel de teoria de Mecanica
Cuéntica HF/6-31G*[20].

Se minimizaron todas las secuencias en dos ocasiones. La primera usando el campo de fuerzas
en el vacio. Y la segunda simulando un medio solvente con una caja de moléculas de agua. El
nimero aproximado de moléculas de agua usado para construir la caja fue de 330. Ver la figura 5.4.

La Tabla 8.4 muestra los dngulos de torsién del esqueleto azicar fosfato. La Tabla 5.5 in-
cluye informacién acerca de la superposicién de las bases y los pardmetros de hélice. Y la Tabla
5.6 resume las caracteristicas de empaquetamiento del anillo de desoxirribosa.

En la Tabla 5.4 puede observarse que para ambos modelos cldsicos, uno con solvente y
otro sin solvente, los dngulos de torsién se mantienen en general en las mismas regiones. Sin em-
bargo para la secuencia dCpdA:dTpdG obtuvimos un resultado artificial al no usar solvente pues
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Tabla 5.4

dDMP:dDMP 0l € ¢ o B y 02
Duplex calculados con el campo de fuerzas Amber99 usando AMBER
dCpdA:dTpdG Angulos fuera de region.

Vacio

dCpdA:dTpdG 134.3 184.2 272.3 287.1 1759 454 96.2
Agua 139.5 204.7 283.3 2839 169.1 485 130.6
dApdC:dGpdT 134.7 192.3 284.7 291.8 181.0 44.4 120.2
Vacio 1275 1879 271.1 2929 197.3 44.3 1275
dApdC:dGpdT 142.1 193.3 279.0 296.6 180.2 36.4 141.9
Agua 1444 1945 2664 282.2 1575 70.2 1274
dApdA:dTpdT 1354 192.8 284.1 294.6 179.5 47.3 118.9
Vacio 137.6 190.2 280.0 295.8 191.9 44.9 137.9
dApdA:dTpdT 141.1 187.9 2744 291.3 1779 38.7 142.0
Agua 1429 193.0 276.1 283.1 174.0 44.8 130.1

dApdT:dApdT 134.5 193.6 283.6 292.0 183.5 45.6 134.5
Gaussian Vacio 125.3 193.6 283.5 292.0 183.6 45.6 125.5
dApdT:dApdT 140.3 189.3 267.7 297.1 165.5 52.2 109.8
Gaussian Agua 145.6 205.6 291.2 2789 166.7 56.6 107.8
dApdT:dApdT 134.2 194.0 283.5 2924 1839 44.5 1229

Vacio 134.0 193.7 283.1 2927 184.3 445 124.0
dApdT:dApdT 141.7 182.8 261.6 296.7 190.6 49.4 146.1
Agua 1372 175.2 269.0 2982 167.3 66.1 117.0

Tabla 5.4: Angulos de torsién del esqueleto azicar-fosfato de estructuras optimizadas con Mecéani-
ca Molecular correspondientes a diferentes secuencias (véase la designacién de los dngulos en la
figura 4.2). Nota: Los dngulos de la Forma Candnica BI corresponden a los valores promedio de la

Referencia [2].

los angulos de torsién se alejaron de las regiones correspondientes a la doble hélice. Ver la figura 5.3.

La Tabla 5.5 muestra que los fragmentos calculados en agua presentan mayor superposicién
que los calculados en el vacio. También observamos que los pares de bases son mas planos en el
caso de las estructuras calculas en un medio solvente. Finalmente los parametros de hélice no
cambiaron significativamente de uno a otro modelo.

Finalmente, al comparar el empaquetamiento del anillo de azicar (mostrada en la Tabla
5.6), de secuencias optimizadas en agua y en el vacio, no se observé una variacién importante.

5.4. Analisis de Fragmentos Minimos del Diplex de ADN
Correspondientes a la Secuencia dGpdC:dGpdC

La secuencia dGpdC:dGpdC requiere especial atencién. En primer lugar, fue curioso notar que
la estructura minimizada usando Mecanica Molecular en el vacio presenté caracteristicas estructu-
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5.4. ANALISIS DE FRAGMENTOS MINIMOS DEL DUPLEX DE ADN
CORRESPONDIENTES A LA SECUENCIA DGPDC:DGPDC

