ESTUDIO TEORICO DE LA INTERACCION ENTRE EL PEPTIDO AMILOIDE-E25-35 Y CUATRO ANTIOXIDANTES

0

BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

DEPARTAMENTO DE FISICO-MATEMATICAS

TESIS

ESTUDIO TEORICO DE LA INTERACCION ENTRE EL PEPTIDO
AMILOIDE-B25.35 Y CUATRO ANTIOXIDANTES

PARA OBTENER EL TITULO DE:

LICENCIADO EN QUIiMICO FARMACOBIOLOGO

PRESENTA:

TRINIDAD CRUZ GONZALEZ

DIRECTOR DE TESIS
DR. RAMSES E. RAMIREZ GUTIERREZ

Departamento de Fisicomatematicas FCQ-BUAP

ASESOR DE TESIS
DRA. MA. LUISA ROXANA LICONA IBARRA
Departamento de Fisicomatematicas FCQ-BUAP

FEBRERO 2015




ESTUDIO TEORICO DE LA INTERACCION ENTRE EL PEPTIDO AMILOIDE-@25-35 Y CUATRO ANTIOXIDANTES

Este trabajo de tesis tuvo participacion en los siguientes congresos:

Participacion en la 1X Reunion Mexicana de Fisicoquimica Teorica, con la presentacion
“Estudio tedrico estructural del péptido APzs3s Yy su posible interaccion con cuatro
antioxidantes” que se llevo a cabo en Pachuca Hidalgo, Estado de México 11, 12y 13
de Noviembre de 2010.

Participacion en la 7ma Reunion de la Academia Mexicana de Quimica Orgéanica, con
la presentacion “La funcion de Fukui proyectada sobre el potencial electrostatico como
una herramienta para dilucidar sitios especificos de interaccion entre el péptido Apzs.ss
y cuatro antioxidantes” que se llevo a cabo en Cuernavaca Morelos, Estado de México
del 4 al 8 de Abril de 2011.

Participacion en la X Reunion Mexicana de Fisicoquimica Teorica, con la presentacion
“Un posible mecanismo de reaccion entre el péptido APys.3s y cuatro antioxidantes ™
que se llevo a cabo en Pachuca Hidalgo, Estado de México 10, 11y 12 de Noviembre
de 2011.

Participacion en la XI Reunion Mexicana de Fisicoquimica Teorica, con la presentacion
“Formacion del complejo toxina-flavonoide en disolucion acuosa entre el péptido APas.
35 y cuatro antioxidantes” que se llevo a cabo en Toluca de Lerdo, Estado de México 8

— 10 de Noviembre de 2012

1



ESTUDIO TEORICO DE LA INTERACCION ENTRE EL PEPTIDO AMILOIDE-E25-35 Y CUATRO ANTIOXIDANTES

ABREVIATURAS

uv Ultra violeta

IR Infra rojo

AB Beta Amiloide

AB2s.35 Beta Amiloide 25-35

EA Enfermedad de Alzheimer

PPA-B Proteina precursora de AB

APOE Apolipoproteina E

AMPA alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasolpropionato
MNDA N-metil-D-aspartato

NOs Sintasas del 6xido nitrico

ROS Especies reactivas de oxigeno
NO Oxido nitrico

ATP Andenintrifosfato

o* lon superdxido

ONOO Peroxinitrito

H,0, Peréxido de hidrogeno

OH’ Radical hidroxilo

EO Estrés oxidativo

RL Radicales libres

SEP Superficies de Energia Potenciales
MM Mecanico Moleculares

DFT Teoria funcionales de la densidad
PDB Protein Data Bank

SE Semiempiricos

STO Orbital tipo Slater

RMN Resonancia Magnética Nuclear
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Capitulo 1

Introduccion

La mecanica cuantica se aplica en diversas areas de la ciencia como la quimica,
biologia y fisica. La aplicaciéon de los postulados de la mecanica cuantica a los
problemas de la quimica se conoce como Quimica Cudntica ésta nos permite calcular
propiedades termodinamicas (por ejemplo, entropia, capacidades calorificas,
entalpias de formacion, etc.), predecir propiedades moleculares (como longitudes y
angulos de enlace, momentos dipolares, barreras de rotacién interna, diferencias de
energia entre isémeros conformacionales, etc.), estimar estabilidades relativas de las
moléculas, estudiar estados de transicion e intermediarios de reacciones quimicas y

calcular espectros de RMN, UV e IR entre otros.[1]

La razon por la cual la quimica cuantica se ha constituido como un area de
importancia para los quimicos es porque ha logrado explicar y reproducir de manera
precisa resultados experimentales ya conocidos, de tal forma que al predecir
resultados aun no determinados experimentalmente también se hace de manera
precisa. Asi, la quimica cuantica permite estudiar sistemas moleculares que
experimentalmente son dificiles de tratar o disefiar, como es el caso de los nuevos

materiales.[1]

Dentro de los estudios tedricos, se aplican métodos basados en teorias que van
desde las que tienen alta precision numérica, hasta otras que son aproximadamente

confiables. En el contexto de estos métodos teodricos en la comunidad se han
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desarrollado a su vez varios métodos computacionales complementarios (llamados
también métodos Quimico-Teoricos) que permiten estudiar los modelos de las
moléculas de interés, extrayendo asi sus diversas propiedades fisicas y quimicas
[Libros de QC]. Los métodos llamados ab initio, son empleados para pequefios
sistemas. Mientras que los empiricos o semi-empiricos, se aplican a grandes sistemas
moleculares. Los métodos semi-empiricos son mas comunes usados para el estudio de
moléculas bioldgicas, ya que en estos se toman algunos datos obtenidos

experimentalmente.[2]

Actualmente existen programas computacionales para realizar calculos
fisicoquimicos moleculares, lo cual ha facilitado el uso de la quimica cuantica de forma
practica y aplicada a la soluciéon de problemas quimico reales. En este sentido el
presente trabajo se centra en realizar un estudio teoérico estructural de la estructura
Beta-Amiloidezs-35 (AB2s-35) la cual participa en la enfermedad de Alzheimer que
actualmente es un trastorno neurodegenerativo y la causa mas comtn de demencia en
las personas de edad. Se ha argumentado que la acumulacion de la proteina Af2s-35 es

un paso clave en el mecanismo de esta enfermedad.

Ademas de realizar los calculos para los flavonoides como catequina,
epicatequina, hespertina y quercetina que son compuestos polifendlicos antioxidantes
con un potencial significativo indican que previenen el dafio causado por la proteina
AB2s.35, para evitar la formacidn de radiales libres al mismo tiempo de prevenir el

estrés oxidativo que causan toxicidad del péptido y la muerte neuronal.
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Capitulo 2

Antecedentes

Desde tiempos muy remotos la memoria es un tema de interés para la
investigacion, debido a la capacidad que presentan todos los seres vivos para adquirir
conocimientos sobre su entorno. La memoria, el componente central de nuestra vida
cognitiva, al permitirnos recordar detalles especificos de un acontecimiento o
experiencia pasada, para proporcionarnos informacién pertinente y con ello tomar
decisiones adecuadas en la actualidad. En donde el aprendizaje es el modo principal

de adaptacion de los seres vivos.[3]

La enfermedad de Alzheimer (EA) se caracteriza por un cuadro clinico de
demencia entre 5 y 20 afios, es incurable y su diagnostico definitivo se confirma
postmortem por la presencia de marafias y placas en el cerebro de los pacientes.
México no tiene estadisticas precisas del numero de pacientes con Alzheimer; sin
embargo, se calcula que para el afio 2050 tendremos 36 millones de personas por
arriba de los 60 afios. Una de las mayores preocupaciones se refiere al diagnostico
temprano y preciso de la enfermedad. Asi, numerosos grupos de investigacion en todo
el mundo y en México, investigan desde muy diversos puntos de vista los mecanismos

fundamentales que le dan origen a la EA.[4]

