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Resumen

La 5-metilcitosina (5mC) es una modificacién muy importante en el ADN, ya que funciona
como marca epigenética durante la transcripcion de proteinas. Sin embargo, durante el
proceso de desmetilacién de ésta surgen otras modificaciones intermedias que pueden
tener distintas consecuencias y funciones en el genoma. En este trabajo se emplearon
meétodos de optimizacién de la geometria molecular, basados en la mecénica molecular y
mecdnica cudntica, con el objetivo de estudiar las contribuciones de tales modificaciones
en la posicién 5 de la base nitrogenada citosina a la conformacién de distintas subunidades
del ADN. Las modificaciones intermedias que participan en el proceso de desmetilaciéon de
5mC incluyen la 5-hidroximetilcitosina (5hmC), 5-formilcitosina (5fC) y 5-carboxilcitosina
(5caC). Para ello, se analizaron las caracteristicas estructurales presentes en tales bases
modificadas aisladas, las interacciones presentes en los pares de bases que forman con la
base canénica guanina y las posibles conformaciones que pueden adoptar los nucleésidos
de tales bases modificadas, ademaés de fragmentos minimos de la cadena tinica del ADN.
De los calculos realizados con bases aisladas, empleando métodos DFT y MP2, se encontr6
la existencia de diversos isdmeros estables de estas modificaciones, siendo el isémero
mas favorable, en cada modificacién estudiada, aquél que presenté un enlace por puente
de hidrégeno entre el grupo funcional modificado en posicién 5 y el grupo amino ya
presente en la base canénica citosina. Asi mismo, no se observaron cambios significativos
estructurales al analizar los pares de bases y los nucleésidos cuando cambiamos la citosina
candnica por una modificacién en posicién 5.
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CAPITULO 1

OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar las caracteristicas estructurales e interacciones presentes en bases aisladas, pares
de bases y nucleésidos de citosinas modificadas en la posicién 5, asi como fragmentos
minimos de ADN con estas, empleando métodos de mecdnica molecular y mecédnica
cudntica.

Objetivos Particulares

= Busqueday preparacion de estructuras de diversos fragmentos de subunidades del
ADN que contengan las modificaciones a estudiar, obtenidas del banco de datos de
los 4cidos nucleicos (NAKB) y el banco de datos de proteinas (PDB).

= Optimizacién geométrica de bases nitrogenadas aisladas, resultado de modificacio-
nes a citosinas en la posicion 5, optimizacién de sus pares de bases, desoxinucle6sidos
y fragmentos minimos de cadena tinica de ADN, empleando los campos de fuerzas
AMBER y POLTEV, y los métodos de mecénica cuantica MP2 y DFT.

= Comparacion de las caracteristicas conformacionales e interacciones de los minimos
locales obtenidos mediante los métodos de MM y MC para los diversos sistemas
moleculares estudiados con las citosinas modificadas en posicién 5 y los de citosinas
normales.



CAPITULO 2

INTRODUCCION

El 4cido desoxirribonucleico (ADN) es la biomolécula més importante para la vida, ya
que en ella se almacena la informacién genética que se transmite para crear nuevos se-
res vivos, asi como la informacién necesaria en la sintesis de proteinas para el correcto
funcionamiento celular.

La informacién contenida en el ADN es copiada en cadenas de ARN en un proceso llamado
transcripcion. Esta cadena de ARN, llamado ARN mensajero, contiene la informacién de la
secuencia de aminodcidos que conformaré eventualmente a las proteinas. Al proceso de
sintesis de proteinas se le llama traduccién. Estos procesos, junto con la duplicacién del
ADN que sucede en el nticleo de la célula durante la divisién celular, estan descritos en el
dogma central de la biologia molecular, el cual nos dice que la informacién genética fluye
en una direccién (Figura 2.1).

Duplicacion

Transcripcion Traduccion

ADN——»» ARN—® Proteina

Figura 2.1: Dogma central de la biologia molecular.

Sin embargo, durante los distintos procesos celulares, no todas las células sintetizan las
mismas proteinas, por lo cual, en el ADN existen marcas, llamadas marcas epigenéticas, que
controlan qué genes se sintetizan y cudndo se sintetizan. Una de estas marcas mds impor-
tantes es la modificacion en posicién 5 de la citosina, 5-metilcitosina (5mC), modificacién
que surge al agregar un grupo metilo (-CHs) en dicha posicién.
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Esta metilacién no esta presente en todo momento en el ADN, ya que su funcién es especifi-
ca para ciertos procesos celulares, por lo cual debe ser eliminada cuando ya no es requerida.
El mecanismo para remover la 5mC no se realiza de forma directa, sino que se siguen varios
pasos para regresar a la citosina canénica. Estos pasos incluyen mas modificaciones reali-
zadas en citosina en su posicién 5, comenzando por la 5-hidroximetilcitosina (5hmC) que
surje como una oxidacién de 5mC, siguiendo con 5-formilcitosina (5fC), oxidacién a su vez
de 5hmC, y terminando con 5-carboxilcitosina (5fC), oxidacién de 5fC. Estas oxidaciones
sucesivas son mediadas por la familia de enzimas TET. Tanto la 5fC como la 5caC pueden
ser removidas del ADN y, mediante reparacién del ADN, regresar a la base canénica citosina.
A todo este proceso, que incluye la metilacién de citosina, oxidacién de 5mC, 5hmC y 5fC y
remocion de 5fC o 5caC para obtener la citosina canénica se le llama ciclo de metilacién y
desmetilacion de citosina [1]. En la Figura 2.2 observamos una representacién esquemadtica
de este ciclo.

NH, NH, NH, oH
— s CH, R,
N Metilacion N7 Oxidacion N7
o T 0 II\I 0 N
DNA DNA DNA

“

N
\\ \
Reparacion Oxidacion

\

R
Reparacién \

NH, o NH, o
| |

e OH NZ

0 T Oxidacion 0 T

DNA DNA

5caC 5fC

Figura 2.2: Ciclo de metilacion y desmetilacion de la citosina. Imagen extraida modificada de [2].

Conocer la estructura tridimensional del ADN es fundamental para comprender mejor las
posibles interacciones del ADN con proteinas u otras biomoléculas. Es por ello, que en el
presente trabajo se estudian las caracteristicas estructurales de diferentes subunidades
de ADN que contienen modificaciones de citosina en la posicion 5, especificamente 5mC,
5hmC 5fC y 5caCy asi comprender la influencia de dichas modificaciones en la estructura
y estabilidad del ADN.



CAPITULO 3

ESTRUCTURA DEL ADN

En este capitulo revisamos la estructura del ADN, comenzando por las 4 bases nitrogenadas,
seguido por la desoxirribosa y su empaquetamiento, dando lugar a los primeros pardmetros
estructurales de la cadena de ADN, después veremos el grupo fosfato, con el cual podemos
formar los nucleétidos, y finalmente veremos los fragmentos minimos de una cadena de
ADN, los desoxidinucle6sidos monofosfatos, asi como los d&ngulos de torsién presentes en
el esqueleto azicar-fosfato de estos tltimos y el apilamiento de las bases, para dar lugar a
los siguientes parametros estructurales.

Para terminar, veremos el proceso de metilacién y desmetilacién de la base nitrogenada
citosina, en posicién 5 de su anillo aromadtico, en el cual, como ya se mencioné en el
Capitulo 2, intervienen distintas modificaciones de citosina.

3.1. Estructura del ADN

3.1.1. Bases Nitrogenadas

El c6digo genético presente en el ADN estd escrito gracias a la secuencia de 4 bases nitroge-
nadas: adenina (A), guanina (G), timina (T) y citosina (C). Estas se clasifican en dos grupos,
purinas (G y A) y pirimidinas (T y C). Tanto las purinas (Pur) como las pirimidinas (Pyr)
son moléculas en forma de anillo que contienen d&tomos de carbono y de nitrégeno, las
primeras tienen un par de anillos enlazados (un anillo de seis miembros y un anillo de 5),
mientras que las segundas tienen un anillo sencillo (de 6 miembros). Todos los &tomos
dentro de los anillos se numeran, en las pirimidinas del 1 al 6, siendo el &tomo 1 donde la
base se une a la desoxirribosa, mientras que en las purinas es en el &tomo 9 (Figura 3.1).
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Purinas Pirimidinas

Guanina Timina

Figura 3.1: Bases nitrogenadas presentes en el ADN.

Debido a que en estas bases se tienen enlaces dobles deslocalizados, y por ende un niimero
de electrones 7, las bases nitrogenadas son arométicas, lo cual hace que todos los &tomos
de los anillos se encuentren en el mismo plano.

3.1.2. Desoxirribosa

La desoxirribosa es un azticar en forma de anillo, formado por 4 4&tomos de carbono y
uno de oxigeno. Se numeran los carbonos del aziicar y se priman para diferenciarlos de la
numeracién de las bases (Figura 3.2), el oxigeno del anillo se numera como O4’. Existe un
quinto carbono (C5’) fuera del anillo, unido al carbono 4’ y el cual se encuentra enlazado
un grupo -OH(05’).

5 4!

sOH 0! OH

OH

Figura 3.2: Estructura de la desoxirribosa, azticar presente en el ADN.
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A diferencia de las bases nitrogenadas, en las cuales los anillos permanecen en el mismo
plano debido a su aromaticidad, los anillos que forman la desoxirribosa, al tener enlaces
sencillos, pueden tener varias conformaciones, dependiendo del arreglo de los 4&tomos que
forman dicho anillo. Por lo general, se pueden “acomodar” en un mismo plano a los d&tomos
C1’, 04’ y C4’, siendo los carbonos 2’ y 3’ los que quedan fuera del plano. Dependiendo del
atomo que sobresalga mds del plano es como llamaremos a la conformacién. Si el &tomo
Xn' sobresale en direccién a C5’ se denotaréa a la conformacién como Xn’-endo, mientras
que, si es en direccion contraria, se le denotard como Xn’-exo.

C2' endo C3' endo
2' 3
3I 2|
C2' exo C3' exo
AN ‘-30V ‘-._Illl 2'
2' 3

Figura 3.3: Empaquetamiento de la desoxirribosa

Este empaquetamiento lo podemos describir de forma cuantitativa con la pseudorrotacién
(P) yla maxima amplitud de empaquetamiento (v ;). Dentro del anillo de la desoxirribosa,
podemos definir 5 angulos de torsion (v, j = 0,4), como podemos ver en la Figura3.4.a,
con los cuales podemos obtener Py por ende v, 4:

V4+Vo—V3—V]

tanP = - - 3.1)
2vo(sin36+ sin72)
y
Yo 3.2)
v = .
Max T cosP

De esta forma, dependiendo del valor de la pseudorrotacion, se tiene el empaquetamiento
del azucar. La relacion entre P y el empaquetamiento se puede observar en la grafica
presente en la Figura 3.4.b
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a)

5'0OH

Figura 3.4: Forma cuantitativa del empaquetamiento del azticar. a) Angulos de torsién en el anillo de la desoxirri-
bosa. b) Circulo de pseudorrotacién.

En la estructura del ADN, la desoxirribosa se une mediante un enlace glucosidico a una
de las nucleobases, dicho enlace sucede entre el carbono C1’ y un nitrégeno de una base
nitrogenada (N1 en el caso de pirimidina y N9 en el caso de purinas). A esta unién de azticar
con base nitrogenada se llama nucleésido.

En este enlace podemos definir el &ngulo glucosidico (y), el cual es el &ngulo de torsién que
hay entre el azticar y la base nitrogenada. Dependiendo si es una purina o una pirimidina,
serdn los 4&tomos que se usan para determinar el dngulo glucosidico: en el caso de las
purinas, y es el &ngulo de torsién entre los 4&tomos 04’-C1’-N9-C4, mientras que en las
pirimidinas los d&tomos serdn 04’-C1’-N1-C2. Existen dos orientaciones principales: la
orientacién anti, en la cual la base se encuentra alejada del anillo del azdcar (-120° >
x > 180°) y la orientacién syn, en la cual la base nitrogenada se encuentra sobre el anillo
del azuicar (0 < y < 90°), como podemos ver en la Figura 3.5. La orientacién anti es la
predominante en la forma B del ADN.

o NH, NH,

OIS &
74 | \
<N | N/J HO k\N N>

O O

HO

OH OH

Figura 3.5: Orientaciones del dngulo glucosidico para el caso del nucleésido con la base nitrogenada adenina.
a)Conformacion anti. b) Conformacién syn.

3.1.3. Grupo Fosfato y Nucleétidos

El grupo fosfato consiste en un ion fosfato (H POi’) en forma tetraédrica, con el atomo P
en el centro. Los nucleétidos, formados por un nucleésido y un grupo fosfato, son ésteres
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de fosfato de nucledsidos. Para formar los nucleétidos, se une el carbono 5’ del aztcar
mediante un enlace éster con el ion fosfato (Figura 3.6).

Base nitrogenada
Enlace éster |

HO
Firsl;:tcz) :I:D—-O—VO e Enlace glucosidico
OS
OH

Desoxirribosa
Figura 3.6: Estructura general de un nucleétido.

Para formar las cadenas de nucleétidos, y asi el ADN, estos se enlazan entre si a través
del carbono 3’ de la desoxirribosa del primer nucleétido y el oxigeno del grupo fosfato
del siguiente nucleétido, mediante enlaces éster (Figura 3.7.a). Debido a que una cadena
comienza en el oxigeno 5’ enlazado al carbono 5’ de la desoxirribosa del primer nucleétido,
y termina en el oxigeno 3’ unido al carbono 3’ de la desoxirribosa del tltimo nucleétido,
se tiene una direccién en la cadena, denotada como 5’ —3’ (Figura 3.7). Esta cadena de
nucledtidos conforma la estructura primaria del ADN.

a) b)

(0]
| Base
0=P—0— o\}
Desoxirribosa I j/
s O, 3

Enlace éster

0—P—0 O\I
s' 9
Os  Desoxirribosa
O OH
. Base
O—P—0— (0]
RN
N—

Figura 3.7: Estructura primaria del ADN. a) Grupo fosfato donde se muestran los enlaces éster con las desoxirribo-
sas en C5’y C3’. b) Enlace entre 3 nucleétidos. Se muestra la direccionalidad de la cadena 5'—3’.
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En la Figura 3.7 también se puede observar una estructura importante en el estudio del
ADN que es el esqueleto azicar-fosfato (SPB por sus siglas en inglés: Sugar Phosphate
Backbone), el cual consiste de la cadena de aziicares y grupos fosfatos de forma alternada,
sin incluir a las bases nitrogenadas.

3.1.4. Doble Hélice, Pares de Bases y Formas del ADN

La estructura secundaria del ADN corresponde a una doble hélice formada por dos cadenas
complementarias antiparalelas de nucleétidos, es decir, una de las cadenas va en direccién
5’—3’, mientras que la segunda cadena va en direcciéon 3'—5’. Esta doble hélice se enrolla a
la derecha, formando varios surcos, algunos de mayor amplitud (surcos mayores) y otros
de menor tamano (surcos menores).

La parte externa de la doble hélice corresponde a los SPB de cada cadena, mientras que en
la parte interior de la doble hélice se encuentran las bases nitrogenadas (Figura 3.8.b). En
cada cadena las bases nitrogenadas se encuentran apiladas de tal forma que mantienen
unidas ambas cadenas mediante enlaces por puente de hidrégeno entre pares de bases
complementarios, es decir, A siempre forma pares de bases con T mediante 2 enlaces por
puente de hidrégeno y G forma pares de bases con C mediante 3 enlaces por puente de
hidrégeno (Figura 3.8.a).

a) b)

Adenina : Timina

H
N
warH™
o
N (AN
4 .N
I \—H N
N /< N
N= . b
J/ n—H=""©
/
H

Guanina : Citosina

Figura 3.8: Estructura secundaria del ADN. a) Pares de bases complementarias: A-T, G-C. b) Doble hélice del ADN,
se observan los surcos mayores y menores. Imagen extraida y modificada de [3]

Este modelo fue propuesto por Watson y Crick en 1953 [4], basado en los experimentos por
difraccién de rayos-X realizados por Rosalind Franklin [5]. En este modelo del ADN hay
10 pares de bases aproximadamente por cada vuelta de la hélice, con una elevacién de la
hélice de 34A y un didmetro de 20A. Esta forma es conocida como forma B del ADN y es la
forma més encontrada en las células (Figura 3.9.a).
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Existen otras dos variantes que se han podido encontrar més cominmente en el estudio de
la estructura del ADN, que son las formas A y Z. La forma A también se encontré en estudios
de rayos-X, pero en casos de baja humedad. Esté caracterizado por ser més amplio, con
una didmetro de 26A, 11 pares de bases por vuelta y sus surcos mayores son mas angostos
que en la forma B. Una distincién importante entre las formas A y B es el empaquetamiento
del azicar, en la forma B usualmente es C2’-endo, mientras que en la forma A es C3’-endo
(Figura 3.9.b).

Finalmente, la forma Z se enrolla hacia la izquierda, a diferencia de las dos anteriores
que giran a la derecha. Esta forma se obtiene en condiciones de alta salinidad, ademds de
secuencias pur-pyr-pur-pyr como CGCG, donde las purinas se encuentran en conformacién
synylas pirimidinas en conformacién anti. Otra diferencia es el ntimero de bases por vuelta,
en la cual hay 12, y el didmetro es mds pequefio, de 18A (Figura 3.9.c).

Figura 3.9: Formas del ADN. a) Forma B. b) Forma A. c¢) Forma Z. Imagen extraida y modificada de [3]

Estas tres formas son conocidas como grandes familias conformacionales del ADN. Dentro
de cada familia se pueden tener ligeras variaciones en su estructura, lo que da lugar a
subdivisiones para cada una de las familias, teniéndose asi para las subdivisiones: Al y Al
para la familia A, BI y BII para la familia B y ZI y ZII para la familia Z.

3.1.5. Desoxidinucleésidos Monofosfatos y Clases Conformacionales

Para estudiar las diferentes familias estructurales del ADN, debemos considerar fragmentos
minimos de una cadena de ADN: los desoxidinucledsidos monofosfatos (ADMP). Estos
consisten en dos desoxinucleésidos unidos por un grupo fosfato.Para estudiar las caracteris-
ticas estructurales presentes en el SPB, se consideran 7 d&ngulos de torsioén (61,€,{, @, B,7,02)
los cuales podemos ver en la Figura 3.10. Al conjunto de regiones de estos diferentes d&ngulos
de torsion en el SPB, asi como de los dngulos glucosidicos (y; y x2) se le ha denominado
clase conformacional [6].
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Figura 3.10: Desoxidinucleésidos monofosfato (ADMP). Se muestra la designacién de los dngulos de torsién sobre
el SPBy los dngulos glucosidicos. Imagen extraida de [7]

Como se menciono6 anteriormente, la familia A del ADN tiene dos subdivisiones, Al y All. La
forma Al es la que predomina en la hélice de la familia A, donde el cambio m4s significativo
con la forma All se da en los dngulos a y y. En la forma Al estos valores son cercanos a 294°
y 55° respectivamente, mientras que en la forma All, a «~ 149°y y -~ 182° [8].

Asi mismo, la familia B se divide en las formas BI y BII, donde los cambios en los d&ngulos de
torsién entre ambas formas se dan en los valores de € y {, con valores aproximados de 184°
y 262° en la forma Bl respectivamente, mientras que en la forma BII estos valores son 245°
y 172° respectivamente [8]. La forma BI es la forma mds frecuente que se encuentra en el
ADN.

Hasta el momento se han mostrado diversos pardmetros conformacionales con los que se
puede estudiar la estructura tridimensional del ADN y sus diversas familias, tales como
el empaquetamiento del azicar, el &ngulo glucosidico o los dngulos de torsién sobre el
SPB. Otros de los pardmetros importantes para el estudio de la estructura del ADN son los
relacionados con la posicién mutual de las bases y pares de bases apilados en los dADMPs y
en los fragmentos minimos de cadenas complementarias (dDMPs complementarios).

El stacking es el area de traslape entre las bases apiladas de una misma cadena. Helical
Rise (h-rise) es la longitud que separa a los pares de bases apilados. Helical Twist (h-twist)
es el dangulo que se forma alrededor del eje helicoidal. Tilt y Roll son los dngulos entre
pares de bases complementarios (Figura 3.11). A pesar de que estos pardmetros estan
definidos para pares de bases, se pueden aplicar a bases apiladas en un mismo dDMP.
Existen otros pardmetros asociados a la doble hélice, pero en este trabajo solo usaremos los
antes mencionados.
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z
Rise Twist
L
[
y y X
K;{r
Tilt Roll

Figura 3.11: Pardmetros estructurales relacionados con la posicién mutual de los pares de bases apilados. Imagen
extraida y modificada de [9]

3.2. Ciclo de Metilacion y Desmetilacion de Citosina

3.2.1. Metilacion de Citosina

Aunque las 4 bases nitrogenadas antes mencionadas son las principales como alfabeto del
c6digo genético, existen varias modificaciones a ellas que surgen debido a diferentes facto-
res, ya sea por envejecimiento, exposicién a radiacion, tales como rayos UV o rayos gamma,
o por el metabolismo celular, entre otros. Una de las modificaciones mds importantes que
se encuentran en el ADN es la metilacién de la citosina en posicién 5, 5-metilcitosina (5mC),
la cual se puede observar en la Figura 3.12.b. Esta actia como sefial en varios procesos
biolégicos, el més importante quiz4, sea la transcripcién del ADN para la produccién de
proteinas.

Esta modificacién es considerada como la quinta base del cédigo genético [10] debido
a que representa el 4% del total de las citosinas canénicas totales [10], y ocurre por la
intervencién de una enzima llamada ADN (citosina-5-)-metiltranferasa (Dnmt) [11], siendo
su incidencia mayormente en secuencias CG. La modificacion se da en el carbono 5 de la
citosina canénica, en donde se cambia un H por un grupo metil (—C Hs) (Figura 3.12.b).

3.2.2. Desmetilacion de 5mC

La remocién de 5mC no es tan simple y se debe de realizar en varios pasos. El proceso para
remover el grupo metil requiere de enzimas especificas que convierten a la 5mC en otros
residuos, producto de oxidaciones, algunos de los cuales pueden ser retirados y cambiados
por una citosina candénica.
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A estos procesos, que incluyen la metilacién de la citosina, las subsecuentes oxidaciones y
la eliminacién de los productos de oxidacién de 5mC para obtener una citosina canénica
se le conoce como ciclo de metilacién y desmetilacion de citosina. En la Figura 3.12 se
observa una representacion esquematica de este ciclo, el cual se explicard més adelante.
Estos productos de oxidacién de 5mC son otras modificaciones en posicién 5 de citosina,
las cuales son: 5-hidroximetilcitosina (5hmC), 5-formilcitosina (5fC) y 5-carboxilcitosina
(5caC).

b) NH, o NH, ¢
o —a-
N // TET HO/CHz ‘ o
- -
R R
5-mC 5-hmC
TET
Dnmt
/ H ﬁNH
/ ! 2 d)
NH, 0% XN

5-fC

S~ BER
H|l NH
? 2 TET
BER o7° ‘ NN
— /K
kN o

e) |
R

5-caC

Figura 3.12: Ciclo de metilacién y desmetilacién de citosina. En rojo se muestran los grupos funcionales que
cambian en la citosina canénica (a) La metilacién ocurre por la enzima Dnmt para obtener 5mC (b). Las enzimas
TET oxidan 5mC para obtener 5hmC (c), que a su vez las enzimas TET oxidan para obtener 5fC (d) y finalmente
ocurre otra oxidacién para obtener 5caC (e). Tanto 5fC como 5caC pueden ser removidas con la reparacién por
escision de bases (BER). Imagen extraida y modificada de [1].

La 5hmC, considerada como la sexta base del c6digo genético debido a su abundancia [12],
es la primera modificacion presente en el proceso de desmetilacién de la 5mC [1]. Esta
ocurre debido a una oxidacién de la 5mC mediada por una proteina perteneciente a la
familia de proteinas ten-eleven translocation (TET) dioxigenasas [13]. Se ha encontrado que
esta modificacién representa alrededor del 1% del total de citosinas canénicas presentes
en células humanas del tejido de la corteza cerebral [14]. En ésta, el grupo metil (—CH3) es
cambiado por un grupo hidroximetil (—CH, OH), como se observa en la Figura 3.12.c.

La 5fC, considerada la séptima base del c6digo genético [15], ocurre debido a una oxidacién
de 5hmC, mediada también por una enzima de la familia TET [16] que cambia el grupo
hidroximetil (—C H, O H) por un grupo formil (—CHO), como se puede observar en la Figura
3.12.d. En células madre de ratones se ha encontrado que los niveles de esta modificacién
son de alrededor de 20 modificaciones de 5fC en cada 108 C [17].



CAPITULO 3. ESTRUCTURA DEL ADN 14

Finalmente, tenemos la 5caC la cual es obtenida por una oxidacién de 5fC, y al igual que
las dos modificaciones anteriores, es mediada por una enzima de la familia TET [16] al
cambiar el grupo formil (-CHO) por un grupo carboxil (-COOH), como se observa en la
Figura 3.12. Igualmente, se ha encontrado en células madre de ratones que, 3 de cada 10°C
son 5caC [17].

Tanto 5fC como 5caC pueden ser removidas por una molécula llamada timina ADN glicosi-
lasa (TDC) [18] en un proceso de reparacion celular llamado reparacién por escisiéon de
bases (BER por sus siglas en inglés: Base Excision Repair).

Ademis de estar presentes en el ADN como parte del proceso de metilacion y desmetilacion
de la citosina, también se pueden dar como errores debido a la oxidacién de 5mC provocada
por agentes externos, tales como radiacién UV [19,20] o rayos gamma [21].



CAPITULO 4

METODOLOGIA

En este capitulo se describen los métodos que se han empleado en este trabajo para realizar
los célculos de optimizacién geométrica. Por un lado, se emplean métodos de mecéanica
molecular, aproximacion basada en mecdnica clasica; asi mismo, se usan métodos de
mecénica cudntica, en particular el método de dispersién de segundo orden de Moller-
Plesset (MP2) y la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT por sus siglas en inglés: Density
Functional Theory).

4.1. Mecanica Molecular

Este método es una aproximacién que estd basada en mecdnica clasica. En ésta, cada
4tomo es considerado como una esfera, a la cual se les asigna un radio (radio de Van der
Waals) y una carga. La dindmica de la molécula es tratada con la segunda ley de Newton,
en la cual calculamos la energia potencial dada una geometria molecular. Al emplear esta
metodologia se quiere encontrar las geometrias estables de la molécula, con lo cual el
problema se reduce a un problema de minimizacién de la energia potencial.

De esta forma, la energia potencial se puede escribir como una suma de varios términos,
cada uno de los cuales describe la energia para modificar a la molécula en distintas for-
mas, donde 3 de ellos corresponden a energia de interacciones enlazantes, y los demds
corresponder a energia de interacciones no-enlazantes:

N N N N
EzzEbond"' Z Epena + Z Etor+Z(Eydw+Eel) (4.1)
i,j i,j.k i,j,k,1 i,j

donde Ejop4 €s la energia de enlace (bonding) entre par de dtomos, Eje,q corresponde a la
energia de los dngulos de valencia (bending) entre tercia de dtomos, E;,, es la energia para
los dngulos de torsién entre 4 &tomos y E, 4, V E.; representan la interacciéon entre dtomos
no enlazantes, donde se suelen agregar términos de Van der Waals y de energia electros-
tatica. En la Figura 4.1 se puede ver una representacion esquemadtica de las interacciones
usadas en mecdnica molecular.

15
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Valencia Torsion

Figura 4.1: Términos de energia usados en mecédnica molecular.

4.1.1. Términos que se consideran en la ecuacién de la energia potencial.
4.1.1.1. Energiade enlace

Este término representa la energia de enlace entre dos &tomos i y j. Para obtener la expre-
sién de este término se considera una expansién de Taylor alrededor de una distancia de
equilibrio r°:

2

d°E .
)+2d7(rij—",~j

0

dE 2
EanE(O)-l-E(rij_rij )t (4.2)

El primer término E(0) se suele considerar como 0ya que es una constante asociada al
origen en la escala de la energia potencial. El segundo término es cero ya que estamos
alrededor del punto de equilibrio, con lo cual la primera derivada evaluada en el punto de
equilibrio es cero, al ser un minimo. Si solo nos quedamos a segundo orden en la expansion,
el término para la energia de enlace quedaria como:

Enthr (rij—r?j)z (4.3)

donde K; es una constante de fuerza del enlace.

4.1.1.2. Energia de los dngulos de valencia

Este término se usa para describir la energia necesaria para modificar el &ngulo de valencia
entre tres &tomos i, j y k, donde los pares de dtomos (i,j) y (j, k) estdn enlazados de forma
covalente. Al igual que con la energia de enlace, con la energia de valencia se considera un
desarrollo en serie de Taylor alrededor de un dngulo de equilibrio 8°, con lo cual, llegamos
a una expresion similar a la energia de enlace:

2
Epena = Ky (Hijk - Q?jk) (4.4)

donde Ky es una constante de fuerza del 4&ngulo de valencia.
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4.1.1.3. Energiade los dngulos de torsi6n

Si tomamos una secuencia de 4 4&tomos i, j, k, y [, donde los pares de &tomos (i,j), (j,k) y (k,])
estdn enlazados de forma covalente, se puede definir el &ngulo de torsién como el 4ngulo
que forman los planos formados por las tercias de &tomos (i,j,k) y (j,k,[). Otra forma de
verlo es c6mo el dngulo alrededor del enlace formado por los &tomos (i,).

Este término describe la energia necesaria para deformar el dngulo de torsi6én de una
secuencia de 4 &tomos. Con este término es importante tomar en cuenta la periocidad en
el dngulo, si el enlace rota 360°, la energia debe ser la misma. De esta forma, la energia de
torsién se escribe:

E¢or = Kplcos(ng) +1] (4.5)

donde ¢ es el dngulo que forma alrededor del enlace que forman (i,j), n es la multiplicidad
y Ky es una constante de fuerza del angulo de torsion.

4.1.1.4. Energia electrostatica

Como se mencion6 anteriormente, cada 4tomo se describe como una esfera, en donde se
encuentran dentro los protones y electrones, de esta forma, se tiene que la carga neta es
cero. Por ello, a cada uno de los d&tomos se les asigna una carga mediante el uso de distintos
métodos, ya sean métodos empiricos para que se adapten a los resultados experimentales,
o0 ya sea por métodos mds exactos, como por ejemplo métodos de mecanica cuantica. La
expresion para la energia potencial entre dos dtomos con cargas Q; y Q; separados una
distancia r; j, estd dada por el potencial de Coulomb:

1 Q;Qj
Ey=———3 (4.6)
4mey r1ij

4.1.1.5. Energiade Van der Waals

Este término describe la repulsién o atraccion de dos d&tomos que no estdn enlazados.
Este término es cero a largas distancias y presenta una interaccién muy repulsiva a cortas
distancias. Aqui se incluyen: interacciones debido a dipolos permanentes, interacciones
por un dipolo permanente y un dipolo inducido debido al movimiento de los electrones en
la molécula, o interacciones debidas a dos dipolos inducidos.

