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Resumen

«No sé lo que puedo parecer al mundo; pero
a mi me parece que he sido sélo como un
nino jugando en la orilla del mar, y yo en
tanto encontrando un guijarro mds liso o
una concha mds bonita que ordinaria,
mientras el gran océano de la verdad pone
todo lo que hay por descubrir delante de miy

NEWTON (1642-1726)

El ADN es un biopolimero cuya estructura molecular-quimica es el resultado de
un proceso selectivo natural durante millones de anos. Es considerada la molécula
biolégica més importante para la vida, pues toda la informacién genética necesaria
para el funcionamiento de un ser vivo se encuentra almacenada en ésta. Durante las
dltimas décadas, dada su vital importancia, se han estudiando sus caracteristicas
estructurales para comprender su funcionamiento y sus mecanismos de regulacion.

En particular, se han investigado las estructuras de ADN de hélices dobles con
cadenas antiparalelas del modelo de Watson-Crick (Familias Estructurales A y B).
Sin embargo, éstas no son las tnicas posibles conformaciones de duplex de ADN
que pueden participar en los procesos de funcionamiento de los acidos nucleicos en
los seres vivos. Por ello, en éste trabajo de tesis se sometieron a célculos de opti-
mizacion y se analizaron fragmentos minimos de hélices dobles de ADN diferentes
del modelo establecido por Watson-Crick; es decir, se estudiaron conformaciones de
cadenas paralelas con el par reverso de WC Ade:Thy, daplex de ADN con pares de
bases Ade:Thy de Hoogsteen, diplex de WC con los pares no correctos Gua:Thy,
Gua:Ade(syn) e Ino:Ade(syn), asi como estructuras de la Familia Confomacional
Z. Lo anterior con objeto de obtener regularidades de las caracteristicas conforma-
cionales de dichas estructuras; las cuales no presentaron las mismas regularidades
que los WCDs, tienen distintas interacciones que las estabilizan y dan pie a otras
caracteristicas conformacionales.

Asi mismo, para analizar las diferencias en las caracteristicas conformacionales
obtenidas por los distintos métodos y funcionales, se hicieron optimizaciones me-
diante el método de la Teoria del Funcional de Densidad (DFT) con los funcionales
PBE y PW91, y con Mecéanica Molecular (empleando el campo de fuerzas AMBER).
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Objetivos

Algunas cosas son faciles, sélo son
dificiles de hacer.

A. EINSTEIN a J. O. HIRSCHFELDER

1. Objetivo General

Estudio de las caracteristicas conformacionales de fragmentos minimos de hé-
lices dobles de ADN diferentes del modelo de Watson-Crick, por el método DFT
con distintos funcionales, y comparaciéon con resultados obtenidos por Mecénica
Molecular.

2. Objetivos Particulares

s Preparar fragmentos minimos de diplex de ADN obtenidos del Nucleic Acid
Data Bank [1], con cadenas paralelas, con pares de Hoogsteen y con pares
no correctos; ademés de estructuras de la Familia Conformacinal Z, para su
estudio por método DFT.

= Optimizar la geometria de los fragmentos minimos obtenidos, mediante célcu-
los de Mecéanica Cuantica y Mecanica Molecular.

= Comparar los parametros conformacionales y las diferencias entre las estructu-
ras obtenidas por DFT (empleando los funcionales PBE y PW91) y Mecénica
Molecular (con el campo de fuerzas AMBER).

= Obtener regularidades de las caracteristicas conformacionales para las estruc-
turas diferentes del modelo establecido por Watson-Crick. Comparar con ca-
racteristicas de familias de hélices dobles de Watson-Crick.
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Capitulo 1

Introduccion

Si nada se hace de la mano de épocas
pasadas, el mundo debe permanecer siempre
en la infancia del conocimiento.

CICERO

Hoy en dia, la doble hélice del ADN es probablemente la molécula biologica més
emblemética de todas. La primera descripcion de la estructura de doble hélice del
ADN con cadenas antiparalelas y pares de bases complementarias fue hecha por
Watson y Crick, estableciendo asi su modelo y publicandose el 25 de abril de 1953
en la revista cientifica Nature [2]. Ademéas de este modelo, la estructura molecular
del ADN facilita la formacién de una serie de otras estructuras espaciales que son
necesarias para el funcionamiento de esta biomolécula y que tienen importancia
para la herencia.

La construccion del modelo de la doble hélice del ADN atrajo la atencion de
investigadores matemaéticos, fisicos y bidlogos, inicidndose asi un intenso desarrollo
de la Biofisica Molecular. A partir de alli se sucedieron numerosos e importantes
avances en el estudio de la biologia y la medicina, entre ellos el disefio de trata-
mientos para enfermedades producidas por mutaciones en el ADN y la capacidad
de detectar enfermedades hereditarias.