La EA es un trastorno neurodegenerativo créonico de curso insidiosos que
afecta principalmente a sujetos adultos mayores. Es el tipo de demencia mas
frecuente, el cual segun estadisticas de U.S.A, puede afectar entre un 5 a 10% de las

personas mayores de 65 anos.[5] Esta enfermedad se caracteriza desde el punto de

9



ESTUDIO TEORICO DE LA INTERACCION ENTRE EL PEPTIDO AMILOIDE-@25-35 Y CUATRO ANTIOXIDANTES

vista clinico por una serie de alteraciones cognitivas, entre ellas trastornos del

lenguaje, de la percepcidn, orientacion y la memoria.[6]

El déficit de la memoria episddica se presenta de manera frecuente en los
sujetos con EA, muchas veces sin presentarse deterioro en la memoria semantica. Esta
dificultad para la adquisicion de conocimientos episédicos se han atribuido a
desconexion de hipocampo y los sistemas de procesamiento sensorial.[7] Dentro de
los hallazgos patologicos descritos en estudios postmortem de pacientes
diagnosticados con Alzheimer, se destacan: la acumulacion del péptido Af3 en forma de

placas, ovillos neurofibrilares y perdida neuronal selectiva en el cerebro.[8]

2.1 EL PEPTIDO AMILOIDE g

Un marcador importante en la enfermedad de Alzheimer (EA) son las placas
neuriticas, las cuales estan constituidas por depoésitos extracelulares del péptido
Beta-Amiloide (AB) de 40 a 42 aminodacidos. Estas placas se encuentran localizadas
principalmente en areas cognitivas como el hipocampo, la corteza temporal, la corteza
parietal y la corteza frontal.[9] El péptido A es el resultado de la protedlisis de la

proteina precursora de A (PPA-) Figura 2.

La PPA-B es una proteina transmembranal que se expresa en numerosas
células de forma natural y es codificada por el cromosoma 21, esta constituida de 695
a 770 aminoacidos. Es sintetizada en el reticulo endoplasmatico rugoso,
posteriormente es transferida al aparato de Golgi donde se glicosila y atraviesa el

citoplasma para insertarse en la membrana. La PPA-f3 es cortada por la accién de dos
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enzimas, la B y y-secretasas, dando como resultado la formacién del péptido AB1-20 0

AB1.42 (Figura 1) [10].

Existen diversos factores que sobrepasan la produccién de este péptido A
como son mutaciones en la PPA-B [11] 6 mutaciones en el alelo €4 del gen de la
apolipoproteina E (APOE). La funcién de la APOE es transportar el colesterol, debido a
ello es considerada como un factor de riesgo para desarrollar la EA, ya que un
incremento en las concentraciones de colesterol causa un aumento en la actividad de
las B y y-secretasas, en consecuencia se incrementa la produccion del péptido AB [12]
El péptido AB se autoagrega [13] para formar los depdsitos de Af y contribuye a la
degeneracion neuronal. Se han realizado diversos estudios a las secuencias
funcionales del péptido AB, en donde se le atribuye al fragmento 25-35 (Af2s-35) la
toxicidad de esta proteina. El AB2s-35 produce muerte neuronal al ser administrado en

cultivos celulares de hipocampo de rata.[14]

PPA-B
B-secretasa y-secretasa
2 74 N 695-770
H,N AB COOH
N-terminal C-terminal
‘ Dominio extracelular Dominio transmembranal
1 10 20 30 40

AB,,, | DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVVIA

25 35

AB,,, | DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV
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Figura 1. Esquema de la protedlisis de la PPA-B. En la parte superior se observa la segmentacion de la PPA- 3
por medio de la B y y-secretasa, dicha accién da como resultado la formacion del péptido ABi.4 0 AB14,. Por
otra parte en la parte inferior se muestra la ubicacion del fragmento 25-35. [15](Tomado y modificado de
Hashimoto y cols., 2009)
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2.2 E1 FRAGMENTO A2s5-35 Y SU TOXICIDAD

El AB2s5-35 es un fragmento de 11 aminoacidos con secuencia GSNKGAIIGLM como se
muestra en la figura 2 y con peso molecular de 160 Da. Estudios in vitro han
demostrado que tiene efectos téxicos similares al péptido completo, sin embargo el
AB2s-35 genera efectos toxicos mas rapidos en comparaciéon con el péptido
completo.[16] Existen diversos mecanismos por los cuales este fragmento produce
toxicidad. A nivel bioquimico se ha demostrado la capacidad que tiene para insertarse
en la membrana celular, formando poros que alteran las propiedades

electrofisiologicas de la membrana.[17]

g , \\

Figura 2 El péptido AB2s-35, fragmento de 11 aminoacidos con secuencia GSNKGAIIGLM. La
imagen proviene de la base de datos RCBS Protein Datta Bank

12



ESTUDIO TEORICO DE LA INTERACCION ENTRE EL PEPTIDO AMILOIDE-@25-35 Y CUATRO ANTIOXIDANTES

También puede inhibir a los receptores de recaptura de glutamato, produciendo un
incremento de dicho neurotransmisor en el espacio sindptico y ocasionando la sobre
activacion de los receptores alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasolpropionato
(AMPA) y N-metil-D-aspartato (MNDA).[18] Cowburn demostré que el AB2s-35 tiene la
afinidad de unién a los sitios de glutamato y glicina del receptor NMDA.[19] La sobre
activacion de este receptor da como resultado un proceso de excitotoxicidad, al alterar
la homeostasis del calcio a nivel intracelular, lo que ocasiona la activacion de diversas
enzimas entre ellas las sintasas del 6xido nitrico (NOs). Por otra parte, el AB2s-35
incrementa la concentracion de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que genera
peroxidacion de lipidos, dafio en la mitocondria, nitracién de proteinas y finalmente la

muerte neuronal.[20]

2.3 OXIDO NITRICO

El 6xido nitrico (NO) es una molécula diaténica, hidrofébica, altamente
reactiva, con un tiempo de vida corto, aproximadamente 5 segundos, se difunde
libremente a través de las membranas celulares, de acuerdo a su gradiente de
concentracion. El NO se define como un radical libre que es rapidamente oxidado en el
ambiente, por lo que no puede ser almacenado.[21] El NO es sintetizado por una
familia de enzimas denominadas sintasas del 6xido nitrico (NOs), las cuales requiere
de los cofactores FMN, el FAD y el NADPH para catalizar la reaccién de L-arginina a L-

citrulina y una molécula de NO.
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El NO tiene un papel muy importante a nivel periférico en la dilatacion de los
vasos sanguineos, citotoxicidad contra patégenos y tumores, coordinacién del ritmo
cardiaco y regulacion de la actividad respiratoria celular. En el sistema nerviosos
central se propone que el NO participa en diversos procesos como la
neurotransmision y directamente en procesos de proliferacion, diferenciacion y
sinaptogénesis. También ha sido implicado en la memoria, al participar en la
potenciacion a largo plazo.[22] Sin embargo, existen sustancias como el AB2s.35 que

incrementa las condiciones basales de NO.[23]

El NO tiene la capacidad de incrementar la formaciéon de radicales libres, al
inhibir la fosforilaciéon oxidativa, ya que une al grupo hemo de la cadena
transportadora de electrones (complejos I y V mitocondrial) y provoca la muerte
neuronal por deficiencia de ATP.[24] Ademas el NO es capaz de interaccionar con el

ion superoéxido (0Oz°) para formar al peroxinitrito (ONOO-).[25]

El ONOO- es una molécula altamente inestable, al disociarse en mas radicales
libres como el radical hidroxilo y el di6xido de nitrogeno, estas moléculas son capaces
de provocar la peroxidacion lipidica, que da por resultado la activacion de la glia, que

a su vez incremente la liberacién de radicales libre.