La funcién més usada para este término es el potencial de Lennard-Jones (L-]):

(4.7)
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que consta de dos partes, una parte repulsiva (la que tiene el término 1/r'?), y una par-
te atractiva (que corresponde al término 1/r°%); A; j ¥ Bij son constantes que se puede
relacionar con la profundidad del minimo del potencial € y la distancia de equilibrio ry:

Ajj=ery? (4.8)
Bjj =2ery (4.9)

4.1.1.6. Términos 1-4

Los términos para la energia potencial antes mencionados son los més comunes, sin em-
bargo, més términos pueden ser agregados, como términos cruzados donde, por ejemplo,
se pueden combinar fuerzas de enlace con fuerzas de valencia, o pueden ser agregadas
potencias a la serie de Taylor, como algunos ejemplos. Uno de los términos utilizados son
los términos 1-4.

En estos términos se considera un par de &tomos que estan separados por 3 enlaces, en los
cuales ya se tiene el término de energia de torsion, sin embargo, en algunos casos no se
considera que éste sea suficiente para describir todas las fuerzas actuando sobre este par
de a4tomos, por lo cual, agregan términos de energia de interacciones no-enlazantes como
los que se han mencionado anteriormente, pero con un factor de escalado que reduce su
influencia:

1 QiQj
Eeiq-0=f ( prm— ) (4.10)
ij
Evawa-9=8| =3~ (4.11)
ij Tij

donde f'y g son los factores de escala, y f,g < 1.

4.1.2. Campos de Fuerzas

Un campo de fuerzas comprende la expresion de la energia potencial, asi como el conjunto
de pardmetros de equilibrio involucrados en las expresiones de energia, obtenidos ya sea de
forma experimental o con métodos mds precisos, asi como las constantes de fuerzas antes
descritas. Existen varios campos de fuerzas enfocados en distintos sistemas de estudio.

Una consideracién muy importante en el método de mecénica molecular es la de diferen-
ciar cada 4&tomo dependiendo del tipo de enlace que forma con otros 4&tomos, asi como
de los 4tomos con los que esta enlazado. Por ejemplo, en el campo de fuerzas AMBER,
se consideran 13 tipos diferentes de carbonos, como ejemplo se denota como CT a un
carbono sp3, CK a un carbono en un anillo aromdtico de 5 miembros o CQ es un carbono
en un anillo aromatico de 6 miembros, entre otros.
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4.1.2.1. Campo de Fuerzas AMBER

Este campo de fuerzas, asi como el software computacional del mismo nombre con el
campo de fuerzas implementado en €l [22], fue disefiado para el estudio de dcidos nuclei-
cos y proteinas principalmente. Sus constantes de fuerzas, asi como los pardmetros de
equilibrio fueron ajustados con métodos de mecdanica cudntica. Las cargas de los tipos de
dtomos fueron obtenidas usando el potencial electrostético restringido (RESP por sus siglas
en inglés: Restrained ElectroStatic Potential). Finalmente, este campo de fuerzas utiliza
términos 1-4, siendo el factor de escala para el potencial electrostatico de 1/1.2, mientras
que el factor de escala de Van der Waals es de 1/2.0 [22].

4.1.2.2. Campo de Fuerzas POLTEV

Este campo de fuerzas fue desarrollado por el Dr. Valeri Poltev [23] para el estudio de
bases nitrogenadas presentes en los dcidos nucleicos. Sus pardmetros fueron ajustados de
tal forma que reproduzcan los resultados experimentales. En particular, para las cargas
dependientes de los tipos de 4tomos y los parametros de Van der Waals, en los cuales, para
los hidrégenos que pueden formar enlace por puente de hidrégeno con O o N se utilizé un
potencial 10-12:

PULI
g0 —__Y_, Y 4.12)
vdw — 10 rl2 :
ij ij
mientras que para los demds dtomos se utilizé un potencial L-J:
Evaw = PORAST) (4.13)

ij
4.2. Mecanica Cuantica

A menos que se especifique lo contrario, en esta seccién las unidades consideradas son
las atémicas (i = 1, m, = 1). Los métodos de mecanica cudntica consisten en resolver la
ecuacién de Schrodinger. Si se considera un sistema cudntico compuesto por N electrones,
la ecuacion de Schrédinger para este sistema se escribe como:

HY(xy,...,rNy) =T+ V+U)¥Y(ry,...,rN) =

N1
[Z(—§v§ + v(ri)) +Y Ulr,r))

i i<j

‘P(rl,...,rN)=E‘~I’(r1,...,rN) (4.14)

donde se ha hecho la suposicién de que los niicleos estan fijos (aproximacién de Born-
Oppenheimer); T es la energia cinética del sistema, v(r;) es un potencial externo en el
cual se puede incluir la interaccién sobre los electrones debida al ntucleo y U(r;,r;) es la
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interaccidn electrén-electrén. A partir del conocimiento del potencial vy del nimero de
electrones N se puede calcular la funcién de onda ¥ (ry,...,ry), con la cual obtendriamos
los observables de nuestro sistema.

4.2.1. Método de perturbaciéon de Moller-Plesset

Una de las aproximaciones que se usan para resolver la ecuaciéon (4.14) son los métodos de
perturbacién. En los métodos de perturbaciones, en general, se considera un problema ya
resuelto, ya sea de forma exacta o aproximada, y se agrega una pequefia perturbacién a ese
problema resuelto. Introduciendo una perturbacion al hamiltoniano se tiene:

H=Hy+AH (4.15)

donde H() es el hamiltoniano del estado base y que sus soluciones en principio se conocen,
y AH esla perturbacién.

De esta forma, la ecuacién por resolver es:

HY, =(Hy+AH)Y, =E,¥, (4.16)

se puede desarrollar en serie de potencias tanto la funcién de onda como la energia como
sigue:

SE, . A% 52E,
SA 20 5A2

200 A 52,

E,=AE, +A!

_ 40
¥, =A"¥,+ 51 o 312 + (4.17)
con lo cual, la ecuacién (4.16) quedaria como:
oV, A?56%¥
NEU 1 n n _
(H0+/1H)()L ¥,+A 51 +E 12 + )_
S0E, A?8%E oY, A?6%¥
0 1 n n 0 1 n n
AME,+A 51 +2_!6/12 +...)(/1 ¥, +A 3 +2—! 512 + ) (4.18)
Reescribiendo:
w0 _ 18,
Tk swk
1 6%E
B = 5t (4.19)

y agrupando por potencias de A tenemos:
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(HWO —EQwO) 4 A (HowP + HYQ —wOED @D O
A2 (Ho¥? + HW) - Q9@ - pOwD _ @gO) ... =0 (4.20)

A es un parametro arbitrario, por lo que los coeficientes de cada potencia de A deben
anularse por separado, con lo que nos queda:

Hy?? = EQ9©
(Ho-EQwY = (EP - HYwY
(Ho- EDY? =EPv0 + (E) - HYw)
(4.21)

La primera ecuacién corresponde al sistema sin perturbar, de la cual ya conocemos su
solucidn. A partir del segundo término, ya aparecen correcciones a la funcién de onday la
energia, y la correccién de la energia a segundo orden es:

H/2
EP =% (4.22)

k#n Eio) -EY

4.2.2. Teoria del Funcional de la Densidad
4.2.2.1. Teoremas de Hohenbergy Kohn

Otra de las aproximaciones para resolver la ecuacién de Schrodinger (4.14) es mediante la
Teoria del Funcional de la Densidad (DFT por sus siglas en inglés). La DFT permite resolver
la ecuacion (4.14) recurriendo a la densidad electrénica p(r). Hohenberg y Kohn establecen
las bases de la DFT demostrando dos teoremas [24]. El primero de los teoremas establece:
el potencial externo v(r) es determinado tinicamente por la densidad electrénica p(r), salvo
por una constante.

Dado que p determina el nimero de electrones mediante:

szp(r)dr (4.23)

se tiene que Gnicamente con la densidad p se puede determinar el estado base, asi como la
energia del sistema E, la energia cinética 7, la energia potencial V'y la interaccién electron-
electrén U:

Elpl=T[pl+ VIpl+ Ulp] (4.24)
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Ala densidad del estado base se le denota como py. Con esta notacion se puede escribir la
energia del estado base como Ej = E[pg].

El segundo teorema [24] nos da el principio variacional de la energia, es decir, si p(r) es una
densidad diferente de p( entonces:

Elpol < E[p] (4.25)

La ecuacién (4.24) la se puede reescribir como:

El[p] = Vip] + Ts[p] + J[p] + Exclp] (4.26)

donde T[p] es la energia cinética de electrones no-interactuantes con densidad p, J[p]
es el potencial clasico de Coulomb y Ex[p] se define como la energia de intercambio y
correlacién del sistema interactuante con densidad p:

Exclpl = Tlpl - Tslpl + Ulpl - Jlpl (4.27)

4.2.2.2. Ecuaciones de KohnySham

A pesar de que Hohenberg y Kohn demostraron que la densidad determina la energia del
sistema, no proporcionaron un método para calcularla. Un afio después del trabajo de
Hohenberg y Kohn, Kohn y Sham [25] establecen un método para resolver el problema de
forma autoconsistente a partir de las siguientes ecuaciones:

N
pm =Y |p:w] (4.28)
i=1
Vegt(r) = v(r) + f |1l~)| (i 1 A’ + v, (1) (4.29)
1
[—EVZ + Ueff] bi=¢€;p; (4.30)

Este conjunto de ecuaciones son las ecuaciones de Kohn y Sham, las cuales se resuelven de
forma autoconsistente, que se basa en proponer una densidad electrénica de prueba p(r)
con la que se obtiene v de la ecuacion (4.29), con este potencial se obtienen las funciones
¢;(r) de la ecuacion (4.30) que permiten calcular una nueva densidad electrénica de la
primera expresion. Este proceso se repite hasta alcanzar un criterio de convergencia para
la energia entre los pasos obtenidos [26].

4.2.2.3. Funcionales

Debido a que no se ha encontrado un funcional de intercambio y correlacion exacto (4.27)
se emplean aproximaciones para éste. En particular, existen 3 formas de aproximacion:
funcionales locales, semilocales o dependiente del gradiente y no locales.
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En la primera aproximacion se supone que el funcional depende localmente de la densidad,
es decir, Ex. = Ex[p]; a este método se la llama LDA (del inglés Local-Density Aproxima-
tion), donde se introduce una aproximacion a la energia de intercambio y correlacién
como:

Ex o) = f p@exc(p)dr 4.31)
donde se puede escribir:
€xc=Extéc (4.32)

Aunque esta aproximacion ha probado ser buena, sobre todo en sistemas homogéneos, en
un sistema en donde la densidad varia en cada punto del espacio, una mejor aproximacién
incluiria términos extras al funcional. Este tipo de aproximacion es llamada semilocal en la
cual, al funcional de intercambio y correlacidn, se agregan correcciones del gradiente de la
densidad: |Vp(r)|, |[Vp(@)[?, etc.

En particular, si se usa una funcién que dependa de p(r) y Vp(r), la energia de intercambio
y correlacion se expresa:

ES54p) = f £xc(p(®), V(@) p(r)dr (4.33)

A esta aproximacion se le llama GGA (del inglés generalized-gradient aproximation).

Por tltimo, en los funcionales hibridos se hacen combinaciones lineales de los métodos
arriba mencionados, asi como de términos de Hartree-Fock.

4.2.2.4. Funcional PW91

Este funcional es del tipo GGA, y surge como correccién con gradiente de la densidad a los
funcionales locales [27]. La expresion de este funcional es:

1
E5W91 =3 ZEfwgl [po] (4.34)
a

donde
EPWOL - f drpe(rs,0)F(s)

3
ex(rSyo) = _EkF
s IVpl
2krp
kp = (3n2p)”3

 1+0.196455- sinh™(7.7956s) + (0.2743 — 0.1508¢~1005") 52
- 1+0.19645s- sinh~1(7.79565) +0.0045%

F(s) (4.35)

4.2.2.5. Funcional PBE

Este funcional del tipo GGA es una mejora al funcional PW91 [28]. Este funcional es muy
usado debido a su bajo costo computacional y los buenos resultados obtenidos. La expre-
sién es:
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ExPFlpl = f drpme" (o) F(s) (4.36)
donde
F(s)=1+x- e
14+ 45
A\
§= ——
Zkfp
unif _ 3ezkf
€y l=——
4n
k;=3n%p (4.37)

conk =0.804y u=0.21951.

4.2.2.6. Funcional M05-2X

Este funcional pertenece a la familia de los funcionales de Minnesota. El funcional hibrido
MO05-2X es un funcional meta-GGA (ademds de incluir gradiente en la densidad electrénica,
incluye término de densidad en la energia cinética) de alta no localidad y con la doble
cantidad de intercambio no local (2X) parametrizado para no metales [29].

La expresion de la energia estd dada por:

X HF X DFT DFT
Epo=—FEHF 4 [1- —|EPFT 4+ g 4.38
€7 100 *¢ ( 100) x ¢ (4.38)

donde EXF es la energia de intercambio no local de Hartree-Fock, X es el porcentaje de
intercambio de Hartree-Fock, EP¥T es la energia de intercambio local DFT y EP*T es la
energia de correlacion local DFT.
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4.2.3. Funciones base

Las funciones de onda moleculares ¢; se construyen como una combinacién lineal de
orbitales atémicos:

M
¢i =2 CuiX (4-39)
u

donde y, son los orbitales atémicos a usar (funciones base), M es el nimero de orbitales
atémicosy Cy; son coeficientes. Aunque existen distintas formas de modelar estas funcio-
nes base, en este trabajo solo se emplearon las funciones tipo Gaussianas (GTO, del inglés
Gaussian Type Orbital), las cuales son de la forma:

X(r) = Nge ¢ (4.40)

donde N es una constante de normalizacion, r la distancia radial desde el nticleo y { es
una constante.

Para aproximar de mejor manera estos orbitales atbmicos, se pueden usar distintos valores
para la constante { en un mismo orbital atémico. Las mds comunes son:

= Bases minimas (SZ): a cada orbital atémico se les asigna una funcién gaussiana con
un valor tnico de (.

= Doble Zeta (DZ): a cada orbital atémico se les asigna dos funciones gaussianas, cada
una con un valor diferente de (.

= Triple Zeta (TZ): a cada orbital atémico se les asigna tres funciones gaussianas, cada
una con un valor diferente de (.

= Valencia desdoblada (SV): en este caso, a los electrones de capas internas se les
asigna una funcién, por lo regular una base minima, y a los electrones de valencia se
les asigna una base mas grande (doble zeta o triple zeta).
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4.2.3.1. Bases de Pople

Este conjunto base es del tipo valencia desdoblada, disefiado por Pople y coautores [30].
Este tipo de conjuntos base tiene la notacién k-ImnG donde k representa cuantas GTO’s se
utilizan para los orbitales de capa interna. Si se usan dos niimeros después del guién (Im)
representa una valencia desdoblada, mientras que tres nimeros (Imn) indican una triple
valencia desdoblada para los orbitales de valencia.

En este trabajo se emple6 la base 6-31G, es decir, se le asignan a los orbitales de capas
internas 6 GTO’s, a la parte interna de los orbitales de valencia se les asignan 3 GTO’s y a la
parte externa de orbitales de valencia se le asigna una GTO.

4.2.3.2. Polarizacion

Ademads de usar distintos valores para {, también se puede mejorar la aproximacion de la
base incluyendo términos de polarizacion, los cuales consisten en aumentar en 1 el valor
del momento angular de la funcién que se quiere trabajar.

En el conjunto base de Pople, se puede agregar un * después de la G para indicar que se
polarizan los d&tomos de la segunda fila, mientras que, si se agregan **, también se polariza
el &tomo H. En este trabajo se emplearon las bases con polarizacién 6-31G* y 6-31G** para
los métodos DFT y MP2 respectivamente.

4.3. Modelos de solvente implicito

Una parte importante de las optimizaciones geométricas moleculares consiste en consi-
derar los efectos del medio en el que se encuentra la molécula, como el solvente. Existen
dos enfoques principales en los cuales se pueden considerar estos efectos: el primero
consiste en describir explicitamente las moléculas individuales del solvente, mientras que
el segundo trata al solvente como un medio continuo. Este Gltimo método considera al
solvente como un medio uniforme caracterizado por una constante dieléctrica ¢, en el cual
la molécula se sittia en un cavidad en dicho solvente. Esta aproximacién es conocida como
modelos de solvente implicito.

4.3.1. Modelo de Born Generalizado (GB)

Este modelo se basa en el modelo de Born [31], en el cual, se considera la energia de
solvataciéon de una particula cargada en un solvente, en donde la molécula estd en una
cavidad esférica. Para una carga neta ¢, en una cavidad de radio @, en un medio continuo
con constante dieléctrica €, la energia de solvatacién se expresa como:

Gz—(l——)q— (4.41)

La ecuacidn 4.41 se utiliza para los métodos de mecénica molecular, la cual se incorpora a
la ecuacion de energia potencial del campo de fuerzas (ecuacién 4.1).
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4.3.2. Modelo del continuo polarizable (PCM)

En este modelo se emplean cavidades de van der Waals formadas por la unién de radios
atémicos de van der Waals escalados por un factor empirico. Si la distribucién de carga
superficial en la frontera entre el soluto y el solvente es o (s), la energia de solvatacion se
escribe como:

G= lf(f(s)( pM—(r)dsr) d’s (4.42)
2 [r—s|

donde pjy es la distribucién de carga del soluto [32].



Método computacional

En este trabajo, con objeto de estudiar las caracteristicas conformacionales de las moléculas
consideradas, se recurri6 a cdlculos de optimizacion de las mismas empleando métodos de
mecénica molecular y mecdnica cuéntica.

Para realizar los cdlculos con los métodos de mecanica molecular, se empleo el software
AMBER24 [33, 34], que usa campos de fuerzas del mismo nombre [22], en especifico, se
emple6 el campo de fuerzas BSC1 [35] el cual estd optimizado para el estudio del ADN; de
igual forma, se modificaron librerias del campo de fuerzas BSC1 para incluir pardmetros
del campo de fuerzas POLTEV [23], y asi realizar cdlculos de optimizacién con el mismo.

Por otro lado, se utilizo6 el software GAUSSIANO9 [36] para realizar los cdlculos de mecédnica
cudntica. En éste, para aproximar el funcional de intercambio y correlacién de DFT, se
usaron los funcionales GGA de Perdew-Burke-Ernzerhof PBEPBE [28], Perdew-Wang-91
PW91PW91 [27] y el funcional hibrido meta-GGA M05-2X [29]; mientras que, para las
funciones base se implementé el conjunto de bases 6-31G* [30]. De igual forma, en este
programa se realizaron los célculos de MP2 [37] con el conjunto de funciones base 6-
31G** [30]. Para considerar la influencia del solvente, se consideraron los métodos de
solvente implicito PCM (del inglés: Polarizable Continuum Model) para los métodos de
mecdnica cudntica, y el modelo GB (del inglés: Generalized Born) para los métodos de
mecdnica molecular.

Para hacer las modificaciones de citosina se utiliz6 el software GaussView6 [38], estos
cambios se realizaron a partir de una citosina candénica cambiando en la posicién 5 el
hidrégeno original por un grupo metil(—C Hs), un grupo hidroximetil (—C H> O H), un grupo
formil (-CHO) o un grupo carboxil (~COOH), segun fuese el caso. Para el caso de los
pares de bases, se construyeron a partir de un par de bases canénico G-C, cambiando en la
posicion 5 de la citosina el grupo funcional a considerar. Finalmente, para el estudio de los
nucleésidos se tomaron estructuras experimentales con la clase conformacional BB0O o
AA00 que contuviesen a la citosina canénica, e igual que con las estructuras anteriores, se
cambid el grupo funcional en la citosina en posicién 5.

Los dDMPs se obtuvieron de estructuras experimentales obtenidas de las bases de datos
PDB (Protein Data Bank) [39] y NAKB (Nucleic Acid KnowledgeBase) [40]. En estos bancos
de datos se buscaron diplex de ADN que contuviesen las modificaciones de citosina
consideradas en esta investigacion, encontrando diversas estructuras experimentales que
las contenian, para posteriormente, cortar los dDMPs de interés.

Como ejemplo, se tiene la estructura con el ID 4PAR (Figura 4.2) en la cual se puede observar
un fragmento de ADN rodeado por una proteina.
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Figura 4.2: Complejo de ADN-Proteina. ID 4PAR. Doble hélice de ADN (colores verde y rosa), rodeada por la
proteina AbaSI (en color morado).

El software ChimeraX nos permite quitar la proteina y quedarnos solo con la doble hélice
del ADN, como se puede ver en la Figura 4.3, en la que ademads resaltamos las posiciones
de la modificacién buscada, en este caso 5hmC.

Figura 4.3: Doble hélice del ADN de la estructura ID 4PAR. Se sefiala en cuadros rojos la modificacién 5hmC.

Finalmente, al tener ya identificada la posicién de la modificacién, con un editor de textos
se puede solo quedarnos con la estructura que nos interesa, en este caso un desoxitrinu-
cleésido difosfato (dTDP), como vemos en la Figura 4.4, con la modificacién de citosina en

medio de la cadena.

5hmC

Figura 4.4: Desoxitrinucledsido difosfato, en donde la modificacién 5hmC se encuentra en medio de la cadena.

Una vez obtenidos los dTDPs, empleando el software ChimeraX [41] se pueden obtener los
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dDMPs de esta tltima cadena. Igualmente, en Chimera se puede agregar los hidr6genos
faltantes, pues las estructuras experimentales no los contienen. Estas estructuras estan
cargadas negativamente, ya que el grupo fosfato presente en los dDMPs es un ién negativo,
como se vio en el Capitulo 3.1.3. Para realizar los calculos de optimizacién, las estructuras
deben estar neutralizadas, por lo que se agregan iones de sodio (Na™) con el software
GaussView16, a una distancia aproximada de 2.3 A de los 4tomos de oxigeno en el grupo
fosfato y en el mismo plano que forman el f6sforo y estos oxigenos. De esta manera se ob-
tiene la estructura final, la cual ya se puede optimizar con los softwares antes mencionados
(Figura 4.5).

Figura 4.5: Desoxidinucle6sido Monofosfato obtenido de la estructura ID 4PAR.

Para obtener los pardmetros estructurales de las estructuras estudiadas se usoé el softwa-
re ChimeraX y el programa en linea web3DNA [9, 42]. Para la clasificacién de las clases
conformacionales de cada dDMP considerado y estudiado se usé el programa en linea
DNATCO [43].



CAPITULO 5

ANTECEDENTES

Una parte fundamental para comprender las funciones biolégicas del ADN es el estudio
de su estructura tridimensional, ya que se puede comprender su interaccién con protei-
nas y demds biomoléculas. Desde su descubrimiento, se han realizado diversos estudios
experimentales mediante técnicas como la difraccién de rayos X y métodos de resonancia
magnética nuclear (NMR por sus siglas en ingles: Nuclear Magnetic Resonance) de frag-
mentos de ADN, cuyas estructuras resultantes han sido depositadas en los bancos de datos
NAKB [40] y PDB [39].

Mediante el andlisis de los dngulos de torsién sobre el SPB, como se describié en el Capitulo
3.1.5, ha sido posible caracterizar a las distintas familias conformacionales del ADN (A,
B y Z), asi como sus subdivisiones. En estudios recientes, al analizar cerca de 120,000
dinucleétidos provenientes de estructuras experimentales de ADN y ARN almacenadas
en los bancos de datos NAKB y PDB, mediante algoritmos de machine learning, se han
identificado hasta 96 clases conformacionales, dentro de las cuales se agrupan tanto las
familias principales como sus variantes estructurales, asi como hibridos entre ellas [6].

En esta clasificacion, la familia conformacional BI corresponde a las clases conformaciona-
les BB0O y BBO1, mientras que la familia conformacional BII se asocia a las clases BBO7. Por
otro lado, la familia conformacional Al se relaciona con las clases conformacionales AA00,
AA02, AA08 y AA09, mientras que la variacién All corresponde a las clases AA05 y AA06. En
nuestro trabajo, se estudiardn nucleésidos pertenecientes a las clases conformacionales
BB00 y AA0O.

Por otro lado, con el objetivo de estudiar no solo las conformaciones del SPB, sino también
las posibles interacciones que se forman entre las bases o entre bases y el SPB, se han
realizado estudios computacionales enfocados en la estructura del ADN, usando métodos
de mecdénica cuantica como DFT y métodos ab-initio. En particular, el Dr. Poltev y su grupo
identificaron que los fragmentos minimos capaces de proporcionar informacién relevante
sobre la estructura del ADN son los dDMPs [44, 45], ya que en el SPB se encuentra la mayor
contribucién a la estabilidad de la cadena tinica.

En este trabajo se estudian modificaciones de citosina en posicién 5, manteniendo sin
alteracion el resto de los 4tomos del anillo de la citosina y sus grupos funcionales. En
particular, estas modificaciones tienen un grupo oxo (=0) en el carbono 2, y el nitrégeno 3
tiene un doble enlace. En la referencia [46] se presenta un estudio teérico sobre nucleésidos
de bases naturales y bases modificadas, en conformaciones BB00 y AA0O. En dicho trabajo
se contemplan pirimidinas con las mismas caracteristicas estructurales que se estudian
en este trabajo, particularmente en el carbono 2 y el nitrégeno 3. Los resultados obtenidos
indican que que los nucleésidos con la conformacién AA0O es més favorable en vacio para
este tipo de estructuras.
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Finalmente, las modificaciones de citosina en posicién 5 de citosina presentes en el ci-
clo de metilacién y desmetilacién de la citosina, desempefian un papel importante, so-
bre todo en la regulacion epigenética del ADN. Estudiar sus efectos estructurales resulta
fundamental para comprender su relevancia funcional. En ese sentido, se han realizado
estudios de las modificaciones de citosina en posicién 5 presentes en el ciclo de metila-
cién y desmetilacion de citosina. En la referencia [47], mediante difraccién de rayos X, los
autores hacen una comparacién de los cambios estructurales del dodecdmero de Dicker-
son d(CGCGAATTCGCQG) [48,49], al agregar las modificaciones 5mCy 5hmC en lugar de
citosinas candnicas en las posiciones del tercer y noveno nucleétido, encontrando que
estas modificaciones no afectan a la forma B de la estructura general del dodecamero. En
el més reciente articulo del grupo del Dr. Poltev « Computational Study of the Changes in
the Conformations and Interactions of DNA Subunits Due to the Base Damage Induced
by Ionizing Radiation» (por publicar), después de un anélisis de varias estructuras que
contienen la modificacién 5fC, con métodos de mecdnica cuéntica y mecanica molecular,
se llega a la conclusion de que la modificacion 5fC no altera la estructura del diiplex del
ADN.



CAPITULO 6

RESULTADOS Y ANALISIS

En este capitulo se muestran los resultados obtenidos de los cdlculos computacionales
realizados para el estudio de los sistemas moleculares de interés, los cuales contienen
citosinas modificadas en posicion 5. En la seccion 6.1 se muestra el cambio de pardmetros
realizado en el software AMBER para incluir los pardmetros del potencial Poltev para dcidos
nucleicos, y asi utilizar este campo en el estudio de diferentes tipos de subunidades del
ADN. En las secciones 6.2, 6.3, 6.4 y 6.5 se muestran los resultados obtenidos de los estudios
realizados a las bases aisladas, pares de bases y nucle6sidos de las bases modificadas
5mC, 5hmC, 5fC y 5caC, respectivamente, asi como de sus posibles isémeros, en caso de
que existan. En la seccién 6.6 se realiza una comparacién de la citosina canénica con las
modificaciones estudiadas, para determinar si existen cambios estructurales significativos
en las subunidades de ADN analizadas al cambiar el grupo funcional en posicién 5 de
la citosina. Finalmente, en la seccién 6.7 se muestran los célculos realizados de dDMPs
conteniendo en su secuencia una base 5hmC.

6.1. Potencial POLTEV en AMBER

Como se menciond en la seccioén 5, en el estudio de nucledsidos de bases candnicas, se ha
observado una dependencia de la metodologia empleada, en particular para el nucleésido
de citosina. Usando métodos de mecanica cuantica en vacio, la conformacion AA0O es
mads favorable que la conformacién BB00. Sin embargo, utilizando métodos de mecédnica
molecular, empleando el software AMBER con el campo de fuerzas BSC1, la conformacién
BBO0O es la mads favorable [46]. Para determinar si esta discrepancia es dependiente del
campo de fuerzas empleado, se realizaron cambios en el software AMBER para incorporar
el potencial Poltev.

El campo de fuerzas Poltev incluye pardmetros que se ajustan a resultados experimenta-
les de 4cidos nucleicos, reproduciendo bien las interacciones presentes en los sistemas
estudiados con dicho campo de fuerzas. A pesar de que se desarrollé un software para
la optimizacién geométrica de pares de bases, y que reproducen bien las interacciones
presentes en estos, este software solo permite la optimizaciéon de dos moléculas, compues-
tas por anillos aromadticos, ya sea de purinas y/o pirimidinas, que estdn interactuando
como dimeros. Sin embargo, si se quiere estudiar una sola molécula empleando el campo
de fuerzas Poltev y que sea una subunidad distinta, tales como nucleésidos, es necesario
evaluar si se puede recurrir a otros softwares, como el software AMBER, y cambiar parte de
sus parametros con los pardmetros del potencial Poltev. Para integrar los pardmetros del
potencial Poltev en el software AMBER, se modificaron las bases de datos correspondientes,
en particular los coeficientes Ay B presentes en los término que consideran la interaccién
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de Van der Waals, asi como las cargas de los 4&tomos presentes en los acidos nucleicos.

En la Tabla 6.1 se muestran los tipos de 4&tomos considerados en el campo de fuerzas Poltev,
una descripcién de los tipos de d&tomos y los valores de 1y y €, con los cuales se pueden
calcular los coeficientes Ay B (con las ecuaciones ya mostradas en la seccién 4.1.1.5). Tales
coeficientes necesitan ser calculado pues son con lo que trabaja el software AMBER y serdan
modificados para considerar las interacciones como lo hace el campo de fuerzas Poltev.
Por otro lado, se utiliz6 un software disefiado para obtener las cargas de los &tomos. Una
vez obtenidas las cargas con este software, se modificaron librerias del software AMBER
para agregar dichas cargas. Las modificaciones ya mencionadas, realizadas en el software
AMBER, se realizaron tomando como base librerias empleadas para el campo de fuerzas
BSCI.

Tabla 6.1: Tipos de d&tomos considerados en el campo de fuerzas Poltev. Se muestra rp y € de cada dtomo.

Tipo de 4tomo Descripcion Io €
H1 Hidrégeno enlazado a carbono sp3 1.3498 0.0517
H2 Hidrégeno enlazado a carbono sp2 1.3498 0.0517
H3 Hidrégeno que puede hacer enlace por puente de hidrégeno | 1.3196 0.0518
Cl Carbono sp3 2.0000 0.0305
Cc2 Carbono sp2 1.9501 0.0568
N1 Nitrégeno en grupo amino 1.8996 0.0466
N2 Nitrégeno con triple enlace sencillo, no grupo amino 1.8799 0.0708
N3 Nitrégeno con enlace doble 1.8498 0.1073
01 Oxigeno con 2 enlaces sencillos 1.6497 0.0775
02 Oxigeno con 1 enlace doble 1.6299 0.1667

Una vez implementadas estas modificaciones en las bases de datos del software AMBER,
se realizaron cdlculos de pares de bases canénicos para comparar los resultados y ver
silaimplementacién de los pardmetros da una buena reproduccién de las interacciones
presentes o si se alejan demasiado de los resultados obtenidos con el campo de fuerzas BSC1
y con el campo de fuerzas Poltev utilizando su propio programa ya antes desarrollado. A la
reparametrizacion en el software AMBER, utilizando como base el campo de fuerzas BSC1,
para utilizar el campo de fuerzas Poltev en dicho programa, le llamamos BSC1-POLTEV.