El entendimiento de los problemas genéticos a nivel molecular tiene como punto
de partida el estudio de la estructura y la dindmica de los adcidos nucleicos; pero, no
es posible observar los detalles estructurales del ADN directamente en las células,
no obstante, cristales de ADN sintetizado presentan varias de las caracteristicas que
tiene éste en complejos con proteinas. Obtener las cooordenadas de los dtomos que
componen a fragmentos de ADN es posible mediante la difraccién de rayos X en
cristales de dichos fragmentos y, de este modo, visualizar estructuras de dobles héli-
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Figura 1.1: ADN sintetizado, cristalizado y microfotografiado por Linden Gledhill.

ces de ADN. Sin embargo, para comprender méas profundamente la dindmica de los
4cidos nucleicos son necesarios estudios méas detallados, es por ello que se recurre a
los célculos con métodos de la Mecanica Cuéantica (MC) y de la Mecanica Molecular
(MM), para realizar optimizaciones de dichas estructuras y hacer un andlisis mas
detallado de éstas (con calculos matematicos se busca poner a las estructuras en
un estado de minima energia, pues la naturaleza es tan sabia que busca estar en un
estado en el que gaste la menor energia posible y eso es lo que las optimizaciones
tratan de reproducir).

El anélisis y comparacién de las caracteristicas geométricas y energéticas de
las estructuras de ADN tomadas de los bancos de datos (en calidad de estructu-
ras iniciales) y de las estructuras ya optimizadas mediante los diferentes métodos
computacionales (con el uso de diversos programas computacionales) han permiti-
do sacar conclusiones sobre las regularidades generales de la estructura y su rela-
cion con la funcion de la molécula principal de la vida. Algunas caracteristicas de
las estructuras de fragmentos de ADN obtenidos en investigaciones experimentales
practicamente coinciden con las que se obtienen por diferentes métodos de optimi-
zacion sin embargo, otras difieren notablemente. El entender las razones de estas
diferencias permitirdn aproximarse a la construccién de los modelos de estructuras
espaciales del ADN mas parecidos a los existentes en la célula viva.

Los trabajos anteriores de calculos utilizando el método de DFT de comple-
jos de desoxidinucleosidos monofosfatos (dADMPs) con iones de sodios (Na+) han
demostrado que las caracteristicas principales de las familias daplex derechas de
Watson-Crick (WC) estan predefinidas en los minimos locales de energia de los
dDMPs [3]. Sin embargo, es poco lo que se conoce sobre estructuras de hélices do-
bles de ADN diferentes del modelo de Watson-Crick, y, es fundamental conocer
todas las posibles conformaciones y los mecanismos de transformaciones entre ellas.
Es por ello que en este trabajo de tesis se hizo un estudio de fragmentos minimos de
diplex de ADN de cadenas paralelas con el par reverso de WC Ade:Thy, de confor-
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maciones con pares de bases Ade:Thy de Hoogsteen, de diplex de WC con los pares
no correctos Gua:Thy, Gua:Ade(syn) e Ino:Ade(syn), asi como de estructuras de la
Familia Confomacional Z; esto, con objeto de obtener regularidades de las caracte-
risticas conformacionales de dichas estructuras. Para analizar las diferencias entre
las caracteristicas conformacionales obtenidas por los distintos métodos y funcio-
nales, se realizaron optimizaciones mediante el método de la Teoria del Funcional
de Densidad (DFT) (con los funcionales PBE y PW91) y con Mecéanica Molecular
(empleando el campo de fuerzas AMBER).

Nota (Fig. 1.1): Estas fotografias fueron capturadas por el bioquimico y bioartista Linden Gledhill
para un nuevo proyecto llamado MSSNG, un ambicioso programa lanzado por la organizacién de apoyo
Autism Speaks. A medida que los cientificos secuencien el ADN de 10.000 familias afectadas por el autismo,
todos los datos recopilados estaran disponibles como fuente abierta a otros investigadores de todo el mundo
en un intento de rellenar las piezas faltantes que rodean dicha condicion. En su estudio, Gledhill utiliza un
microscopio de investigacion que puede ampliar hasta 1000 veces. Los bellos colores son el resultado de la
utilizacién de la luz polarizante que luego es torcida por los cristales de ADN, causando una interferencia
en los espectros de luz. Los patrones que se ven son el resultado visual de esa interferencia, capturada por
una camara instalada en un puerto extra en el microscopio. A medida que el agua se evapora de los bordes
de las muestras de ADN colocadas entre dos placas de vidrio, la estructura cristaliza gradualmente. Las
areas oscuras son donde hay liquido y no hay estructura, pero a medida que las moléculas se alinean mejor

vemos estos colores vivos.

1.1. Breve historia sobre el descubrimiento de la estruc-
tura del ADN 4

La “victoria” de determinar la estructura del ADN correspondi6 a un cuarteto
inverosimil de cientificos de Inglaterra que no trabajaban como equipo, se enfa-
daban a menudo, no se hablaban y eran mayoritariamente novatos en ese campo:
Maurice Wilkins y Rosalind Franklin del Colegio King de Londres, y Francis Crick
y James Watson del Laboratorio Cavendish, de Cambridge (a éstos dos tltimos es a
quienes se les atribuye el descubrimiento).