En las neuronas, el ONOO- es capaz de dafiar a los neurofilamentos, ya que nitra
los residuos de tirosina de algunas proteinas, e inhibe irreversiblemente el
transportador de glutamato en las células gliales, en consecuencia incrementa las
concentraciones de glutamato en el espacio sinaptico ocasionando excitotoxicidad y

estrés oxidativo.
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2.4 LOS RADICALES LIBRES, ESTRES OXIDATIVO Y EL AB25.35

Los radicales libres se generan en la cadena respiratoria, el oxigeno molecular es
reducido secuencialmente en la mitocondria mediante la adicién de 4e- para generar
una molécula de agua. En este proceso se producen pequefias cantidades de
sustancias toxicas intermedias que comprende los radicales libres peréxido de
hidrogeno (H203), ion superdéxido (O27) y radical hidroxilo (OH-), sin embargo existen
sustancias como el AB2s.35 que pueden alterar este proceso. Se ha demostrado que a
las dos horas después de la administracion intrahipocampal del AB2s.35 en ratas
incrementa la concentracién de especies reactivas de oxigeno (ROS) [26] (Figura 3).
Esto se debe, al AB25-35 ya que causa una alteracion en la homeostasis del CaZ*, lo que

neuronas del hipocampo y de la corteza cerebral.

El EO se define como un desequilibrio en los radicales libres (RL) y las especies
antioxidantes.[27] Debido a que los RL tienen un electrén desapareado en su orbital
externo, son altamente reactivos e inestables, ya que pueden aceptar electrones y
reaccionar con atomos de hidrogeno de otras moléculas de los diferentes
componentes de la célula como pueden ser los lipidos de las membranas, proteinas 6
acidos nucleicos. Estas interacciones alteran su funcién y producen un dafio drastico

en las membranas y organelos de las células.

Recientes estudios demuestran que un incremento en las especies reactivas de
oxigeno, incrementan la concentraciéon de malonilaldehido a las dos y cuatro horas

después de administracion intrahipocampal del AB2s5-35 en rata.[27]
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L-Arginina “‘
L-Citrulina M

Muerte neuronal

Danoen lamemoria

Figura 3 Esquema hipotético del mecanismo de toxicidad del ABzs-35 en la regién AC1 del hipocampo de rata. EI AB2s-35
incrementa los niveles de calcio (Ca2*) intracelular al sobreactivar a los receptores NMDA y en consecuencia provocan
excitotoxicidad, este efecto produce estrés oxidativo al incrementar los niveles de oxido nitrico (NO). El flujo de calcio
activa a dos enzimas involucradas en el dafio inducido por el ABzs-3s, las sintasas de oxido nitrico y la enzima
fosfolipasa A2 (PLA2). Las nNOs va a incrementar la sintesis de oxido nitrico, el cual va a inhibir el complejo Iy V
mitocondrial, lo que conlleva a un incremento en la sintesis de radicales libres, como el ion superéxido (027) y el
perdxido de hidrogeno H202. El Oz interactia con el NO para formar el peroxinitrito (ONOO-). E1 ONOO- produce
nitracién de proteinas y peroxidacion de lipidos, a demas se disocia para formar al ion hidroxilo (OH-). E1 OH- captura
un atomo de hidrogeno de los fosfolipidos de la membrana e inicia la peroxidacién de lipidos, ocasionando estrés
oxidativo. El estrés oxidativo va a provocar la muerte neuronal, la cual se refleja en un dafio en los procesos cognitivos,
como la memoria de trabajo y la memoria de referencia.
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Justificacion

Actualmente para comprender algunos procesos bioldgicos, es necesario
apoyarse de las diferentes ciencias, las cuales nos ayudan a comprender mejor lo que
esta sucediendo en el proceso de nuestro interés. Al mismo tiempo también se
disponen de diversas herramientas, y es importante saber utilizar tanto la

informacién tedrica como las herramientas con las que contamos.

Las ciencias interdisciplinarias son de gran ayuda, asi contamos con la Quimica
Cuantica Computacional, con la cual tenemos la oportunidad de conocer las
caracteristicas electronicas de un sistema molecular y asi comprender procesos
bioquimicos. En este trabajo nos interesa estudiar las interacciones de los
antioxidantes Catequina, Epicatequina, Hespertina y Quercetina con aminodacidos
especificos del péptido Af2s3s, se aplicaron metodologias Quimico Cuanticas,
potenciales electrostaticos y funciéon de Fukui para conocer algunas propiedades
fisicoquimicas, electrénicas y moleculares de este sistema. Una vez obtenidas las
caracteristicas de dicho sistema, se realizé un andlisis de resultados con la finalidad de
relacionar los datos tedricos obtenidos con los datos experimentales y de esta manera
tener una mejor comprension de este proceso el cual es el primer paso para que se

lleve a cabo una interaccién y erradicar o prevenir el problema.
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Capitulo 3

Objetivos

Objetivo general

Realizar un andlisis Quimico-Tedrico de las moléculas antioxidantes formando
complejos con el Beta Amiloide (2535) y los antioxidantes Catequina, Epicatequina,
Hespertina y Quercetina para poder visualizar su interaccion, aplicando métodos
semi-empiricos y posteriormente conocer cual complejo es mas efectivo para la

enfermedad de Alzheimer.

Objetivos Especificos

1) Hacer un estudio tedrico estructural de los antioxidantes Catequina,
Epicatequina, Hespertina y Quercetina.

2) Calcular el potencial electrostatico de cada uno de los antioxidantes Catequina,
Epicatequina, Hespertina y Quercetina y del Af325s-35 para conocer su sitio de
interaccion.

3) Proponer la formacién del ABz2s35 con cada uno de los antioxidantes y

optimizar los calculos en fase gaseosa.
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Capitulo 4

Teoria

164.1 METODOS EN QUIMICA CUANTICA
4.1.1 CONCEPTOS BASICOS DE LA QUIMICA COMPUTACIONAL

La quimica computacional es una disciplina que se extiende mas alla de los
limites tradicionales que separan la quimica, la fisica, la biologia y la ciencia de la
computacién, permitiendo la investigacién de atomos, moléculas y macromoléculas
mediante un sistema de ordenadores o actualmente incluso con ordenador, cuando la

investigacion de laboratorio sea inapropiada o imposible.

Aunque hay distintas definiciones de quimica computacional quizds la mas
apropiada sea la dada por Lipkowitz y Boyd: “Aquellos aspectos de la quimica que son
explicados o realizados mediante ordenadores”. Mientras el modelado molecular nos
da un modelo en 2D o 3D de la estructura de una molécula y sus propiedades, los
métodos computacionales calculan la estructura y los datos apropiados necesarios

para realizar el modelo. [28]
4.1.2 METODOS COMPUTACIONALES

La quimica computacional abarca un amplio rango de métodos matematicos que

pueden dividirse en dos grandes categorias:

1. La mecanica molecular: que aplica las leyes de la fisica clasica al nucleo

molecular sin considerar explicitamente a los electrones.
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2. La mecdanica cudntica: se basa en la ecuacién de Schrodinger para describir una
molécula con un tratamiento directo de la estructura electronica y que se
subdivide a su vez en dos clases, segiin el tratamiento realizado, métodos

semiempiricos y métodos ab initio ("a primeros principios").[28]

Los métodos que se utilizan se dividen segun la clasificacién que se muestra a

continuacion:
Métodos de la Quimica
Computacional

(T T T T T " \ tTTT o T
I Métodos I I Métodos
I .
I Semiempiricos " A Ab Initio
PM3, PM6, AM1 RHF, MP2, IC

4.1.3 USOS DE LOS METODOS COMPUTACIONALES

Los métodos computacionales se basan en el calculo de las Superficies de
Energia Potenciales (SEP) de las moléculas. La superficie de energia potencial es la
envoltura de las fuerzas de interaccion entre atomos de una molécula. De la Superficie
de Energia Potencial se puede derivar informaciéon estructural y quimica de la
molécula. Los diferentes métodos computacionales difieren en el modo en el cual la

superficie se calcula y como se derivan las propiedades moleculares de esta. [29]
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Los tipos basicos de calculos que se realizan con los diferentes métodos son:

e C(Calculo de la Energia en un Punto: La energia para una disposicion dada de los
atomos en un modelo o el valor de la SEP para un conjunto de coordenadas
atomicas.

e Optimizacién Geométrica: Consiste en la modificaciéon sistematica de las
coordenadas atémicas de un modelo dando como resultado una geometria
donde las fuerzas netas en la estructura son iguales a cero. En una disposicion
3D de los atomos, representa un minimo de energia local (se encontrard una
geometria molecular estable sin necesidad de cruzar una barrera de energia
conformacional).

e C(Calculo de propiedades: es la prediccion de determinadas propiedades fisicas y

quimicas, tales como la carga, momento dipolar o el calor de formacion.