En la Tabla 6.2 se muestran las energias de interaccion obtenidas para los pares de bases
canénicos de Watson y Crick A:T y G:C, calculados con el campo de fuerzas AMBER BSC1,
la reparametrizacion realizada en el software AMBER BSC1-POLTEYV, y con el software
especialmente disefiado para utilizar el potencial POLTEV.
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Tabla 6.2: Energia de interaccion de los pares de bases canénicos de Watson y Crick calculados con el campo de
fuerzas BSC1 y el potencial Poltev en el software AMBER. Se incluyen los resultados obtenidos con el programa
especificamente desarrollado para calcular energia de interaccion entre pares de bases, empleando el potencial
POLTEV. Se muestran las distancias de los enlaces de hidrégeno presentes en los pares de bases.

Energia de Interaccién [kcal/mol] Enlaces de hidrégeno [A]
Pares H-Bonds
BSC1 BSCI1-POLTEV POLTEV BSC1 BSC1-POLTEV POLTEV
N6-H---O4 | 1.87 1.88 1.91
AT -13.3 -11.9 -11.9
NI1---H-N3 | 1.88 1.92 1.88
06---H-N4 | 1.82 1.85 1.86
G:C -28.0 -27.1 -24.4 NI1-H---N3 | 1.91 1.91 1.96
N2-H---02 | 1.81 1.84 1.86

Para el par A:T no se obtuvo diferencia entre las energias de interaccién calculadas con
el programa especialmente disefiado para utilizar el potencial POLTEV y el cambio de
pardmetros en AMBER BSC1-POLTEV, mientras que se puede observar una diferencia
de 1.4 kcal/mol entre estos tltimos y BSC1. En cambio, para el par G:C se observa una
diferencia de energia de 2.7 kcal/mol entre los célculos realizados con BSC1-POLTEV y los
realizados con el programa especialmente disefiado para utilizar el potencial Poltev, en
adicion, se observa una diferencia de 0.9 kcal/mol entre los célculos realizados con BSC1 y
BSC1-POLTEV.

Se puede observar que no existen cambios significativos en las distancias de los enlaces
por puente de hidrégeno entre los pares optimizados con las tres metodologias.

Es importante notar que, aunque la energia de interaccién para el par G:C obtenida con la
reparametrizacién BSC1-POLTEV no se ajusta al resultado obtenido con el software disefa-
do para pares de bases con el funcional POLTEV, las distancias de los enlaces por puente de
hidrégeno si se ajustan bien. Sin embargo, para el par A:T si se tiene una reproduccién entre
las energias de interaccién obtenidas con el campo de fuerzas Poltevimplementado en dos
softwares diferentes. Por ellos, se procedi6 a considerar esta reparametrizacién para hacer
célculos con los nucleésidos y evaluar si hay una correcta reproduccién de las interacciones
presentes en dichas subunidades del ADN.

En la Tabla 6.3 se presentan los resultados obtenidos de la optimizacién geométrica rea-
lizada a los nucleésidos de bases canénicas A, G, C y T, considerando para cada base
nitrogenada nucleésidos en conformacién de la familia BBOO y de la familia AA0O. Se mues-
tra la energia obtenida de la optimizacién realizada con las dos metodologias empleadas
para cada nucleésido en las dos conformaciones posibles. Ademas, se incluye la diferencia
de energias entre las dos conformaciones de un mismo nucleésido, dependiente de la me-
todologia empleada (E(AA00)-E(BB00)), para conocer cuél conformacién es mas favorable
en cada caso.
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Se puede observar que, con ambas metodologias implementadas, la conformacién mas
favorable es la conformacién BB0O para todos los nucleésidos. Asimismo, se observa que las
diferencias de energia entre ambas conformaciones obtenidas con el método BSC1-POLTEV
se ajustan bien a los resultados del método BSC1.

Tabla 6.3: Diferencias de energias entre los nucleésidos de bases canénicas en conformacién de las familias BB0O
y AA0O, obtenidas con los métodos BSC1 y la reparametrizacién del mismo para la consideracién del campo de
fuerzas Poltev (BSC1-POLTEV). Se incluyen los angulos de torsién sobre SPB y el empaquetamiento del azticar
(puckering).

BASE Familia Meétodo Encamot  AEweamar | ¥[°] B[] [l 8[°1 €[l Puckering
BB00* 258 180 44 138 183
AA00* 200 173 55 82 206
BSC1 -41.5 0.0 220 174 55 145 170 C2’-endo
BB00
BSC1-POLTEV -4.1 0.0 205 180 54 148 184 (C2’-endo
Adenosina
BSC1 -40.1 1.4 205 178 56 84 183 C3’-endo
AA00
BSC1-POLTEV -2.9 1.2 190 181 55 86 185 (C3’-endo
BSC1 -81.2 0.0 224 171 54 145 175 C2’-endo
BB00
X BSC1-POLTEV -39.0 0.0 235 175 52 146 180 C2’-endo
Guanosina
BSC1 -79.7 1.5 205 177 55 85 189 (C3’-endo
AA00
BSCI1-POLTEV  -37.5 1.5 217 177 55 85 189 (C3’-endo
BSC1 -120.6 0.0 215 180 56 143 157 (C2’-endo
BB00
o BSC1-POLTEV  -57.9 0.0 202 184 56 146 180 (C2’-endo
Citidina
BSC1 -118.8 1.8 205 181 56 83 175 (C3’-endo
AA00
BSC1-POLTEV  -56.8 1.1 196 183 56 83 182 (C3’-endo
BSC1 -1.4 0.0 221 179 55 144 171 C2’-endo
BB00
BSC1-POLTEV -13.1 0.0 212 179 53 144 184 (C2’-endo
Timidina
BSC1 0.9 2.3 211 179 56 86 182 (C3’-endo
AA00
BSC1-POLTEV  -11.6 1.5 211 179 55 83 186 (C3’-endo

* Valores promedio para las torsiones de las familias conformacionales BB00 y AA0O.

También se observan los valores del dngulo glucosidico (y), y de los dngulos de torsién
en el SPB (B,7,8, y€), asi como el empaquetamiento del azticar (puckering). Los dngulos
de torsién relevantes para el andlisis de los nucleésidos son los dngulos vy, 6 y el dngulo
glucosidico y, ya que los d&ngulos sobre el SPB 3 y € incluyen la orientacion de los &tomos de
hidrégeno unidos a 05’ y O3, respectivamente, los cuales no se encuentran en realidad en
dichas posiciones, pues se tiene una continuidad de nucleétidos para formar la estructura
primaria del ADN. En el ADN natural, estos hidrégenos son reemplazados por 4&tomos de
fésforo pertenecientes al grupo fosfato. Por esta razén, el andlisis de los 4&ngulos de torsién
se centrard en los angulos vy, 0 y y.

Se puede observar en la Tabla 6.3 que los angulos de torsién y y § no cambian significa-
tivamente respecto al valor promedio de las familias conformacionales BBOO y AA0O. Por
otro lado, se encuentran diferencias grandes en los d&ngulos glucosidicos y al comparar con
los valores promedio de las conformaciones BB0O y AA0O, siendo la mayor diferencia en la
citidina, con un valor de 56°, pero siguen considerdndose dentro de la regién permitida
para dicha torsién en estas familias. Asimismo, se puede observar que no existen cambios
en el empaquetamiento del aztcar, siendo el mismo en todos los nucle6sidos, dependien-
te de la familia conformacional de los mismos: C3’-endo para los que se encuentran en
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conformacién AA00O y C2’-endo para los que se encuentran en conformacién BB0O.

Figura 6.1: Angulos de torsion en el esqueleto aziicar-fosfato (8, y, § y €) y dngulo glucosidico (y), en el nucleésido
citidina.

Los resultados obtenidos muestran que la implementaciéon de los pardmetros para la
consideracion del potencial Poltev en el software AMBER, al utilizar como base el campo
de fuerzas BSC1, ha resultado satisfactoria. Esto ha permitido poder utilizar el potencial
Poltev, con el uso del software AMBER, para el estudio de diferentes subunidades del ADN.
Asi, en las siguientes secciones también se usa el cambio de pardmetros para el estudio de
las modificaciones de citosina y sus isémeros, para observar la influencia del campo de
fuerzas modificado en los resultados obtenidos.

En los célculos sucesivos, para los pares de bases se usa el programa especificamente
disefiado para dcidos nucleicos con el potencial Poltevimplementado, y para los calculos de
los nucledsidos se usa la reparametrizacién BSC1-POLTEV (llamada de la misma manera).
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6.2. 5-metilcitosina

Esta modificacion (1,5-dimetil-citosina) es la més sencilla que se considera en este estudio,
ya que solo hay un cambio en el hidrégeno en la posicién 5 por un grupo metil, y dicha
modificacién no puede tener isémeros, pues el grupo metil es muy simple -es un dtomo de
carbono enlazado a tres hidrégenos, los cuales son indistinguibles entre siy se colocan de
forma simétrica alrededor del carbono. En la Figura 6.2 se muestra la optimizacién realizada
con PBE a esta base modificada, donde se puede observar la forma del grupo metil. En la
Tabla 6.4 se presentan las energfas totales calculadas con los métodos de mecénica cuantica
de la base aislada modificada.

5mC

A

Figura 6.2: Base 5mC. Optimizacién realizada con PBE.

Tabla 6.4: Energia total de la base aislada 5mC obtenida con los métodos de mecdnica cudntica.

Energia total [kcal/mol]

PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM

-296807.3  -296291.9 -296818.4 -296303.2

En la Tabla 6.4 se observa que con los métodos de mecdnica cudntica en vacio y con
solvente implicito, la energias mas favorables para las bases aisladas se obtienen al utilizar
el funcional PBE. Asimismo, notamos un aumento (alrededor de 10 kcal/mol) en las energias
totales obtenidas con los métodos de mecénica cuantica usando solvente implicito. De esta
forma, la metodologia PBE-PCM proporciona la base con la energia més favorable.
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Por otro lado, se realizaron célculos de optimizacién de pares de bases formados entre 5mC
y guanina canénica (base complementaria de citosina canénica), empleando métodos
de mecédnica molecular y mecdnica cudntica. En la Figura 6.3 se muestra la estructura
optimizada del par de bases G:5hmC obtenida con el funcional PBE. Se puede observar
la formacién de tres enlaces por puente de hidrégeno, mismos presentes en el par ca-
noénico G:C, de esta forma se observa que la metilacién en posicién 5 no interfiere en el
apareamiento de las bases.

-

Figura 6.3: Par de bases G:5mC. Optimizacion realizada con PBE.

En la Tabla 6.5 se muestra la energia de interaccién obtenida para este par con cada método.
Para los métodos de mecénica cudntica en vacio la energia de interaccién es de hasta
-32.3 kcal/mol, mientras que con agua como solvente implicito este valor es de hasta -22
kcal/mol, lo que indica una disminucién en la energia de interaccién al considerar solvente
implicito. Por otro lado, con los métodos de mecénica molecular en vacio, el valor de la
energia de interaccion es de hasta -27.8 kcal/mol, y con BSC1-GB (cédlculo que considera
solvente implicito) es de -15.1 kcal/mol. Al igual que con la metodologia de mecéanica
cudéntica, se observa una disminucién a la energia de interaccién al introducir agua como
solvente implicito en todas las metodologias empleadas.

Tabla 6.5: Energias de interaccion de los pares de bases G:5hmC obtenidas con los diferentes métodos de mecadnica
cudntica y mecdnica molecular.

Energia de interaccién [kcal/mol]

PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM | BSC1 BSC1-GB POLITEV

-32.3  -30.8 -22.0 -21.1 -27.8 -15.1 -25.4

En la tabla 6.6 se observan las distancias de los enlaces por puente de hidrégeno en el par
de bases, asi como las distancias C1’---C1’ obtenidos con las distintas metodologias, en los
cuales se puede observar que, estructuralmente, no hay diferencias significativas en dichas
distancias.
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Tabla 6.6: Distancias de los enlaces de hidrégeno entre los pares de bases de 5mC y la base candnica G obtenidas
con los diferentes métodos de mecdnica cudntica y mecénica molecular. Se muestra la distancia C1’---C1".

Enlace de hidrégeno[A]

H-Bond PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM | BSC1 BSC1-GB POLTEV
06---H-N4 | 1.73 1.79 1.81 1.88 1.82 1.88 1.87
NI1-H---N3 1.88 1.91 1.87 1.89 1.93 1.98 1.98
N2-H---02 1.86 1.91 1.81 1.87 1.80 1.83 1.86

Cl’---CI’ 10.75 10.69 10.74 10.67 10.72 10.78 10.81

Para comprender la influencia de esta modificacién en la conformacién de los nucleésidos,
se realizaron cdlculos de optimizacién a nucle6sidos de la modificaciéon 5mC, en conforma-
ci6on de las familias BBOO y AA0O, empleando métodos de mecdnica cudntica y mecénica
molecular.

En la Tabla 6.7 se muestran las diferencias de energias de los nucle6sidos de 5mC entre
las conformaciones BB0O y AA0O obtenidas de los célculos realizados con los distintos
métodos de mecdnica cudntica, tanto en vacio como con solvente implicito (PCM). Se
puede observar que tanto para los cédlculos realizados en vacio con PBE como para los de
MP2, la conformacién més favorable es AA0O, con una diferencia de 0.5 kcal/mol respecto
a la conformacién BB00, para ambos casos. Mientras que, al considerar en los cédlculos
PCM el nucle6sido més favorable es el que se encuentra en conformacién BB00, con una
diferencia de energias entre conformaciones de hasta 0.7 kcal/mol.

Tabla 6.7: Energias de nucledsidos de la base 5mC, en conformacién de las familias BB0OO y AA0O, obtenidas con
los métodos de mecdnica cudntica. Se muestra la diferencia de energias entre los nucleésidos en conformacién
BB00 y AA0O.

PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM
E[kcal/mol] AE E[kcal/mol] AE E[kcal/mol] AE Elkcal/mol] AE
BB00 AA00 [kcal/mol] BB00 AA00 [kcal/mol] BB00 AA00 [kcal/mol] BB0O AA00 [kcal/mol]

-536042.6

-536043.1

-0.5

-535143.9

-535144.4

-0.5

-536058.3

-536057.8

0.5

-535160.1

-535159.4

0.7

De igual forma, en la Tabla 6.8 se presentan las diferencias entre energias de las dos confor-
maciones obtenidas con los métodos de mecdnica molecular en vacio y con GB(solvente
implicito). Se encuentra que la conformacién BB0O es la més favorable, tanto en los calculos
realizados en vacio como en los que se considero solvente implicito, con una diferencia de
energia entre las conformaciones BB00 y AA0OO de hasta 1.2 kcal/mol en célculos realizados
en vacio y de 0.7 kcal/mol con los cédlculos realizados con solvente implicito.

Tabla 6.8: Energias de nucledsidos de la base 5mC, en conformacién de las familias BB0O y AA0O, obtenidas con
los métodos de mecdnica molecular. Se muestra la diferencia de energias entre los nucleésidos en conformacion
BB00 y AA0O.

BSC1 BSC1-POLTEV BSC1-GB
Efkcal/mol] AE Efkcal/mol] AE Elkcal/mol] AE
BB00 AA00 [kcal/mol] | BBOO AAO00 [kcal/mol] | BBOO AAO00 [kcal/mol]
-60.5 -59.3 1.2 -36.1 -35.1 1.0 -97.0 -96.3 0.7
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Por otra parte, para un andlisis mds detallado de los pardmetros estructurales de los nu-
cleésidos de 5mC obtenidos con distintas metodologias, para las dos conformaciones
estudiadas, en la Tabla 6.9 se muestran los valores de los 4&ngulos de torsién en el SPB de los
nucledésidos (B,7,8, y €), asi como el &ngulo de pseudorrotacioén (P) y el empaquetamien-
to del aztcar obtenidas con todas las metodologias. Asimismo, se muestran los valores
promedios de las torsiones correspondientes a las familias conformacionales BB0O y AAQO.

Se observa que en los dngulos de torsién sobre el SPB y y §, tanto con los métodos de
mecénica cudntica y mecanica molecular, en vacio y con solvente implicito, no se presentan
cambios significativos respecto a los valores promedio correspondientes a las familias AA0O
y BB00. En contraste, el &ngulo glucosidico y de la conformacién BB0O es el que mayor
diferencia presenta respecto al valor promedio, siendo el método BSC1-POLTEV el de mayor
diferencia con una variacion de 56°. En los métodos con solvente implicito las diferencias
en este dngulo, para los nucleé6sidos de esta conformacién, son a lo mas 30°, variacién
que estd dentro de las regiones consideradas para las torsiones de las respectivas familias
conformacionales. Asimismo, para la conformacién AA00, las diferencias en el dngulo
glucosidico se mantienen por debajo de los 30° con todas las metodologias empleadas.

Se observa que no se presentan cambios en el empaquetamiento del aztcar de los nu-
cle6sidos de 5mC obtenidos con todas las metodologias, siendo C2’-endo para los que se
encuentran en conformacién BB00 y C3’-endo para los que se encuentran en conformacion
AA00.

En la Figura 6.4 se muestran los nucle6sidos de 5mC en ambas conformaciones, obtenidos
con el funcional PBE. Solo se muestran los resultados obtenidos para ambas conformacio-
nes con esta metodologia, pues se han obtenido resultados muy semejantes, estructural-
mente hablando, con cada una de las metodologias empleadas.
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Tabla 6.9: Angulos de torsién del SPB de nucleésidos de 5mC en conformacién de las familias BB0O y AA00,
obtenidos con los métodos de mecdnica cudntica y mecanica molecular. Se incluyen pardmetros estructurales del
azucar (4ngulo de pseudorrotacién (P) y empaquetamiento del azicar (Puckering)).

Familia Método xl°1  BI°l ylel 61 el PI°l  Puckering

Promedio* 258 180 44 138 183

BSC1 223 188 52 141 69 161 (C2-endo
BSC1-POLTEV | 202 183 55 145 180 165 (C2’-endo
BSC1-GB 228 180 54 133 182 147 (C2’-endo

BB00
PBE 220 178 53 143 169 165 (C2’-endo
MP2 211 180 53 146 168 163 (C2’-endo
PBE-PCM 234 174 51 146 175 173 (C2-endo
MP2-PCM 230 175 50 148 175 168 (C2’-endo

Promedio* 200 173 55 82 206

BSC1 209 183 33 84 172 19 C3’-endo
BSC1-POLTEV | 197 183 56 83 182 18 C3’-endo
BSC1-GB 223 179 56 85 182 28 C3’-endo

AA00
PBE 197 178 54 83 187 10 C3’-endo
MP2 197 179 53 80 186 11 C3’-endo

PBE-PCM 201 170 52 8 192 10 C3’-endo

MP2-PCM 198 172 52 81 190 12 C3’-endo

* Valores promedio para las torsiones de las familias conformacionales BB0O y
AAO00.

shle

Figura 6.4: Nucledsidos de la base 5mC obtenidos con PBE. a) Nucledsido en conformacién de la familia BB0O. b)
Nucledsido en conformacion de la familia AA0O.
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En resumen, de los cdlculos realizados a las bases aisladas de 5mC con los métodos de
mecénica cudntica, se obtuvo una energia mas favorable con el funcional PBE con solvente
implicito (PCM).

En el caso de los pares de bases, con la metodologia de mecénica cudntica, se tiene que
la energia de interacciéon mas favorable entre 5mC y G se observa con el método PBE en
vacio. Por otro lado, con los métodos de mecanica molecular, la energia de interaccién més
favorable se da con el método BSC1 en vacio, mostrandose asi que, para este par su energia
de interaccién es mds favorable cuando no se considera solvente implicito en los célculos.
Asimismo, se observan los mismos enlaces por puente de hidrégeno presentes en el par
G:C, indicando que la metilacién en posicién 5 no afecta el apareamiento de las bases.

Finalmente, para los nucleésidos de dicha modificacién, en dos conformaciones diferentes,
se obtuvo que la conformacién mads favorable con los métodos de mecdnica cudntica
en vacio corresponde a la conformacion de la familia AA00. En cambio, al considerar
solvente implicito, la conformacién mads favorable corresponde a la conformacién BB0O0.
Con la metodologia de mecédnica molecular, tanto en vacio como con solvente implicito,
la conformacién més favorable corresponde a la conformacién BB0O. Por otro lado, no se
observan cambios significativos en los valores de los dngulos de torsién sobre el SPB y y &
respecto a los valores promedios de las conformaciones de las familias BB00 y AA0O, con
todas las metodologias empleadas.

Estos resultados serdn comparados en la seccién 6.6 con los obtenidos para la citosina ca-
nénica, para comprender la influencia de esta modificacién en las subunidades estudiadas.
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6.3. 5-hidroximetilcitosina

Al realizar los célculos computacionales para la 5hmC (1-metil-5-hidroximetil-citosina) se
encontraron varios isémeros estables de la base aislada utilizando los métodos de mecéanica
cudntica, los cuales se muestran en la Figura 6.5. Estos isémeros se pueden separar en dos
grupos: en el primer grupo se observa la formacién de un enlace por puente de hidrégeno
entre el oxigeno del grupo hidroximetil y unos de los hidrégenos del grupo amino presente
en la citosina candnica (isémeros del 1 al 4); mientras que en el segundo grupo dicho enlace
por puente de hidrégeno no esta presente (isémeros del 5 al 7).

Cabe destacar que se intent6 la bisqueda de mas estructuras, modificando la posicién
del grupo hidroximetil, como, por ejemplo, facilitar un enlace por puente de hidré6geno
entre el nitr6geno del grupo amino y el hidrégeno del grupo -OH, sin embargo, todas las
estructuras convergieron a una de las siete estructuras que se pueden observar en la Figura
6.5.

5hmC

X
XXt oxt oxe

Isémero 1 Isémero 2 Isémero 3 Isémero 4

Isémero 5 Isémero 6 Isémero 7
Figura 6.5: Isomeros de 5hmC. Optimizacion realizada con PBE.

En la Tabla 6.10 se presentan las energias totales de los isomeros de 5hmC obtenidas con
los métodos de mecdanica cudntica, asi como las diferencias de energia respecto al isomero
mas favorable, identificado como isémero 1.

Ademas, en la Tabla 6.11 se muestran pardmetros estructurales de los isémeros, tales como
la distancia del enlace por puente de hidrogeno (d) entre el grupo hidroximetil y el grupo
amino, y dngulos de torsién para observar la orientacién del oxigeno y del hidr6geno del
grupo hidroximetil (o y 7). De esta manera, se puede ver que, aunque la diferencia de
energfa entre el isémero 1 y el isémero 3 es nula con la metodologia de mecdnica cuéntica,
la orientacién del grupo -OH es diferente. Este mismo comportamiento se observa en los
isbmeros 2y 4.



CAPITULO 6. RESULTADOS Y ANALISIS 45

Para los isémeros del primer grupo, la diferencia de energia entre el isémero 1y los isémeros
2y 4 es de hasta 2.0 kcal/mol en vacio y se reduce a 1.3 kcal/mol cuando se usa solvente
implicito. Por otro lado, el isémero con la mayor diferencia de energia respecto al isémero 1
es el isémero 5, con valores de hasta 6.0 kcal/mol en vacio y hasta 4.9 kcal/mol con PCM,
observando de nuevo una reduccién en la diferencia de energia con solvente implicito. En
la Tabla 6.11 y la Figura 6.5, el grupo -OH del isémero 5 esté casi en el mismo plano que el
anillo de la citosina modificada.

En cuanto a los isémeros del segundo grupo, el isémero mds favorable es el isomero 6. En
la Tabla 6.11 se observa que los pardmetros estructurales de los isémeros 6 y 7 son muy
cercanos en valor absoluto, teniendo diferencias en su energia total de hasta 0.4 kcal/mol
en vacio y de hasta 0.2 kcal/mol con PCM. Ademas, la diferencia de energia del isémero
6 con el isémero 5, el cual es el menos favorable de todos los isémeros, es de hasta 1.3
kcal/mol en vacio y de hasta 1.2 kcal/mol con solvente implicito.

Tabla 6.10: Energias totales de los isomeros de 5hmC obtenidas con los métodos de mecénica cudntica. Se muestra
la diferencia de energia respecto al isomero mads favorable, denominado como isémero 1.

ShmG PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM
Elkcal/mol]  AEwcama | Elkcal/mol] AEwxemor | E[kcal/mol]  AEweamo | E[kcal/mol]  AEcamon
Isémero 1 -343957.4 0.0 -343374.4 0.0 -343969.0 0.0 -343386.7 0.0
Isémero 2 -343955.4 2.0 -343373.1 1.4 -343967.7 1.3 -343385.9 0.8
Isémero3 | -343957.4 0.0 -343374.4 0.0 -343969.0 0.0 -343386.7 0.0
Is6mero 4 -343955.4 2.0 -343373.1 1.4 -343967.7 1.3 -343385.9 0.8
Isémero 5 -343951.4 6.0 -343369.2 5.2 -343964.1 4.9 -343382.3 4.4
Isémero 6 -343952.7 4.7 -343370.2 4.3 -343965.3 3.7 -343383.3 3.4
Is6mero 7 -343952.5 4.9 -343369.7 4.7 -343965.3 3.7 -343383.1 3.6

Tabla 6.11: Parametros estructurales de los minimos de 5hmC: distancia entre O5 y HN4 (d), dngulo de torsién
entre los d&tomos C4-C5-CC5-0 (7 ), dngulo de torsién entre los &tomos C5-CC5-0O-H (7 7).

ShmG PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM

dlAl 10l Tl | diAl 7ol tl?l | diAl 7ol tlfl | diAl 7ol TH[%l
Isémero1 | 2.09 128.96 -54.83 | 2.15 12528  -56.70 | 2.06 131.05 -58.37 | 2,12 126.94 -59.70
Isémero2 | 2.09 125.70 168.71 | 2.15 121.85 172.82 | 2.05 127.71 165.43 | 2.13  122.80  169.88
Isémero3 | 2.09 -128.96  54.83 2,15 -125.28  56.70 2.06 -131.05  58.37 212 -126.94  59.70
Isémero4 | 2.09 -125.87 -168.75 | 2.15 -121.85 -172.90 | 2.05 -127.69 -165.52 | 2.13 -122.85 -169.94
Isémero 5 - -3.93 173.19 - -0.10 176.59 - 0.37 -179.85 - 4.90 -175.96
Isémero 6 - 18.58 63.43 - 17.35 67.00 - 9.45 70.00 - 9.63 71.88
Isémero 7 - -18.49 -61.75 - -15.61 -66.63 - -9.39 -70.09 - -7.75 -73.14

Por otro lado, se realizaron cdlculos de los pares de bases de todos los isémeros de 5hmC
con la base candnica G empleando todas las metodologias. En la Figura 6.6 se presentan
las estructuras del par de bases formado con el isémero més favorable en base aislada
de 5hmC con G, asi como los pares de bases correspondientes a los isémeros 5y 7, ya
que estos ultimos, como se analizard més adelante, presentan las energias de interaccion
mas favorables entre todos los isémeros analizados. Al igual que con 5mC, se observa la
formacion de tres enlaces por puente de hidrégeno, al igual que en el par canénico G:C,
con lo cual se observa que el grupo hidroximetil no interfiere en el apareamiento de las
bases.
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Figura 6.6: Par de bases G:5hmC. Optimizacién realizada con PBE. a) Par de bases G:5hmC isémero 1, el cual es
el minimo mads favorable en base aislada. b) Par de bases G:5hmC isémero 5. c) Par de bases G:5hmC isémero 7.
Estos tltimos son los pares mds favorables entre todos los isémeros.

En la Tabla 6.12 se presentan las energias de interacciéon de los pares de bases de los
diferentes isomeros de 5hmC y guanina, obtenidas con todas las metodologias utilizadas.
Las energias més favorables obtenidas con cada método se indican en negritas.

A diferencia de lo observado en las bases aisladas, donde el minimo de energia mas profun-
do se da cuando hay un enlace por puente de hidrégeno entre el grupo hidroximetil y el
grupo amino, en los pares de bases G:5hmC se encuentra que la interaccién mds favorable
se se encuentran con isémeros del segundo grupo de isémeros en bases aisladas (no presen-
tan enlace por puente de hidrégeno), ya sea con el isémero 5, observado con los métodos
PBE en vacio y el potencial Poltev, o con el isémero 7, observado con el método MP2-PCM,
o incluso con ambos, observado en los métodos MP2 en vacio, PBE-PCM y BSC1. Con el
método BSC1-GB las interacciones mds favorables se dan con los isémeros 6y 7.

Con los métodos de mecdanica cudntica en vacio se observa que la diferencia de energia
entre el minimo m4s favorable y el menos favorable es de hasta 1.8 kcal/mol, mientras que
usando solvente implicito, esta diferencia se reduce a 0.9 kcal/mol. Por otro lado, con los
métodos de mecanica molecular, usando el campo de fuerzas BSC1 en vacio, la diferencia
de energia entre los pares mas y menos favorables es de 1.5 kcal/mol, mientras que, usando
el modelo PCM, la diferencia se reduce a solo 0.1 kcal/mol. Finalmente, con el potencial
Poltev, se puede observar una diferencia de energia entre el par de bases mas favorable y el
menos favorable de 0.7 kcal/mol.
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Tabla 6.12: Energias de interaccion de los pares de bases de los diferentes isémeros de 5hmC con la base canénica
G obtenidas con los diferentes métodos de mecanica cudntica y mecdnica molecular. En negritas se indican los
pares de bases mds favorables con cada método.

G:ShmC Energia de interaccién [kcal/mol]
PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM | BSC1 BSC1-GB POLTEV
Isémero1 | -30.6 -29.4 -21.3 -20.5 -26.4 -14.9 -26.1
Isbmero2 | -30.7 -29.5 -21.3 -20.5 -26.6 -14.9 -26.3
Isbmero3 | -30.6 -29.3 -21.3 -20.1 -26.4 -14.9 -26.1
Isémero4 | -30.7 -29.2 -21.3 -20.5 -26.6 -14.9 -26.4
Isémero5 | -32.4 -30.8 -21.9 -20.9 -27.9 -14.9* -26.8
Isbmero 6 | -31.9 -30.3 -21.8 -20.8 -27.6 -15.0 -26.5
Isomero7 | -32.2 -30.8 -21.9 -21.0 -27.6 -15.0 -26.4

* Este isomero en base aislada se optimiza como el isémero 1.

Enla Tabla 6.13 se muestran las distancias de los enlaces por puente de hidrégeno de los pa-
res de bases, ademds de las distancias C1’---C1’ obtenidos con las diferentes metodologias.
Se puede observar que no existen diferencias significativas en tales distancias.
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Tabla 6.13: Distancias de los enlaces de hidrégeno entre los pares de bases de los diferentes isémeros de 5hmCy
la base canénica guanina obtenidas con los diferentes métodos de mecdnica cudntica y mecdnica molecular. Se
muestra la distancia C1’---C1".