La cuestion es que supusieron (correctamente, como se demostraria) que, si se
podia determinar la forma de la molécula de ADN, se podria ver cémo hacia lo
que hacia. Franklin tenia las mejores imégenes que existian de la posible estructura
del ADN, conseguidas por medio de la cristalografia de rayos X, la técnica perfec-
cionada por Linus Pauling, pero, para constante irritacién de Wilkins, se negaba a
compartir sus descubrimientos.
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Figura 1.2: “Foto 517, tomada por Franklin, que muestra un patrén de difraccion de
rayos X de ADN de la forma B

Que Wilkins y Franklin no congeniasen fue un hecho que Watson y Crick parece
ser que explotaron en beneficio propio. Tras un “problema” que tuvieron!, en enero
de 1953, Wilkins mostré a Watson las iméagenes de Franklin, al parecer sin que ella
lo supiese ni lo consintiese? (figura 1.2). Watson y Crick, armados con el conoci-
miento de la forma bésica de la molécula de ADN y algunos elementos importantes

de sus dimensiones, redoblaron sus esfuerzos.

Se sabia que el ADN tenia cuatro componentes quimicos (llamados adenina,
guanina, citosina y timina) y que esos componentes se emparejaban de formas de-
terminadas. Asi que, jugando con piezas de carton cortadas segin la forma de las
moléculas, Watson y Crick consiguieron determinar como encajaban las piezas (fi-
gura 1.3). A partir de ahi construyeron un modelo tipo Mecano, que consistia en
placas metalicas atornilladas en espiral.

La edicion del 25 de Abril de 1953 de Nature incluia un articulo de 900 palabras
de Watson y Crick, titulado «Una estructura para el dcido desozirribonucléicos?.

Iba acompafniado de articulos independientes de Wilkins y Franklin.

El descubrimiento de Watson y Crick no se confirmo, en realidad, hasta la década
de los anos ochenta. Como dijo Crik en uno de sus libros: «Hicieron falta veinticinco
afios para que nuestro modelo de ADN pasase de ser s6lo bastante plausible a ser
muy plausible... y, de ahi, a ser casi con seguridad correcto»*. En realidad casi no se

"White, Rivals, p.257; Maddox, Brenda, Rosalind Franklin: The Dark Lady of DNA, London:
HarperCollins, 2002, p. 185.

2Portal internet PBS, «A Science Odyssey», n.d.

3De Duve, A Guided Tour of the Living Cell, vol. 2, p.290

4Crick, Francis, What Mad Pursuit: A Personal View of Scientific Discovery, London: Penguin
Press, p. 73-74
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Figura 1.3: Modelo de Watson y Crick de la molécula de ADN.

habia hecho mas que empezar. Hoy dia incluso hay muchas peculiaridades del ADN
que apenas entendemos. Gran porcentaje del ADN consiste de largas extensiones
de materia extrana aparentemente sin sentido... “basura” o “ADN sin c6digo”. So6lo
aqui y alla, a lo largo de cada hebra, encuentras secciones que controlan y organizan
funciones vitales. Se trata de los curiosos genes, tan esquivos y escurridizos durante
mucho tiempo.

Los genes son fragmentos de ADN y estos fragmentos corresponden a ARN
mensajero, ribosomico o de transferencia, cuando los genes corresponden a ARNm
tenemos instrucciones para hacer proteinas, por otro lado, el ARNr sélo se encarga
del transporte de proteinas. Las fabrican con una fidelidad monétona y segura. En
este sentido, son més bien como las teclas de un piano, que cada una de ellas da
s6lo una nota y nada mas®, lo que es evidentemente un poco monétono. Pero, si
combinas los genes, igual que haces con las notas del piano, puedes crear acordes y
melodias de infinita variedad. Junta todos esos genes y tendras la gran sinfonia de
la existencia, conocida como el genoma humano.

5 National Greographic, «Secrets of the Geney, octubre de 1995, p. 55.
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1.2. Importancia biolégica de las conformaciones de ADN
diferentes del modelo de Watson-Crick

La biomolécula mas importante es el ADN ya que en ella se encuentra toda
la informacion génetica necesaria para que se lleve a cabo la vida y la reproduc-
cién en los sistemas biologicos. Esta es una doble hélice que consta de dos cadenas
antiparalelas complementarias de polinucledtidos (figura 1.4); a pesar de la gran im-
portancia del ADN, su estructura molecular es relativamente sencilla: cada una de
las cadenas antiparalelas consta de una secuencia de mondémeros llamados nucle6ti-
dos —donde cada uno se compone de una base nitrogenada, un azicar desoxirribosa
y un grupo fosfato— que pueden ser de cuatro tipos, la diferencia entre ellos es la
base nitrogenada que los conforma (purinas: Adenina, A, y Guanina, G; pirimidi-
nas: Timina, T, y Citosina, C; ver Fig. 1.5); sin embargo, esto es sufisciente para
codificar la gran diversidad de la vida. Cada secuencia de tres nucledtidos constituye
una palabra del codigo genético o codomn, que especifica un aminoacido determinado.