Tabla 5.5
Estructura i1-i2  i1-j2 j1-i2 j1-j2 sum h-twist h-rise Buckle Propeller
Duplex calculados con el campo de fuerzas Amber99 usando AMBER
dCpdA:dTpdG Angulos fuera de region.
Vacio
dCpdA:dTpdG 0 0 0.33 0.07 0.40 28.99 2.82 3.56 -9.70
Agua -1.06 -11.54
dApdC:dGpdT 0 0 0 0.18 0.18 31.59 5.04 34.05 12.46
Vacio -27.57 -9.73
dApdC:dGpdT 2.16 0 0 3.03 5.19 28.6 3.05 3.73 4.99
Agua 20.31 -4.56
dApdA:dTpdT 0 0 1.92 0 1.92  30.46 6.27 51.60 11.01
Vacio -50.91 -5.92
dApdA:dTpdT 2.72 0 0 1.49 4.22 25.84 3.09 -10.89 -8.25
Agua -4.60 -1.26
dApdT:dApdT 0 0 0 0 0 30.57 6.06 37.46 -8.54
Gaussian Vacio -37.48 -8.49
dApdT:dApdT 3.21 0 0 2.89 6.11  28.02 2.86 15.12 4.08
Gaussian Agua 35.90 -2.06
dApdT:dApdT 0 0 0 0 0 29.98 6.05 36.54 -6.60
Vacio -36.80 -6.36
dApdT:dApdT 0.31 0 0 3.32 3.63 38.08 3.36  -14.23 -20.96
Agua -8.58 -10.51

Tabla 5.5: Superposicién de las bases y parametros estructurales del par de estructuras minimas
optimizadas con Mecanica Molecular correspondientes a diferentes secuencias. Los valores han sido
calculados usando el programa X3DNA [3]. Notar que: i1-12 y j1-j2, corresponden a la superposicién
de bases de la misma cadena. Y j1-i2 e i1-j2 corresponden a la superposicién de bases de cadenas
complementarias.
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5.4. ANALISIS DE FRAGMENTOS MINIMOS DEL DUPLEX DE ADN
CORRESPONDIENTES A LA SECUENCIA DGPDC:DGPDC

Tabla 5.6
Nucleésido 5’-extremo Nucleésido 3’-extremo
dDMPs Empaquetamiento P Viaa X Empaquetamiento P Vinaa X

dCpdA:dTpdG Angulos Fuera de Regién

Vacio
dCpdA:dTpdG C2-endo 154.8 35.1 -109.2 04’-endo 91.6 419 -122.0

Agua C2-endo 176.7 28.2 -1404 C1’-exo 138.8 41.2 -122.6
dApdC:dGpdT C2’-endo 144.5 414 -154.5 Cl’-exo 125.3 446 -165.7

Vacio C1-exo 135.7 41.1 -159.8 C2-endo 150.6 34.9 -148.6
dApdC:dGpdT C2’-endo 173.0 31.9 -134.9 C2’-endo 150.1 42.2 -974

Agua C3-exo 189.7 28.0 -110.5 C1-exo 134.7  41.7 -116.9
dApdA:dTpdT C2-endo 146.9 39.6 -153.9 C1-exo 123.9 43.8 -177.8

Vacio C2-endo 149.2  40.3 -153.5 C2-endo 152.3 37.0 -166.0
dApdA:dTpdT C2-endo 174.8  29.4 -126.0 C2-endo 148.4 43.2 -105.8

Agua C2-endo 170.2  33.0 -120.6 C1’-exo 135.2 42.6  -98.7
dApdT:dApdT C2’-endo 144.2  40.6 -162.1 Cl’-exo 131.6 41.5 -163.9
Gaussian Vacio C2’-endo 144.2  40.7 -162.1 C1’-exo 131.8 41.5 -163.8
dApdT:dApdT C3’-exo 187.3 25.8 -108.9 C1’-exo 109.6  36.4 -113.9
Gaussian Agua C3’-exo 181.6 18.3 -156.7 Cl’-exo 111.5  40.3 -129.8
dApdT:dApdT C1-exo 143.7  40.8 -161.5 C1’-exo 127.7  42.3 -165.2

Vacio C1-exo 143.8  40.7 -161.2 C1’-exo 128.9 42.2 -164.9
dApdT:dApdT C2’-endo 174.4  29.7 -132.8 C2’-endo 168.6 32.0 -104.7