Enlace de hidrégenol[A]
G:5hmC
H-Bond PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM | BSC1 BSC1-GB POLTEV
06---H-N4 | 1.75 1.81 1.83 1.90 1.83 1.89 1.87
N1-H---N3 | 1.88 1.91 1.87 1.89 1.93 1.98 1.89
Isémero 1
N2-H.--02 | 1.88 1.93 1.82 1.88 1.81 1.83 1.87
Cr'---Cr 10.74 10.69 10.73 10.67 10.73 10.79 10.69
06---H-N4 | 1.76 1.82 1.84 1.90 1.83 1.89 1.87
NI1-H---N3 | 1.88 1.91 1.87 1.89 1.93 1.98 1.89
Isémero 2
N2-H---02 | 1.88 1.93 1.82 1.87 1.81 1.83 1.87
Cr'---Cr’ 10.73  10.68 10.73 10.67 10.73 10.78 10.69
06---H-N4 | 1.75 1.81 1.84 1.87 1.83 1.89 1.87
N1-H---N3 | 1.88 1.92 1.87 1.91 1.93 1.98 1.89
Isémero 3
N2-H---02 | 1.88 1.92 1.82 1.85 1.81 1.83 1.87
Cr'---Cr 10.74 10.71 10.73 10.72 10.73 10.79 10.70
06---H-N4 | 1.76 1.81 1.84 1.90 1.83 1.89 1.87
NI1-H---N3 | 1.88 1.92 1.87 1.89 1.93 1.98 1.89
Isémero 4
N2-H---02 | 1.88 1.89 1.82 1.87 1.81 1.83 1.87
Cr'---cr 10.73 10.73 10.73 10.67 10.73 10.78 10.70
06---H-N4 | 1.73 1.79 1.81 1.88 1.82 1.89 1.86
NI1-H---N3 | 1.88 1.91 1.87 1.89 1.94 1.98 1.93
Isémero 5
N2-H---02 | 1.86 1.91 1.81 1.87 1.80 1.83 1.85
Cr'---Cr’ 10.74 10.68 10.73 10.67 10.73 10.78 10.75
06---H-N4 | 1.72 1.78 1.81 1.87 1.82 1.89 1.87
N1-H---N3 | 1.88 1.92 1.87 1.89 1.94 1.98 1.91
Isémero 6
N2-H.--02 | 1.87 1.91 1.81 1.86 1.80 1.83 1.86
Cl'---Cr’ 10.75 10.70 10.74 10.67 10.72 10.78 10.72
06---H-N4 | 1.72 1.79 1.81 1.88 1.82 1.89 1.86
NI1-H---N3 | 1.88 1.91 1.87 1.89 1.94 1.98 1.94
Isémero 7
N2-H.--02 | 1.87 1.92 1.82 1.87 1.80 1.83 1.86
Cr’---cr 10.74 10.68 10.73 10.67 10.72 10.78 10.74
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Asimismo, se realizaron céalculos de optimizacién de nucleésidos de todos los isémeros
de 5hmC, en las conformaciones de las familias BBOO y AA0O, empleando métodos de
mecdanica cudntica y mecénica molecular, para evaluar la influencia de la modificacién y
sus isémeros en la conformacién de los nucledsidos.

En la Tabla 6.14 se muestran las diferencias de energias entre las familias conformacionales
BB00 y AA0O obtenidas de los célculos realizados con las metodologias de mecéanica cuanti-
ca, tanto en vacio como con solvente implicito. Algunas de las estructuras son consideradas
artificiales, ya que presentan un enlace por puente de hidr6geno entre el SPB y la base
nitrogenada. Estas estructuras artificiales se indican en negritas.

Con los métodos de mecdanica cudntica en vacio, se observa que la conformacién AA0O es la
maés favorable, con diferencias de energia de hasta 2.1 kcal/mol respecto a la conformacién
BBO00. La tinica excepcién es con el método MP2 en vacio, la conformacién BB0O es més
favorable, sin embargo, ambas estructuras resultan ser estructuras artificiales, por lo que
no se consideran viables.

Por otro lado, al utilizar solvente implicito se observa que el nucle6sido més favorable es
el que se encuentra en conformacién BB00, con diferencias de energia con respecto a la
conformacién AAOO de hasta 2.4 kcal/mol. De igual forma, observamos 2 excepciones en
donde el nucleésido con la conformacién mads favorable es AA0O, con el método PBE-PCM,
para los nucledsidos con los isémero 5y 7 de 5hmC. Cabe destacar que en el nucledsido
con el isémero 7 de 5hmC con el método PBE-PCM, se observa que la conformacién AA00O
es una estructura artificial.

Tabla 6.14: Energias de nucledsidos de los diferentes isomeros de la base 5hmC, en conformacién de las familias
BBO00 y AA0O, obtenidas con los métodos de mecdnica cudntica. Se muestra la diferencia de energias entre los
nucleésidos en conformacién BB00 y AA00, obtenidas con los métodos de mecénica cudntica.

5hmC

PBE

MP2

PBE-PCM

MP2-PCM

Elkcal/mol]

BB0O

AAOO

AE
[kcal/mol]

Elkcal/mol]

BB00O

AA00

AE
[kcal/mol]

E[kcal/mol]

BB0O

AAOO

AE
[kcal/mol]

Elkcal/mol]

BB0O

AA0O

AE
[kcal/mol]

Isémero 1
Isémero 2
Isémero 3
Isémero 4
Isémero 5
Isémero 6

Isémero 7

-583192.8
-583190.6
-583193.0
-583190.7
-583187.1
-583188.7
-583188.3

-583193.4
-583191.2
-583193.6
-583191.2
-583188.9
-583190.9
-583189.3

-0.6
-0.6
-0.5
-0.5
-1.8
-2.1
-1.0

-582226.6
-582225.0
-582227.0
-582225.2
-582223.4
-582222.9
-582222.4

-582227.3
-582225.7
-582227.5
-582225.7
-582222.9
-582224.9

-582223.0

-0.7
-0.7
-0.5
-0.6
0.5

-2.0
-0.6

-583209.0
-583207.7
-583209.0
-583207.7
-583204.1
-583205.4

-583203.6

-583208.6
-583207.3
-583208.6
-583207.3
-583204.4
-583203.0
-583205.4

0.4
0.4
0.4
0.4
-0.2
2.4
-1.8

-582243.5
-582242.7
-582243.6
-582242.7
-582239.2
-582240.3
-582240.1

-582243.0
-582242.2
-582243.1
-582242.2
-582238.9
-582240.1
-582239.2

0.5
0.6
0.5
0.5
0.3
0.2
0.9

Por otro lado, en la Tabla 6.15 se muestran las diferencias de energia de los nucleé6sidos de
los isémeros de 5hmC respecto al nucledsido del isémero 1, empleando la metodologia de
mecdanica cuantica.

Se observa que el nucledsido con el isémero 1 es més favorable que los demds nucleésidos,
excepto por el nucleésido con el isémero 3. De los resultados de base aislada, estos isémeros
presentan la misma energia, el inico cambio se observa en la orientacién del grupo -OH.
Para los nucleédsidos, el -OH del grupo hidroximetil del isémero 1 de 5hmC se orienta hacia
3’, mientras que en el nucleésido del isémero 3 de 5hmC, el -OH se orienta hacia 5’, como
se ilustra en la Figura 6.7. De esta forma, el nucle6sido con isémero en el que el grupo -OH
se orienta hacia 5’ es mas favorable. Con los métodos de mecdnica cudntica en vacio, en
ambas conformaciones, se observa una diferencia entre estos dos isémeros de hasta 0.3
kcal/mol, mientras que, con solvente implicito, para la conformacién BBOO ambos isémeros
tienen la misma energia, y para la conformacién AA00, es mds favorable cuando el -OH se
orienta hacia 5’, con una diferencia respecto al nucleésido del isémero 1 de 0.1 kcal/mol.
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Cabe destacar que, aunque existen estructuras con enlaces por puente de hidrégeno entre
el SPBy la base, el nucleésido con el isémero 1 (o isémero 3), son més favorables.

a)

b)

[ 4

Figura 6.7: Nucledsidos de dos isémeros de 5hmC que en base aislada tienen la misma energia, pero grupo
hidroximetil apunta en direcciones contrarias. a) Isémero 1. Grupo hidroximetil apunta en direccién 3’. b) Isémero

3. Grupo hidroximetil apunta en direccién 5.

Tabla 6.15: Diferencias de energia de los nucleésidos con los isémeros de 5hmC respecto al nucleésido con el
isémero 1 de 5hmC obtenidas con los métodos de mecdanica cudntica.

AE [kcal/mol]
5hmC PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM
BB0O0O AAO00 | BBOO AA00 | BBOO AA00 | BBOO AA00

Isémero 1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Is6émero 2 2.1 2.2 1.6 1.6 1.3 1.3 0.8 0.8
Isbmero3 | -0.3 -0.2 -0.4 -0.2 0.0 -0.1 0.0 -0.1
Isémero 4 2.1 2.2 1.4 1.6 1.3 1.2 0.8 0.8
Isémero 5 5.7 4.5 3.2 4.4 4.8 4.2 4.4 4.1
Isbmero6 | 4.0 2.5 3.7 24 3.6 5.6 3.2 2.8
Isémero 7 4.4 4.1 4.2 4.3 5.4 3.2 3.4 3.8

En la Tabla 6.16 se presentan las diferencias de energia de las dos conformaciones de las
familias BBOO y AA0O obtenidas con la metodologia de mecénica molecular, tanto en vacio
como con solvente implicito.
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Para el campo de fuerzas BSC1, se observa que los nucleésidos correspondientes a isémeros
del segundo grupo tienden a optimizarse nucle6sidos con isémeros del primer grupo. Para
los nucledsidos del primer grupo con este campo de fuerzas, la conformacién mas favorable
es la que corresponde a la familia conformacional BB00, con una diferencia de hasta 1.0
kcal/mol respecto a la conformacién AAQO.

Asimismo, con el potencial Poltev, se observa que los nucle6sidos més favorables son los
que corresponden a la conformacién BB00, con diferencias en la energia de hasta 1.5
kcal/mol. Existe una excepciéon con el nucledsido del isémero 6 de 5hmC, en el cual, la
conformaciéon AAOO es més favorable, sin embargo, es una estructura artificial.

Finalmente, con el método BSC1-GB, se observa que, en todos los casos analizados, la
conformacién BB0O es la mads favorable, con una diferencia de 1.6 kcal/mol respecto a la
conformacién AA00.

Tabla 6.16: Energias de nucledsidos de los diferentes isémeros de la base 5hmC, en conformacién de las familias
BBO00 y AA0O, obtenidas con los métodos de mecanica molecular. Se muestra la diferencia de energias entre los
nucleésidos en conformacién BB0O y AA0O.

BSC1 BSC1-POLTEV BSC1-GB
5hmC E[kcal/mol] AE E[kcal/mol] AE Efkcal/mol] AE
BB00 AA00  [kcal/mol] | BBOO AA00 [kcal/mol] | BB0O AA00  [kcal/mol]

Isémero1 | -144.2 -143.3 1.0 -459 -449 0.9 -186.5 -184.9 1.6
Isbmero 2 | -142.2 -141.4 0.8 -46.5 -45.6 0.9 -186.6 -185.1 1.6
Isbmero 3 | -144.4 -143.4 1.0 -46.0 -45.0 1.0 -186.5 -184.8 1.6
Isémero4 | -142.1 -141.2 0.9 -46.5 -45.6 0.9 -186.6 -185.0 1.6
Isébmero 5 | -144.2* -143.4* 0.8 -429 -41.3 1.5 -186.6* -185.0* 1.6
Isbmero 6 | -144.2* -142.8 1.4 -42.2  -43.5 -1.2 -185.5 -183.9 1.6
Isbmero 7 | -144.4* -143.4* 1.0 -42.2  -40.8 1.4 -185.4 -183.6 1.8

* Estos nucledsidos que son del grupo 2, se optimizan a un nucleésido del grupo 1.

Asimismo, en la Tabla 6.17 se muestran las diferencias de energia de los nucleésidos de
los isdémeros de 5hmC respecto al nucledsido del isémero 1 de 5hmC, con los métodos de
mecdnica molecular.

Se pueden observar resultados variado. Con BSC1, el nucleésido con el isémero 3, el que
orienta el -OH hacia 5" es mds favorable, con el potencial Poltev los nucleésidos con los
isémeros 2 y 4 son més favorables, mientras que con BSC1-GB, en la conformacién BB0O,
los isémeros 2 y 4 son més favorables, y con la conformacién AA0O, todos los nucleésidos,
con todos los isémeros comparten su valor de energfa.
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Tabla 6.17: Diferencias de energia de los nucledsidos con los isémeros de 5hmC respecto al nucledsido con el
isémero 1 de 5hmC obtenidas con los métodos de mecanica molecular.

AE [kcal/mol]
5hmC BSC1 BSC1-POLTEV BSC1-GB

BB00 AAO00 | BBOO AA00 | BBOO AA00

Isémero 1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Isomero2 | 2.1 1.9 -0.6 -0.6 -0.1 0.0
Isémero3 | -0.1 -0.1 -0.1 0.0 0.0 0.0
Isomero4 | 2.1 2.1 -0.6 -0.6 -0.1 0.0

Isbmero 5 - - 3.0 3.6 - -
Isémero 6 - 0.5 3.6 1.5 1.0 0.0
Isémero 7 - - 3.7 4.1 1.1 0.0

En la Tabla 6.18 se muestra las diferencias de energia entre los nucleésidos de los isémeros
de 5hmC con la misma energia total de bases aisladas, pero con dngulos de torsion 7o dife-
rentes para los pares de isémeros (2 y4) y (6 y 7) obtenidas con todas las metodologias. No
se incluyen los nucleé6sidos de los isémeros 1y 3 pues ya fueron discutidos anteriormente.
En los nucleésidos de los isémeros 2 y 6 de 5hmC, el grupo -OH se orienta hacia 3’ del
azucar fosfato, mientras que en nucleésidos de los isémeros 4 y 7 de 5hmC el grupo -OH se
orienta hacia 5.

Para los nucleésidos de los isémeros 2 y 4 de 5hmC, se observa que, en la mayoria de los
casos, con los métodos de mecdnica cuantica, ambas orientaciones del grupo hidroximetil
tienen la misma energia, exceptuando PBE-PCM, en donde la orientacién 3’ es la més
favorable, en conformacién AA0O, con una diferencia de 0.2 kcal/mol respecto a la orienta-
cién 5'. De igual forma, con MP2, la orientacién més favorable, con una diferencia de 0.1
kcal/mol, en conformacién BB0O0, es la orientacién 5’. Por otro lado, con los métodos de
mecénica molecular, los nucleésidos con familia conformacional BB0O presentan la misma
energia en ambos isémero; mientras que en la conformacién AA00, con los métodos en
vacio, la orientacién hacia 5’ es més favorable, con una diferencia de 0.1 kcal/mol respecto
ala orientacién 3’, y con el método BSC1-GB, la orientacién més favorable es 3’, con una
diferencia de 0.1 kcal/mol respecto a la orientacién 5.

Finalmente, para los nucleésidos de los isémeros 6 y 7, en la mayoria de los métodos de
mecdnica cudntica, la orientacién mas favorable es 3’, con una diferencia de hasta 1.9
kcal/mol en vacio y de 2.7 kcal/mol con PCM respecto a la orientacién 5’, inicamente con
el método PBE-PCM, la orientacién mas favorable es 5’, con una diferencia de 0.6 kcal/mol
respecto ala orientacion 3. Cabe destacar que las bases de los nucleésidos correspondientes
alos isémeros 6 y 7 con BSC1, se optimizan a un isémero del primer grupo, por lo cual no
se incluyen en la Tabla 6.18. Con el método BSC1-POLTEYV, la orientacién mds favorable
es 3’ con una diferencia de hasta 0.9 kcal/mol respecto a la orientaciéon 5, mientras que
con BSC1-GB, la conformacién BB00, ambas orientaciones tienen la misma energia, y la
conformacién AA00, la orientacién mas favorable es 3’, con una diferencia de 0.3 kcal/mol
respecto a la orientacion 5.
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Tabla 6.18: Diferencias de energias con los isémeros de misma energia en base aislada, pero angulos de torsiéon
del grupo -OH diferentes.

AE [kcal/mol]
5hmC PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM BSC1 BSC1-POLTEV BSC1-GB

BB00O AA00 | BBOO AA00 | BBOO AA00 | BBOO AA00 | BBOO AA00 | BBOO AA00 | BBOO AA00

Iso4-Iso2 0.0 0.0 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.0 0.0 0.0 -0.1 0.0 -0.1 0.0 0.1
Iso7-Iso6 | 0.4 15 0.5 1.9 -0.1 -0.6 0.0 2.7 - - 0.2 0.9 0.0 0.3

En la Tabla 6.19, 6.20, 6.21 y 6.22 se muestran los valores de los dngulos de torsién en el
SPB (B,7,9 y ¢€), asi como el dngulo glucosidico ¥, el &ngulo de pseudorrotacién P y el
empaquetamiento del aztcar obtenidas con todas las metodologias de los nucleésidos
con los isémeros 1, 2, 3, y 4 respectivamente de 5ShmC. Asimismo, se muestran los valores
promedios de las torsiones correspondientes a las familias conformacionales BB0O y AAQO.

En todos estos nucledsidos, se observa que no hay cambios significativos en los dngulos
Y v 6, con diferencias en los valores de los dngulos respecto a los valores promedio de
las conformaciones BB0O y AA0O por debajo de los 30°. Al igual que con 5mC, el d&ngulo
glucosidico y de la conformacién BB0O presenta una diferencia en sus valores respecto al
valor promedio por encima de los 30°, con los métodos en vacio, las mayores diferencias
se dan con el método BSC1-POLTEYV en los cuatro nucledsidos. Al contrario, con solvente
implicito, las diferencias de este d&ngulo con el valor promedio se mantienen por debajo de
los 30°. Por otro lado, para la conformaciéon AA00, las diferencias en el &ngulo y respecto al
valor promedio de la conformacién AA0O se mantienen por debajo de los 30°

De igual manera, no se observan cambios en el empaquetamiento del aziicar de los nu-
cle6sidos de los cuatro isémeros de 5hmC, siendo C2’-endo para la conformacién BB0O y
C3’-endo para la conformacién AA0O.

En las Figuras 6.8, 6.9, 6.10 y 6.11 se muestran los nucledsidos de los isémeros 1, 2,3y 4
respectivamente, en sus conformaciones BB00 y AA0O, con el método PBE en vacio. Solo se
muestran los resultados obtenidos con esta metodologia pues con las demés metodologias
se obtienen resultados muy semejantes.
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Tabla 6.19: Angulos de torsién del SPB de nucleésidos del isémero 1 de 5ShmC en conformacién de las familias
BBO00 y AA0O, obtenidos con los métodos de mecdnica cudntica y mecénica molecular. Se incluyen pardmetros
estructurales del azticar (dngulo de pseudorrotacion (P) y empaquetamiento del aziicar (Puckering)).

Familia Método xl°1  BI°l ylel 61 el PI°l  Puckering
Promedio* 258 180 44 138 183
BSC1 219 188 56 143 95 163 (C2’-endo
BSC1-POITEV | 202 184 56 145 180 166 (C2’-endo
BBOO BSC1-GB 229 180 56 140 177 158 (C2’-endo
PBE 221 178 53 143 169 165 C2’-endo
MP2 210 181 53 146 169 163 (C2’-endo
PBE-PCM 234 173 52 146 175 173 (C2’-endo
MP2-PCM 231 175 51 148 175 168 (C2’-endo
Promedio* 200 173 55 82 206
BSC1 200 186 55 82 159 12 C3’-endo
BSC1-POITEV | 194 183 55 84 181 14 C3’-endo
AAGO BSC1-GB 220 179 57 82 175 23 (C3’-endo
PBE 197 177 54 83 187 10 C3’-endo
MP2 194 179 54 81 185 10 C3’-endo
PBE-PCM 201 171 53 84 192 9 C3’-endo
MP2-PCM 198 173 53 82 190 11 C3’-endo

*Valores promedio para las torsiones de las familias conformacionales BB00 y
AA00.

Figura 6.8: Optimizacion de nucle6sidos del isémero 1 5hmC con PBE

AA00.

. a) Conformacién BB00. b) Conformacion
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Tabla 6.20: Angulos de torsién del SPB de nucleésidos del isémero 2 de 5ShmC en conformacién de las familias
BBO00 y AA0O, obtenidos con los métodos de mecdnica cudntica y mecénica molecular. Se incluyen pardmetros
estructurales del azticar (dngulo de pseudorrotacion (P) y empaquetamiento del aziicar (Puckering)).

Familia Método xl°1  BI°l ylel 61 el PI°l  Puckering

Promedio* 258 180 44 138 183

BSC1 220 189 56 143 96 161 (C2’-endo
BSC1-POLTEV | 202 185 56 145 179 165 (C2’-endo
BSC1-GB 229 180 56 140 177 158 (C2’-endo

BB00
PBE 222 178 53 143 169 164 (C2’-endo
MP2 211 180 53 146 168 163 (C2’-endo
PBE-PCM 234 173 52 146 175 173 (C2-endo
MP2-PCM 231 175 51 148 175 168 (C2’-endo

Promedio* 200 173 55 82 206

BSC1 206 186 56 81 161 16 C3-endo
BSC1-POLTEV | 196 184 56 83 181 16 C3’-endo
BSC1-GB 220 179 57 82 176 23 C3-endo

AA00
PBE 197 181 55 83 188 10 C3-endo
MP2 195 182 54 80 186 11 C3-endo

PBE-PCM 201 171 53 84 192 9 C3-endo

MP2-PCM 198 173 53 81 190 11 C3-endo

*Valores promedio para las torsiones de las familias conformacionales BB00 y

AA00.
_— ;

Figura 6.9: Optimizacion de nucleésidos del isémero 2 de 5hmC con PBE. a) Conformacién BB00. b) Conformacién
AA00.
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Tabla 6.21: Angulos de torsién del SPB de nucleésidos del isémero 3 de 5ShmC en conformacién de las familias
BBO00 y AA0O, obtenidos con los métodos de mecdnica cudntica y mecénica molecular. Se incluyen pardmetros
estructurales del azticar (dngulo de pseudorrotacion (P) y empaquetamiento del aziicar (Puckering)).

Familia Método xl°1  BI°l ylel 61 el PI°l  Puckering

Promedio 258 180 44 138 183

BSC1 219 189 56 144 96 162 (C2-endo
BSC1-POLTEV | 202 185 56 146 180 166 C2’-endo
BSC1-GB 227 180 56 140 177 158 (C2’-endo

BB00
PBE 216 179 54 143 169 165 (C2’-endo
MP2 209 181 54 146 169 164 (C2’-endo
PBE-PCM 231 174 52 146 176 173 (C2-endo
MP2-PCM 227 175 51 148 176 169 (C2’-endo

Promedio 200 173 55 82 206

BSC1 204 186 56 81 161 15 C3’-endo
BSC1-POLTEV | 197 184 56 83 182 17 C3’-endo
BSC1-GB 217 179 57 82 176 20 C3’-endo

AA00
PBE 197 179 54 83 187 10 C3’-endo
MP2 195 181 54 81 186 11 C3’-endo

PBE-PCM 201 171 53 8 192 10 C3’-endo

MP2-PCM 198 173 52 82 190 12 C3’-endo

Figura 6.10: Optimizacién de nucleésidos del isémero 3 de 5hmC con PBE. a) Conformacién BB00. b) Conforma-
cion AA0O.
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Tabla 6.22: Angulos de torsién del SPB de nucleésidos del isémero 4 de 5ShmC en conformacién de las familias
BBO00 y AA0O, obtenidos con los métodos de mecdnica cudntica y mecénica molecular. Se incluyen pardmetros
estructurales del azticar (dngulo de pseudorrotacion (P) y empaquetamiento del aziicar (Puckering)).

Familia Método xl°1  BI°l ylel 61 el PI°l  Puckering
Promedio 258 180 44 138 183
BSC1 217 189 56 143 96 161 (C2’-endo
BSC1-POITEV | 202 185 56 145 179 165 (C2’-endo
BE0O BSC1-GB 227 180 56 141 177 158 (C2’-endo
PBE 216 178 53 143 168 165 C2’-endo
MP2 208 181 53 146 168 163 (C2’-endo
PBE-PCM 231 174 52 146 176 173 (C2’-endo
MP2-PCM 227 175 51 148 176 168 (C2’-endo
Promedio 200 173 55 82 206
BSC1 202 186 55 81 160 14 C3’-endo
BSC1-POLTEV | 196 184 56 83 181 16 (C3’-endo
AAGO BSC1-GB 217 179 57 82 176 23 (C3’-endo
PBE 197 177 53 83 187 10 C3’-endo
MP2 195 178 53 81 186 12 C3’-endo
PBE-PCM 201 171 52 84 192 10 C3’-endo
MP2-PCM 198 172 52 81 190 12 C3’-endo
a)

Figura 6.11: Optimizacion de nucledsidos del isémero 4 de 5hmC con PBE. a) Conformacién BB00. b) Conforma-
cién AA0O.

Para los nucleésidos del isémero 5, se encuentra algunos cambios significativos. En la
Tabla 6.23 se muestran los valores de los angulos de torsién en el SPB (8,7,0 y €), asi
como el dngulo glucosidico y, el &ngulo de pseudorrotacién P y el empaquetamiento del
azucar obtenidas con todas las metodologias del nucleésido con el isémero 5 de 5hmC.
Asimismo, se muestran los valores promedios de las torsiones correspondientes a las
familias conformacionales BBOO y AAQO.
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Se observa que existe cambio en el empaquetamiento del azticar cuando hay una estructura
artificial, en los métodos en vacio MP2, con ambas familias conformacionales BB00 y AA0O,
cambiando a C2’-exo en la conformacién AA00 y a C3’-exo en la conformacién BBO0O, asi co-
mo con el método PBE en conformacién AA00O, cambiando a C2’-exo su empaquetamiento.

Tabla 6.23: Angulos de torsion del SPB de nucleésidos del isémero 5 de 5hmC en conformacién de las familias
BBO00 y AA0O, obtenidos con los métodos de mecanica cuantica y mecdnica molecular. Se incluyen pardmetros
estructurales del azticar (dngulo de pseudorrotacién (P) y empaquetamiento del aztcar (Puckering)).

Familia Método xl°1 Bl ylel 6011 €l Pl Puckering
Promedio 258 180 44 138 183
BSC1! 219 188 56 144 95 163 C2-endo
BSC1-POLTEV | 202 174 53 148 180 176 (C2’-endo
BBOO BSC1-GB! 227 180 56 141 177 158 (C2’-endo
PBE 233 105 51 142 172 168 (C2’-endo
MP22 184 126 48 152 170 205 C3’-exo
PBE-PCM 239 120 49 145 175 179 (C2’-endo
MP2-MP2 230 160 49 149 175 171 (C2’-endo
Promedio 200 173 55 82 206
BSC1! 204 186 56 81 161 15 C3’-endo
BSC1-POLTEV | 195 176 54 84 182 15 C3’-endo
AAGO BSC1-GB! 217 179 57 82 176 23 (C3’-endo
PBE? 181 94 41 90 195 349 C2’-exo
MP2? 181 98 42 88 194 351 C2’-exo
PBE-PCM 211 91 48 84 193 11 C3’-endo
MP2-PCM 200 97 49 81 191 13 (C3’-endo

! Estos nucleésidos se optimizan a un nucleésido del grupo 1.
2 Enlace por puente de hidrégeno entre el SPB y la base.

En la Figura 6.12 se observan los nucleésidos del isémero 5 que no cambian empaqueta-
miento, asi como unas estructuras en la que hay cambio del empaquetamiento.
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a)

Figura 6.12: Optimizacion de nucleésidos del isémero 5 de 5hmC con varios métodos. a) Conformacién BB0O,
PBE-PCM. b) Conformacién AA00 PBE-PCM. c¢) Conformaciéon BB00, BSC1, d) Conformacién AA00, BSC1. En
estos ultimos, la base se optimiza al isémero 3.

En la Tabla 6.24 se muestran los valores de los pardmetros estructurales de los nucledsidos:
dngulos de torsion en el SPB (B,y,6 y ¢€), el angulo glucosidico y, el angulo de pseudo-
rrotacién P y el empaquetamiento del azticar obtenidas con todas las metodologias del
nucleésido con el isémero 6 de 5hmC. Asimismo, se muestran los valores promedios de las
torsiones correspondientes a las familias conformacionales BB00 y AA0O.

Aligual que con el nucleésido del isémero 5, existe un cambio en el empaquetamiento del
azucar cuando hay una estructura artificial. Con los métodos BSC1 y BSC1-POLTEV se dan
estas estructuras artificiales, lo que cambia el empaquetamiento del azticar a C2’-exo.
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Tabla 6.24: Angulos de torsién del SPB de nucleésidos del isémero 6 de 5ShmC en conformacién de las familias
BBO00 y AA0O, obtenidos con los métodos de mecdnica cudntica y mecénica molecular. Se incluyen pardmetros
estructurales del azicar (dngulo de pseudorrotacion (P) y empaquetamiento del azticar (Puckering)).

Familia Método xl°1 Bl oyl 611 el PIl  Puckering
Promedio 258 180 44 138 183
BSC1! 219 188 56 144 95 163 (C2’-endo
BSC1-POITEV | 203 176 54 147 180 174 (C2’-endo
BBOO BSC1-GB 230 180 56 139 177 156 C2’-endo
PBE 224 134 50 144 171 176 C2’-endo
MP2 220 148 50 147 171 170 C2’-endo
PBE-PCM 232 163 50 146 175 176 C2’-endo
MP2-PCM 228 168 50 148 175 170 C2’-endo
Promedio 200 173 55 82 206
BSC1? 180 198 53 86 160 351 C2’-exo
BSC1-POLTEV? | 183 180 50 86 181 354  (C2'-exo
AAQD BSC1-GB 222 179 57 82 176 25 (C3’-endo
PBE 195 98 54 82 189 6 C3’-endo
MP2 193 105 53 81 188 8 C3’-endo
PBE-PCM 198 161 52 84 192 8 C3’-endo
MP2-PCM 195 166 52 81 190 10 C3’-endo

! Este nucleésido se optimiza a un nucleésido del grupo 1.
2 Enlace por puente de hidrégeno entre el SPB y la base.

En la Figura 6.13 se observan estructuras con empaquetamiento normal, C2’-endo para
la conformacién BB00 y C3’-endo para la conformacién AA00, asi como estructuras con

cambio en el empaquetamiento
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a)

Figura 6.13: Optimizacién de nucleésidos del isémero 6 de 5hmC con varios métodos. a) Conformacién BB0O,
PBE-PCM. b) Conformacién AA00 PBE-PCM. c) Conformacién BB00, BSC1. La base se optimiza al isémero 3.

Finalmente, en la Tabla 6.25 se muestran los valores de los pardmetros estructurales de los
nucleésidos: dngulos de torsién en el SPB (f,y,d y¢€), el &ngulo glucosidico y, el &ngulo de
pseudorrotacién P y el empaquetamiento del azticar obtenidas con todas las metodologias
del nucleésido con el isémero 7 de 5hmC. Asimismo, se muestran los valores promedios de
las torsiones correspondientes a las familias conformacionales BB00O y AA0O.

Asi como en los isémeros 5 y 6, cuando existe una estructura artificial, hay un cambio
en el empaquetamiento del azticar. Con los métodos MP2 y PBE-PCM encontramos un
cambio en el empaquetamiento al tener estructuras artificiales, siendo C2’-exo el nuevo
empaquetamiento.



CAPITULO 6. RESULTADOS Y ANALISIS

62

Tabla 6.25: Angulos de torsién del SPB de nucleésidos del isémero 7 de 5ShmC en conformacién de las familias
BBO00 y AA0O, obtenidos con los métodos de mecdnica cudntica y mecénica molecular. Se incluyen pardmetros
estructurales del azicar (dngulo de pseudorrotacion (P) y empaquetamiento del azticar (Puckering)).