Aunque la estructura del ADN es conservativa la hélice no es regular, las va-
riaciones en los parametros conformacionales a lo largo de los ejes de la hélice son
responsables de la formacion de diferentes regiones de ADN con funciones biologicas
especificas. Entender el papel de los 4cidos nucléicos como bloques de construccion
en la formacién, la dependencia de la secuencia de las bases y las preferencias
conformacionales de la estructura tridimensional del ADN es un paso importante
hacia el entendimiento de los procesos genéticos y la comprensién de la vida misma.

Figura 1.4: Estructura de la hélice doble del ADN. Fragmento de ADN de la familia
B1, vista aérea (imagen a la izq.) y frontalmente con diferentes efectos.

Han sido revelados, en experimentos estructurales, varios patrones de la es-
tructura tridimensional de los fragmentos de ADN, incluyendo las bien conocidas
estructuras del modelo de Watson-Crick (familias de dobles hélices A y B), confor-
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maciones con secuencias especificas (familia Z) y estructuras diferentes del modelo
establecido por Watson-Crick (WC). Esta importante informacién estructural ob-
tenida ha sido acumulada en el Nucleic Acid Data Bank [1] y ha sido analizada
por Svoil y col. [5]. Las familias y los fragmentos especificos de las secuencias de
polinucledsidos dentro de cada familia WC se distinguen por los dngulos de torsion
del esqueleto azicar-fosfato y por el arreglo mutual de las bases.

Trabajos anteriores [3, 6, 7, 8] mostraron que la contribucién del esqueleto aziicar-
fosfato al paralelismo de las bases es dependiente de la secuencia de las bases, des-
oxidinucledsidos monofosfatos (ADMPs) con secuencias purina-pirimidina y purina-
purina muestran una amplia superposicion en los anillos de las bases, mientras que
dDMPs con secuencias pirimidina-puring y pirimidina-pirimiding tienen superpo-
sicién de los anillos de las bases despreciable o nula; ademés se encontré que las
caracteristicas principales de las familias de diplex de Watson-Crick estan predefi-
nidas en la energia local minima de dDMPs [3].

PIRIMIDINAS PURINAS

Figura 1.5: Clasificacion de las cuatro bases nitrogenadas en Pirimidinas y Purinas.

Como ya se menciond antes, se han realizado muchos estudios sobre duplex de
ADN del modelo de WC; sin embargo, dichas estructuras no son las tinicas posibles
estructuras que pueden participar en los procesos de funcionamiento de los 4cidos
nucleicos en los seres vivos. Hay resultados experimentales de diplex de cadenas
paralelas con el par reverso de WC Ade:Thy y de conformaciones con pares Ade-Thy
de Hoogsteen, ademas, se tiene evidencia de regiones del genoma donde s6lo pueden
encontrarse dichas bases nitrogenadas; por otro lado, al tener mutaciones en el ADN
se tiene la formacion de pares no correctos, como Gua:Thy, Gua:Ade e Ino:Ade.
Asimismo, se han encontrado estructuras de cadenas antiparalelas formando una
doble hélice zig-zagueada.
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1.2.1. Estructuras de la Familia Conformacional Z

Se han encontrado estructuras de la Familia Conformacional Z en solucién y
cristales, sobre su importancia biologica no esta claro ya que no hay evidencias de
éstas en complejos con proteinas, pero, es importante analizar dichas estructuras
para ver si son posibles o s6lo es un resultado artificial. Es posible distinguir a
las estructuras con esta conformacion de otras por sus caracteristicas opticas (luz
polarizada), pues son distintas para cada Familia Conformacional del ADN.

1.2.2. Dplex con el par Ade:Thy de Hoogsteen

Después de ser propuesto el modelo de ADN hubo muchos intentos para demos-
trar que el emparejamiento de WC también se daba en bases aisladas, en su lugar
fue descubierto el par Ade:Thy de Hoogsteen, en 1959, en una estructura cristalina
de complejo de 1-metil-Timina con 9-metil-Adenina [9].

Pares de bases con ésta conformacion han sido reportados en algunos complejos
de proteinas y ADN [10]. Estructuras de hélices dobles con pares de Hoogsteen se
han encontrado en solucién, por lo que es posible encontrarlos en células.

Téngase en cuenta que, los fragmentos de ADN con pares de Hoogsteen (y los de
cadenas paralelas), tomados del banco de datos para nuestros estudios, contienen
tinicamente bases Adeninas y Timinas y es conocido que dihas bases predominan
en regiones no codificantes del genoma, asi que ADN de este tipo quizd juega un
rol estructural en el genoma.