Agua C2-endo 164.9 32.6 -107.1 C1’-exo 119.4  35.7 -124.2

Tabla 5.6: Empaquetamiento del anillo de azicar y dngulos glucosidicos de torsion, x , de estruc-
turas optimizadas con Mecanica Molecular correspondientes a diferentes secuencias.
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, CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.4. ANALISIS DE FRAGMENTOS MINIMOS DEL DUPLEX DE ADN
CORRESPONDIENTES A LA SECUENCIA DGPDC:DGPDC

Mecanica Molecular en el Vacio

Figura 5.3: Dinucledsido de Monofosfato Complementario correspondiente a la secuencia Citosina-
Adenina. Calculo con Mecénica Molecular en el Vacio y Versus Mecénica Molecular en Agua
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, CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.4. ANALISIS DE FRAGMENTOS MINIMOS DEL DUPLEX DE ADN
CORRESPONDIENTES A LA SECUENCIA DGPDC:DGPDC

Figura 5.4: Dinucleésido de Monofosfato Complementario correspondiente a la secuencia Adenina-
Citosina en un medio solvente modelado con moléculas de agua.
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5.4. ANALISIS DE FRAGMENTOS MINIMOS DEL DUPLEX DE ADN
CORRESPONDIENTES A LA SECUENCIA DGPDC:DGPDC

PWB6K

Figura 5.5: Dinucledsido de Monofosfato Complementario correspondiente a la secuencia Guanina-
Citosina. El angulo Roll es mayor cuando usamos el funcional PW91-PW91.

rales cercanas a la doble hélice, mientras que otras secuencias minimizadas por el mismo método no.

En segundo lugar, al minimizar la secuencia usando el funcional PW91 con la base 6-31G*
implementado en el programa Gaussian, hallamos una estructura artificial con un dngulo Roll
demasiado grande. Esta fue la tnica estructura, de las que calculamos, en la que el funcional
PW91 no presenté un resultado cercano a la forma B candnica de la doble hélice de ADN.
Atribuimos la falla al funcional PW91 que, como se sabe, no es capaz de reproducir correctamente
las interacciones de apilamiento.

Para resolver este problema optamos por usar el funcional PWB6K que ha demostrado ser
atil al reproducir tales interacciones en sistemas biolégicos. La minimizacion, usando este
funcional, se efectué con la base 6-31G* en el programa Qchem. El resultado fue satisfactorio
pues el angulo Roll se redujo considerablemente. Ver la figura 5.5. Es importante comentar que
el tiempo de calculo usando el nuevo funcional aumenté considerablemente al compararlo con el
tiempo de cédlculo usando el funcional PW91, pasando de semanas a un par de meses.

Los detalles estructurales en los que basamos nuestra discusion se encuentran resumidos en
las Tablas: 5.7, 5.8 y 5.9.
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5.4. ANALISIS DE FRAGMENTOS MINIMOS DEL DUPLEX DE ADN
CORRESPONDIENTES A LA SECUENCIA DGPDC:DGPDC

Tabla 5.7

dDMP:dDMP ol € ¢ @ I} ~ 02
Mecénica Cuantica

dGpdC:dGpdC  137.2 279.4 149.7 290.5 132.8 52.3 130.1

PW91 Gaussian 137.5 2785 149.6 290.6 133.5 52.2 131.0

dGpdC:dGpdC  136.6 274.2 1485 292.3 127.7 49.9 114.2

PWB6K Qchem 137.2 275.5 1489 291.7 127.3 49.9 114.0
Mecénica Molecular

dGpdC:dGpdC  124.6 281.8 131.7 292.5 109.9 57.4 108.1

Amber99 124.1 281.4 132.2 292.0 110.6 57.5 110.2

Tabla 5.7: Angulos de torsién del esqueleto azicar-fosfato de estructuras optimizadas, correspon-
dientes a las secuencia dGpdC:dGpdC, calculadas con diferentes métodos (véase la designacién
de los dngulos en la figura 4.2). Nota: Los dngulos de la Forma Candnica BI corresponden a los

valores promedio de la Referencia [2].