Familia Método xl°1  BI°l ylel 61 el PI°l  Puckering
Promedio 258 180 44 138 183
BSC1! 219 189 56 144 96 162 (C2’-endo
BSC1-POITEV | 203 178 54 147 180 171 (C2’-endo
BE0O BSC1-GB 227 180 56 140 177 157 (C2’-endo
PBE 227 147 50 145 170 175 (C2’-endo
MP2 215 161 51 148 169 169 (C2’-endo
PBE-PCM 234 164 50 146 175 175 (C2’-endo
MP2-PCM 231 168 50 148 175 170 C2’-endo
Promedio 200 173 55 82 206
BSC1! 205 186 56 82 161 15 C3’-endo
BSC1-POITEV | 196 178 55 84 183 15 C3’-endo
AAGO BSC1-GB 217 179 57 81 176 24 (C3’-endo
PBE 197 101 47 85 193 5 C3’-endo
MP2? 185 109 44 8 194 355 C2-exo
PBE-PCM? 185 99 41 88 194 351 C2’-exo
MP2-PCM 200 166 52 82 190 12 C3’-endo

! Estos nucleésidos se optimizan a un nucleésido del grupo 1.
2 Enlace por puente de hidrégeno entre el SPB y la base.

En la Figura 6.14 se muestran estructuras con el empaquetamiento normal, C2’-endo para
conformacién BB00 y C3’-endo para conformacién AA00. Se muestran algunos nucleésidos
en donde cambia el empaquetamiento, o que la optimizacién de la base no coincide con el

isbmero que se estd analizando.
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a)

Figura 6.14: Optimizacién de nucleésidos del isémero 7 de 5hmC con varios métodos. a) Conformacién BB0O,
PBE. b) Conformacién AA00 PBE. ¢) Conformacién BB00, BSC1. La base se optimiza en isémero 3.
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Recapitulando, se realizaron célculos de optimizacién geométrica de isémeros de 5hmC
de base aislada con métodos de mecanica cuantica, encontrando 7 isémero, cuatro de los
cuales forman un enlace por puente de hidr6geno entre el grupo hidroximetil y el grupo
amino de la base, y tres en los cuales no existe este enlace. se encuentra que el isémero mas
favorable pertenece al grupo 1. Ademads, se encuentra que existen isémeros con la misma
energia, en los cuales solo cambia la direccidn del grupo hidroximetil.

Asi mismo, se realizaron célculos con todas las metodologias de los pares de bases de estos
isémero de 5hmC con la base complementaria G, encontrando que el par mds favorable
se da con isdmeros en donde no se forma enlace por puente de hidrégeno entre el grupo
hidroximetil y el grupo amino. Estructuralmente, no se encuentra cambios en estos pares
de bases. Asi mismo, vemos que el grupo hidroximetil no altera el apareamiento del par de
bases, manteniendo los tres enlaces por puente de hidrégeno presentes en el par canénico
G:C.

Para los nucleésidos, se observa que la orientacién del grupo hidroximetil es importante,
ya que cuando el grupo hidroximetil estd orientado hacia 5’, el nucledsido es mas favorable
que cuando estd orientado hacia 3’. Para los demas nucleésidos de isémeros de 5hmC
que comparten energia en base aislada (isémeros 2 y 4 e isémeros 6 y 7) se encuentran
discrepancias entre la metodologia utilizada.

En los dngulos de torsion, no existen cambios significativos entre los dngulos y y 6 respecto
a los valores promedio de las familias conformacionales BB0OO y AA0O. Por otro lado, en-
contramos que el dngulo glucosidico y en la conformacién BB0O es més cercano al valor
promedio de la familia conformacional BB0O con los métodos en los que se usa solvente
implicito, por otro lado, con los métodos en vacio, la diferencia del valor del dngulo y
respecto al valor promedio de la conformacién BB00 es mayor a 30°

Asimismo, se encuentra que la conformacién AA0O en vacio es mds favorable con los
métodos de mecénica cudntica, mientras que la conformacién BB00O es mds favorable con
solvente implicito y los métodos de mecanica molecular.

Por ultimo, se encuentra que existen cambios estructurales en los nucleésidos de is6-
meros de 5hmC cuando existen estructuras artificiales, cambios que se pueden ver en
el empaquetamiento del azicar. Cuando hay una estructura artificial de conformacién
BB00, el empaquetamiento cambia a C3’-exo; mientras que, sila estructura artificial es de
conformacion AA00, el empaquetamiento del azticar es C2’-exo.

Parte de estos resultados se usardn en la seccién 6.6 para la comparacién con C canénica.



CAPITULO 6. RESULTADOS Y ANALISIS 65

6.4. 5-formilcitosina

Para la modificacién 5fC (1-metil-5-formil-citosina) se encontraron dos isémeros estables
con los métodos de mecdanica cudntica, los cuales se muestran en la Figura 6.15, en uno
de ellos existe un enlace por puente de hidrégeno entre el oxigeno del grupo formil y un
hidrégeno del grupo amino presente en la citosina canénica; mientras que en el segundo
isémero no estd presente este enlace.

También con 5fC se buscd la existencia de otros isémeros al modificar la posicién del grupo
formil, como, por ejemplo, colocar el oxigeno fuera del plano de la base, sin embargo, todos
terminaban por optimizar a uno de los 2 isémeros que se ven en la Figura 6.15.

5fC

Isémero 1 Isémero 2

Figura 6.15: Isomeros de 5fC calculados con el funcional PBE.

En la Tabla 6.26 se muestran las energias de las bases aisladas de 5fC obtenidas con los
célculos de mecénica cuéntica, asi como las diferencias de energia respecto al isémero més
favorable, identificado como isémero 1.

Se observa que la diferencia de energia entre ambos isémeros es de hasta 7.1 kcal/mol
con los métodos de mecdanica cudntica en vacio, y con solvente implicito esta diferencia se
reduce hasta 6.1 kcal/mol.

Tabla 6.26: Energias totales de los isdmeros de 5fC obtenidas con los métodos de mecanica cudntica. Se muestra
la diferencia de energia respecto al isomero mds favorable, denominado como isémero 1.

siC PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM
Elkcal/mol]  AEwmo | E[kcal/mol] ~ AEwma | Elkcal/mol]  AEwema | E[kcal/mol]  AEuwcmon
Isémero 1 -343218.7 0.0 -342633.0 0.0 -343228.8 0.0 -342643.5 0.0
Isémero2 | -343211.6 7.1 -342627.0 6.0 -343222.7 6.1 -342638.1 5.3

Asimismo, se realizaron célculos de los pares de bases de los dos isémeros de 5fC con
la base canodnica G utilizando todas las metodologias. En la Figura 6.16 se muestran las
estructuras de los pares de bases de ambos isémeros. Al igual que con las modificaciones
anteriores, se observa la formacién de 3 enlaces por puente de hidrégeno, al igual que el
par canénico G:C, por lo que el grupo formil no interfiere en el apareamiento de las bases.
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a)

Figura 6.16: Par de bases de los isdmeros de 5fC y guanina canénica obtenidos con el funcional PBE. a) G:5fC
isémero 1. b) G:5{fC isémero 2.

En la Tabla 6.27 se muestran las energias de interaccién de los pares de bases de los dos
isémeros de 5fC y guanina canénica, obtenidas con todas las metodologias. Las energias
mads favorables con cada método se indican en negritas.

Al igual que con 5hmC, el par mas favorable no se da con el isémero mas favorable, sino
que con el que no forma enlace por puente de hidrégeno entre el grupo formil y el grupo
amino. Con los métodos de mecdnica cudntica en vacio, la diferencia de energia entre el
par mds favorable y el menos favorable es de hasta 1.7 kcal/mol, mientras que con solvente
implicito la diferencia de energia disminuye a 0.4 kcal/mol con el método PBE-PCM; por
otro lado, con MP2-PCM ambos pares tienen la misma energia de interaccién. Asi mismo,
con los métodos de mecanica molecular, la diferencia de energia entre el par més favorable
y el menos favorable en vacio es de hasta 2.2 kcal/mol, mientras que, con solvente implicito,
ambos pares tienen la misma energia.

Tabla 6.27: Energias de interaccion de los pares de bases de los dos isomeros de 5fC con la base canénica G
obtenidas con los diferentes métodos de mecdanica cudntica y mecdnica molecular. En negritas se indican los
pares de bases mds favorables con cada método.

G5iC Energia de interaccion [kcal/mol]
PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM | BSC1 BSC1-GB POLTEV
Isbmero1 | -28.6 -28.4 -20.1 -19.9 -25.8 -15.3 -23.0
Isbmero2 | -30.3 -29.1 -20.5 -19.9 -28.0 -15.3 -23.4

Enla Tabla 6.28 se presentan las distancias de los enlaces por puente de hidrégeno presentes
en los pares de bases, asi como las distancias C1’---C1’ obtenidas con los métodos de me-
cénica cudntica y mecdnica molecular. Se observa que no existen diferencias significativas
en dichas distancias.
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Tabla 6.28: Distancias de los enlaces de hidrégeno entre los pares de bases de los diferentes isémeros de 5fC y la
base candnica guanina obtenidas con los diferentes métodos de mecénica cudntica y mecdnica molecular. Se
muestra la distancia C1’---C1".

Enlace de hidrégenol[A]
G:5fC
H-Bond PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM | BSC1 BSC1-GB POLTEV
06---H-N4 1.74 1.79 1.81 1.86 1.81 1.87 1.88
N1-H---N3 1.89 1.92 1.88 1.91 1.94 1.98 1.99
Isémero 1
N2-H---02 1.92 1.96 1.87 1.90 1.81 1.83 1.86
Cr'---Ccr 10.79 10.73 10.78 10.72 10.73 10.78 10.77
06---H-N4 1.70 1.76 1.78 1.85 1.79 1.86 1.87
N1-H---N3 1.90 1.93 1.89 1.92 1.95 2.00 2.01
Isémero 2
N2-H---02 1.91 1.95 1.85 1.90 1.81 1.83 1.86
Cc1’---C1’ 10.78 10.72 10.77 10.70 10.72 10.76 10.75

En la Tabla 6.29 se muestran las diferencias de energia de los nucleésidos de los isémeros
de 5fC calculados con los métodos de mecanica cudntica en vacio y con solvente implicito,
en las familias conformacionales BB00 y AA0O. En nucleésido del isémero 2 se encuentran
dos estructuras artificiales, marcadas en negritas.

Con los métodos de mecénica cudntica en vacio, se observa que la conformacién AA0O es
mads favorable, con una diferencia de hasta 1.4 kcal/mol respecto a la conformacién BB0O.
Por otro lado, con solvente implicito, obtienen resultados distintos, con el método PBE-PCM
la conformacién mads favorable es la AA0O, con una diferencia de 0.4 kcal/mol respecto a la
conformacién BB00, mientras que con el método MP2-PCM, para el nucleésido del isémero
1 de 5fC ambas conformaciones comparten energia, y para el nucleésido del isémero 2,
la conformacién maés favorable es la BB0O, con una diferencia de energia respecto a la
conformacién AA0O de 0.2 kcal/mol.

Tabla 6.29: Energias de nucleésidos de los dos isémeros de la base 5fC, en conformacién de las familias BBOO y
AA00, obtenidas con los métodos de mecdnica cudntica. Se muestra la diferencia de energias entre los nucledsidos
en conformacién BB00 y AA0O.

PBE

MP2

PBE-PCM

MP2-PCM

5fC Elkc:

BB0O

al/mol]

AA00

AE

[kcal/mol]

Elkcal/mol]

BB0O

AA0O

AE
[kcal/mol]

E[kcal/mol]

BB00

AA00

AE
[kcal/mol]

E[kcal/mol]

BB00

AA00

AE
[kcal/mol]

Isémero 1

Isémero 2

-582454.7
-582448.1

-582455.6
-582449.5

-0.9
-1.4

-581485.8
-581480.0

-581486.7
-581480.5

-0.8
-0.6

-582468.6
-582462.3

-582468.9
-582462.7

-0.3
-0.4

-581500.2
-581494.6

-581500.2
-581494.4

0.0
0.2

Por otro lado, en la Tabla 6.30 se muestran las diferencias de energias de los nucle6sidos
del isémero 2 respecto al nucleésido del isémero 1, empleando los métodos de mecédnica
cuantica.

Se observa que el nucleésido del isémero 1 es mds favorable, con una diferencia de hasta 6.6
kcal/mol respecto al nucledsido del isémero 1, con todos los métodos de mecénica cudntica.
De igual forma que con 5hmC, se observa que, aunque existen estructuras artificiales del
nucleésido del isomero 2 de 5fC, el nucledsido con el isémero 1 es mas favorable.
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Tabla 6.30: Diferencias de energia de los nucleésidos con los isémeros de 5fC respecto al nucledsido con el isémero
1 de 5fC obtenidas con los métodos de mecdnica cudntica.

AE [kcal/mol]
5fC PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM

BB00 AA00 | BBOO AA00 | BBOO AAO00 | BBOO AA00

Isémero 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Isémero 2 6.6 6.1 5.9 6.1 6.3 6.2 5.6 5.8

Asimismo, en la Tabla 6.31 se muestran las diferencias en las energias de los nucledsidos de
los isémeros de 5fC entre las diferentes familias conformacionales BB0OO y AA00, obtenidas
con los métodos de mecdnica molecular, en los cuales se encuentra que, en vacio, la
conformacioén maés favorable corresponde a la familia BB00, con una diferencia de energia
respecto a la conformacién AA0O de hasta 2.5 kcal/mol, mientras que con GB, la diferencia
de energia respecto a la conformacién AAQO es de hasta 1.6 kcal/mol, siendo igualmente la
conformacién BB0O la mas favorable.

Tabla 6.31: Energias de nucledsidos de los diferentes isémeros de la base 5fC, en conformacién de las familias
BBO00 y AA0O, obtenidas con los métodos de mecanica molecular. Se muestra la diferencia de energias entre los
nucleésidos en conformacién BB00 y AA0O.

BSC1 BSC1-GB BSC1-POLTEV
5fC E[kcal/mol] AE E[kcal/mol] AE E[kcal/mol] AE
BB0O0O  AA00 [kcal/mol] | BBOO AA00 [kcal/mol] | BBOO AA00 [kcal/mol]

Isébmero1 | -138.5 -137.6 1.0 -54.1  -52.9 1.2 -176.9 -176.2 0.7

Isomero 2 | -130.5 -128.1 2.5 -50.4  -48.7 1.6 -174.8 -173.9 0.8

En la Tabla 6.32 se presentan las diferencias de energia de los nucleésidos del isémero 2
respecto al nucledsido del isémero 1 obtenidos con los métodos de mecénica molecular.

Se observa que el nucleésido del isémero 1 de 5fC es el més favorable, con una diferencia de
hasta 9.5 con respecto al nucleésido del isémero 2, con los métodos en vacio. Con solvente
implicito, se observa una diferencia de hasta 4.2 kcal/mol con respecto al nucleésido del
isémero 2 de 5fC.

Tabla 6.32: Diferencias de energia de los nucleésidos con los isémeros de 5fC respecto al nucledsido con el isémero
1 de 5fC obtenidas con los métodos de mecdnica molecular.

AE [kcal/mol]

5C BSC1 BSC1-POLTEV BSC1-GB

BB00 AAO00 | BBOO AA00 | BBOO AA00

Isémero 1 0 0 0 0 0 0
Isémero 2 8.0 9.5 1.5 3.7 4.2 0.5
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En la Tabla 6.33 se muestran los valores de los dngulos de torsion en el SPB de los nucle6-
sidos (B,7,0 y €), asi como el dngulo glucosidico y, el &ngulo de pseudorrotacién P y el
empaquetamiento del azticar obtenidas con todas las metodologias del nucleésido del
isémero 1 de 5fC. Asimismo, se muestran los valores promedios de las torsiones correspon-
dientes a las familias conformacionales BBOO y AA0O.

Se observa que los dngulos de torsién sobre el SPB y y 8§, con todos los métodos empleados,
no presentan cambios significativos respecto a los valores promedio correspondientes a las
conformaciones BB00O y AA0O. Para el dngulo glucosidico y de la conformacién BB0O en
vacio, al igual que con las modificaciones anteriores, presenta mayor diferencia respecto
a los valores promedio, con un valor de 59° para los métodos BSC1-POLTEV y MP2. De
igual forma, con solvente implicito, los valores del &ngulo y son mds cercanos al promedio,
aunque atin por encima de las regiones consideradas para la familia BBOO con diferencias
de hasta 31°.

De igual forma, para este nucledsido no se encuentran diferencias en el empaquetamiento
del azticar obtenido con todas las metodologias, siendo C2’-endo para la conformacién
BB00 y C3’-endo para la conformacién AA0O.

Tabla 6.33: Angulos de torsién del SPB de nucleésidos del isémero 1 de 5fC en conformacién de las familias
BB00 y AA0O, obtenidos con los métodos de mecanica cudntica y mecdnica molecular. Se incluyen parametros
estructurales del azticar (dngulo de pseudorrotacion (P) y empaquetamiento del azticar (Puckering)).

Familia Método xl°l Bl ylel 611 el Pl Puckering

Promedio 258 180 44 138 183

BSC1 222 194 53 142 67 164 (C2’-endo
BSC1-POLTEV | 199 187 57 148 181 175 C2’-endo
BSC1-GB 228 180 54 135 182 152 (C2’-endo

BB00
PBE 207 179 56 144 169 169 (C2’-endo
MP2 199 181 55 148 169 172 (C2’-endo
PBE-PCM 228 175 53 146 176 175 C2’-endo
MP2-PCM 226 176 52 148 176 170 C2’-endo

Promedio 200 173 55 82 206

BSC1 209 187 54 84 171 17 (C3’-endo
BSC1-POLTEV | 194 185 56 84 182 13 C3’-endo
BSC1-GB 223 180 56 86 181 27 (C3’-endo

AA00
PBE 197 178 54 84 189 9 C3’-endo
MP2 194 181 54 81 188 10 (C3’-endo

PBE-PCM 200 171 54 85 193 8 C3’-endo
MP2-PCM 197 173 53 82 191 11 C3’-endo

Por otro lado, en la Figura 6.17 se muestran los nucledsidos del isomero 1 de 5fC en ambas
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conformaciones obtenidos con el funcional PBE en vacio; con las demds metodologias se
encuentra estructuras similares.

a) _ b)

J

Figura 6.17: Optimizacion de nucledsidos del isémero 1 de 5fC PBE. a) Conformacién BB00. b) Conformacién
AA00.

En la Tabla 6.34 se muestran los valores de los d&ngulos de torsién en el SPB de los nucle6-
sidos (B,7,0 y €), asi como el angulo glucosidico y, el angulo de pseudorrotaciéon Py el
empaquetamiento del azicar obtenidas con todas las metodologias del nucleésido del
isémero 2 de 5fC. Asimismo, se muestran los valores promedios de las torsiones correspon-
dientes a las familias conformacionales BBOO y AA0O.

Al igual que todos los nucledsidos analizados hasta ahora los dngulos de torsién sobre el
SPB y y 6, con todos los métodos empleados, no presentan cambios significativos respecto
a los valores promedio correspondientes a las conformaciones BB0O y AA00. También se
observas cambios significativos en el dngulo glucosidico y de la conformacién BB0O en
vacio, con una diferencia respecto a los valores promedio de 59° para el método BSC1-
POLTEV. De igual forma, con solvente implicito, los valores del dngulo y son mds cercanos
al promedio, aunque atn por encima de las regiones consideradas para la familia BB0OO con
diferencias de hasta 31°.

También encontramos diferencias en el empaquetamiento del aztcar. Cuando se presenta
una estructura artificial, en la conformacién AA00, el empaquetamiento cambia a C2’-exo
con los métodos de mecénica cudntica en vacio y el método de mecédnica molecular BSC1-
POLTEV, y en la conformacién BB00, el empaquetamiento cambia a C3’-exo con el método
PBE en vacio y BSC1-POLTEV, y a C1’-exo con el método BSC1.
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Tabla 6.34: Angulos de torsién del SPB de nucleésidos del isémero 2 de 5fC en conformacién de las familias
BBO00 y AA0O, obtenidos con los métodos de mecdnica cudntica y mecénica molecular. Se incluyen pardmetros
estructurales del azicar (dngulo de pseudorrotacion (P) y empaquetamiento del azticar (Puckering)).

Familia Método xl°1 BTyl 61°1 el P[1 Puckering

Promedio 258 180 44 138 183

BSC1 223 173 48 145 65 170 C2’-endo
BSC1-POLTEV | 199 178 55 149 181 182 C3’-exo
BSC1-GB 227 179 53 130 182 141 Cl’-exo

BB00
PBE 226 140 49 146 173 181 C3’-exo
MP2 212 154 51 148 171 173 C2-endo
PBE-PCM 230 163 51 147 176 177 C2’-endo
MP2-PCM 228 171 51 149 176 170 C2’-endo

Promedio 200 173 55 82 206

BSC1 214 173 53 86 178 22 C3’-endo
BSC1-POLTEV | 187 176 53 89 183 358 C2’-exo
BSC1-GB 227 179 56 85 182 35 C3’-endo

AA00
PBE! 186 12 43 91 197 348 C2’-exo
MP2! 188 120 45 88 195 356 C2’-exo

PBE-PCM 200 105 48 85 194 6 C3’-endo
MP2-PCM 198 116 50 83 192 11 C3’-endo

! Enlace por puente de hidrégeno entre el SPB y la base.

En la Figura 6.18 se muestran algunos nucleésidos del isémero 2 de 5fC, en los cuales se
tiene algunos cambios estructurales, sobre todo con el empaquetamiento del aztcar.
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a)

Figura 6.18: Optimizacién de nucledsidos del isémero 2 de 5fC con varios métodos. a) Conformacién BB0O,
PBE-PCM. b) Conformacién AA00 PBE-PCM. ¢) Conformacién BB00, BSC1-GB. El empaquetamiento del azticar es
C1’-exo. d) Conformacién BB00, PBE. Conformacion del azticar es C3’-exo. e) Conformacién AA00, BSC1-POLTEV.
Empaquetamiento del aziicar es C2’-exo.
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En resumen, con los métodos de mecdnica cudntica se encontraron 2 isémeros estables
para la base aislada 5fC, el primero en donde hay un enlace por puente de hidr6geno entre
el grupo formil y el grupo amino de la base, y que resulta ser més favorable que el segundo,
en el cual no existe este enlace.

Para los pares de bases de los isomeros de 5fC con la base canénica guanina, se encuentra
que, en la mayoria de los métodos, la interaccién con el isémero 2 es el més favorable,
excepto con los métodos MP2-PCM y BSC1-GB, en los cuales ambos pares de bases tienen
la misma energia. Estructuralmente, no se encuentran cambios significativos en estos pares
relacionados con los enlaces por puente de hidrogeno y las distancias C1’---C1’. De igual
manera, vemos que el grupo formil no modifica el apareamiento de las bases.

Por otro lado, se observa que en los nucleésidos de los isémeros de 5fC, el nucle6sido mas
favorable es el nucleésido del isémero 1, al igual que con las bases aisladas. Asimismo, se
encuentra que en vacio la conformacién mds favorable es la conformacién AA0O con los
métodos mecédnica cudntica. Con PCM, se encuentra que con PBE-PCM la conformacién
mas favorable es AA0O, mientras que con MP2-PCM se encuentra que con el nucleésido
con el isémero 2 de 5fC, la conformacién BB00 es mds favorable, y para el nucleésido
del isémero 1 de 5fC, ambas conformaciones comparten sus valores de energia. Con los
métodos de mecanica molecular se encuentra que la conformacién més favorable, en vacio
y con GB es la conformacién BB0O.

Por udltimo, para el nucleésido con el isémero 1 no se encuentra muchas diferencias en
cuanto a estructura en los dngulos de torsién y el empaquetamiento del azticar, mientras
que para el isémero 2, se encuentra cambios en el empaquetamiento del azicar, ain
y cuando no hay enlace por puente de hidrégeno entre el SPB y la base, encontrando
empaquetamientos C1’-exo, C2’-exo y C3’-exo.

Estos resultados serdn comparados en la seccién 6.6 con los obtenidos para citosina cané-
nica.
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6.5. 5-carboxilcitosina

La tltima de las modificaciones que se estudiaron fue 5caC (1-metil-5-carboxil-citosina).
De los célculos realizados para la base aislada de esta modificaciéon, se encontraron seis
isdbmeros estables, con los métodos de mecdnica cudntica, los cuales se muestran en la
Figura 6.19. En todos los isémeros se observa la formacién de un enlace por puente de
hidrégeno entre el grupo carboxil y el grupo amino ya presente en la citosina canénica.

Los isémeros pueden clasificarse de acuerdo con la orientacién del grupo =0 del grupo
carboxil. En el primer grupo de isémeros, el =O del grupo carboxil es el que forma el
enlace por puente de hidrégeno con el grupo amino. En este grupo se encuentra el isémero
mas favorable, en el cual, el grupo carboxil se encuentra en el mismo plano de la base. Se
observan otros dos isémeros en este grupo, en los cuales el grupo carboxil esté fuera del
plano de la base.

Para el segundo grupo de isémeros, el -OH del grupo carboxil es el que forma el enlace
por puente de hidrégeno con el grupo amino. El isémero 4 mantiene el grupo carboxil en
el plano de la base, mientras que con los isémeros 5 y 6, el grupo carboxil estd fuera del
plano de la base. Cabe destacar que, en estos dos tltimos isémeros el enlace por puente de
hidrégeno se forma entre el hidrégeno del grupo carboxil y el nitr6geno del grupo amino a
diferencia de los ismeros anteriores, donde el enlace por puente de hidrégeno se forma
entre el oxigeno del grupo carboxil y un hidr6geno del grupo amino. Al igual que con 5hmC
y 5fC, se intent6 optimizar otros posibles isémeros, pero todos terminaban en alguno de
estos seis.

5caC
*u"‘ 'n"“{'/
J -
iV )
Isémero 1 Isémero 2 Isémero 3
“‘ul FT. ' h..."/‘
054" O a4
Isémero 4 Isémero 5 Isémero 6

Figura 6.19: Isomeros de 5acC.

En la tabla 6.35 se muestran los resultados de la energia de estos isémeros obtenida con los
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métodos de mecdnica cudntica, tanto en vacio como con solvente implicito. Se muestra la
diferencia de energia respecto al isomero mads favorable, denominado isémero 1.

Para los isémeros del primer grupo, se observan diferencias de energias significativas, con
valores de hasta 9.0 kcal/mol entre el isémero 1 y los isémero 2 y 3 en vacio, mientras
que, con solvente implicito, estas diferencias se reducen hasta 6.2 kcal/mol. Ademés, la
diferencia mds grande en energias entre el isémero mds favorable (isémero 1) y los menos
favorables (isémeros 5 y 6), es de hasta 9.6 kcal/mol en vacio y de hasta 7.7 kcal/mol con
solvente implicito. Asi mismo, la diferencia de energia entre los isémeros mas favorables de
ambos grupos, isémero 1 e isémero 4, es de hasta 2.6 kcal/mol en vacio y se reduce hasta
2.0 kcal/mol con PCM.

Tabla 6.35: Energias totales de los isomeros encontrados para 5caC y su diferencia respecto al isémero mds
favorable, denominado como isémero 1, obtenidas con la metodologia de mecdanica cuédntica.

scaC PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM
Elkcal/mol]  AExcama | Elkcal/mol] AEwxewmos | E[kcal/mol]  AEweama | E[kcal/mol]  AEcamon
Isémero 1 -390392.3 0.0 -389739.9 0.0 -390402.7 0.0 -389750.5 0.0
Isémero 2 -390383.6 8.7 -389730.8 9.0 -390396.9 5.8 -389744.4 6.2
Isémero3 | -390383.6 8.7 -389730.8 9.0 -390396.9 5.8 -389744.4 6.2
Is6mero 4 -390389.7 2.6 -389737.5 2.3 -390400.7 2.0 -389748.8 1.8
Isémero 5 -390382.7 9.6 -389731.0 8.8 -390395.0 7.7 -389743.4 7.1
Isémero 6 -390382.7 9.6 -389731.0 8.8 -390395.0 7.7 -389743.4 7.1

Asimismo, en la Tabla 6.36 se observan algunos pardmetros estructurales relevantes para
estos isdmeros: distancia del enlace por puente de hidrégeno entre el oxigeno del grupo
carboxil y un hidrégeno del grupo amino (dpg), distancia del enlace por puente de hidré-
geno entre el hidr6geno del grupo carboxil y el nitrégeno del grupo amino (dyg), para los
dos tltimos isémeros, y el dngulo de torsién que indica la orientacién del grupo -OH del
carboxil(z) respecto al plano de la base. En el caso de los isémeros 5 y 6, también se muestra
la distancia dpy para determinar si se forma enlace por puente de hidrégeno entre estos
atomos.

Aligual de lo observado para 5hmC, se obtienen isémeros que comparten la energia, como
los isémeros 2 y 3, y los isémeros 5 y 6, pero la orientacion del -OH del grupo carboxil es
diferente en estos isémeros.

Por otro lado, se observa en la Tabla 6.36 que no se forman enlaces por puente de hidrégeno
entre el oxigeno del grupo carboxil y uno de los hidrégenos del grupo amino, obteniendo
distancias mayores a 2.5 A, lo cual excede los valores para este tipo de enlace.

Tabla 6.36: Pardmetros estructurales de los minimos de 5caC: distancia entre O5 y HN4 (dpp), distancia entre
HO5 y N4 (dg) y dngulo de torsion entre los &tomos C4-C5-CC5-05 (7).

scaC PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM

doplAl  dyulAl 1] | donlAl dnulAl 11 | doulAl dyulAl T[] | doulAl  dnulAl  1[7]
Isdbmero 1 1.94 - 0.0 2.00 0.0 1.94 0.0 1.99 0.0
Isémero 2 1.92 - 17.8 2.02 26.5 1.92 14.8 2.01 249
Isémero 3 1.92 - -17.8 2.02 -26.5 1.92 -14.8 2.01 -24.9
Isémero 4 1.99 - 180.0 2.01 177.7 1.99 -180.0 1.99 180.0
Isémero 5 2.56 1.98 -161.5 2.56 2.01 -159.0 2.59 1.96 -160.1 2.58 2.00 -156.9
Isémero 6 2.56 1.98 161.5 2.56 2.01 159.0 2.59 1.96 160.1 2.58 2.00 156.9
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Por otro lado, se realizaron optimizaciones de los pares de bases de los seis isémeros
de 5caC con la guanina canénica, empleando todas las metodologias. En la Figura 6.20
se observan los pares de bases de guanina canénica con los isémeros 1 de 5caC, el cual
es el més favorable y el isémero 4 de 5caC, el cual presenta las energias de interaccién
maés favorables entre todos los isémeros de 5caC analizados. Al igual que con todas las
modificaciones analizadas previamente, se observa la formacién de tres enlaces por puente
de hidrégeno entre las bases, al igual que el par canénico G:C, por lo que se observa que el
grupo carboxil tampoco interfiere en el apareamiento de las bases.

a)

P

Figura 6.20: Par de bases G:5caC. Optimizacién realizada con PBE. a) Par de bases G:5hmC isémero 1, el cual es el
minimo mds favorable en base aislada. b) Par de bases G:5caC isémero 4. Este tltimos el par mds favorable.

En la Tabla 6.37 se presentan las energias de interaccién correspondiente a los pares de
bases formados con todos los isémeros de 5caC y guanina, calculadas con los métodos de
mecdnica cudntica y mecédnica molecular. En negritas se indican las energias més favorables
con cada método implementado.