Figura 1.6: Visitante de un museo en Nueva York observando una representacion
digital del genoma humano en el 2001. (Cada color en la secuenciaciéon del genoma humano

representa una de las 4 bases nitrogenadas del ADN, identificando asi los genes en cada cromosoma.)
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1.2.3. Conformaciones de cadenas paralelas

Durante la Meiosis, en la Profase I (figura 1.7), se presenta la Sinapsis que es
cuando dos cromosomas homoélogos se aparean, lo cual permite el intercambio de
material genético entre ambos cromosomas; al tener dos cromosomas se tienen dos
hélices dobles de cadenas antiparalelas entre si, por lo que se puede tener la forma-
cion de complejos con hélices dobles de cadenas paralelas; ademés, en la Sinapsis
se puede tener el fendémeno crossing-over, Fig. 1.8, el cual nos da la posibilidad
de formaciéon de un cromosoma de madre con pedazo de cromosoma de padre y
viceversa, que es lo que nos otorga mayor variabilidad genética como individuos.

Figura 1.7: Meiosis. (Profase I: a, b, ¢, d y e. Metafase I: f. Anafase I: g. Telofase I: h. Profase II: i.
Metafase II: j. Anafase II: k. Telofase II: 1.)

Crossing-over

Figura 1.8: Cromosomas homdlogos y Cromdtidas hermanas. Sinapsis y Crossing-
over.

Hay reportes de cadenas complementarias paralelas de ADN en diferentes geno-
mas, por ejemplo, Tchurikov y colaboradores reportan una regién complementaria
paralela entre dos secuencias de ADN de la mosca Drosophilia [11].
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1.2.4. Dplex de Watson-Crick con pares no correctos

Pares de bases no correctos se tienen como rutas de mutaciones puntuales (figu-
ra 1.9); esto es, durante la replicacion del ADN se cambia una base por otra teniendo
pares de bases como Gua:Thy, Gua:Ade(syn) e Ino:Ade(syn). Tales errores son ge-
neralmente detectados y eliminados por las enzimas de correccién de pruebas y de
reparacion de desajustes. Sin embargo, ocasionalmente, el error no se corrige dando
lugar a mutaciones de sustituciéon y posiblemente a cambios evolutivos. Los pares de
bases de purina-purina estan especificamente implicados en mutaciones de trans-
version.

/\ Original

me Original

Copia 1Tr’

l
correcta lm
‘\_/COPia
mutante

Figura 1.9: Mutacion Puntual.

Se sabe que en el cancer la replicacién del ADN es muy rapida, lo cual da la
posibilidad de formaciéon de mas mutaciones, por lo que es importante estudiar és-
tos mecanismos. El par Gua:Thy fue mostrado por primera vez en un articulo de
Crick, formado en proceso de sintesis de proteinas ( Traduccion) [12]. El par de bases
Gua:Ade(syn) fue propuesto por Traub y Sussman para ARNSs ribosémicos [13]. Por
otro lado, la desoxiinosina (Ino) es eficaz como base universal en sondas sintéticas
de hibridacién cuando se clonan genes para protefnas que contienen aminoécidos
con codones degenerados [14, 15]. La Inosina forma desajustes estables, suele posicio-
narse en el extremo 5’ de algunos anticodones de ARNt, donde se sabe que forma
enlaces de hidrégeno con Adenina y Citosina [16]; también es capaz de ocupar la
posicion media del anticodén y formar par con Adenina.

Cabe mencionar que, anteriormente, se comprobd que las estructuras de dDMPs
complementarios, Fig. 1.10, son los minimos fragmentos de la hélice doble de ADN
que nos aportan informacién estructural sobre ésta, y, debido al alto costo compu-
tacional de someter a calculos estructuras de ADN, dichos fragmentos son los id6-
neos para realizar estudios teéricos computacionales de la estructura de duaplex de
ADN [17].
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Figura 1.10: Fragmento minimo de ADN, ejemplo de dDMPs complementarios neu-
tralizados con Na+, con los pares de bases Gua:Cyt y Ade: Thy.