Los métodos computacionales pueden también realizar mas funciones especificas

tales como busquedas conformacionales y simulaciones dinamicas moleculares. [30]
4.1.4 ELECCION DEL MEJOR METODO

Ni todos los tipos de calculos son posibles en todos los métodos, ni hay un
método que sea el mejor para todo. Asi, para cada aplicacién, cada método posee
ventajas y desventajas que debemos conocer, dependiendo la eleccion del método de

una serie de factores como son:

v Lanaturaleza de la molécula con la que vamos a trabajar.

v El tipo de informacién que necesitemos.
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v' La disponibilidad para poder aplicar parametros experimentales
determinados, ya que algunos de los métodos asi lo requieren.

v Recursos de computacion.

Los tres criterios mas importantes son:

Tamafio del modelo: El tamafio de un modelo puede llegar a ser un factor limitante

para un método en particular, de manera que el nimero limite de atomos en una
molécula se incrementa aproximadamente en un orden de magnitud entre métodos
distintos desde el ab initio a los de mecanica molecular. El método ab initio esta
limitado a decenas de atomos, los métodos semiempiricos a cientos y los métodos

mecanico moleculares a miles. [30]

Disponibilidad de parametros: Algunos de los métodos que se han indicado necesitan

para sus calculos de una serie de parametros experimentales que se les deben de
haber proporcionados previamente. Si la molécula contuviera atomos de los que no
hubiera sido posible obtener los parametros, el modelo obtendra unas predicciones
invalidas. Se ha de tener en cuenta que cualquier campo de fuerza particular es solo

aplicable a la clase limitada de moléculas para las cuales esta parametrizada.

Recursos de ordenador: Las necesidades de computacion aumentan con relacién al

tamafio de modelo segin el método elegido.

22
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a. Ab initio: El tiempo requerido para realizar los calculos se incrementa en el
orden N4, donde N es el numero de atomos del modelo.

b. Semiempirico : En este caso el tiempo de computacidén se eleva segun la
relacion N3 o N2.

c. Mecanico Moleculares (MM): Para este método el tiempo de calculo aumenta

del orden de N2.

En general, los métodos de mecanica molecular necesitan menos recursos de

ordenador que los métodos de mecanica cuantica.

Una vision general de las caracteristicas de cada método y sus aplicaciones podemos

ver la en la tabla 1.

4.1.5 SUPERFICIE DE ENERGIA POTENCIAL

Una Superficie de Energia Potencial (SEP) puede describir:

- Una molécula o conjunto de moléculas con una composicion atémica constante o
también un sistema donde tiene lugar una reaccién quimica.
- Las energias relativas para distintos conformdémeros (ejemplo: forma eclipsada y

escalonada para el etano). [31]

Se puede generar una Superficie de Energia Potencial diferente en los siguientes

Casos:

- Moléculas que tienen diferente composicidn atémica (etano y cloroetano).

- Moléculas en estado excitado y en estado fundamental.
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- Moléculas con idéntica composicién atémica pero con enlaces de diferente orden

(propileno y ciclopropano).

Una representacion real de la Superficie de Energia Potencial necesitaria
una superficie multidimensional cuya dimension se incrementa con el numero de
variables independiente. Ya que cada atomo tiene tres variables independientes
(coordenadas X, y, z) la visualizacién de una SEP para un modelo multiatémico es
imposible. Este inconveniente se solventa al generalizar el problema y examinar para

cada atomo solo dos variables independientes.

Los puntos criticos de una Superficie de Energia Potencial son:

- Minimo global: Es la energia mas baja y nos indica la conformacién mas estable.
Solo existe un minimo global para cada molécula.

- Minimo local: Minimo distintos del anterior, que constituyen regiones donde un
cambio en la geometria en cualquier direccion nos da una geometria de mayor
energia.

- Punto de silla: Es el punto entre dos energias extremas. El punto silla se define
como un punto en la SEP en el cual hay un incremento de energia en todas las
direcciones excepto una, y para el cual la pendiente (primera derivada) de la
superficie es cero.

- Una representacion grafica de lo anterior podemos verlo en la figura 4. Todos los
minimos de una SEP de una molécula representan puntos estacionarios estables
donde la suma de las fuerzas sobre los atomos es igual a cero. El minimo global

representa la conformacién mas estable, mientras que los minimos locales son
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conformaciones estables aunque menos que la global y los puntos silla

representan conformaciones de transicion entre minimos.

Punto desilla de
Estructura A de transicion . segundo orden

Estructura B de transicion

Minimo del producto A

-0.5
Punto desilla de segundo
orden

Minimo giob_al

-1

Figura 4. Superficie de energia potencial donde se especifica cada punto.

La optimizacion geométrica se utiliza para localizar la conformaciéon mas
estable de un modelo. Esto se deberia realizar antes de hacer cualquier analisis o
calculo adicional de la molécula. La determinacién del minimo de energia global y
local se logra a través de la minimizacién de la energia. La determinacién del punto

silla nos lleva a un estado de transicion.

La capacidad de una optimizacién geométrica para converger a un minimo
depende de la geometria de partida, de la funcién de energia de potencial usada, y de
las condiciones impuestas para conseguir un gradiente minimo aceptable entre pasos
(es el criterio de convergencia). La optimizacidon geométrica es un proceso iterativo y

comienza con una geometria de partida que sigue el siguiente proceso:
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1. El calculo de la energia en un punto dnico se realiza sobre la geometria de partida.

2. Las coordenadas para un subconjunto de atomos se cambian y se recalcula un

nuevo punto de energia aislado para determinar la energia de la nueva conformacién.

3. La primera o segunda derivada de la energia (segin el método) con respecto a las
coordenadas atémicas determina cuanto y en qué direccion se debe cambiar el

siguiente incremento de geometria.
4. Se realiza el cambio.

5. A continuacion se determina de nuevo la energia y sus derivadas y el proceso
contiua hasta que se alcanza la convergencia que se fijo, terminando en ese momento

el proceso de minimizacion.

La siguiente ilustracién muestra algunos conceptos del proceso de minimizacién. Para
simplificar se muestra el proceso para una sola variable independiente y de esta

manera poder representarlo en dos dimensiones.

& Figura 5. Punto que puede
-~ ini
2 be T d alcanzar el minimo global.
5 S L
: |
: “ o
! \,
o / -
& r
— ']
EI \ !
e} A
T
k2
]
Yariahle

Como podemos ver en la figura 5, la geometria del modelo de partida determinara que
minimo sera el que finalmente se alcance. Asi por ejemplo, si comenzamos en el punto

(b), el minimo que se alcanzara sera el minimo global. Sin embargo si partimos del
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punto (d) lo que alcanzaremos sera el minimo local (f). Es posible que, si indicamos un
valor del gradiente minimo lo suficientemente grande, nos quedemos en el punto (e) y
no en el (f). Esto se podra controlar disminuyendo el valor del criterio de
convergencia (gradiente de energia). Otro punto critico lo tenemos en (c) ya que en un
punto silla, también el valor de la derivada de la energia es igual a cero. Esto nos
plantea el problema de que mediante el método de minimizar la primera derivada no

podemos pasar de un minimo a otro, saltandonos un punto de silla.

4.1.6 CONSIDERACIONES SOBRE LA MECANICA MOLECULAR

La mecanica molecular describe la energia de una molécula en términos de un
conjunto de funciones de energia de potencial. Las funciones de energia potencial y los

parametros usados para su evaluacién se conocen como "campo de fuerza".[33]

Los métodos de la mecanica molecular se basan en los siguientes principios:

- EI nucleo y los electrones estan juntos y se tratan como una Unica particula.

- Estas particulas se tratan como si fueran esferas.

- Los enlaces entre particulas se comportan como osciladores armdnicos.

- Las interacciones no enlazantes entre estas particulas se tratan utilizando funciones

de potencial derivadas de la mecanica clasica.