Se observa que el par més favorable, con los métodos de mecénica cuédntica, se da con el
isémero 4, con una diferencia de energia con el menos favorable de hasta 1.6 kcal/mol en
vacio y de 1.2 kcal/mol con el método PBE-PCM; con el método MP2-PCM tanto el par
formado por el isémero 1 de 5caC y guanina como el par formado por el isémero 4 de 5caC
y guanina son los mds favorables.
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Por otro lado, con los métodos de mecanica molecular presentan mas cambios dependien-
do de la metodologia empleada. Con el método BSC1, los pares de bases con los isémeros 5
y 6 de 5caC son los més favorables, con una diferencia de 2.7 kcal/mol respecto al isémero
menos favorable, con POLTEV el par mds favorable es el isémero 6, con una diferencia
de 1.2 kcal/mol con el menos favorable y con el método BSC1-GB, se tiene 2 pares mas
favorables, con los isémeros 1y 4, y aqui la diferencia de energia se reduce bastante, con
0.1 kcal/mol de diferencia respecto a los menos favorables.

Tabla 6.37: Energias de interaccion de los pares de bases de los diferentes isémeros de 5caC con la base canénica
guanina obtenidas con los diferentes métodos de mecanica cudntica y mecdnica molecular. En negritas se indican
los pares de bases mds favorables con cada método.

Gi5caC Energia de interaccion [kcal/mol]
PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM | BSC1 BSC1-GB POLTEV
Isomero1 | -29.2 -28.8 -20.4 -20.1 -26.1 -15.3 -24.2
Isbmero 2 | -28.6 -28.0 -20.2 -19.9 -25.1 -15.2 -23.6
Isémero3 | -28.6 -28.1 -20.2 -19.9 -25.1 -13.6* -23.6
Isbmero4 | -30.0 -29.2 -20.5 -20.1 -26.7 -15.3 -24.1
Isomero5 | -28.8 -27.6 -19.3 -18.8 -27.8 -15.2 -24.5
Isémero 6 | -28.8 -27.6 -19.3 -18.8 -27.8 -15.2 -24.8

* La base aislada 5caC se optimiza al isémero 1.

En la Tabla 6.38 se presentan las distancias de los enlaces por puente de hidrégeno de estos
pares de bases calculados con todos los métodos, ademads de las distancias C1’---C1". Se
observa que no existen cambios significativos en estas distancias.
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Tabla 6.38: Distancias de los enlaces de hidrégeno entre los pares de bases de los distintos isémeros de 5caC y la
base canénica G obtenidas con los diferentes métodos de mecanica cudntica y mecdnica molecular. Se muestra la
distancia C1’---Cl1".

Enlace de hidrégenol[A]
G:5caC
H-Bond PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM | BSC1 BSC1-GB POLTEV
06---H-N4 | 1.74 1.79 1.81 1.86 1.81 1.86 1.87
N1-H---N3 | 1.90 1.93 1.89 1.91 1.94 1.99 1.99
Isémero 1
N2-H---02 | 1.90 1.94 1.85 1.90 1.81 1.93 1.86
Cr'---Ccr 10.77 10.72 10.77 10.71 10.73 10.77 10.81
06---H-N4 | 1.74 1.78 1.81 1.86 1.81 1.86 1.87
NI1-H---N3 | 1.90 1.94 1.89 1.91 1.95 2.00 2.00
Isémero 2
N2-H---02 | 1.91 1.95 1.86 1.91 1.81 1.83 1.86
Cr'---Cr’ 10.76  10.73 10.76 10.70 10.72 10.76 10.80
06---H-N4 | 1.74 1.79 1.81 1.86 1.81 1.86 1.86
N1-H---N3 | 1.90 1.93 1.89 1.91 1.95 2.00 1.99
Isémero 3
N2-H---02 | 1.92 1.96 1.86 1.91 1.81 1.83 1.86
Cr'---Cr 10.76 10.71 10.76 10.70 10.72 10.76 10.81
06---H-N4 | 1.73 1.78 1.80 1.86 1.80 1.86 1.86
NI1-H---N3 | 1.90 1.94 1.90 1.92 1.95 2.00 2.00
Isémero 4
N2-H---02 | 1.89 1.94 1.84 1.89 1.81 1.83 1.85
Cr'---Ccr 10.76  10.71 10.76 10.70 10.72 10.76 10.80
06---H-N4 | 1.71 1.78 1.80 1.86 1.78 1.86 1.86
NI1-H---N3 | 1.91 1.94 1.90 1.93 1.96 2.00 2.00
Isémero 5
N2-H---02 | 1.92 1.97 1.87 1.92 1.81 1.83 1.86
Cr'---Cr’ 10.74 10.70 10.74 10.70 10.69 10.75 10.79
06---H-N4 | 1.72 1.78 1.80 1.86 1.78 1.86 1.86
N1-H---N3 | 1.91 1.94 1.90 1.93 1.96 2.00 2.00
Isémero 6
N2-H---02 | 1.92 1.97 1.87 1.92 1.81 1.83 1.85
Cl'---Cr’ 10.74 10.71 10.74 10.70 10.69 10.75 10.80

Por otro lado, se realizaron cdlculos de los nucledsidos de todos los isémeros de 5caC en las
conformaciones de las familias BB00 y AA00, empleando métodos de mecdnica cuédnticay
mecénica molecular.

En la Tabla 6.39 se muestran las diferencias en las energias entre las familias conforma-
cionales BB0O y AA0OO con los métodos de mecdnica cudntica tanto en vacio como con
solvente implicito. Algunas de las estructuras son artificiales. Estas estructuras se indican
en negritas.

Se observa que, con los métodos de mecdnica cudntica en vacio, los nucleésidos con la
conformacién AA0O son mds favorables. Cuando no hay estructuras artificiales involucradas
en ambas conformaciones, la diferencia de energia es de hasta 1.1 kcal/mol. Al igual
que con 5fC, se encuentra que con PBE-PCM, sin estructuras artificiales, los nucle6sidos
mads favorables corresponden a la familia conformacional es AA0O, con una diferencia de
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energia de hasta 0.3 kcal/mol. Por otro lado, con MP2-PCM, sin estructuras artificiales, los
nucleésidos con la familia conformacional BB00 son los més favorables, con una diferencia
de hasta 0.3 kcal/mol.

Tabla 6.39: Energias de nucledsidos de los diferentes isomeros de la base 5caC, en conformacién de las familias
BB00 y AA0O, obtenidas con los métodos de mecdnica cudntica. Se muestra la diferencia de energias entre los
nucleésidos en conformacién BB00 y AA0O.

PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM
5caC Elkcal/mol] AE E[kcal/mol] AE Elkcal/mol] AE E[kcal/mol] AE
BB00 AAO0 [kcal/mol] BB00 AA00 [kcal/mol] BB00 AA00 [kcal/mol] BB00 AA00 [kcal/mol]

Isémero 1
Isémero 2
Isémero 3
Isémero 4
Isémero 5

Isémero 6

-629627.9
-629621.9
-629621.9
-629626.1
-629619.3
-629619.7

-629629.0
-629624.9
-629624.9
-629627.3
-629621.1
-629620.3

-1.1
-3.0
-3.0
-1.3
-1.8
-0.7

-628592.3
-628586.3
-628584.8
-628590.4
-628584.1
-628584.5

-628592.9
-628589.1
-628589.1
-628591.4
-628585.5
-628584.8

-0.5
-2.8
-4.3
-0.9
-1.4
-0.3

-629642.5
-629638.4
-629638.4
-629640.4
-629634.6
-629634.8

-629642.5
-629641.6
-629641.6
-629640.7
-629634.8
-629634.9

0.0
-3.2
-3.2
-0.3
-0.2
-0.2

-628607.4
-628604.2
-628604.2
-628605.5
-628599.9
-628600.1

-628607.1
-628605.7
-628605.7
-628605.3
-628599.6
-628599.9

0.3
14
14
0.2
0.2
03

Asimismo, en la Tabla 6.40 se muestran las diferencias de energias de todos los nucleésidos
de isémeros de 5caC con respecto al nucledsido del isémero 1, empleando lo métodos de
mecanica cudntica.

Se observa que el nucleésido con el isdmero 1 es el més favorable con todos los métodos
de mecéanica cudntica. Al igual que con las modificaciones 5hmC y 5fC, a pesar de que
existen estructuras artificiales de los nucleésidos de los demas isémeros, el nucle6sido con
el isémero 1 es el més favorable.

Tabla 6.40: Diferencias de energia de los nucleésidos con los isémeros de 5caC respecto al nucleésido con el
isémero 1 de 5caC obtenidas con los métodos de mecdanica cudntica.

AE [kcal/mol]
5caC PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM
BB0O0O AAO00 | BBOO AA00 | BBOO AA00 | BBOO AA00
Isémero 1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Isémero 2 6.1 4.1 6.0 3.7 4.1 0.9 3.1 1.4
Isémero 3 6.1 4.1 7.5 3.7 4.1 0.9 3.1 1.4
Is6mero 4 1.8 1.7 1.9 1.5 2.2 1.8 1.9 1.8
Isémero 5 8.6 7.9 8.2 7.4 8.0 7.7 7.5 7.4
Is6mero 6 8.3 8.7 7.8 8.0 7.8 7.6 7.2 7.2

Por otro lado, en la Tabla 6.41 se muestran las diferencias en las energias de los nucle6sidos
de los isémeros de 5caC entre las familias conformacionales BB00 y AA0O, obtenidas con
los métodos de mecanica molecular, tanto en vacio como con solvente implicito.

Se observa con todos los métodos empleados, el nucleésido con la conformacién BB0OO
es la mas favorable, con una diferencia de hasta 2.5 kcal/mol, sin considerar estructuras
artificiales. Con BSC1-POLTEV se reduce esta diferencia de energias, con valores de hasta
1.5 kcal/mol. Mientras que con el método BSC1-GB se reducen atin més estas diferencias,
con valores de hasta 0.9 kcal/mol.
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Tabla 6.41: Energias de nucleésidos de los diferentes isémeros de la base 5hmC, en conformacién de las familias
BB00 y AA0O, obtenidas con los métodos de mecédnica molecular. Se muestra la diferencia de energias entre los
nucleésidos en conformacién BB00 y AA0O.

BSC1 BSC1-POLTEV BSC1-GB
5caC E[kcal/mol] AE E[kcal/mol] AE E(kcal/mol] AE
BB00 AA00  [kcal/mol] | BBOO  AA00 [kcal/mol] | BBOO  AA00 [kcal/mol]
Isémero1 | -240.5 -238.8 1.7 -88.1 -86.7 1.4 -285.4 -284.6 0.8
Isémero2 | -233.1 -227.0 6.1 -814  -84.3 -2.9 -283.1 -282.5 0.6
Isémero 3 | -233.1 -234.1 -1.0 -81.4° -84.3% -2.9 -283.1  -282.5 0.6
Isémero4 | -236.2 -234.0 2.2 -88.4 -87.0 1.4 -283.2 -282.3 0.9
Isémero5 | -222.3  -219.9 2.5 -78.4 -77.1 1.3 -278.2  -277.4 0.8
Isémero 6 | -222.4  -220.0 2.4 -78.3 -76.7 1.5 -278.1  -277.2 0.9

! La base, que corresponde al isémero 2, se optimiza al isémero 3.
2 La base, que corresponde al isémero 3, se optimiza al isémero 2.

De igual forma, en la Tabla 6.42se presentan las diferencias de energias de todos los nu-
cleésidos de isdmeros de 5caC con respecto al nucledsido del isémero 1, obtenidas con la
metodologia de mecédnica molecular.

Se observa que el nucleésido con el isémero 1 es el méas favorable con los métodos con
BSC1, tanto en vacio como en solvente implicito. Mientras que con el método BSC1-POLTEV
el nucleésido con el isémero 4 es el mas favorable, con diferencias de energia respecto
al nucledsido del isémero 1 de 5caC de 0.3 kcal/mol. También observamos que, aunque
haya estructuras artificiales, el nucleésido con el isémero 1 (o isémero 4 con el método
BSC1-POLTEV), es mas favorable.

Tabla 6.42: Diferencias de energia de los nucleésidos con los isémeros de 5caC respecto al nucleésido con el
isémero 1 de 5caC obtenidas con los métodos de mecanica molecular.

AE [kcal/mol]
5hmC BSC1 BSC1-POLTEV BSC1-GB
BB00O AAO00 | BBOO AA00 | BBOO AA00
Isémero 1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Isémero 2 7.4 11.8 6.7 24 2.3 2.1
Isémero 3 7.4 4.7 6.7 2.4 2.3 2.1
Isébmero4 | 4.3 4.9 -0.3 -0.3 2.2 2.2
Isémero 5 18.2 19.0 9.7 9.6 7.2 7.2
Isbmero 6 | 18.2 18.9 9.9 9.9 7.3 7.3
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Enlatabla 6.43 se muestran las diferencias de energia entre los nucleésidos con los isémeros
de 5caC, que en la estructura de base aislada presentan la misma energia, pero con dngulos
de torsion diferentes del -OH del grupo carboxil. Los nucleésidos con los isémeros 2 y 6, el
-OH se orienta hacia 3’, mientras que en los isémeros 3y 5, el -OH se orienta hacia 5.

Para los nucledsidos con los isémeros 2 y 3, se observa con mecdnica cudntica que, en la
mayoria de los casos, no existen diferencias en las energias cuando el -OH se orienta en
direcciones diferentes, una excepcion a esto se observa que en la conformacién BB00 con
MP2 en vacio, cuando el -OH se orienta hacia 5’ es mas favorable, con una diferencia de 1.5
kcal/mol.

Asimismo, con los métodos de mecdnica molecular se observa que en todos los métodos
no existen cambios en la energia cuando el -OH se orienta en direcciones diferentes. Con
los métodos BSC1 conformacién AA0O y BSC1-POLTEYV, las bases de los nucleésidos se
optimizan a estructuras diferentes, por lo que no fueron agregados.

Por otro lado, para los isémeros 5 y 6, se puede observar resultados variados. Con mecénica
cudntica en vacio, conformacién BB00, es mds favorable cuando el -OH se orienta hacia 5’,
con una diferencia de energias de hasta 0.4 kcal/mol, mientras que para la conformacién
AA00 es mads favorable cuando se orienta hacia 3’, con una diferencia de energias de 0.7
kcal/mol. Con solvente implicito, se encuentra que, en todos los casos, la orientacién mas
favorable es cuando se orienta hacia 5, con una diferencia de hasta 0.3 kcal/mol.

De igual forma, con mecédnica molecular se encuentra que con BSC1, conformacién BB00O
ambas direcciones tienen la misma energia, y en conformacién AA00 es mds favorable
cuando se orienta hacia 5’, mientras que con BSC1-POLTEV, en ambas conformaciones es
mas favorable cuando se orienta hacia 3’, con diferencias de energia de hasta 0.4 kcal/mol.
Finalmente, con BSC1-GB se observa que en la conformacién BB00 ambas direcciones
tienen la misma energia, mientras que en la conformacién AA00 es més favorable cuando
se orienta hacia 3’, con una diferencia de 0.1 kcal/mol.

Tabla 6.43: Diferencias de energias con los isémeros de misma energia en base aislada, pero dngulos de torsién
del grupo -OH diferentes.

AE [kcal/mol]
5caC PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM BSC1 BSC1-POLTEV BSC1-GB
BB00 AA00 | BBOO AA00 | BBOO AA00 | BBOO AA00 | BBOO AA00 | BBOO AA00 | BBOO AA00

Iso3-Iso2 0.0 0.0 15 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 - - - 0.0 0.0
Iso5-Iso6 0.3 -0.7 0.4 -0.7 0.2 0.2 0.3 0.2 0.0 0.1 -0.2 -0.4 0.0 -0.1

Asimismo, en la Tabla 6.44 se muestran los valores de los dngulos de torsién sobre el SPB
(B, v, 0 ye), asi como el dngulo glucosidico y, el dngulo de pseudorrotacién P y el em-
paquetamiento del azticar obtenidas con los métodos de mecdanica cudntica y mecédnica
molecular, tanto en vacio como son solvente nucledsidos del isémero 1 de 5caC. Asimis-
mo, se muestran los valores promedios de las torsiones correspondientes a las familias
conformacionales BBOO y AA0O.

Se observa que no existen cambios significativos en los dngulos de torsién sobre el SPB y
y 0, respecto a los valores promedios de las familias conformacionales BB00 y AA0O. Por
otro lado, con los métodos en vacio, para los nucleésidos del isémero 1 de 5caC, el valor
del dngulo glucosidico difiere del valor promedio con valores mayores a 30°. Con solvente
implicito, estas diferencias respecto al valor promedio disminuyen a valores de hasta 31°.
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Asi mismo, se observa un cambio en el empaquetamiento del azticar con el método MP2 en
vacio, con el nucleésido del isémero 1 de 5caC en conformacién BB00, el empaquetamiento
resulta C3’-exo. Para los demds métodos, el empaquetamiento no cambia, quedando C2’-
endo para la conformacién BB00 y C3’-endo para la conformacién AA0O.

Tabla 6.44: Angulos de torsién del SPB de nucleésidos del isémero 1 de 5caC en conformacién de las familias
BBO00 y AA0O, obtenidos con los métodos de mecdanica cuantica y mecdnica molecular. Se incluyen pardmetros
estructurales del azticar (dngulo de pseudorrotacién (P) y empaquetamiento del azticar (Puckering)).

Familia Método xl°1 BTyl 611 el Pl Puckering
Promedio 258 180 44 138 183
BSC1 222 185 52 142 67 165 C2-endo
BSC1-POLTEV | 200 181 56 149 181 171 (C2’-endo
BBOO BSC1-GB 227 179 54 133 182 146 (C2’-endo
PBE 219 161 53 145 170 173 C2’-endo
MP2 193 165 53 151 168 189 C3’-exo
PBE-PCM 228 168 52 147 175 177 (C2’-endo
MP2-PCM 227 170 51 149 176 171 C2-endo
Promedio 200 173 55 82 206
BSC1 211 180 54 8 173 21 C3’-endo
BSC1-POLTEV | 192 180 55 85 182 10 C3’-endo
AAQD BSC1-GB 226 179 56 85 181 34 (C3’-endo
PBE 200 91 54 83 192 15 (C3’-endo
MP2 197 99 53 81 191 14 C3’-endo
PBE-PCM 200 152 51 8 193 7 C3’-endo
MP2-PCM 197 159 51 83 191 10 C3’-endo

En la Figura 6.21 se observa el nucle6sido correspondiente al isémero 1 optimizado con
PBE los que tienen un empaquetamiento C2’-endo C3’-endo para las conformaciones
BB00 y AA0OO respectivamente. Por otro lado, se muestra el nucleésido con cambio en el
empaquetamiento a C3’-exo.



CAPITULO 6. RESULTADOS Y ANALISIS 83

a)

Figura 6.21: Optimizacién de nucleésidos del isémero 1 de 5caC con varios métodos. a) Conformacién BB00, PBE.
b) Conformacién AA00, PBE. ¢) Conformacién BB00, MP2. El empaquetamiento del azticar es C3’-exo.

Por otro lado, en la Tabla 6.45 se muestran los valores de los dngulos de torsion sobre el
SPB (B, v, 6 y €), asi como el dngulo glucosidico y, el 4ngulo de pseudorrotacién P y el
empaquetamiento del aziicar obtenidas con los métodos de mecdnica cudntica y mecanica
molecular, tanto en vacio como son solvente de los nucleésidos del isémero 2 de 5caC.
Asimismo, se muestran los valores promedios de las torsiones correspondientes a las
familias conformacionales BBOO y AA0O.

Para el dngulo de torsién y no existen cambios significativos respecto a los valores pro-
medio de las conformaciones BB00 y AA00O. Sin embargo, se observan algunos cambios
significativos en el dngulo de torsién 8, con los métodos de mecdnica molecular BSC1 y
BSC1-GB, en los nucledsidos con conformaciéon AA0O. Se observan diferencias con respecto
al valor promedio del angulo glucosidico mayores a 30° (45° con BSC1 y 32° con bSC1-GB).
En estos el empaquetamiento del azticar cambia a C1’-exo. Para los dngulos glucosidicos, se
observa lo mismo que en los nucleésidos anteriores, en vacio difieren mds de 30° respecto
al valor promedio de la conformacién BB00, mientras que, con solvente implicito, el valor
de y se acerca al valor promedio de la conformacién BB0O.

Asimismo, se observa un cambio en el empaquetamiento del azticar con estructuras artifi-
ciales, para los nucleésidos en conformacién BB0O, las estructuras artificiales tienen un
empaquetamiento C3’-exo, mientras que para los nucle6sidos en conformacién AA0O, el
empaquetamiento de las estructuras artificiales cambia a C2’-exo. Para los demés métodos,
si no hay enlace por puente de hidrégeno entre el SPB y la base, el empaquetamiento no
cambia, quedando C2’-endo para la conformacién BB00.
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Tabla 6.45: Angulos de torsién del SPB de nucleésidos del isémero 2 de 5caC en conformacién de las familias
BBO00 y AA0O, obtenidos con los métodos de mecdnica cudntica y mecénica molecular. Se incluyen pardmetros
estructurales del azicar (dngulo de pseudorrotacion (P) y empaquetamiento del azticar (Puckering)).

Familia Método xl°1 BT vyl 6°1 ell Pl Puckering
Promedio 258 180 44 138 183
BSC1! 197 286 50 148 65 201  C3’-exo
BSCI-POLTEV | 201 195 58 148 181 177 C2-endo
BEOO BSC1-GB 227 181 55 136 182 154 C2’-endo
PBE 201 201 58 144 169 179 C2’-endo
Mmp2! 190 219 56 149 168 190  C3’-exo
PBE-PCM! 222 200 55 145 176 179 C2’-endo
MP2-PCM! 190 256 56 152 174 199  C3’-exo
Promedio 200 173 55 82 206
BSC1! 191 34 60 127 161 130 Cl'-exo
BSC1-POLTEV? | 182 213 51 88 180 350 (C2’-exo
AAQO BSC1-GB 225 64 58 115 183 120 Cl'-exo
PBE! 189 202 51 8 188 367 (C2-exo
Mmp2! 187 204 50 83 187 359 C2-exo
PBE-PCM! 191 281 51 87 192 365 (C2-exo
MP2-PCM! 186 272 48 86 190 355 (C2-exo

! Enlace por puente de hidrégeno entre el SPB y la base.
2 Isémero 2 que se optimiza al isémero 3.

En la Figura 6.22 se observan varias estructuras notables con el cambio del empaqueta-
miento del aztcar, para los nucleésidos del isémero 2 de 5caC.



CAPITULO 6. RESULTADOS Y ANALISIS 85

a)

b)

Figura 6.22: Optimizacion de nucleésidos del isémero 2 de 5caC con varios métodos. a) Conformacién BB00, PBE.
b) Confromacién AA00, BSC1. El empaquetamiento del azticar es C1’-exo.

De igual forma, en la Tabla 6.46 se muestran los valores de los dngulos de torsién sobre
el SPB (B, y, d y €), asi como el dngulo glucosidico y, el dngulo de pseudorrotaciéon P
y el empaquetamiento del azicar obtenidas con los métodos de mecdnica cudntica y
mecéanica molecular, tanto en vacio como son solvente de los nucledsidos del ismero 3 de
5caC. Asimismo, se muestran los valores promedios de las torsiones correspondientes a las
familias conformacionales BBOO y AAQO.

Se observa que no existen cambios significativos en los d&ngulos de torsion sobre el SPB y
y 0, respecto a los valores promedios de las familias conformacionales BB0O y AA0O. Por
otro lado, con los métodos en vacio, para los nucleésidos del isémero 3 de 5caC, el valor
del angulo glucosidico difiere del valor promedio con valores mayores a 30°. Con solvente
implicito, estas diferencias respecto al valor promedio disminuyen a valores de hasta 31°.

Asimismo, se observa un cambio en el empaquetamiento del azticar con estructuras artifi-
ciales, para los nucleésidos en conformacién BB0O0, las estructuras artificiales tienen un
empaquetamiento C3’-exo, mientras que para los nucle6sidos en conformacién AA00, el
empaquetamiento de las estructuras artificiales cambia a C2’-exo. Para los demés métodos,
si no hay enlace por puente de hidrégeno entre el SPB y la base, el empaquetamiento no
cambia, quedando C2’-endo para la conformacién BB00.
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Tabla 6.46: Angulos de torsién del SPB de nucleésidos del isémero 3 de 5caC en conformacién de las familias
BBO00 y AA0O, obtenidos con los métodos de mecdnica cudntica y mecénica molecular. Se incluyen pardmetros
estructurales del azticar (dngulo de pseudorrotacion (P) y empaquetamiento del aziicar (Puckering)).

Familia Método xl°1 BT vyl 6°1 ell Pl Puckering

Promedio 258 180 44 138 183

BSC1! 197 286 50 148 65 201 C3’-exo
BSCI-POLTEV? | 201 195 58 148 181 177 C2’-endo

BBOO BSC1-GB 227 181 55 136 182 154 (C2'-endo
PBE 200 201 57 144 169 179 C2-endo
MP2 229 194 56 145 172 165 (C2'-endo
PBE-PCM 222 200 55 145 176 179 C2'-endo
MP2-PCM! 190 256 56 152 174 199  C3’-exo
Promedio 200 173 55 82 206
BSC1? 183 270 41 90 159 344  (C2-exo
BSC1-POLTEV! | 182 213 51 88 180 350 (2-exo
AAQO BSC1-GB 222 180 56 87 181 24 C3’-endo
PBE! 189 202 51 85 188 357 (2-exo
Mmp2! 187 204 50 83 187 359 (C2-exo

PBE-PCM! 191 281 51 87 191 355 (C2-exo
MP2-PCM! | 186 272 48 86 190 355 C2-exo

! Enlace por puente de hidrégeno entre el SPB y la base.
2 Isémero 3 que se optimiza al isémero 2.

En la Figura 6.23 se observan varias estructuras notables con el cambio del empaqueta-
miento del aztcar, para los nucleésidos del isémero 3 de 5caC.

a)

Figura 6.23: Optimizacién de nucleésidos del isémero 3 de 5caC con varios métodos. a) Conformacién BB0O, PBE.
b) Conformacién AA00, BSC1.
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De igual forma, en la Tabla 6.47 se muestran los valores de los dngulos de torsién sobre
el SPB (B, v, 6 y €), asi como el dngulo glucosidico y, el &ngulo de pseudorrotaciéon P
y el empaquetamiento del azticar obtenidas con los métodos de mecénica cudntica y
mecédnica molecular, tanto en vacio como son solvente de los nucledsidos del isémero 4 de
5caC. Asimismo, se muestran los valores promedios de las torsiones correspondientes a las
familias conformacionales BBOO y AAQO.

Se observa que no existen cambios significativos en los d4ngulos de torsién sobre el SPB y
y 0, respecto a los valores promedios de las familias conformacionales BB00 y AA0O. Por
otro lado, con los métodos en vacio, para los nucleésidos del isémero 4 de 5caC, el valor
del dngulo glucosidico difiere del valor promedio con valores mayores a 30°. Con solvente
implicito, estas diferencias respecto al valor promedio disminuyen a valores de hasta 31°.

Asimismo, se observa un cambio en el empaquetamiento del azticar con estructuras ar-
tificiales, para los nucle6sidos en conformacién AA00O, las estructuras artificiales tienen
un empaquetamiento C2’-exo. Para los demds métodos, si no hay enlace por puente de
hidrégeno entre el SPB y la base, el empaquetamiento no cambia, quedando C2’-endo para
la conformacién BB0O.

Tabla 6.47: Angulos de torsién del SPB de nucleésidos del isémero 4 de 5caC en conformacién de las familias
BBO00 y AA0O, obtenidos con los métodos de mecanica cuantica y mecdnica molecular. Se incluyen pardmetros
estructurales del azticar (dngulo de pseudorrotacion (P) y empaquetamiento del azticar (Puckering)).

Familia Método xl°1 BICT ylel 61°1 €Il PI°1 Puckering

Promedio 258 180 44 138 183

BSC1 222 177 50 144 66 169 C2-endo
BSC1-POLTEV | 200 180 55 149 181 178 C2’-endo
BSC1-GB 227 179 54 133 182 146 (C2’-endo

BB00
PBE 224 139 50 146 172 180 (C2’-endo
MP2 216 149 50 148 171 173 C2-endo
PBE-PCM 230 161 51 147 175 179 (C2-endo
MP2-PCM 227 168 51 149 176 171 (C2’-endo
Promedio 200 173 55 82 206
BSC1 209 175 53 86 175 19 C3’-endo
BSC1-POLTEV | 189 178 54 87 182 4 C3’-endo
BSC1 226 179 56 85 181 35 C3’-endo
AA00
PBE! 189 109 44 90 196 352 C2’-exo
MP2! 186 116 45 88 194 353 C2’-exo

PBE-PCM 201 103 49 85 194 9 C3’-endo
MP2-PCM 198 12 50 82 192 11 C3’-endo

! Enlace por puente de hidrégeno entre el SPB y la base.
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En la Figura 6.24 se observan varias estructuras notables con el cambio del empaqueta-
miento del aztcar, para los nucleésidos del isémero 4 de 5caC.

a) ' b)

-

Figura 6.24: Optimizacién de nucleésidos del isémero 4 de 5caC con varios métodos. a) Conformacién BB0O,
PBE-PCM. b) Conformacién AA00, PBE-PCM.

De igual forma, en la Tabla 6.48 se muestran los valores de los dngulos de torsién sobre
el SPB (B, v, d y €), asi como el dngulo glucosidico y, el dngulo de pseudorrotaciéon P
y el empaquetamiento del azicar obtenidas con los métodos de mecénica cudntica y
mecanica molecular, tanto en vacio como son solvente de los nucledsidos del ismero 5 de
5caC. Asimismo, se muestran los valores promedios de las torsiones correspondientes a las
familias conformacionales BBOO y AAQO.

Se observa que no existen cambios significativos en los dngulos de torsién sobre el SPB y
y 0, respecto a los valores promedios de las familias conformacionales BB00 y AA0O. Por
otro lado, con los métodos en vacio, para los nucleésidos del isémero 5 de 5caC, el valor
del angulo glucosidico difiere del valor promedio con valores mayores a 30°. Con solvente
implicito, estas diferencias respecto al valor promedio disminuyen a valores de hasta 31°.

Asimismo, se observa un cambio en el empaquetamiento del aziicar con estructuras ar-
tificiales, para los nucle6sidos en conformacién AA00O, las estructuras artificiales tienen
un empaquetamiento C2’-exo. Por otro lado, hay cambios en el empaquetamiento para
nucleésidos del isémero 5 de 5caC aun sin ser estructuras artificiales, con los métodos
BSC1-POLTEV y PBE en los nucleésidos en conformacién BB00, el empaquetamiento es
C3’-exo. Para los demds métodos, si no hay enlace por puente de hidrégeno entre el SPB y
la base, el empaquetamiento no cambia, quedando C2’-endo para la conformacién BB0O.
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Tabla 6.48: Angulos de torsién del SPB de nucleésidos del isémero 5 de 5caC en conformacién de las familias
BBO00 y AA0O, obtenidos con los métodos de mecdnica cudntica y mecénica molecular. Se incluyen pardmetros
estructurales del azicar (dngulo de pseudorrotacion (P) y empaquetamiento del azticar (Puckering)).