Debido a la ya mencionada importancia biologica de estas estructuras diferentes
del modelo de WC, se sometieron a optimizacion fragmentos minimos de diplex
con estas conformaciones, utilizando la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT)
empleando los funcionales PBE y PW91, y con célculos de Mecanica Molecular
con el campo de fuerzas AMBER. Las estructuras experimentales analizadas con
pares Ade:Thy de Hoogsteen, con los pares no correctos Gua:Thy, Gua:Ade(syn)
e Ino:Ade(syn), y las conformaciones de cadenas paralelas con el par reverso de
WC Ade:Thy (obtenidas de resultados de Resonancia Nucleomagnética), presentan
algunos de los d4ngulos de torsion del esqueleto aztucar-fosfato fuera de las regiones en
que se encuentran éstos para los diuplex de WC (WCDs), después de ser optimizadas
en algunas se encontraron todos sus dngulos dentro de las regiones esperadas para
los WCDs, lo cual nos mostré la viabilidad de su estructura; ademas, se encontro
que estas conformaciones presentan distintas regulariades a las de los WCDs, pues
la superposicén de sus bases apiladas varid, esto, debido a que presentan diferentes
interacciones que las estabilizan con dichas regularidades. Por otro lado, los estudios
realizados a los cdDMPs de la Familia Conformacional Z nos permitié corroborar
los resultados obtenidos anteriormente para fragmentos minimos de cadenas tinicas
de esta Familia, es decir, las estructuras de la Familia Conformacional Z se dan, y
estabilizan, por las interacciones con el medio.






Capitulo 2

Estructura del ADN con
conformacion diferente del modelo
de Watson-Crick

La naturaleza le dirigird una mentira directa
si puede.

CHARLES DARWIN

Los acidos nucléicos, las biomoléculas méas importantes, contienen la informacion
genética en intrucciones codificadas por la secuenciacién de las bases nitrogenadas
que los conforman. De su expresion depende la secuencia aminoacidica de las pro-
teinas, de cuya sintesis son responsables inmediatos, y por ende, de la totalidad
de la sintesis y el control de los procesos celulares. Cada tres bases nitrogenadas
forman una letra del codigo genético, también llamadas triplete o codon, las cuales
codifican un aminoécido.

El estudio de su estructura, funcionamiento y mecanismos de regulacion, de la
expresion genética, es escencial para comprender la integracién de los procesos que
sostienen la vida tanto a nivel celular como en organismos pluricelulares.

El ADN es una doble hélice que consta de dos cadenas antiparalelas complemen-
tarias de polinucledtidos, cada nucleotido esta formado por tres unidades, Fig. 2.1:
una molécula de aztucar llamada desoxirribosa, diferente de la ribosa del ARN por
carecer de oxigeno en el carbono 2’; lo que contribuye a una mayor estabilidad en
la cadena, un grupo fosfato y una de las cuatro posibles bases nitrogenadas, donde
dos son puricas (Adenina y Guanina) y dos son pirimidinicas (Timina y Citosina),
ver Fig. 1.5, las cuales usualmente forman los pares Gua:Cyt y Ade:Thy. Cabe men-
cionar que un nucleésido so6lo esté formado por la desoxirribosa y una de las cuatro
bases nitrogenadas.

13
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o

Aziicar Desoxirribosa

Figura 2.1: Estructura de un nucledtido

Por naturaleza, los acidos nucléicos usualmente adoptan una conformaciéon du-
plex de cadenas antiparalelas con una cadena en la orientacion 5 — 3’ y la otra
en la orientacion 3’ — 5. Ademaés suelen formar los pares de bases establecidos
en el modelo de Watson-Crick (figura 2.2).

Sin embargo, también tienen la capacidad de adoptar una conformaciéon diplex
con cadenas paralelas (ambas cadenas con la orientacion 5" — 3'), conformaciones
daplex de cadenas antiparalelas con pares de Hoogsteen o con pares no correctos,
asi como estructuras de doble hélice zig-zagueada conocidas como ADN-Z.

3' ADN-B

Figura 2.2: 1zQ.) Modelo de Watson-Crick con cadenas antiparalelas. (DER.) Pares
de bases de WC. a) Par Thy:Ade. b) Par Cyt:Gua.
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2.1. Fragmentos de dobles hélices de ADN

Experimentalmente, gracias a la difraccién de rayos X en fragmentos de ADN
cristalizados, se ha podido clasificar a las estructuras (secundarias) de ADN en 3
grandes Familias Conformacionales: Familia A, Familia B (ambas Dextrogiras) y la
Familia Z (Levogira); ver Fig. 2.3. Notese que el ADN de tipo B es el méas abundan-
te y es el descubierto por Watson y Crick; ademas, las estructuras pertenecientes
a las Familias estructurales AI, AIl, BI y BII son consideradas como estructuras
del modelo de Watson-Crick. Pero, como ya hemos mencionado antes, éstas no son
las tnicas posibles conformaciones duplex de ADN, se pueden tener estructuras de
cadenas paralelas, estructuras con pares de Hoogsteen o con pares no correctos.

A-DNA B-DNA Z-DNA

Figura 2.3: Vistas laterales y superiores que ilustran los rasgos caracteristicos de las
estructuras helicoidales requlares A, B y ADN-Z deducidas a partir de los modelos
de difraccion de rayos X de fibras representativas. Las cintas rastrean la progresion
de la columna vertebral definida por los atomos de fosforo y las lineas negras gruesas
(cajas) representan los ejes helicoidales [18].
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FAMILIAS ESTRUCTURALES DEL ADN [19]:

s ADN-A: Tenemos ésta familia conformacional cuando el ADN, fibra de ADN,
se encuentra en un medio con escasa agua. Esta es una gran hélice, rechoncha
con bases fuertemente inclinadas, dejando de ser perpendiculares al eje de
la hélice, tienen un surco mayor cavernoso y un surco menor que es casi
demasiado superficial para ser llamado un surco en absoluto.