- Se utilizan funciones de potencial individuales para describir las diferentes
interacciones: tension de enlaces, flexion de angulos y energias torsionales, asi como

interacciones no enlazantes.
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- Las funciones de energia potencial se relacionan con parametros derivados
empiricamente (constantes de fuerza y valores de equilibrio) que describen las

interacciones entre los A&tomos.

- La suma de todas las interacciones determina la distribuciéon espacial

(conformacién) de un conjunto de atomos.

- Las energias obtenidas en la mecanica molecular no son cantidades absolutas sino
que solo se pueden utilizar para comparar energias estéricas relativas entre dos o mas

conformaciones de la misma molécula.

Resumiendo, la mecanica molecular trata a los &tomos como esferas y a los enlaces
como muelles, de manera, que utiliza la Ley de Hooke para el tratamiento matematico
a la hora de describir la capacidad de los enlaces para alargarse, comprimirse,
flexionarse y girarse. Los &tomos no enlaces, los que hay una distancia mayor de dos
enlaces entre ellos, interaccionan a través de atracciones de van der Waals,
repulsiones estéricas, y atracciones y repulsiones electrostaticas.

La energia total de una molécula E se puede describir por tanto, como suma de las

diferentes interacciones:

Energia= Energia de Tension + Energia de Flexion + Energia de Torsion +

Energia de Interacciones no Enlazantes

Enla figura 6 se pueden ver la mayoria de las interacciones.
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Interacciones no enlazantes

Elongacién “:j:.

.

/ Flexién
)

1\
\
1\

Figura 6. Interacciones que presentan la
Torsion mayoria de las moléculas

Se han desarrollado diferentes campos de fuerza para aplicar estas
interacciones, de manera que alguno de ellos incluso afiaden algunos términos de

energia adicionales.

La fiabilidad de un campo de fuerza en la mecanica molecular depende de
los parametros y la funcién de energia potencial que se use para describir la energia

total del modelo.

Dichos parametros estan optimizados para un conjunto particular de funciones de

energia potencial, por lo que no es facil transferirlos a otros campos de fuerza. [33]

Los campos de fuerza mas utilizados son: MM2, MM3, AMBER, CHARMM, OPLS, etc.

4.1.7 CONSIDERACIONES SOBRE LA MECANICA CUANTICA

Los métodos de la mecanica cuantica describen las moléculas en términos
de interacciones explicitas entre nucleos y electrones. Tanto los métodos ab initio

como los semiempiricos se basan en los siguientes principios:

e Losnucleosy los electrones se distinguen unos de otros.
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Las interacciones electron-electrén y electron-nucleo son explicitas.
Dichas interacciones estan dirigidas por el movimiento y las cargas de los
electrones.
Estas interacciones determinan la distribucién espacial del nucleo, los
electrones y sus energias.
Los métodos de la mecanica cuantica se resuelven mediante aproximaciones de
soluciones aproximadas de la ecuacion de onda de Schrodinger.

HY = E¥
El operador hamiltoniano H, contiene informaciéon que describe los electrones
y el ndcleo de un sistema.
La funcién electrénica de onda W describe el estado de los electrones en
términos de su movimiento y su posicion.
La energia E es la energia asociada al estado particular del electrén.
La ecuacion exacta de la ecuacidon de Schrodinger solo es posible para un
sistema de un nucleo y un solo electrén. Esta solucién es, sin embargo, la base
para toda la mecanica cuantica.
Las distintas soluciones describen un conjunto de posibles estados para un
electron. La magnitud observable de estos estados se describe con una funcién
de probabilidad, la cual es el cuadrado de la funcién de onda.
La funcion de probabilidad normalizada indica la probabilidad de encontrar un

electron en ese estado.

30



ESTUDIO TEORICO DE LA INTERACCION ENTRE EL PEPTIDO AMILOIDE-@25-35 Y CUATRO ANTIOXIDANTES 31

e Existen muchas soluciones posibles para esta funcion de probabilidad, siendo
estas soluciones los orbitales atémicos, y sus energias, las energias de los
orbitales.

¢ En una molécula con muchos electrones y nucleos el propoésito de la mecanica
cuantica es describir sus orbitales y energias de manera analoga a la ecuacién

de Schrodinger.

4.1.8 SIMPLIFICACIONES EN EL TRATAMIENTO DE LA TEORIA

MECANOCUANTICA

La primera aproximacion que se utilizé fue la llamada aproximaciéon de Born-
Oppenheimer, la cual consistia en separar el tratamiento de las energias de los
electrones de la de los ntcleos. Esto era posible debido a la gran diferencia de masas
entre el electrén y el nucleo, por lo que se podia considerar que el nicleo se movia tan
lentamente con relacién al electrén, que no presentaba movimiento. De esta manera
se considera que los electrones son los que estan en movimiento alrededor de un
nucleo fijo con lo que es posible describir separadamente la energia del nudcleo y del
electron en el Hamiltoniano, quedando la ecuaciéon de Schrodinger de la siguiente
manera:

Helectron W electron = Eelectron W electron

Otra aproximacién que se hizo fue el suponer que los electrones eran

independientes unos de otros, o0 mas exactamente que era influenciado por un campo
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promedio creado por los otros electrones y el ndcleo. De esta manera, el Hamiltoniano
electronico se simplificaba quedando como la suma de Hamiltonianos de 1 electrén y
la ecuacion de onda podia ser resuelta para un electrén individual de una molécula asi
como derivar una funcién de onda.

Helectron = Y Hi

Sin embargo, en un sistema molecular, este Hamiltoniano no tiene en cuenta la
interaccion entre electrones con dos o mas centros de interaccién o la interaccién
entre dos electrones. Por este motivo se modifico el operador Hamiltoniano, pasando
a llamarse operador de Fock:

FY=EWY

El operador de Fock se compone de un conjunto de Hamiltonianos de un
electron que describen un unico electréon, un centro de interacciones y términos
adicionales que describe las interacciones entre dos electrones. Estos términos

incluyen una matriz de densidad P, e integrales de intercambio y culombianas.

El operador de Fock quedaria representado de la siguiente manera:

Fuv=Huv + P [Integral de intercambio + culombiana]

A partir de aqui se han ido sucediendo distintas aproximaciones que han intentado
superar los problemas que tenian las aproximaciones que les antecedian Ejemplos de

estas otras aproximaciones son:
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e Aproximacion de la Combinacion Lineal de Orbitales Atdémicos (CLOA).

e Aproximacion de Roothaan-Hall.

4.1.9 DINAMICA MOLECULAR

En sentido amplio, podriamos decir que la dindmica molecular es la simulaciéon
del movimiento de las moléculas, utiliza la mecanica Newtoniana para simular el
movimiento de los atomos, afiadiendo o quitando energia cinética mediante la
elevacion o disminucidn de la temperatura del modelo.

El proceso de dindmica molecular nos permite determinar las conformaciones
espaciales permitidas en una molécula mediante el andlisis posterior de las imagenes
que se generan en la simulacion. Otra aplicacién importante es el estudio de las
vibraciones locales. Esto es posible por que el proceso de simulacidn altera los valores
de los grados de libertad internos en cada paso de la simulacién de manera que cada
uno de estos pasos representa el cambio de la posicion de los atomos en el tiempo
debido al cambio de la energia cinética. Se ha de tener en cuenta que antes de realizar
la simulacién se debe haber minimizado la energia del modelo.

4.2 POTENCIAL ELECTROSTATICO
El potencial electrostatico creado por los nucleos y los electrones de un sistema en el

espacio circundante esta dada por la siguiente ecuacion. [34]

Donde ZA es la carga del nucleo A, localizado en

V) Z ( zA j ;u(r’)dr’)
- lRa— r| o RA y p(r) es la funcién de densidad electroénica.
El signo de V (r) en cualquier punto depende de donde los efectos de los nucleos o de

los electrones son dominantes.
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Capitulo 5

Metodologia

Hicimos en primer lugar la revision bibliografica del tema de interés en este
caso de la enfermedad de Alzheimer que es producida por el péptido A que forma
placas en los cerebros de los enfermos, sus mecanismos de accidn del Af2s-35 alin no
son esclarecidos, sin embargo se sabe que este péptido incrementa la concentracion
de radicales libres [26] y se ha propuesto a los antioxidantes como una alternativa que

prevenga o revierta el dafio generado por este péptido.