Familia Método xl°1 BTyl 61°1 el P[1 Puckering

Promedio 258 180 44 138 183

BSC1 222 175 49 145 65 172 (C2-endo
BSC1-POLTEV | 198 179 55 150 182 188 C3’-exo
BSC1-GB 229 179 54 133 182 146 (C2’-endo

BB00
PBE 228 145 49 146 174 181 C3’-exo
MP2 224 152 49 148 173 173 C2’-endo
PBE-PCM 233 168 52 147 176 177 (C2’-endo
MP2-PCM 232 171 51 149 177 171 C2-endo
Promedio 200 173 55 82 206
BSC1 218 178 54 86 178 24  (C3’-endo
BSC1-POLTEV | 181 171 52 94 184 6 C3’-endo
BSC1-GB 227 179 56 85 182 33 C3’-endo
AA00
PBE! 184 116 43 95 196 341 C2’-exo
Mp2! 182 121 44 92 195 346 C2’-exo

PBE-PCM 201 113 50 86 194 5 C3’-endo
MP2-PCM 197 164 52 83 192 10 C3’-endo

! Enlace por puente de hidrégeno entre el SPB y la base.

En la Figura 6.25 se observan varias estructuras notables con el cambio del empaqueta-
miento del aztcar, para los nucleésidos del isémero 5 de 5caC.
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a)

Figura 6.25: Optimizacién de nucledsidos del isémero 5 de 5caC con varios métodos. a) Conformacién BB0O,
PBE-PCM. b) Conformacién AA00, PBE-PCM. ¢) Conformacién BB00, PBE. El empaquetamiento del azticar es
C3’-exo.

Finalmente, en la Tabla 6.49 se muestran los valores de los dngulos de torsién sobre el
SPB (B, v, 6 y €), asi como el angulo glucosidico y, el dngulo de pseudorrotacién Py el
empaquetamiento del aziicar obtenidas con los métodos de mecdnica cudntica y mecanica
molecular, tanto en vacio como son solvente de los nucledsidos del isémero 6 de 5caC.
Asimismo, se muestran los valores promedios de las torsiones correspondientes a las
familias conformacionales BBOO y AAQO.

Por otro lado, Se observa que no existen cambios significativos en los d&ngulos de torsién
sobre el SPB y y §, respecto a los valores promedios de las familias conformacionales BB0O
y AA0O. Por otro lado, con los métodos en vacio, para los nucleésidos del isémero 6 de 5caC,
el valor del angulo glucosidico difiere del valor promedio con valores mayores a 30°. Con
solvente implicito, estas diferencias respecto al valor promedio disminuyen a valores de
hasta 31°.

Se observan cambios en el empaquetamiento para nucledsidos del isémero 6 de 5caC sin
ser estructuras artificiales, con el método PBE en el nucle4sido en conformacién BB0O, el
empaquetamiento es C3’-exo. Para los demds métodos, si no hay enlace por puente de
hidrégeno entre el SPB y la base, el empaquetamiento no cambia, quedando C2’-endo para
la conformacién BB0O.
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Tabla 6.49: Angulos de torsién del SPB de nucleésidos del isémero 6 de 5caC en conformacién de las familias
BBO00 y AA0O, obtenidos con los métodos de mecdnica cudntica y mecénica molecular. Se incluyen pardmetros
estructurales del azicar (dngulo de pseudorrotacion (P) y empaquetamiento del azticar (Puckering)).

Familia Método xl°1 BTyl 61°1 el P[1 Puckering

Promedio 258 180 44 138 183

BSC1 221 175 48 145 65 171 C2-endo
BSC1-POLTEV | 201 180 55 148 182 175 C2-endo
BSC1-GB 225 179 54 133 182 147 (C2’-endo

BB00
PBE 221 147 50 146 173 180  C3’-exo
MP2 216 154 50 148 173 173 (C2-endo
PBE-PCM 220 170 53 146 175 177 (C2’-endo
MP2-PCM 218 173 52 149 176 171 (C2-endo

Promedio 200 173 55 82 206

BSC1 205 171 52 87 176 6  (C3’-endo
BSC1-POLTEV | 191 177 54 86 183 8  (C3’-endo
BSC1-GB 223 179 56 85 182 34 (C3-endo

AA00
PBE! 196 119 45 88 197 1 C3’-endo
MP2 195 132 47 85 195 6  C3-endo

PBE-PCM 201 107 52 85 194 11 C3’-endo
MP2-PCM 197 159 51 83 191 11 C3’-endo

! Enlace por puente de hidrégeno entre el SPB y la base.

En la Figura 6.26 se observan varias estructuras notables con el cambio del empaqueta-
miento del aztcar, para los nucleésidos del isémero 5 de 5caC.
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Figura 6.26: Optimizacién de nucleésidos del isomero 6 de 5caC con varios métodos. a) Conformacién BB0O,
PBE-PCM. b) Conformacién AA00, PBE-PCM. c) Conformacién BB00, PBE. El empaquetamiento del azicar es
C3’-exo.

En resumen, se realizaron célculos de optimizacién geométrica de 5caC, encontrando 6
isdémeros estables. La diferencia mds notable, estructuralmente, es la direccién del grupo
=0, en los primeros 3 isémeros éste estd mas cerca del grupo amino y es donde se tiene al
isémero mds favorable, mientras que en los otros 3 isémeros, el grupo =0 estd més alejado
del grupo amino. Se encuentran también isémeros con la misma energia, pero diferencias
en la orientaci6én del grupo carboxil.

También se realizaron célculos de los pares de bases con guanina canénica, encontrando
que el par mas favorable, con los métodos de mecédnica cudntica PBE, MP2 y PBE-PCM,
es el par que forman el isémero 4 (donde el grupo =0 no estd cerca del grupo amino)
con la guanina. Por otro lado, con el método MP2-PCM, existen 2 pares de bases con la
misma energia de interaccién, y que es el minimo més profundo, los cuales son los pares
que forman los isémeros 1 y 4 con guanina. Con el método de mecénica molecular BSC1,
hay dos minimos en la energia de interaccién de los pares de bases: los pares que forman
los isémero 5y 6 con guanina; con el método BSC1-GB los pares de bases mas favorables
son los pares que forman los isémeros 1 y 4 con guanina, finalmente, con el método
BSC1-POLTEYV, el par de bases mas favorable es el que forma el isémero 6 con guanina.
Estructuralmente, no se encuentran grandes diferencias en las distancias de los enlaces por
puente de hidrégeno, asi como en las distancias C1’---C1’, con lo cual, se observa que el
grupo carboxil no modifica el apareamiento de las bases.

Para los nucledsidos, se encuentra que la conformacion AA0O es mds favorable en vacio con
los métodos de mecdnica cuédntica, mientras que con PBE-PCM, la conformacién AA0O es la
mads favorable y con MP2-PCM, la conformacién mds favorable es la BB00. Con los métodos
de mecdnica molecular se encuentra que la conformacién BB0O es la mds favorable.

De igual forma, se observa que el nucle6sido con el isémero 1 es el mds favorable, incluso
cuando existen estructuras con enlace por puente de hidrégeno entre el SPB y la base.
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Por otra parte, se encuentra resultados variados para la orientacién del -OH del grupo
carboxil. Para los isémeros 2 y 3, ambas direcciones tienen la misma energia, solo en el caso
de MP2 el nucleésido en conformacién BB00, la orientacién mas favorable es hacia 5’. Para
los isdmeros 5y 6 se encuentra que, con los métodos de mecdnica cudntica, la orientaciéon
méds favorable es hacia 5, excepto en dos casos, PBE y MP2 en vacio con el nucleésido en
conformacién AA00, donde la orientacién mas favorable es hacia 3. Finalmente, con los
métodos de mecédnica molecular se tiene con BSC1-POLTEV los nucle6sidos con ambas
conformaciones y BSC1-GB el nucleésido en conformacién AA00 que la orientacién maés fa-
vorable es hacia 3’, mientras que con BSC1 conformacién AA0O la orientacién mads favorable
es5’

Por ultimo, se encuentra cambios en el empaquetamiento del aztcar, sobre todo cuan-
do existen estructuras artificiales, cambiando a C2’-exo en las conformaciones AA00 y a
C3’-exo en las conformaciones BB00. Cuando no existen estructuras artificiales, el empa-
quetamiento de los nucleé6sidos en conformacién BB0O es C2’-endo y en conformaciéon
AAO00 es C3’-endo.

Los resultados del isémero mas favorable se usardn para la comparacién con C.



CAPITULO 6. RESULTADOS Y ANALISIS 94

6.6. Comparacion de las Modificaciones con Citosina Can6-
nica

En esta seccion se realiza una comparacion entre los resultados obtenidos para las modifica-
ciones de citosina en posicion 5y aquellos realizados para la citosina candnica, utilizando
métodos de mecdnica cuantica y mecdnica molecular. el propésito de esta comparacion es
estudiar si dichas modificaciones afectan a la estructura de las subunidades de ADN. Esta
comparacién solo se realiza con los isémeros de menor energia, ya que se espera que estos
sean los encontrados en las estructuras experimentales.

En la Figura 6.27 se muestra la base canénica citosina y sus modificaciones en posicion 5:
5mC, 5hmC, 5fC y 5caC. En la Tabla 6.50 se observa las energias totales y las diferencias de
energia de cada modificacién respecto a la citosina. Se observa que la modificacién con el
minimo de energia més profundo corresponde ala 5caC.

5fC 5caC

Figura 6.27: Base canodnica citosina y las modificaciones en posiciéon 5 presentes en el ciclo de metilacién y
desmetilacion de C: 5-metilcitosina, 5-hidroximetilcitosina, 5-formilcitosina y 5-carboxilcitosina. Estructuras
optimizadas con PBE.
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Tabla 6.50: Energias de las bases aisladas de C, 5mC, 5hmC, 5fC y 5caC obtenidas con los métodos de mecénica
cuéntica.

B PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM
ase
Elkcal/mol]  AExamo | Elkcal/mol]  AEwxama | Elkcal/mol]  AEwxama | Elkcal/mol]  AEwcaimon
C -272170.7 0.0 -271701.6 0.0 -272181.8 0.0 -271712.9 0.0

5mC -296807.3 -24636.6 -296291.9 -24590.3 -296818.4 -24636.5 -296303.2 -24590.3
5hmC -343957.4 -71786.6 -343374.4 -71672.9 -343969.0 -71787.2 -343386.7 -71673.7
5fC -343218.7 -71048.0 -342633.0 -70931.4 -343228.8 -71047.0 -342643.5 -70930.5

5caC -390392.3 -118221.6 -389739.9 -118038.3 -390402.7 -118220.8 -389750.5 -118037.6

En la Figura 6.28 se observan los pares de bases de citosina canénica y sus modificaciones
con guanina canénica optimizados con el método PBE.

Como ya se mencion6 previamente, los pares de bases con modificaciones de citosina
conservan los tres enlaces por puente de hidré6geno presentes en el par candnica G:C. De
esta forma vemos que los grupos funcionales en posicién 5 de citosina no afectan en el
apareamiento de las bases.

En la Tabla 6.51 presentan las energias de interacciéon de los pares de bases obtenidas con
los métodos de mecdnica molecular y mecédnica cudntica.

Se observa que el par de bases mds favorable con los métodos de mecdanica cudntica, tanto
en vacio como con solvente implicito, es el par G:5mC, con una diferencia de energia
respecto al par canénico G:C de hasta 0.4 kcal/mol en vacio y de hasta 0.3 kcal/mol con
PCM. El par menos favorable es el par G:5fC, con una diferencia de energia de hasta 2.0
kcal/mol respecto al par G:Cy de hasta 1.2 kcal/mol con PCM.

Por otro lado, con el campo de fuerzas BSC1 el par més favorable es el par canénico G:C,
con una diferencia de 0.2 kcal/mol respecto al siguiente par que es 5mC, mientras que el
par menos favorable es el par G:5fC con una diferencia de 2.2 kcal/mol respecto al par G:C.
Asi mismo, con POLTEV el par mds favorable es el par G:5hmC, con una diferencia de 1.7
kcal/mol respecto al par G:C, de igual forma el par menos favorable es el par G:5fC, con
una diferencia de energia con respecto a G:C de 1.4 kcal/mol. Por tltimo, con BSC1-GB, el
par més favorable es el par G:C, mientras que el par menos favorable es el par G:5hmC, con
una diferencia de 0.5 kcal/mol.
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Figura 6.28: Pares de bases de G canénica con C, 5mC, 5hmC, 5fC y 5caC. Optimizaciones realizadas con PBE.

Tabla 6.51: Energias de interaccion de los pares de bases de citosina y las bases modificadas con la base canénica
guanina obtenidas con los diferentes métodos de mecanica cudntica y mecanica molecular. En negritas se indican
los pares de bases mds favorables con cada método.

Energia de interaccién [kcal/mol]
Par de bases
PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM | BSC1 BSC1-GB POLTEV
G:C -32.0 -30.4 -21.8 -20.8 -28.0 -15.4 -24.4
G:5mC -32.3 -30.8 -22.0 -21.1 -27.8 -15.1 -25.4
G:5hmC -30.6  -29.4 -21.3 -20.5 -26.4 -14.9 -26.1
G:5fC -28.6  -28.4 -20.1 -19.9 -25.8 -15.3 -23.0
G:5caC -29.2 -28.8 -20.4 -20.1 -26.1 -15.3 -24.2

En la tabla 6.52 se muestran las distancias de los enlaces por puente de hidrégeno de los
pares de bases con citosina y sus modificaciones con guanina, asi como las distancias
CI’---Cl’ Se observa que no existen cambios significativos en dichas distancias. Asi, las
modificaciones no afectan la geometria del apareamiento de las bases.
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Tabla 6.52: Distancias de los enlaces de hidrégeno entre los pares de bases de citosina y las bases modificadas con
la base canénica guanina obtenidas con los diferentes métodos de mecdnica cudntica y mecdnica molecular. Se
muestra la distancia C1’---C1".

Enlace de hidrégenol[A]
Par de bases
H-Bond PBE MP2 PBE-PCM MP2-PCM | BSC1 BSC1-GB POLTEV

06---H-N4 | 1.73 1.79 1.82 1.88 1.82 1.88 1.88
GC N1-H---N3 1.88 1.91 1.87 1.87 1.91 1.95 1.95
. N2-H---02 1.87 1.92 1.82 1.87 1.81 1.83 1.86
C1r’---C1r 10.75 10.70 10.74 10.68 10.73 10.79 10.77
06---H-N4 1.73 1.79 1.81 1.88 1.82 1.88 1.87
NI1-H---N3 | 1.88 1.91 1.87 1.89 1.93 1.98 1.98

G:5mC
N2-H---02 | 1.86 1.91 1.81 1.87 1.80 1.83 1.86
Cl---C1’ 10.75 10.69 10.74 10.67 10.72 10.78 10.81
06---H-N4 | 1.75 1.81 1.83 1.90 1.83 1.89 1.87
N1-H---N3 1.88 1.91 1.87 1.89 1.93 1.98 1.89

G:5hmC
N2-H---02 1.88 1.93 1.82 1.88 1.81 1.83 1.87
Cl'---Cl’” | 10.74 10.69 10.73 10.67 10.73 10.79 10.69
06:--H-N4 1.74 1.79 1.81 1.86 1.81 1.87 1.88
NI-H---N3 | 1.89 1.92 1.88 1.91 1.94 1.98 1.99

G:5fC

N2-H---02 | 1.92 1.96 1.87 1.90 1.81 1.83 1.86
Ccr---Cr 10.79 10.73 10.78 10.72 10.73 10.78 10.77
06---H-N4 | 1.74 1.79 1.81 1.86 1.81 1.86 1.87
NI1-H---N3 | 1.90 1.93 1.89 1.91 1.94 1.99 1.99

G:5caC
N2-H---02 1.90 1.94 1.85 1.90 1.81 1.93 1.86
Cl’---C1l’ 10.77 10.72 10.77 10.71 10.73 10.77 10.81

Para los nucleésidos, en la Figura 6.29 se presentan los nucledsidos de C, 5mC, 5hmC, 5fC y
5caC en dos familias conformacionales BB0O y AA0O, calculados con el método PBE. Solo
se muestran los resultados con este funcional pues las estructuras con los otros métodos
son muy semejantes.

En las Tablas 6.53, 6.54, 6.55, 6.56, 6.57, 6.58 y 6.59 se muestran los dngulos de torsion
sobre el SPB (B, v, § y €), el angulo glucosidico y y dngulo de pseudorrotacién P y el
empaquetamiento del aziicar de los nucleésidos de citosina y sus modificaciones, en las
familias conformacionales BB0O y AA0O, con los métodos PBE, MP2, PBE-PCM, MP2-PCM,
BSC1, BSC1-POLTEV y BSC1-GB respectivamente. Se muestran los valores promedios de
las torsiones correspondientes a las familias conformacionales BB0O y AA0O.

En general, con todos los métodos analizados no se observan cambios significativos en
los dngulos de torsion sobre el SPB y y §, teniendo sus valores muy cercanos a los valo-
res promedio de las torsiones correspondientes a las familias conformacionales BB0O y
AAO00. Se observan cambios significativos en el &ngulo glucosidico y de los nucledsidos en
conformacién BB0O, teniendo diferencias mayores a 30° usando la metodologia en vacio.
Asimismo, con solvente implicito, las diferencias en los dangulos glucosidicos son menores
a30°.
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Igualmente, no se observan cambios en el empaquetamiento del aztcar, siendo C2’-endo
para los nucleésidos que se encuentran en conformacién BB00 y C3’-endo para los nucleé-
sidos que se encuentran en conformacién AA00.
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Figura 6.29: Nucleé6sidos de C y las modificaciones en sus dos conformaciones. a) C, BB00. b) C, AA00. ¢) 5mC,
BB00. d) 5mC, AA00. e) 5hmC, BB00. f) 5hmC, AA00. g) 5fC, BB00. h) 5fC, AA00. i) 5caC, BB00. j) 5caC, AA0O.
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Tabla 6.53: Angulos de torsién del SPB de nucleésidos de citosina de las modificaciones en conformacion de las
familias BBOO y AA0O, obtenidos con el método PBE. Se incluyen pardmetros estructurales del aztcar (dngulo de
pseudorrotacién (P) y empaquetamiento del azticar (Puckering)).

Familia Base 21 BT oyl 671 el Pl Puckering
Promedio | 258 180 44 138 183
C 217 178 54 143 168 165 C2’-endo
5mC 220 178 53 143 168 165 C2’-endo
BB00
5hmC 234 173 52 146 175 173 C2’-endo
5fC 207 179 56 144 169 169 C2’-endo
5caC 219 161 53 145 170 173 (C2’-endo
Promedio | 200 173 55 82 206
C 198 176 53 83 187 11  C3’-endo
5mC 197 178 54 83 187 10 C3’-endo
5hmC 197 177 54 83 187 10 C3’-endo
AAO00
5fC 197 178 55 84 189 9 C3’-endo
5caC 200 91 54 83 192 15 C3’-endo

Tabla 6.54: Angulos de torsién del SPB de nucleésidos de citosina de las modificaciones en conformacién de las
familias BB0O y AA0O, obtenidos con el método MP2. Se incluyen pardmetros estructurales del azticar (dngulo de
pseudorrotacién (P) y empaquetamiento del azticar (Puckering)).

Familia Base xl°1 BTyl 6°1 el P[] Puckering
Promedio | 258 180 44 138 183
C 208 179 53 146 168 164 C2’-endo
5mC 211 180 53 146 168 163 C2’-endo
BB00
5hmC 210 181 53 146 169 163 C2’-endo
5fC 199 181 55 148 169 172 (C2’-endo
5caC 193 165 53 151 168 189 C3’-exo
Promedio | 258 180 44 138 183
C 195 178 53 81 187 12 C3’-endo
5mC 197 179 53 80 186 11 C3’-endo
AA00
5hmC 194 179 54 81 185 10 C3’-endo
5fC 194 181 54 81 188 10 C3’-endo
5caC 197 99 53 81 191 14 C3’-endo
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Tabla 6.55: Angulos de torsién del SPB de nucleésidos de citosina de las modificaciones en conformacién de
las familias BB0O y AA0O, obtenidos con el método PBE-PCM. Se incluyen pardmetros estructurales del azticar
(dngulo de pseudorrotacion (P) y empaquetamiento del azticar (Puckering)).

Familia Base 21 BT oyl 671 el Pl Puckering

Promedio | 258 180 44 138 183

C 233 173 52 146 175 173 C2’-endo
5mC 234 174 51 146 175 173 C2’-endo
BB00
5hmC 234 173 52 146 175 173 C2’-endo
5fC 228 175 53 146 176 175 C2’-endo
5caC 228 168 52 147 175 177 C2’-endo
Promedio | 258 180 44 138 183
C 202 170 53 84 192 10 C3’-endo
5mC 201 170 52 84 192 10 C3’-endo
AA00

5hmC 201 171 33 84 192 9 C3’-endo
5fC 200 171 54 85 193 8 C3’-endo

5caC 200 152 51 86 193 7 C3’-endo

Tabla 6.56: Angulos de torsién del SPB de nucleésidos de citosina de las modificaciones en conformacién de
las familias BBOO y AA0O, obtenidos con el método MP2-PCM. Se incluyen pardmetros estructurales del aztiicar
(4ngulo de pseudorrotacion (P) y empaquetamiento del azticar (Puckering)).

Familia Base xl°1 BTyl 6°1 el P[] Puckering

Promedio | 258 180 44 138 183

C 230 175 51 148 176 167 C2’-endo
5mC 230 175 51 148 175 168 C2’-endo
BB00
5hmC 231 175 51 148 175 168 (C2’-endo
5fC 226 176 52 148 176 170 C2’-endo
5caC 227 170 51 149 176 171 C2’-endo
Promedio | 258 180 44 138 183
C 198 173 52 81 190 12 C3’-endo
5mC 198 172 52 81 190 12 C3’-endo
AA00

5hmC 198 173 53 82 190 11 C3’-endo
5fC 197 173 53 82 191 10 C3’-endo
5caC 197 159 51 83 191 10 C3’-endo
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Tabla 6.57: Angulos de torsién del SPB de nucleésidos de citosina de las modificaciones en conformacion de las
familias BB00 y AA0O, obtenidos con el método BSC1. Se incluyen pardmetros estructurales del azticar (dngulo de
pseudorrotacién (P) y empaquetamiento del azticar (Puckering)).

Familia Base 21 BT oyl 671 el Pl Puckering
Promedio | 258 180 44 138 183
C 215 180 56 143 157 159 (C2’-endo
5mC 223 188 52 141 69 161 C2’-endo
BB00
5hmC 219 188 56 143 95 163 C2’-endo
5fC 222 194 53 142 67 164 C2’-endo
5caC 222 185 52 142 67 165 (C2’-endo
Promedio | 258 180 44 138 183
C 205 181 56 83 175 15 (C3’-endo
5mC 209 183 53 84 172 19 C3’-endo
AA00
5hmC 200 186 55 82 159 12 C3’-endo
5fC 209 187 54 84 171 17 C3’-endo
5caC 211 180 54 85 173 21 C3’-endo

Tabla 6.58: Angulos de torsién del SPB de nucleésidos de citosina de las modificaciones en conformacién de las
familias BB0O y AA0O, obtenidos con el método BSC1-POLTEV. Se incluyen pardmetros estructurales del azicar
(4ngulo de pseudorrotacion (P) y empaquetamiento del azticar (Puckering)).

Familia Base xl°1 BTyl 6°1 el P[] Puckering
Promedio | 258 180 44 138 183
C 202 184 56 146 180 166 C2’-endo
5mC 203 183 55 145 180 165 C2’-endo
BB00
5hmC 202 184 56 145 180 166 C2’-endo
5fC 199 187 57 148 181 175 C2’-endo
5caC 200 181 56 149 181 171 C2’-endo
Promedio | 258 180 44 138 183
C 196 183 56 83 182 17 C3’-endo
5mC 197 183 56 83 182 18 C3’-endo
AA00
5hmC 194 183 55 84 181 14 (C3’-endo
5fC 194 185 56 84 182 13 C3’-endo
5caC 192 180 55 85 182 10 C3’-endo
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Tabla 6.59: Angulos de torsién del SPB de nucleésidos de citosina de las modificaciones en conformacion de las
familias BB0O y AA0O, obtenidos con el método BSC1-GB. Se incluyen pardmetros estructurales del azticar (dngulo

de pseudorrotacion (P) y empaquetamiento del azicar (Puckering)).

Familia | Base | x[°1 B[l vI°l 0I°1 €[l P[°l Puckering
C 228 180 57 143 182 159 (C2’-endo

5mC | 228 180 54 133 182 147 (2’-endo

BB00 5hmC | 229 180 56 140 177 158 (C2’-endo
5fC 228 180 54 135 182 152 (C2’-endo

5caC | 227 179 54 133 182 146 C2-endo

C 218 179 57 82 177 23 C3’-endo

5mC | 223 179 56 85 182 28 (C3’-endo

AA00 | 5hmC | 220 179 57 82 175 23 (C3’-endo
5fC 223 180 56 86 181 27 C3’-endo

5caC | 226 179 56 85 181 34 C3’-endo
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En resumen, de la comparacién de las modificaciones con citosina, se puede observar que
la base con el minimo de energias mds profundo es la base 5caC.

Para los pares de base, se encuentra con los métodos de mecénica cudntica que el par mas
favorable es el par G:5mC, seguido del par canénico G:C. El par menos favorable con estos
métodos es el par G:5fC. Asi mismo, observa que con los métodos BSC1 y BSC1-GB el par
mads favorable es el candnico G:C, mientras que el menos favorable es el par G:5fC en vacio
con solvente implicito. Por dltimo, con POLTEV se puede observar que el par mds favorable
es el par G:5hmC, mientras que el menos favorable es el par G:5fC. Estructuralmente no
se observa cambios en las distancias de los enlaces por puente de hidrégeno y también se
mantienen los tres enlaces de hidrégeno en los pares de modificaciones con guanina.

Ademads, se observa que no existen cambios significativos en los dngulos de torsién y y
6, con valores cercanos a los valores promedio para las familias conformacionales BB0OO
y AA0O. Por otra parte, se observan cambios significativos en los dngulos de torsién con
los métodos en vacio, con diferencias en sus valores respecto a los valores promedio de la
familia conformacional BBOO mayores de 30°. Al incluir métodos con solvente implicito
(PCM para los métodos de cudntica y GB para los métodos de mecédnica molecular), el
valor del angulo glucosidico se acerca més al valor promedio de los d4ngulos de torsion de la
familia conformacional BB0O.

Finalmente, se observa que el empaquetamiento del aziicar no sufre cambios en estos
nucleé6sidos con bases modificadas, siendo C2’-endo para la conformacién BB00y C3’-endo
para la conformacién AA0O.

De esta forma, los resultados indican que con las modificaciones de citosina en posicién 5,
5mC, 5hmC, 5fC y 5caC, no existen cambios significativos en la estructura de las subunida-
des del ADN estudiadas.
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6.7. Desoxidinucle6sidos Monofosfatos de 5-hidroximetilcitosina

Se seleccionaron diez estructuras experimentales para realizar los cdlculos de dDMPs
con la modificacién 5hmC, de tal forma que en las secuencias se abarcaran varias bases
nitrogenadas. En la Figura 6.30 se muestra, a modo de ejemplo, el dADMP que corresponde a
la estructura experimental con ID 5DSB, en la cual se observa la designacion de los dngulos
de torsién.

il 5»
j_‘ X2
J

Figura 6.30: Estructura experimental final obtenida ID 5DSB. Se observan los dngulos de torsién sobre el SPB y los
dngulos glucosidicos.

En la Tabla 6.60 se presentan los ID de cada estructura, junto con las secuencias anali-
zadas. Ademads, se muestran las clases conformacionales (CC) y los dngulos de torsion
correspondientes a las estructuras seleccionadas.

Tabla 6.60: Clases conformacionales (CC) y angulos de torsion sobre el SPB de las estructuras experimentales. Se
muestra el PDB ID y la secuencia.

PDB ID dDMP CcC 611 el <1 al’l BTyl 6201 xall xell]

5DSB d5hmCpdC | ABO03 100 214 257 328 168 20 149 226 283
4GLC | d5hmCpdG | ABO1 92 199 271 309 173 55 139 215 256
3YVB d5hmCpdG | BB00 120 164 277 299 198 54 153 225 254
4R2P dApd5hmC | ABO1 80 202 277 311 175 42 136 206 245
4R2C dApd5hmC | BB00 138 196 268 294 176 42 127 231 253
3YVB dCpd5hmC | NANT 80 191 276 287 174 75 120 196 225
4GLC | dGpd5hmC | AA00 91 202 295 288 169 65 92 203 215
4R2C dGpd5hmC | BAO05 128 182 263 302 159 56 98 250 229
4GLH | dTpd5hmC | BAO05 131 191 265 306 165 39 97 249 241
4PAR dTpd5hmC | BB00 139 180 259 308 167 45 131 250 252
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De igual forma, en la Tabla 6.61 se muestra el empaquetamiento de los azticares en cada
estructura junto con sus respectivos valores del angulo de pseudorrotacién. Asimismo, se
incluyen los pardmetros estructurales relacionados con la posicién mutual de las bases
nitrogenadas. El valor ¢ corresponde al 4angulo que forman los anillos de las bases, sin
considerar a los grupos funcionales. Para determinar si una estructura optimizada es viable,
el valor de ¢ deber ser menor de 30°.

Tabla 6.61: Pseudorrotacion (P) y su correspondiente empaquetamiento del azticar (Puckering); pardmetros
estructurales respecto a la posicién mutual de las bases apiladas de las estructuras experimentales. Se muestra el
PDB ID y la secuencia.

PDBID dDMP P1[°] P2[°] Puckering(5’) Puckering(3’) | Stacking[A?] | h-Twist[°) h-Rise[A] ~ Tilt[’] Rolll’|  ¢[°]
5DSB d5hmCpdC | 89.2 166.3 04’-endo C2’-endo 0.2 38.9 3.5 12.3 9.9 15.8
4GLC d5hmCpdG | 40.5 169.6 C4’-exo C2’-endo 0.0 29.8 2.0 14.6 9.2 17.3
3YVB d5hmCpdG | 120.1 177.1 C1’-exo C2’-endo 0.0 42.0 3.1 6.5 -145 158
4R2P dApds5hmC | 23.3 149.2 C3’-endo C2’-endo 2.2 29.1 2.2 11.1 11.3 15.8
4R2C dApd5hmC | 164.5 141.2 C2’-endo Cl’-exo 2.4 28.4 3.4 4.2 0.1 4.2
3YVB dCpd5hmC | 45.2  120.1 C4’-exo C1’-exo 0.0 28.9 2.2 13.6 -0.9 13.6
4GLC | dGpdshmC | 34.2  40.5 C3’-endo C4’-exo 3.7 46.5 3.4 6.6 1.9 6.8
4R2C dGpdshmC | 138.3  89.8 C1’-exo 04’-endo 4.3 33.6 3.4 3.6 -1.6 4.0
4GLH dTpd5hmC | 147.1 949 C2’-endo 04’-endo 2.3 40.5 3.5 3.8 -0.4 3.9
4PAR dTpd5hmC | 158.0 145.2 C2’-endo C2’-endo 2.3 39.5 3.3 7.8 -4.3 8.9

En las Tabla 6.62 se presentan los resultados de las clases conformacionales y los dngulos de
torsién sobre el SPB obtenidas con el funcional PW91. Se observa que, con este funcional,
la mayoria de las estructuras optimizadas presentan la clase conformacional NANT, cuya
descripcién es conformacion no asignada. De esta forma, las geometrias obtenidas no
se ajustan a ninguna de las clases conformacionales. Una excepcion es la optimizacién
geométrica de la estructura ID 4PAR la cual presenta una clase conformacional BAO5,
cambiando de la conformacién BB0O que era su conformacion inicial.