» ADN-B: Esta familia conformacional la obtenemos cuando tenemos el ADN
en solucién de cloruro de sodio con sufisciente agua. Es mas delgada y mas
alargada (comparando con ADN-A), con planos de las bases esencialmente
paralelos entre si y perpendiculares al eje de la hélice, y con un surco menor
estrecho y surco mayor ancho de profundidad comparable. La mayor capa-
cidad informativa se encuentra en el surco mayor como consecuencia de la
mayor variabilidad de los grupos quimicos que presenta: en el surco mayor,
los grupos quimicos presentes especifican la identidad del par de base, pu-
diendo distinguir hasta los pares de bases Ade:Thy de los pares Thy:Ade,
permitiendo asi que las proteinas reconozcan sin equivocacién las secuencias
de ADN sin tener que abrir la doble hélice.

s ADN-Z: Dicha familia conformacional es posible para secuencias especificas
de bases, por ejemplo, para G-C-G-C-G (purina-pirimidina-purina...). La hé-
lice Z es mas delgada y mas alargada para el mismo niimero de pares de bases
que las otras dos familias conformacionales. En ésta el surco menor es caver-
nosamente profundo, y el surco mayor estd completamente aplanado sobre
la superficie de la molécula. Los dos rasgos caracteristicos del ADN-Z son la
inversion de la direccion de la hélice y el uso de dos pares de bases equiva-
lentes no consecutivos como la unidad de repeticién helicoidal, este tltimo
atribuye en el esqueleto de azucar-fosfato una conformacién en zig-zag que es
responsable de la designaciéon Z.

2.1.1. Fragmento de ADN de la Familia Conformacional Z

Aunque el ADN-Z es una de las tres Familias Estructurales del ADN, éste no
pertenece al modelo establecido por Watson-Crick. En el ADN-Z se tiene a las ba-
ses Purinas en conformaciéon syn, mientras que las Pirimidinas se encuentran en
conformacién anti, esto y la alternacion entre Pirimidinas-Purinas es lo que le da la
conformacién zig-zagueada a la doble hélice; el par que se forma en estas estructuras
es un par normal de WC (figura 2.4).

Para analizar la viabilidad de dichas estructuras, en este trabajo, se sometieron
a calculos de optimizaciéon fragmentos minimos de doble hélice del diaplex hexamero
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d(CGCGCQG)z, tomado del banco de datos [1], determinado a una ultra alta reso-
lucién [20]; cabe mencionar que, el cristal de dicha estructura contiene espermina
formando algunos enlaces de hidrégeno con atomos del fragmento de ADN-Z.

ADN-Z

Figura 2.4: 1zQ.) Fragmento de ADN de la Familia Conformacional Z. (DER.) Con-
formacion de nucledsidos en ADN-Z.

En la estructura de la molécula de ADN-Z estudiada, todos los pares de ba-
ses se presentan paralelos entre si. Esta molécula es altamente rigida y ordenada,
contradictoriamente al modelo de “ADN flexible”. La rigidez de este ADN-Z puede
estar vinculada con su compacta estructura, reflejada en su pequenio diametro ( 18A
vs 20A en ADN-B), lo cual conduce a un empaquetamiento mas apretado de los
fosfatos y bases contra los aziicares.

2.1.2. Duplex con pares de bases Ade:Thy de Hoogsteen

Después de ser propuesto el modelo de ADN fueron hechos muchos intentos
para demostrar que el emparejamiento WC era favorecido por bases aisladas. Sin
embargo, un esquema diferente de enlaces de hidrégeno entre Ade:Thy fue descu-
bierto, primero descrito por Hoogsteen usando rayos X de cristalografia [9].

Pares de Hoogsteen han sido observados en varias hélices triples incluyendo
aquéllas de importancia biolégica. Pueden ser vistos en estructura cristalina que
representa reconocimiento de ADN por la proteina p53 supresora de tumores. Ade-
maés, ocasionalmente, estos pares son encontrados en algunos complejos de ADN con
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drogas y protefnas. También es probable que algunas regiones del genoma puedan
tener esta conformacién in vivo bajo las codicones apropiadas, ya que la transicién
entre ambas formas (WC y Hoogsteen) tiene un muy bajo costo energético.

Comparando con el par Ade:Thy de WC, en el par de Hoogsteen la base Adenina
esta rotada 180° teniendola asi en conformacion syn, mientras que en el par de WC
se encuentra en conformacion anti (figura 2.5), con lo cual se tiene un distinto
conjunto de enlaces de H; ademas, una de las diferencias més significativas entre los
pares de WC y los de Hoogsteen es la distancia entre C'1’ — C1’ del aztcar a través
de cada par de base, ya que en los pares de Hoogsteen se acorta aproximadamente

2A.