Con estos datos buscamos la secuencia de los aminoacidos de la estructura del Afzs-35
que esta en rayos-X en la base de datos de la pagina RCSB Protein Data Bank la cual no

fue optimizada.

Posteriormente buscamos los antioxidantes de interés los cuales son Catequina,
Epicatequina, Quercetina y Hespertina, de cada una se construy6 la matriz Z en el
programa Gauss View 5.0, se realiz6 la optimizacion de las mismas con los métodos

AM1, RHF con la base 3-21g** y el funcional de correlacién de Lee, Yang y Parr
B3LYP en conjuncidn con las bases 3-21g y 6-31+g** , estas ultimas funciones base

son una combinacidon de expresiones matematicas que dan mayor exactitud a los

resultados, en el caso del AB2s5.35 se optimizo con B3LYP/6-31+g**.

Para el calculo del potencial electrostatico molecular (MEP) utilizamos el programa
gOpenMol que se encuentra disponible en la red de forma gratuita, nos sirvié para

visualizar la densidad electrénica de las moléculas involucradas.

Para hacer un estudio mas detallado se calcul6 la funcion de Fukui (f*) para las

moléculas involucradas, en particular para los flavonoides.

Por ultimo se realizaron los complejos entre el AB2s.35 y cada antioxidante con los
métodos en el programa Gauss view 5.0, posteriormente se optimizaron los calculos

con el nivel de teoria AM1 Y GTO/STO3G en centro de supercomputo de la UAM-Izt
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con el cluster Aitzaloa con dominio Aitzaloa.supercomputo.itz.uam.mx. La anterior

metodologia que se encuentra sintetizada en la figura 7.

Figura 7 Metodologia
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Capitulo 6

RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias capaces de inhibir, revertir o retardar el
proceso oxidativo, interfiriendo con la iniciacién o propagacién de las reacciones en
cadena de la auto-oxidacion. El estudio de las sustancias antioxidantes constituye un
tema, de interés debido a que actualmente se utilizan como alternativa terapéutica en
diversas enfermedades neurodegenerativas y con el fin de disminuir o retardar los

efectos de deterioro de los radicales libres. [36]

Dependiendo de su mecanismo de accién los antioxidantes de clasifican en
primarios, secundarios o terciarios. Los antioxidantes primarios impiden la
formacion de radicales libres al interaccionar con ellos, los antioxidantes secundarios
interrumpen la reacciéon de propagacion por inactivaciéon o desplazan a las especies
reactivas de oxigeno y finalmente los antioxidantes terciarios son capaces de reparar

el dafio causado a las moléculas. [36]

Muchos compuestos antioxidantes actiian por un Unico mecanismo, pero otros
como por ejemplo los compuestos fendlicos (CF) pueden tener acciones
combinadas.[37] Los CF estabilizan los radicales libres (RL) al ceder un hidrogeno de
sus grupos hidroxilos, formando un puente de hidrogeno entre los dos compuestos. El
grado de actividad de los CF y de otros muchos antioxidantes, esta relacionado con el

numero de grupos hidroxilo que posee la molécula.
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Los  flavonoides comprenden un grupo de compuestos polifenolicos
ampliamente distribuidos en las frutas y en los vegetales, asi como en el té negro, el
café, la cocoa, la cerveza y el vino rojo. Pueden encontrarse desde simples moléculas
fenolicas hasta compuestos altamente polimerizados con pesos moleculares mayores
de 30000 Da 7.8. Se dividen en 13 subclases con un total de mas de 5000 compuestos,
pero todos presentan en comun un esqueleto hidrocarbonado del tipo C6-C3-C6
(difenilpropano) que se deriva del acido shiquimico y de tres restos de acetato. Cada
porcién de seis carbonos comprende un anillo aromatico y la de tres carbonos un

heterociclo (Figura 7).[40].

De acuerdo con esto los flavonoides se clasifican en varias familias: Chalconas,
flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles, antocianidinas, catequinas,
epicatequinas, auronas, isoflavonoides, pterocarpanos, rotenoides, etc,[37]en la tabla
6.1 se encuentran los antioxidantes utilizados. Para poder explicar de manera
acertada las propiedades estructurales de los antioxidantes es necesario establecer la
numeracion de sus atomos tanto de carbono como del oxigeno como se observa en la

figura 8. R,

Figura 8. Estructura general de los flavonoides

R, con numeracion y especificacién de cada
Anillo A heterociclo.
OH o Anillo C

Tabla 6.1 Antioxidantes Familia Flavonoide

utilizados y la familia a la que Flavonoles Quercetina
Flavanoles Catequina

pertenece cada uno. : :
Flavanoles Epicatequina
Flavanonas Hespertina
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6.2 Analisis estructural de los antioxidantes

La optimizacion de las estructuras de la Catequina, Epicatequina, Quercetina y

Hespertina se llevo a cabo con el método semiempirico AM1 con lo que se obtuvo la

estructura del flavonoide mas estable, posteriormente se llevé a un nivel de

optimizacion mas alto de teoria: la combinacidn de los métodos ab initio y funcionales

de la densidad (B3LYP con las bases 3-21g(d,p) y 6-31g(d,p)) para obtener valores

mas confiables de energia y geometria.

Calculo de la (-) Catequina con los diferentes métodos computacionales:

HO

OH

(-) Catequina

Figura 9. (-) Catequina. Presenta una
mayor actividad antioxidante, debido a sus
propiedades estructurales. Dicha
estructura hace que ejerzan una accién
inhibitoria contra los radicales hidroxilo y
superoxido, que son los principales
inductores de la peroxidacion de lipidos
[43]. La Catequina es el compuesto fenoélico
monomérico mas abundante en vinos
tintos (120-390 mg/L), y también se
encuentra en el té negro y verde.

Tabla 6.2 Distancias de enlace (A) con los diferentes métodos utilizados parala
estructura de la (-) Catequina

Radical | AM1 RHF/ST0-3G RHF/3-21+g** B3LYP/3-21+g** | B3LYP/6-31+g**
R1 1.44 1.43 1.43 1.42 1.42
R> 1.38 1.37 1.37 1.37 1.36
R3 1.39 1.39 1.39 1.39 1.39

Tabla 6.3 Angulos de valencia (°) con los diferentes métodos utilizados para la
estructura de la (-) Catequina

Radical AM1 RHF/STO-3G | RHF/3-21+g** | B3LYP/3-21+g** | B3LYP/6-31+g**
Rin-0-c3) 109.9 109.9 109.8 109.5 108.9
Ran-0-c31 110.1 110.2 110.2 110.1 108.7
R3(H-0-c4) 1129 113.7 113.7 113.5 110.7
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Tabla 6.4 Angulos diedros (°) con los diferentes métodos utilizados para la estructura

de la (-) Catequina

Radical AM1 RHF/STO-3G RHF/3-21+g** B3LYP/3-21+g** | B3LYP/6-31+g**
Ri(i-0-c3) 80.7 80.7 80.7 80.5 73.4
Ragro-c3) | 180.7 179.8 179.8 179.4 179.8
Rsgro-cs) | 177.8 177.2 177.5 177.4 179.7
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Se optimiz6 la (-) Catequina con los métodos AM1, RHF/STO-3G, RHF/3-21+g**,
B3LYP/3-21+g**, B3LYP/6-31+g**, y en las tablas 6.2, 6.3 y 6.4 se puede observar que

los valores para los enlaces, los angulos de valencia y los dangulos diedros en los

grupos funcionales de interés, practicamente permanecen invariantes en la medida en

que los métodos son cada vez mas precisos.