Tabla 5.8

Estructura il-i2  i1-j2  j1-i2 j1-j2 sum h-twist h-rise Buckle Propeller
Mecénica Cuantica

dGpdC:dGpdC  0.07 0 0 0.06 0.14 63.95 3.18 8.34 9.99

PW91 Gaussian -8.05 9.99

dGpdC:dGpdC  0.87 0 0 0.89 1.76  43.23 3.61 5.18 10.11

PWB6K Qchem -6.36 10.53
Mecéanica Molecular

dGpdC:dGpdC  1.49 0 0 1.31 280 35.32 3.32 -1.88 2.12

Amber99 1.24 4.29

Tabla 5.8: Superposicién de las bases y pardametros estructurales del par de estructuras minimas
optimizadas con diferentes métodos correspondientes a la secuencia dGpdC:dGpdC. Los valores
han sido calculados usando el programa X3DNA [3]. Notar que: i1-12 y j1-j2, corresponden a la
superposicién de bases de la misma cadena. Y j1-i2 e i1-j2 corresponden a la superposicién de bases

de cadenas complementarias.
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CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.5. ANALISIS DE FRAGMENTOS MINIMOS DEL DUPLEX DE ADN
CORRESPONDIENTES A LAS SECUENCIAS: DAPDA:DTPDT, DCPDG:DCPDG Y
DTPDA:DTPDA. MINIMIZADOS POR MECANICA CUANTICA CON EL FUNCIONAL

PWI1-PW9I1
Tabla 5.9
Nucleésido 5’-extremo Nucleésido 3’-extremo
dDMPs Empaquetamiento P Vinaz X Empaquetamiento P Vinaw X
Mecéanica Cuantica
dGpdC:dGpdC Cl’-exo0 1376 41.8 -113.2 Cl’-exo 140.3 38.2 -123.9
PW91 Gaussian Cl’-exo0 137.8 41.8 -112.8 Cl’-exo 1419 38.0 -123.3
dGpdC:dGpdC Cl’-exo 134.6  44.9  -96.5 C1’-exo0 119.0 43.4 -133.7
PWB6K Qchem C1’-exo 135.2  45.1  -97.2 C1’-exo0 118.5 434 -133.3
Mecénica Molecular
dGpdC:dGpdC Cl’-exo0 123.8  48.3  -90.3 Cl’-exo 111.6 424 -141.2
Amber99 Cl’-exo0 123.9 48.0 -91.6 Cl’-exo 113.9  42.1 -140.2

Tabla 5.9: Empaquetamiento del anillo de azicar y dngulos glucosidicos de torsion, x , de estruc-
turas optimizadas por diferentes métodos correspondientes a la secuencia dGpdC:dGpdC.

5.5. Analisis de Fragmentos Minimos del Duplex de ADN
Correspondientes a las Secuencias: dApdA:dTpdT,
dCpdG:dCpdG y dTpdA:dTpdA. Minimizados por
Mecanica Cuantica con el funcional PW91-PW91

Las Tablas: 5.10, 5.11 y 5.12 contienen los parametros estructurales del resto de las secuencias
estudiadas a un nivel de teoria PW91/6-31G* con el programa Gaussian. Los déngulos de torsién
estan en el rango esperado. La superposiciéon de las bases es la esperada segin la secuencias. Los
pares de bases son normales junto con los parametros de hélice. Por tltimo el empaquetamiento
de la desoxirribosa también se encuentra en el margen esperado.

Lo anterior sugiere que un nivel de teorfa DFT/PW91/6-31G* es suficiente para reproducir
la mayoria de las caracteristicas estructurales de la doble hélice en un tiempo y con una exactitud
razonables.
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CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.5. ANALISIS DE FRAGMENTOS MINIMOS DEL DUPLEX DE ADN
CORRESPONDIENTES A LAS SECUENCIAS: DAPDA:DTPDT, DCPDG:DCPDG Y
DTPDA:DTPDA. MINIMIZADOS POR MECANICA CUANTICA CON EL FUNCIONAL

PW91-PW91

Tabla 5.10

dDMP:dDMP 0l € ¢ e B y 02
dApdA:dTpdT 138.8 194.4 273.2 2929 170.0 55.6 98.2

PWa1 141.9 1954 274.1 2934 173.3 51.8 121.9
dCpdG:dCpdG 137.2 279.4 149.7 290.5 132.8 52.3 130.1

PW91 137.5 2785 1496 290.6 133.5 52.2 131.0
dTpdA:dTpdA 140.7 199.3 284.6 2819 1774 46.2 115.1

PW91 140.7 199.2 284.7 281.9 1773 46.2 114.9

Tabla 5.10: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato de estructuras optimizadas con Mecani-
ca Cudntica, correspondientes a las secuencias: dApdA:dTpdT, dCpdG:dCpdG y dTpdA:dTpdA
(véase la designacién de los dngulos en la figura 4.2). Nota: Los dngulos de la Forma Candnica BI
corresponden a los valores promedio de la Referencia [2].