Tabla 6.62: Clases conformacionales (CC) y dngulos de torsion sobre el SPB de las estructuras optimizadas con el
funcional PW91. Se muestra el PDB ID y la secuencia.

PDB ID dDMP CcC 6101 el {1 al’l BTyl 6201 xill xell]

5DSB d5hmCpdC | NANT 93 243 279 294 191 55 142 233 222
4GLC | d5hmCpdG | NANT 74 254 195 339 122 73 149 190 305
3YVB d5hmCpdG | NANT | 104 255 281 315 149 60 146 189 266
4R2P dApd5hmC | NANT 72 262 214 323 161 51 139 221 239
4R2C dApd5hmC | NANT | 142 202 286 280 175 46 98 232 241
3YVB dCpd5hmC | NANT 73 264 208 308 157 54 141 221 235
4R2C dGpd5hmC | NANT | 138 250 293 288 152 43 79 178 253
4GLH | dTpd5hmC | BAO5 137 189 270 288 173 55 76 226 241

4PAR dTpd5hmC | BAO05 138 200 282 285 176 51 98 223 235
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En la Tabla 6.63 se observa el empaquetamiento de los aziicares en cada estructura junto
con sus respectivos valores del &ngulo de pseudorrotacién con el funcional PW91. Asimismo,
se incluyen los pardmetros estructurales relacionados con la posicién mutual de las bases
nitrogenadas, en las cual se observan tres estructuras viables, ID 3YVB (¢ = 27.5), ID 4R2C
(¢ =19.6) y ID 4PAR (¢p = 7.9).

Tabla 6.63: Pseudorrotacion (P) y su correspondiente empaquetamiento del azticar (Puckering); parametros
estructurales respecto a la posicién mutual de las bases apiladas de las estructuras optimizadas con el funcional
PWO91. Se muestra el PDB ID y la secuencia.

PDB ID dDMP P1[°] P2[°]  Puckering(5’) Puckering(3’) Stacking[AZ] h-Twist°] ~ h-RiselA]  Tilt[’] Rolll’] [°]
5DSB d5hmCpdC | 26.0 162.5 C3’-endo C2’-endo 0.0 98.4 2.3 -59.1 73.2 94.1
4GLC d5hmCpdG 5.9 180.5 C3’-endo C3’-exo 1.4 -63.4 0.5 62.8 5.6 63.1
3YVB d5hmCpdG | 349.6 174.4 C2’-exo C2’-endo 4.3 68.1 4.4 18.2 20.4 27.5
4R2P dApd5hmC 21.7 164.3 C3’-endo C2’-endo 0.0 -91.5 -0.7 -40.8 81.8 88.5
4R2C dApd5hmC | 174.9 108.9 C2’-endo Cl’-exo 2.2 20.7 -1.0 2.6 19.5 19.6
3YVB dCpd5hmC | 33.0 162.3 C3’-endo C2’-endo 0.0 -68.1 -1.1 -32.9 58.4 67.0
4R2C dGpdshmC | 173.9  60.4 C2’-endo C4’-exo 2.2 48.9 1.7 33.6 8.9 34.8
4GLH dTpd5hmC | 162.8 45.8 C2’-endo C4’-exo 0.6 54.1 1.9 31.3 -11.9 335
4PAR | dTpd5hmC | 163.3 107.1 C2’-endo 04’-endo 0.0 27.5 1.1 11.8 136 179

De igual forma, en la Tabla 6.64 se muestran las clases conformacionales y los dangulos de
torsién sobre el SPB obtenidas con el funcional PBE. Al igual que con PW91, se observa
que la mayoria de las estructuras optimizadas presentan la clase conformacional NANT.
Sin embargo, las posibles estructuras viables adoptan clases conformaciones vélidas. La
optimizacion de ID 4GLC presenta la clase conformacional AA09, siendo la inicial AA0O,
mientras que la optimizacién de la estructura ID 4PAR presenta una conformacién BB0O.

Tabla 6.64: Clases conformacionales (CC) y dngulos de torsion sobre el SPB de las estructuras optimizadas con el
funcional PBE. Se muestra el PDB ID y la secuencia.

PDBID dDMP cC 611 el’l g1 all BT oyl G201 xalll xel?]

5DSB d5hmCpdC | NANT 93 242 280 294 190 54 142 234 222
4GLC d5hmCpdG | NANT 81 261 204 28 87 45 123 180 247
3YVB d5hmCpdG | NANT | 141 279 289 294 181 53 147 229 263
4R2P dApd5hmC | NANT 93 244 294 264 247 57 142 235 201
4R2C dApd5hmC | NANT 80 249 276 278 201 57 85 207 256
3YVB dCpd5hmC | NANT 74 263 208 305 162 54 142 244 233
4GLC dGpd5hmC | AA09 84 212 285 295 176 58 85 195 236
4R2C dGpd5hmC | NANT | 138 248 293 287 153 43 79 180 253
4PAR dTpd5hmC | BB00 137 202 283 283 178 49 108 223 241

En la Tabla 6.65 se muestra el empaquetamiento de los azticares en cada estructura junto
con sus respectivos valores del &ngulo de pseudorrotacién con el funcional PBE. Asimis-
mo, se incluyen los pardmetros estructurales relacionados con la posicién mutual de las
bases nitrogenadas, en las cual se observa una estructura viable, ID 4R2C (¢ = 19.6) y una
estructura con un valor marginal en el 4ngulo entre las bases (¢p = 30.5).
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Tabla 6.65: Pseudorrotacion (P) y su correspondiente empaquetamiento del azticar (Puckering); parametros
estructurales respecto a la posicién mutual de las bases apiladas de las estructuras optimizadas con el funcional
PBE. Se muestra el PDB ID y la secuencia.

PDBID dDMP P1[°] P2[°] Puckering(5) Puckering(3) | Stacking(A?] | h-Twist’] —h-Rise[A]l ~Tilt[’l Rolll°] ¢[°]
5DSB dshmCpdC | 27.2 1624 C3’-endo C2’-endo 0.0 97.7 2.3 -58.9 72.6 93.5
4GLC d5hmCpdG 3.8 131.5 C3’-endo Cl’-exo 0.0 44.6 -0.9 29.6 30.5 42.5
3YVB d5hmCpdG | 171.0 179.1 C2’-endo C2’-endo 0.0 114.2 5.6 -83.6 63.1 75.2
4R2P | dApd5hmC | 5.2  176.1 C3’-endo C2’-endo - -106.1 919  39.7
4R2C dApd5hmC 4.7 9.4 C3’-endo C3’-endo 1.6 67.1 1.9 14.1 61.6 63.2
3YVB dCpd5hmC | 37.6 163.1 C4’-exo C2’-endo 0.0 -88.8 -2.1 -56.3 65.6 86.5
4GLC dGpd5hmC 8.3 16.6 C3’-endo C3’-endo 3.3 43.0 1.7 29.6 6.8 30.5
4R2C dGpds5hmC | 173.9  60.2 C2’-endo C4’-exo 2.2 48.5 1.7 32.6 9.2 34.0
4PAR dTpd5hmC | 161.0 117.6 C2’-endo C1’-exo 0.0 29.2 1.1 8.3 18.6 20.3

Después de realizar los célculos de optimizacién con los funcionales GGA, PW91 y PBE,
se obtuvieron muy pocas estructuras viables (3 con PW91 y 2 con PBE). Debido a esto, se
decidi6 utilizar el funcional hibrido meta-GGA M052X, el cual ha demostrado un buen
desempeiio al considerar el apilamiento de las bases nitrogenadas [50,51].

Con el objetivo de evaluar la efectividad de este funcional, se seleccionaron las estructuras
ID 4R2P (secuencia dApd5hmC) y ID 3YVB (secuencia dCpd5hmC) las cuales tienen valores
en el 4ngulo ¢ alejados del valor de 30°, obtenidos con las optimizaciones PBE y PW91.

En la Tabla 6.66 se presentan las clases conformacionales y los d&ngulos de torsién sobre el
SPB obtenidas con el funcional M052X de las estructuras antes mencionadas. A diferencia
de lo observado con PW91 y PBE, con el funcional M052X se puede observar que las
estructuras optimizadas resultan en clases conformacionales vélidas, ABO5 para ambas,
aunque ambas cambian respecto a la estructura experimental: para la estructura ID 4R2P
la clase es ABO1 y para la estructura ID 3YVB, la clase es NANT.

Tabla 6.66: Clases conformacionales (CC) y angulos de torsion sobre el SPB de las estructuras ID 4R2P y ID 3YVB
optimizadas con el funcional M052X.

PDB ID dDMP CC | ail1 ell <1 al’l BT yl1 6201 nall xel?
4R2P | dApd5shmC | ABO5 | 82 200 275 309 169 63 142 201 247
3YVB | dCpd5hmC | ABO5 | 81 193 264 311 168 62 143 196 242

En la Tabla 6.67 se muestra el empaquetamiento de los azticares en cada estructura junto
con sus respectivos valores del &ngulo de pseudorrotacién de las estructuras antes men-
cionadas con el funcional M052X. Asimismo, se incluyen los pardmetros estructurales
relacionados con la posicién mutual de las bases nitrogenadas. Se observa que los valores
del angulo ¢ son menores a 30° lo que es una mejora sustancial para este funcional.

Tabla 6.67: Pseudorrotacion (P) y su correspondiente empaquetamiento del azticar (Puckering); parametros
estructurales respecto a la posicién mutual de las bases apiladas de las estructuras optimizadas con el funcional
MO052X. Se muestra el PDB ID y la secuencia.

PDBID dDMP P1[°] P2[°]  Puckering(5’) Puckering(3’) Stacking[AZ] h-Twist°] ~ h-RiselA]  Tilt]’l Rolll°) ¢[°]
4R2P dApd5hmC | 10.0 164.2 C3’-endo C2’-endo 0.6 25.7 0.3 18.8 4.9 19.5
3YVB dCpd5hmC | 16.1 162.0 C3’-endo C2’-endo 0.0 26.6 -3.2 25.4 6.0 26.0
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En la Figura 6.31 se muestran las optimizaciones con los funcionales PW91, PBE y M052X de
la estructura ID 4R2P, en la cual se observan los valores del dngulo ¢ para cada estructura.

Con el funcional PW91 las bases estdn casi perpendiculares entre si, mientras que con PBE
las bases estan demasiado desviadas entre si. Con M052X observamos una estructura viable.
con bases casi paralelas entre si.

ID 4R2P dApd5hmC

GV | W
bl
e SN g,

PWO1 PBE M052X

Figura 6.31: Optimizaciones de las estructuras ID 4R2P con los funcionales PW91, PBE y M052X. Se muestra el
angulo ¢.

En la Figura 6.32 se muestran las optimizaciones con los funcionales PW91, PBE y M052X de
la estructura ID 3YVB, en la cual se observan los valores del angulo ¢ para cada estructura.

Al igual que con la estructura anterior, se observa que con los funcionales PW91 y PBE
no se obtienen estructuras viables, en donde, con ambos funcionales, las bases estédn casi
perpendiculares entre ellas. Por otro lado, con M052X se obtienen estructuras viables, con
las bases casi paralelas entre si.

ID 3YVB dCpd5hmC

PW91

Figura 6.32: Optimizaciones de las estructuras ID 3YVB con los funcionales PW91, PBE y M052X. Se muestra el
angulo ¢.
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Asi, dado el buen desempenio del funcional M052X en la optimizacién de las secuencias
anteriores, se decidi6 usar este funcional para el resto de las estructuras seleccionadas.

En las Tabla 6.68 se presentan las clases conformacionales y los d&ngulos de torsién sobre el
SPB obtenidas con el funcional M052X de todas las estructuras. Se observa que en todas
las estructuras las optimizaciones conducen a clases conformacionales validas. Aunque se
obtuvieron clases conformacionales vélidas, se observan cambios en éstas respecto a las
estructuras experimentales.

Tabla 6.68: Clases conformacionales (CC) y dangulos de torsion sobre el SPB de las estructuras ID 4R2P y ID 3YVB
optimizadas con el funcional M052X.

PDBID dDMP CC | 611 e’ {IF1 el BIT yIl 6201 xalll x2l°]

5DSB d5hmCpdC | ABO1 86 218 279 304 177 60 143 228 229
4GLC d5hmCpdG | ABO1 89 192 265 308 162 64 152 233 278
3YVB d5hmCpdG | BB16 | 147 264 287 302 145 55 138 183 292
4R2P dApd5hmC | ABO1 82 200 275 309 169 63 142 201 247
3YVB dCpd5hmC | ABO1 81 193 264 311 168 62 143 196 242
4GLC dGpd5hmC | AA00 82 202 283 294 171 59 83 199 220
4R2C dGpd5hmC | BA0O5 | 144 202 283 285 168 39 79 228 242
4GLH | dTpd5hmC | BAO5 | 138 178 259 292 169 59 77 233 222
4PAR dTpd5hmC | BAO5 | 139 188 276 295 164 60 76 237 202

En la Tabla 6.69 se muestra el empaquetamiento de los aziicares en cada estructura junto
con sus respectivos valores del dngulo de pseudorrotacién de todas las estructuras con el
funcional M052X. Asimismo, se incluyen los pardmetros estructurales relacionados con la
posicién mutual de las bases nitrogenadas.

Se pueden identificar seis estructuras viables usando este funcional. Cabe destacar que las
estructuras que no resultaron viables corresponden a secuencias con la modificacién en
posicién 5.

En las estructuras viables, se mantiene lo esperado para el stacking, para las secuencias
Pur-Pyr el stacking es mayor a 1 A2, teniendo una excepcion, para la estructura ID 4R2P, con
una secuencia dApd5hmC, donde el stacking es menor de 1 A2, Por otro lado, se observa
para las secuencias Pyr-Pyr que el stacking es menor a 1A2

Estos resultados respaldan el uso del funcional M052X como una buena alternativa para el
estudio estructural de los dDMPs, tanto por su capacidad para generar estructuras confor-
macionalmente vélidas como por la obtencién de estructuras con un buen apilamiento
entre las bases, con una disposicién casi paralela de las bases nitrogenadas.
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Tabla 6.69: Pseudorrotacion (P) y su correspondiente empaquetamiento del azticar (Puckering); parametros
estructurales respecto a la posicién mutual de las bases apiladas de las estructuras optimizadas con el funcional
MO052X. Se muestra el PDB ID y la secuencia.

PDB ID dDMP P1[°]  P2[°] Puckering(5’) Puckering(3) | Stacking[A?] | h-Twist[°] h-RiselA] ~Tiltl°) Rolll’l  ¢[°]
5DSB d5hmCpdC | 21.0 158.6 C3’-endo C2’-endo 0.7 57.1 2.2 -22.6 47.5 52.6
4GLC d5hmCpdG 34.4 185.5 C3’-endo C3’-exo 0.4 35.7 0.5 31.6 0.8 31.8
3YVB d5hmCpdG | 1953 144.3 C3’-exo C2’-endo 1.2 54.6 3.2 33.9 10.3 35.6
4R2P dApd5hmC 10.0 164.2 C3’-endo C2’-endo 0.6 25.7 0.3 18.8 4.9 19.5
3YVB dCpd5hmC 16.1 162.0 C3’-endo C2’-endo 0.0 26.6 -3.2 25.4 6.0 26.0
4GLC dGpd5hmC 11.2 16.8 C3’-endo C3’-endo 1.8 31.6 1.2 21.1 1.4 21.2
4R2C dGpdshmC | 168.0 58.4 C2’-endo C4’-exo 3.6 42.5 24 18.0 73 19.5
4GLH dTpds5hmC | 156.3 24.2 C2’-endo C3’-endo 0.4 52.3 2.2 22.1 -17.8 283
4PAR dTpds5hmC | 160.1  75.1 C2’-endo 04’-endo 0.5 27.4 3.1 29 -1.1 3.0

Para determinar la influencia de la modificacién en los célculos, se escogieron dos estruc-
tura, con los mejores valores en el dngulo ¢ tras la optimizacién con el funcional M052X,
y se sustituy6 la base modificada 5hmC por una citosina canénica, mantenido el resto
de la estructura sin cambios. Las estructuras seleccionadas fueron ID 4PAR (secuencia
dTpd5hmC, ¢ = 3.0) y ID 4R2C (secuencia dGpd5hmC. ¢ = 19.5).

En la Tabla 6.70 se presentan los resultados de las clases conformacionales y los &ngulos
de torsion sobre el SPB obtenidas con el funcional M052X de las estructuras con citosina
canonica.

Se observan cambios en las clases conformacionales de las estructuras con citosina can6ni-
ca con respecto a las estructuras con 5hmC, para la estructura ID 4GLC la clase conforma-
cional resulta AA07, mientras que con 5hmC habia sido AA00. En el caso de la estructura ID
4PAR, la clase conformacional resulta BB0O, mientras que con 5hm(, la clase conformacio-
nal habia sido BAO5.

Tabla 6.70: Clases conformacionales (CC) y dngulos de torsién sobre el SPB de las estructuras ID 4GLC y ID 4PAR
optimizadas con con el funcional M052X, sustituyendo la modificacién 5hmC por una citosina canénica.

PDBID | dDMP CC | 6171 ell <1 all BTyl 6211 nmll xel
4GLC | dGpdC | AAO7 | 70 263 237 323 117 59 79 183 207

4PAR dTpdC | BB0OO | 142 178 258 299 179 59 135 232 248

En la Tabla 6.71 se muestra el empaquetamiento de los aziicares en cada estructura junto
con sus respectivos valores del &ngulo de pseudorrotacién de las estructuras con citosina
canénica con el funcional M052X. Asimismo, se incluyen los pardmetros estructurales
relacionados con la posicién mutual de las bases nitrogenadas.

Para ambas estructuras se observa un valor normal de stacking, mayor de 1 A? para la
secuencia dApd5hmC y menor de 1 A2 para la secuencia dTpd5hmC. Asimismo, se observa
que ambas estructuras resultan en estructuras viables, con sus valores del &ngulo ¢» menores
a30°.
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Tabla 6.71: Pseudorrotacion (P) y su correspondiente empaquetamiento del aziicar (Puckering); pardmetros
estructurales respecto a la posicién mutual de las bases apiladas de las estructuras optimizadas con con el
funcional M052X, sustituyendo la modificacién 5hmC por una citosina canénica.

PDBID | dDMP | P1[°] P2[?] Puckering(5’) Puckering(3") | Stacking[A?] | h-Twist[°) h-RiselA] ~Tiltl’] Rolll®l  ¢[°]

4GLC | dGpdC | 13.0  20.0 C3’-endo C3’-endo 3.3 42.6 2.1 24.4 8.7 26.1

4PAR dTpdC | 161.5 151.7 C2’-endo C2’-endo 0.2 45.9 2.2 17.4 -9.5 19.8

En la Figura 6.33 se muestran las optimizaciones de la estructura ID 4GLC obtenida con
el funcional MMO052X, con la modificacién 5hmC y con citosina canénica. Se observa una
estructura viable con 5hmC, mientras que, con citosina candnica, se observan dos enlaces
por puente de hidrégeno en la estructura, uno formado entre el grupo fosfato y O5’ y otro
se da entre las bases del dDMP. Esta es una estructura artificial, ya que estos enlaces no
existen en el ADN natural.

ID4GLC

dGpd5hmC dGpdC

Figura 6.33: Optimizaciones de las estructuras ID 4GLC con el funcional M052X de las secuencias con 5hmCy con
citosina canénica.

En la Figura 6.34 se muestran las optimizaciones de la estructura ID 4PAR obtenida con el
funcional M052X, con la modificacién 5hmC y con citosina canénica. Se observa ambas
estructuras viables con este funcional.
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ID 4PAR

dTpd5hmC dTpdC

Figura 6.34: Optimizaciones de las estructuras ID 4PAR con el funcional M052X de las secuencias con 5hmC y con
citosina canénica.

Finalmente, se agrega el método de solvente implicito PCM a los célculos de las secuen-
cias anteriores con el funcional M052X. Las estructuras calculadas incluyeron tanto las
secuencias con la base modificada 5hmC como con citosina canénica.

En la Tabla 6.72 se presentan los resultados de las clases conformacionales y los dngulos
de torsién sobre el SPB obtenidas con el método M052X con solvente implicito de las
estructuras con la modificacién 5hmC y con citosina canénica.

Para las estructuras con ID 4GLC, no se observan cambios en la clase conformacional,
siendo AAOO en ambas. Esta misma conformacién se observa en la estructura experimental.

Por otro lado, se observan cambios en las clases conformacionales de las estructuras
ID 4PAR, siendo BAO5 para la estructura con la base modificada 5hmC, y BB0O para la
estructura con la citosina canénica.

Tabla 6.72: Clases conformacionales (CC) y dngulos de torsién sobre el SPB de las estructuras ID 4GLC y ID 4PAR
optimizadas con con el funcional M052X incluyendo solvente implicito de las secuencias con 5hmC y citosina
canénica.

PDB ID dDMP CC o1l el ¢l el BTyl 6201 nall el
4GLC dGpd5hmC | AA00 85 223 293 293 169 58 82 189 203
dGpdC AA00 85 223 289 294 166 56 83 192 209

APAR dTpd5hmC | BAO5 | 143 193 277 288 166 52 77 240 236

dTpdC BB0OO | 146 181 258 295 182 57 134 236 252

Enla Tabla 6.71 se presenta el empaquetamiento de los azticares en cada estructura junto
con sus respectivos valores del dngulo de pseudorrotacién de las estructuras con la mo-
dificacién 5hmC y con citosina canénica obtenidas con el funcional M052X incluyendo
solvente implicito. Asimismo, se incluyen los pardmetros estructurales relacionados con la
posicién mutual de las bases nitrogenadas.

Se puede observar que todas las estructuras son viables. Para el stacking se aprecia que
para las secuencias dGpd5hmC y dGpdC el stacking es el esperado, con valores mayores de
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1 A?, asi como para la secuencia dTpdCcon un valor menor de 1 A2, pero para la secuencia
dTpd5hmC, el valor del stacking es mayor de 1 A2,

Tabla 6.73: Pseudorrotacién (P) y su correspondiente empaquetamiento del azicar (Puckering); parametros
estructurales respecto a la posicién mutual de las bases apiladas de las estructuras optimizadas con con el
funcional M052X incluyendo solvente implicito de las secuencias con 5hmC y citosina canénica.

PDB ID dDMP P1[°] P2[°] Puckering(5’) Puckering(3’) Stacking[AZ] h-Twist[?]  h-Rise[A]  Tilt[’] Roll[°) @]
AGLC dGpd5hmC 4.9 14.7 C3’-endo C3’-endo 4.4 45.0 3.2 12.5 -2.4 12.8

dGpdC 7.3 14.2 C3’-endo C3’-endo 4.1 46.2 2.7 16.2 5.9 17.4

APAR dTpd5hmC | 166.4  59.7 C2’-endo C4’-exo 29 49.9 3.0 17.3 -1.1 17.3

dTpdC 1679 1525 C2’-endo C2’-endo 0.1 43.6 2.4 13.5 -7.9 15.9

En la Figura 6.35 se muestran las optimizaciones de las estructuras ID 4GLC obtenidas con
el funcional M052X incluyendo solvente implicito, con la modificacién 5hmCy con citosina
candnica. Se observan ambas estructuras viables con este método.

ID 4GLC M052X-PCM

dGpd5hmC dGpdC

Figura 6.35: Optimizaciones de las estructuras ID 4GLC con el funcional M052X incluyendo solvente implicito de
las secuencias con 5hmC y con citosina candnica.

Asi mismo, en la Figura 6.36 se presentan las optimizaciones de las estructuras ID 4PAR
obtenidas con el la metodologia M052X-PCM, con la modificacién 5hmC y con citosina
canénica. Se observan ambas estructuras viables con este método.
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ID 4PAR M052X-PCM

dTpd5hmC dTpdC

Figura 6.36: Optimizaciones de las estructuras ID 4PAR con el funcional M052X incluyendo solvente implicito de
las secuencias con 5hmC y con citosina candénica.

En resumen, se realizaron célculos de dDMPS con los funcionales GGA, PW91 y PBE,
encontrando que estos funcionales no resultan con optimizaciones viables, por lo que se
recurri6 al uso del funcional hibrido meta-GGA, M052X. De los célculos realizados con este
funcional, se obtienen mds estructuras viables para los dADMPs con 5hmC. Las estructuras
que no fueron viables, tienen la modificacién en la posicién 5.

Por otro lado, para observar la posible influencia de la modificacién 5hmC en la estructura
de los dDMPs, se realizaron cdlculos de algunas estructuras (las que tuvieron un mejor
valor de ¢) sustituyendo la 5hmC por citosinas canénicas. Se encuentra que con la citosina
canénica en lugar de la base modificada 5hm(, las estructuras optimizadas también son
viables, excepto por una que presenta enlaces por puente de hidr6geno no presentes en
el ADN natural. Asimismo, se observan cambios en la clase conformacional de dichas
estructuras, sin embargo, no existen cambios en las familias conformacionales.

De estos resultados analizados, se observan cambios sutiles en la estructura de los dDMPs,
sin embargo, no se encontraron cambios significativos en las clases conformacionales.

Finalmente, al considerar solvente implicito, también se observan estructuras viables
manteniendo valores de ¢» menores de 30°. De igual forma, se presentan cambios en
las clases conformacionales del valor experimental, pero no existen cambios de familias
conformacionales.

Estos resultados respaldan el uso del funcional M052X como un método viable para estudiar
las estructuras de los dDMPs.



CAPITULO 7

CONCLUSIONES

El presente estudio tuvo como objetivo explorar, mediante cdlculos de mecénica cuantica
(MC) y mecéanica molecular (MM), el comportamiento estructural y electrénico de diversas
subunidades del ADN que contienen modificaciones en la citosina en posicién 5. Estas
modificaciones (5-metilcitosina (5mC), 5-hidroximetilcitosina (5hmC), 5-formilcitosina
(5fC) y 5-carboxilcitosina (5caC)), relevantes en los procesos de metilacién y desmetilacién
del ADN, fueron analizadas tanto en vacio como en condiciones de solvente implicito,
abarcando desde bases aisladas hasta pares de bases y nucledsidos.

Los resultados obtenidos para las bases aisladas revelaron la existencia de varios isémeros
estables de estas modificaciones. En particular, se encontraron siete isémeros para 5hmcC,
dos isémeros para 5fC y seis isémeros para 5caC, mientras que 5mc tiene solo un isémero.
De los siete isémeros identificados para 5hmC, dos presentan la energia minima maés
favorable, seguidos de otros dos que, aunque tienen el grupo hidroximetil en distintas
posiciones mutuales, comparten la misma energia. Del estudio realizado a bases separadas,
se ha observado para las distintas modificaciones estudiadas que existen isémeros con
energias muy cercanas. Para 5hmC, 5fC y 5caC se observé que el isémero mds estable, en las
tres modificaciones, presenta un enlace intramolecular (H-bond) entre el grupo funcional
en la posicién 5 y el grupo amino en posicién 4 (fungiendo como donador en todos los
casos). En el caso de 5caC, el isomero mds estable es aquél que, ademds, presenta el grupo
carboxil en el mismo plano del anillo de la base nitrogenada.

Se encontr6 que, para bases aisladas, la modificacién 5caC es la mds favorable, seguida de
5hmC, 5fC y 5mC. Siendo estas mds estables al considerar solvente implicito.

Los resultados obtenidos para los pares de bases de los isémeros de las diversas modifica-
ciones de citosina en posicién 5 y la base guanina canénica, indican que las modificaciones
de citosina en la posicién 5 no alteran de forma significativa la geometria de los pares
de bases con guanina, ya que las distancias de los enlaces por puente de hidrégeno y la
separacion entre C1’---C1’ se mantienen practicamente inalteradas, comparando con lo
que muestra el par canénico G:C.

A pesar de que las modificaciones de citosina no son mds abundantes que la citosina
canonica en los distintos genomas (como fue mencionado en el Capitulo 3.2.2), para pares
de bases se encontro6, con los célculos realizados con MC (tanto en vacio como en solvente),
que los pares G:5mC y G:5hmC tienen una energia de interaccién mas favorable que la
del par canénico G:C. Sin embargo, la diferencia de la energia de interaccién respecto a
la del par canénico G:C estd por debajo de 0.4 kcal/mol, dependiendo de la metodologia
empleada, por lo que no se puede considerar que la presencia de estos pares sea mas
favorable que la del par canénico. Estos resultados no se reproducen con los métodos de
MM.

116
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Del estudio realizado a los nucleésidos de los isémeros de la modificacién 5hmC y del
isémero tnico de 5mC, se encontraron resultados semejantes a los obtenidos para el
nucleésido de la base canénica citosina. Los cdlculos con MC en vacio muestran que
la conformacién mds favorable es la familia AA0O, mientras que, al considerar solvente
implicito resulta ser la familia conformacional BB00 la més favorable (lo cual es congruente
con la abundancia de dicha conformacién en condiciones fisiolégicas). En cuanto a los
célculos con MM, no se tiene una reproduccién de dichos resultados, pues tanto en célculos
en vacio, como en los que se consideré solvente implicito, se tiene que la conformacién
BBO0O0 es la m4és favorable.

Por otro lado, el estudio realizado a los nucledsidos de los isémeros de las modificaciones
5fC y 5caC muestran discrepancia con lo que se tiene para el nucleésido de citosina sin
modificar. Dependiendo de la metodologia empleada, se tienen excepciones importantes.
Para la modificacion 5fC, en el caso de los célculos realizados con solvente implicito, los
cédlculos empleando el funcional PBE mostraron que la conformacién AA0O es la mas
favorable, mientras que con la metodologia MP2 se tiene que ambas conformaciones
(BB0O y AA00) tienen las mismas energias. Par el caso de la modificacién 5caC se obtuvo
algo semejante al considerar solvente implicito en los cédlculos de optimizacién. Estos
resultados sugieren que dichas modificaciones podrian desempefar un papel importante
en la estabilidad del diiplex de ADN, prefiriendo la conformacién AA00 sobre BBOO.

Asimismo, en todos los calculos realizados a los nucleésidos considerados, tanto con
la citosina canénica como con las modificaciones y sus isémeros, se encontré que no
existen cambios significativos en los dngulos de torsién sobre el SPB y y §, respecto al valor
promedio de sus respectivas familias conformacionales BB00 y AA00. Mientras que, para
el dngulo y de aquéllos nucledsidos experimentales en conformacién de la familia BB0O,
dependiendo del célculo realizado, se encontraron diferentes resultados. Para el caso de los
célculos realizados con MC en vacio, dicha torsién tuvo variaciones por encima de los 30°
con respecto de su valor promedio; al utilizar solvente implicito estas variaciones fueron
menores.

Los célculos de optimizacién realizados con los funcionales GGA (PW91 y PBE) a diversos
fragmentos de dDMPs, conteniendo en su secuencia una base 5hmC, arrojaron resultados
semejantes, siendo estos de estructuras cuya posiciéon mutual de las bases apiladas no los
hace posibles de encontrar en el ADN natural. Por ello, se recurri6 al uso del funcional
hibrido meta-GGA M05-2X, con el cual se obtuvo una mejora significativa en las estructuras
optimizadas. De estos resultados se observa que el funcional M05-2X es un método viable
para el estudio de los ADMPs que contengan al menos una base modificada en su secuencia.
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