Calculo de la (-) Epicatequina con los diferentes métodos computacionales:

R, OH

“a,
17}
RloH

(-) Epicatequina

Figura 10. (-) Epicatequina. Es un tipo de
flavonoide presente en diversos productos
comestibles, principalmente en vegetales y/o
frutos, como son las moras, damascos, cerezas,
el vino tinto, te y el chocolate sobre todo el
negro [42].
sobresalientes esta relacionado con la elevacion
de los niveles de oxido nitrico en la sangre, lo
cual ayuda a relajar los vasos sanguineos y

Se cree que uno de sus efectos

mejorar su flujo.

Tabla 6.5 Distancias de enlace (A) con los diferentes métodos utilizados para la
estructura de la (-) Epicatequina

Radical |  AM1 RHF/ST0-3G RHF/3-21+g** B3LYP/3-21+g** | B3LYP/6-31+g**
Ri1 1.41 1.43 1.43 1.42 1.42
R> 1.38 1.37 1.38 1.37 1.37
R3 1.38 1.37 1.39 1.39 1.38
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Tabla 6.6 Angulos de valencia (°) con los diferentes métodos utilizados parala
estructura de la (-) Epicatequina

Radical AM1 RHF/STO-3G | RHF/3-21+g** B3LYP/3-21+g** | B3LYP/6-31+g**
Ri(H-0-c3) 107.1 109.9 110.2 110.0 109.0
Ra(H-0-¢3) 108.0 110.2 110.2 109.4 108.7
R3(H-0-c47 107.8 113.5 113.8 112.7 110.7

Tabla 6.7 angulos diedros (°) con los diferentes métodos utilizados para la estructura

de la (-) Epicatequina
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Radical AM1 | RHF/STO-3G | RHF/3-21+g™ | B3LYP/3-21+g** | B3LYP/6-31+g"
R1 (#-0-c3-c4) 79.8 80.7 79.1 79.1 68.4
RoH-0-c4-c3) 179.2 179.7 179.1 179.1 179.1
R3(H-0-c5-C6) 179.6 177.2 177.0 177.0 178.2

Se optimiz6 la (-) Epicatequina con los métodos AM1, RHF/STO-3G, RHF/3-21+g**,

B3LYP/3-21+g** B3LYP/6-31+g**, aqui se puede observar que tanto las distancias de

enlace como los angulos de valencia y diedros no sufren cambios drasticos en la

medida que el calculo de minimizacion de las estructuras se vuelve mas exacto.

Calculo de la (-) Quercetina con los diferentes métodos computacionales:

(-) Quercetina

% oH

como

glucosido.

sobre

Entre

los
un papel
situaciones de peligro de dafio celular.[41]

las

radicales
citoprotector

Figura 11. (-) Quercetina. Es un flavonoide
ampliamente distribuido en el reino vegetal.
Se trata de un compuesto polifendlico
presente naturalmente en vegetales, frutas,
bebidas no alcohdlicas y plantas medicinales
Por ejemplo abunda en manzanas, cebollas,
té verde y vino tinto, en donde aparece
principales
virtudes de la quercetina destaca su poder
removedor
ejerciendo

libres,
en
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Tabla 6.8 Distancias de enlace (A) con los diferentes métodos utilizados para la
estructura de la (-) Quercetina

Radical [ AM1 RHF/STO-3G RHF/3-21+g** B3LYP/3-21+g** | B3LYP/6-31+g**
R1 1.38 1.38 1.38 1.37 1.36
R> 1.38 1.38 1.38 1.37 1.36
R3 1.39 1.39 1.39 1.38 1.38

Tabla 6.9 Angulos de valencia (°) con los diferentes métodos utilizados para la
estructura de la (-) Quercetina

Radical AM1 RHF/STO-3G | RHF/3-21+g** B3LYP/3-21+g** | B3LYP/6-31+g**
Ri-0-c3) 107 107.5 107.8 107.7 107.6
Rom-0-c3y) | 107.1 107.1 110.2 110.0 109.0
R3m-0-c4y) | 107.9 107.9 113.8 112.5 111.0

Tabla 6.10 Angulos diedros (°) con los diferentes métodos utilizados para para la
estructura de la (-) Quercetina

Radical AM1 RHF/STO-3G RHF/3-21+g** B3LYP/3-21+g** B3LYP/6-31+g**
Rin-0-c3-c4) 173.1 173.5 180.0 170.5 168.2
Rem-0-c3-c2y | 179.5 179.6 180.0 170.9 180.0
R3(H-0-c4-c3) 179.1 179.1 180.0 179.6 178.8

Se optimiz6 la (-) Quercetina con los métodos AM1, RHF/STO-3G, RHF/3-21+g**,

B3LYP/3-21+g**, B3LYP/6-31+g**, los resultados muestran que la distancia de enlace

disminuye ligeramente en la medida que el método se hace mas exacto para los

grupos funcionales de interés, mientras que los angulos de valencia aumentan un poco

al aumentar el nivel de calculo. Finalmente los angulos diedros no muestran una

tendencia entre métodos de calculo.

41



ESTUDIO TEORICO DE LA INTERACCION ENTRE EL PEPTIDO AMILOIDE-@25-35 Y CUATRO ANTIOXIDANTES 42

Calculo de la (-) Hespertina con los diferentes métodos computacionales:

(-) Hespertina

Figura 12. (-) Hespertina. Constituye el
principal flavonoide de los citricos. Aparece
principalmente en la piel de la membrana
blanca que hay antes de la pulpa de estas frutas.
Protege a los capilares, por lo que resulta
adecuada para el tratamiento de las varices,
protege al estdbmago de ulceras y es un
antialérgico. Previene el desarrollo de tumores
cancerosos en el pecho, piel, ovarios, pulmones
v vesicula.

Tabla 6.11 Distancias de enlace (A) con los diferentes métodos utilizados para para la
estructura de la (-) Hespertina

Radical | AM1 RHF/STO-3G RHF/3-21+g** | B3LYP/3-21+g** | B3LYP/6-31+g**
R> 1.42 1.43 1.43 1.42 1.42
R3 1.38 1.37 1.37 1.37 1.37

Tabla 6.12 Angulos de valencia (°) con los diferentes métodos utilizados para para la
estructura de la (-) Hespertina

Radical AM1 RHF/STO-3G | RHF/3-21+g** [ B3LYP/3-21+g** | B3LYP/6-31+g**
R2(H-0-c3) 110.7 111.0 111.0 111.0 111.0
R3(c-0-c4) 108.1 109.7 109.7 108.7 108.0

Tabla 6.13 Angulos diedros (°) con los diferentes métodos utilizados para para la
estructura de la (-) Hespertina

Radical AM1 | RHF/STO-3G | RHF/3-21+g" | B3LYP/3-21+g"* | B3LYP/6-31+g™
R2(H-0-c3-c2) 59.1 60.9 60.9 60.8 60.8
R3(c-0-c4-c3) 178.7 179.7 179.7 179.5 179.3

Se optimiz6 la (-) Hespertina con los métodos AM1, RHF/STO-3G, RHF/3-21+g**,
B3LYP/3-21+g**, B3LYP/6-31+g**. Los resultados muestran que las distancias de

enlace y los dngulos de valencia y diedros permanecen practicamente sin cambios en

la medida que el nivel de calculo aumenta.




ESTUDIO TEORICO DE LA INTERACCION ENTRE EL PEPTIDO AMILOIDE-E25-35 Y CUATRO ANTIOXIDANTES

6.3 Calculo del potencial electrostatico molecular

Primero se calcul6 el MEP para los antioxidantes en donde observamos que
existe un patron de sitios positivos (baja densidad electronica) en los extremos de las
estructuras como se muestra en la figura 14. Esto que sugiere que los extremos de los

antioxidantes aqui sefialados pueden interaccionar con sitios nucleofilicos.
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- (-) Catequina (-) Epicatequina (-) Quercetina (-) Hespertina

Figura 14. La (-) Catequina, (-) Epicatequina, (-) Quercetina, (-) Hespertina, calculado con B3LYP/6-31+g(d,p) a una
isosuperficie de -0.03 (azul) y 0.09 (rojo).

En cada caso se puede observar que los Hidrégenos de los grupos Hidroxilo podrian
interaccionar facilmente con las regiones electronegativas de otras moléculas, en

nuestro caso con el péptido AB2s.35, formando enlaces por puentes de Hidrogeno.