Tabla 5.11

Estructura i1-i2  i1-j2  j1-i2 j1-j2 sum h-twist h-rise Buckle Propeller
dApdA:dTpdT 0.59 0 0 2.60 3.19 31.51 3.34 -9.11 -7.44
PWI1 2.50 -8.96
dCpdG:dCpdG 0 0 0 0 0 44.78 3.26 -1.43 4.84
PWa1 1.39 4.79
dTpdA:dTpdA 0.02 0 0.64 0.02 0.68 38.49 1.91 7.80 -8.15
PWA1 -7.86 -8.16

Tabla 5.11: Superposicién de las bases y parametros estructurales del par de estructuras mini-
mas optimizadas con Mecédnica Cudntica correspondientes a las secuencias: dApdA:dTpdT,
dCpdG:dCpdG y dTpdA:dTpdA. Los valores han sido calculados usando el programa X3DNA
[3]. Notar que: i1-12 y j1-j2, corresponden a la superposicién de bases de la misma cadena. Y j1-i2
e i1-j2 corresponden a la superposicién de bases de cadenas complementarias.
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CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.5. ANALISIS DE FRAGMENTOS MINIMOS DEL DUPLEX DE ADN
CORRESPONDIENTES A LAS SECUENCIAS: DAPDA:DTPDT, DCPDG:DCPDG Y
DTPDA:DTPDA. MINIMIZADOS POR MECANICA CUANTICA CON EL FUNCIONAL

PW91-PW91
Tabla 5.12
Nucledsido 5’-extremo Nucledsido 3’-extremo

dApdA:dTpdT C2-endo 167.1 29.3 -1259 O4’-endo 103.7 39.5 -121.1

PWI1 C2-endo 177.6 288 -1246 Cl-exo 133.2 40.6 -107.3
dCpdG:dCpdG  Cl-exo 131.2 449 -109.1 C2-endo 156.5 36.6 -101.4

PWI1 Cl-exo 131.3 449 -109.1 C2-endo 156.6 36.5 -101.3
dTpdA:dTpdA C2-endo 161.5 324 -127.0 Cl-exo 1254 43.3 -115.5

PWOI1 C2-endo 161.4 325 -126.9 Cl-exo 125.2 433 -1154

Tabla 5.12: Empaquetamiento del anillo de azicar y angulos glucosidicos de torsién, x , de es-
tructuras optmizadas con Mecénica Cuédntica correspondientes a la secuencias: dApdA:dTpdT,
dCpdG:dCpdG y dTpdA:dTpdA.
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Capitulo 6

Conclusiones

Optimizamos dDMP complementarios, obteniendo minimos con caracteristicas cercanas a
las de la familia estructural BI, de la doble hélice. En particular, logramos obtener estructuras
minimas, con tales caracteristicas, para todas las secuencias de las bases posibles, usando Mecéanica
Molecular con el campo de fuerzas ff99 como viene implementado en el programa Amber, tanto en
el vacio como en un medio solvente (el medio solvente se model6 usando directamente moléculas
de agua).

Por otro lado, usando la aproximacién DFT/PW91/6-31G* con el programa Gaussian en-
contramos minimos para las secuencias: dApdT:dApdT, dGpdC:dGpdC, dCpdG:dCpdG,
dTpdA:dTpdA y dApdA:dTpdT. Complementando nuestro estudio se calcularon estructuras
minimas para las secuencias dGpdC:dGpdC y dApdT:dApdT. La secuencia dGpdC:dGpdC con
un nivel de teoria DFT/PWB6K/6-31G* con el programa Qchem. Mientras que la secuencia
dApdT:dApdT se estudio con los niveles de teorfa: DFT/PB6K/6-31G*, DFT/PBE/6-31G* y
DFT/MO06-2X/6. El primero tal y como viene implementado en el programa (chem y los dos
restantes en el paquete Gaussian.

Los resultados obtenidos con Mecdnica Molecular en el vacio en general presentaron carac-
teristicas cualitativas diferentes a las de la doble hélice, en particular, los pares de bases resultaron
no planos. Es mds, la secuencia dCpdA:dTpdG presenté pares de bases anormales conduciendo
a una estructura con bases perpendiculares, entre si. Por otro lado las estructuras calculadas en
un medio solvente presentaron caracteristicas cualitativas mds cercanas a la doble hélice. Sin
embargo, la superposicién exhibida fue menor que la esperada. Y las estructuras en las que se
esperaba simetria, como las correspondientes a la secuencia dApdT:dApdT, no la presentaron.
Concluimos que el campo de fuerzas esta ajustado a reproducir mejor las caracteristicas de la
doble hélice en presencia de agua, como medio solvente.

El anélisis energético de los fragmentos minimos, obtenidos con un nivel de teoria DFT/PW91/6-
31G*, correspondientes a la secuencia dApdT:dApdT, muestra que la doble hélice es una
estructura flexible, pues encontramos configuraciones con parametros estructurales ligeramente
distintos separados por pequenas barreras energéticas. Sin embargo la estructura mas parecida
a la forma canodnica del ADN resulté ser la més favorable. Es importante recalcar que todas las
estructuras optimizadas en este andlisis se sometieron a una prueba de frecuencias vibracionales.
Esto ilustra la riqueza estructural de la doble hélice.

Haciendo otro andélisis energético de fragmentos minimos, calculados con la misma aproxi-

macién (DFT/PW91/6-31G*), de la secuencia dApdT:dApdT hallamos, que estructuras con
parametros estructurales simétricos son més favorables que aquellas que no presentan simetria.
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Un resultado que puede extrapolarse a otras secuencias que presenten simetria.

El usé6 de los funcionales PWB6K y MO06-2X en el calculo de la secuencia dApdT:dApdT
no mejor6 dramaticamente nuestros resultados, pues los dngulos de torsion y el empaquetamiento
del anillo de ribosa no sufrieron cambios importantes. Pero debe senalarse que la distancia
promedio entre pares de bases resulté menor, lo que indica que estos funcionales son mejores para
reproducir interacciones apilamiento. Sin embargo pudimos identificar algunas distancias, entre
atomos de bases consecutivas, demasiado cortas. Otro inconveniente con estos funcionales es el
tiempo de calculo pues, con el funcional PW91 el tiempo de cédlculo fue de aproximadamente 2
semanas, mientras que con los funcionales PWB6K Y MO06-2X, el tiempo de cédlculo fue de 2 y 4
meses respectivamente.

El funcional PWB6K y su capacidad de reproducir las interacciones de apilamiento fue
esencial para optimizar la secuencia dGpdC:dGpdC, pues sélo fue posible hallar una estructura
correpondiente a la realidad bioldgica usando esta formulacién de la teoria. Cabe senalar que se
intento estabilizar a la secuencia con el funcional PW91, usando diferentes archivos iniciales, bases
mas extendidas y diferentes paquetes (Gaussian y Qchem) pero sin éxito.

Las demds secuencias calculadas: dCpdG:dCpdG, dTpdA:dTpdA y dApdT:dApdT. Presen-
taron las caracteristicas estructurales del duplex: Angulos de torsion y empaquetamiento del anillo
de desoxirribosa dentro de la regién esperada, los pares de bases son aproximadamente planos y
normales, y con superposicién dependiente de la secuencia.

Finalmente resta senalar que no recomendamos el uso del campo de fuerzas ff99 en el vacio
para el calculo de fragmentos pequenos de ADN. La prediccién de la estructura mejora si se
incluyen moléculas de agua para modelar el medio solvente, pero por la naturaleza del modelo no
permite hacer conclusiones acerca de la simetria de los sistemas. Queda pentiente para estudios
futuros poner a prueba otros campos de fuerza.

En el caso de Mecanica Cuantica recomendamos el uso del funcional PW91 para el calculo
de fragmentos minimos de ADN donde las interacciones de apilamiento no sean criticas, pues
presenta un compromiso razonable entre la calidad de los parametros conformacionales, que son
cercanos a los experimentales, y el tiempo de célculo. Se identificé que este funcional falla al
reproducir las interacciones de apilamiento, por lo que si es necesario calcular estructuras donde
esta inetaraccién es fundamental se recomiendo el uso de los funcionales M06-2X y PWB6K.
Aunque debe considerarse que estos ultimos funcionales aumentaran significativamente el tiempo
de calculo y produciran distancias demasiado cortas entre pares de bases consecutivos.

Es claro que de los métodos estudiados ninguno reproduce todas las caracteristicas estruc-
turales del duplex de ADN. Los mejores métodos son los de naturaleza mecénico cuantica. Pero
aun estos fallan en reproducir las interacciones de apilamiento pues, mientras que los funcionales
PW91 y PBE las subestiman, los funcionales M06-2X y PWB6K las sobreestiman.
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