Al igual que los antioxidantes, también calculamos el MEP para el Af325.35 con el
programa Gaussian09 y posterior mente se visualizaron los resultados con el
programa gOpenMol como se muestra en la Figura 13. Aqui, observamos que lo que
corresponde a valores muy negativos nos proporciona sitios nucleofilicos o regiones
de alta densidad electrénica se encuentran en la parte que corresponde al aminoacido
de la metionina y en el aminoacido de la lisina, lo cual sugiere que estos aminoacidos

puedan interaccionar con electrofilos.
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Metionina

Lisina

-0.08

-0.10

Figura 13 Estructura del péptido ABzs-35 calculado con B3LYP/6-31+g(d,p) ay
graficado a una isosuperficie de -0.10 y 0.10 u. a.

Ademas de los resultados anteriores calculamos las distancias que existen
entre los aminoacidos Metionina y Lisina del AB2s-35 y las distancias para los extremos
de los antioxidantes estan alrededor de 10 A entonces esto nos lleva a la realizacion

de un complejo toxina-flavonoide.

La energia total del sistema Af25-35 es de -2454049.028 kcal/mol.
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6.4 Calculo de orbitales LUMO

Para detallar el estudio anterior se calculé el LUMO de cada antioxidante (Fig.
15) donde LUMO significa (Lowest Unoccupied Molecular Orbital u Orbital Molecular
vacante mas bajo), es el orbital de menos energia que se encuentra vacio. Indica el
lugar donde mas facilmente la molécula aceptaria un par de electrones cuando lo hace
como acido de Lewis. En el caso particular de radicales, donde tenemos un electrén

desapareado.

45

CATEQUINA

QUERCETINA HESPERTINA

Figura 15. Calculo de LUMO para observar los orbitales de menor energia.

Como vimos en la introduccion, el orbital LUMO, al ser el primer orbital
vacante, representa la region de la molécula en la que mas facilmente se aceptaria un

electron adicional. Es decir, la region donde ocurriria preferentemente el ataque
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nucleéfilo. Aunque, en general, la identificacion de las zonas propicias para un ataque
nucledfilo se observan mas claramente mediante los analisis de poblacion o las
regiones positivas de potencial electrostatico, la forma del orbital LUMO puede
aportar informacién adicional. La visualizacion del orbital LUMO es especialmente
interesante en el caso de carbocationes, ya que en estos casos el potencial
electrostatico no resulta ilustrativo (en moléculas cargadas, el potencial electrostatico

proporciona siempre valores positivos y muy altos).

6.5 Formacion de complejos

De acuerdo con los tres resultados:

1) El célculo de cada antioxidante
2) El potencial electrostatico molecular y

3) El calculo de LUMO

Sabemos que es posible formar un complejo entre el péptido toxico y los antioxidantes
para revertir el dafio celular. En la figura 16 podemos observar como se formaron y

fueron optimizados con los métodos AM y RHF /STO-3G
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Figura 16. Formacién de complejos entre el AB2s.35 calculado con AM1 y RHF/STO-3G

RHF/STO-3G
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RHF/STO-3G
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Los complejos TF formados como se muestra en la Figura 16, sefialan que todos los
enlaces son por puente de hidrégeno en cuyo rango para esta interaccion va desde
2.01a2.59 A

Para poder evaluar si una interaccion es posible por puentes de hidrogeno se toma en
cuenta la modificacion estructural del complejo A-H---B, es decir el enlace que existe
entre A-H en donde a se caracteriza por ser mas electronegativo que H (hidrégeno) y
la interaccion H-B en la que B debera de contener un par de electrones libres. Con
base a esto se pueden clasificar los puentes de hidrégeno en tres categorias: fuertes

moderados y débiles, Tabla 14:

Clasificacion de las interacciones de puentes de hidrogeno

Fuerte | Moderado \ Leve
Longitud del enlace B---H (A?) ~1.2-1.5 | ~1.5-2.2 2.2-3.2
Longitud del enlace A---B (A?) 2.2-2.5 2.5-3.2 3.2-4.0
Angulo (A-H---B) (9) 175-180 | 130-180 90-150

Tabla 14. Clasificacion de las interacciones de puentes de hidrogeno segun Jeffrey

Esta clasificacién y tomando en cuenta la distancia de enlace B---H y la distancia del
angulo O-H---B en los complejos se observa que todos los antioxidantes pueden
formar complejos por enlace de puentes de hidrogeno con el péptido Af2s-35, siendo

este enlace de naturaleza moderada.

6.6 Tablas de energias de los antioxidantes

Para poder realizar una reaccion quimica debe consistir en un nuevo
agrupamiento de los atomos de los reactivos para formar los productos. Esto supone
la ruptura de ciertos enlaces y la formacién de otros nuevos. Si se conocen las energias
necesarias para romper dichos enlaces, se podria calcular la entalpia de la reaccion.
Cuanto mas alta sea la energia de enlace, mas costara romperlo, por lo que el enlace
sera mas fuerte y mas estable.[44]

Tomando en cuenta este concepto, tomamos las energias de cada antioxidante
optimizado con diferente metodologia (tabla 15) para posterior mente tomar las
energias de todo el sistema y saber cual sera mas estable.
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Tabla 15. Energia (Kcal/mol) de los antioxidantes con diferentes métodos
computacionales.

Método Catequina Epicatequina | Quercetina Hespertina

AM1 -211.9712989 -212.015662 -208.7832256 | -185.1801839
RHF/STO-3G -635204.5276 -635204.5726 | -680051.2002 | -658676.4607
RHF/3-21+g** -639832.2118 -639799.4897 | -685089.9216 |-663461.4811
B3LYP/3-21+g** | -639832.2118 -639799.4897 | -685089.9216 |-663461.4811
B3LYP/6-31+g** | -639832.2118 -639832.2118 | -685089.9216 | -663461.4811

6.7 Tablas de energias de cada complejo

Tabla 16. Energias (kcal/mol) de cada complejo con los métodos AM1 y RHF/STO-3G

Antioxidante AM1 RHF/STO3-G
Catequina -791.220927 -3008620.88
Epicatequina -549.9048531 -3007944.373
Hespertina -856.1201008 -3032097.508
Quercetina -666.1094892 -3053469.231

Tabla 17. Energias de optimizacion, utilizando la ecuacién 6.7.1

Ec.6.7.1 AEinteraccio:’m= [Eproductos] - [Ereactivos]
Antioxidante AM1 RHF/STO3-G
Catequina -1537619059 -1938347536
Epicatequina -1537619086 -1966701943
Hespertina -1537602274 -1953151509
Quercetina -1537617061 -1537486257

Podemos hacer la comparacion de las energias de la tabla 15 y 16 y observamos que
los valores calculados solo con la optimizacion nos dan resultados de menor energia lo
que sefiala que nuestra forma de calcular es bastante buena y saber que el complejo
mas estable es la Quercetina.
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Conclusion

Los resultados obtenidos con el Potencial electrostatico y la funcion de Fukui, establecieron
una interaccion entre los antioxidantes y el AP2s.3s debido a estos resultados se pudo formar el
complejo. Posteriormente lo enviamos en disolucion acuosa para demostrar lo que sucede en el
trabajo experimental. Cabe mencionar que esta metodologia tiene aplicaciones en quimica
organica, farmacologia, biologia, etc.

La formacion del complejo TF, evitaria la formacién y polimerizacion de las fibrillas
amiloideas y con ello se tendria evidencia molecular de que existe una interaccion entre los
flavonoides y la toxina que fue sugerida experimentalmente por Ono et al [4].

Perspectivas

v Optimizar los complejos en disolucion acuosa para saber su estabilidad de cada uno y

compararlos con resultados experimentales ya existentes.

v Se pretende describir las reacciones entre los radicales libres y los antioxidantes en
solucion acuosa utilizando una funcién de base mas grande, ya que hasta la fecha es

ambigua la reaccion que existe entre ellos.

v' Realizar un docking para observar el comportamiento de los antioxidantes con el

péptldo A[325.35.
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