Hoogsteen

Figura 2.5: 12zQ.) Fragmento de ADN con pares de Hoogsteen. (DER.) Par Thy:Ade
de Hoogsteen.

Las estructuras analizadas en este trabajo, con pares de Hoogsteen, contienen
sb6lo pares Ade:Thy y, es conocido que las secuencias promotoras de muchos ge-
nes estructurales eucariotos se componen de tramos de Adenina y Timina. Dichas
estructuras experimentales, tomadas del banco de datos, contienen las secuencias

d(ATATAT); [21] y d(ATTAAT)s [22].
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2.1.3. Modelo de conformaciones de ADN de cadenas paralelas
con el par reverso de WC Ade:Thy

La estructura dextrogira de hélices dobles de ADN, mas conocida como ADN-B,
ha jugado un rol central en la explicacién de varios procesos biologicos. Estructuras
alternativas pueden ser estabilizadas por interacciones favorables por apilamiento
y enlaces de hidrégeno diferentes a los que se tienen en pares de bases del modelo
de Watson-Crick.

Como se ha mencionado anteriormente, los 4cidos nucléicos suelen adoptar una
conformacién duplex de cadenas antiparalelas con una cadena en la orientacion
5" — 3’ y la otra en la orientacion 3’ — 5’, como sea, también tienen la capaci-
dad de adoptar una conformacion diplex con cadenas paralelas (parallel-stranded,
ps), ver Fig. 2.6. Tal ps ADN podria desempenar un importante rol en la regulacion
de replicaciéon y transcripcion, recombinaciéon genética, plegamiento de cromosomas,
procesos de mutaciéon y empalme de ARN. Hay varios reportes tedricos y experi-
mentales de la formaciéon de daplex con ps ADN.

3 =
Cadenas Paralelas

Figura 2.6: 12zQ.) Modelo de diplex de ADN de cadenas paralelas. (DER.) Par reverso
de WC Thy:Ade, presente en las estructuras de cadenas paralelas.

Para realizar el estudio tedrico-computacional de éstas, se tomaron del ban-
co de datos estructuras simuladas de ps daplex. Las estructuras tridimencionales
de duaplex de cadenas paralelas fueron obtenidas usando simulaciones de dinamica
molecular bajo restricciones de Resonancia Nucleomagnética (NMR) [23]. Dichas
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estructuras contienen dos pares de bases C:CT en los dos extremos del dtplex pa-
ralelo, donde cada par tiene 3 enlaces de H, lo cual estabiliza la formaciéon del ps
ADN. Ademaés, la superposicion de las bases provee una fuente adicional de estabi-
lidad en los daplex de ADN. Cabe mencionar que, se tienen 20 modelos de ps ADN
con longitudes de enlace de H y angulos aceptables, y viabilidad estereocquimica
de los angulos de torsion.

Los angulos de torsién en éstas estructuras son semejantes a los que se tiene en
el ADN-B, pero los parametros helicoidales y la superposicion de las bases apiladas
son significativamente diferentes. Por otro lado, forman pares de bases de WC rever-
sos (Ade:Thy), donde ambas bases se encuentran en conformacion anti (figura 2.6).

2.1.4. Duaplex de ADN del modelo de WC con pares no correctos

Una de las tareas mas importantes de la célula es la sintesis de proteinas, molé-
culas que intervienen en la mayoria de las funciones celulares, éstas estan formadas
por aminoacidos que determinan su estructura y funcion. El ADN es quien con-
tiene la informacién necesaria para dirigir la fabricacién de proteinas, ya que la
secuencia de aminoacidos estd determinada por la secuencia de bases de los nu-
cleotidos del ADN. Cada secuencia de tres bases nitrogenadas, dTDPs, constituye
una palabra del c6digo genético o codon, que especifica un aminoacido determinado.

Un gen es una secuencia de nucledtidos de ADN que especifica el orden de ami-
noécidos de una proteina por medio de una molécula intermediaria de ARNm. La
sustitucion de un nucledtido de ADN por otro que contiene una base distinta hace
que todas las células o virus descendientes contengan esa misma secuencia de bases
alterada. Como resultado de la sustitucion, también puede cambiar la secuencia de
aminoacidos de la proteina resultante. A esta alteracion de una molécula de ADN
es a lo que llamamos mutacion. Casi todas las mutaciones son resultado de errores
durante el proceso de replicacion del ADN.

Cuando se tienen mutaciones puntuales, se puede tener la formacion de pares no
correctos ya que se cambia una base por otra, y dada la importancia de la secuencia
de nucledtidos en el ADN, es indispensable estudiar estructuras con dichos pares.
La importancia de los pares de bases no complementarias y su posible implicacién
en la mutacion espontanea fue reconocida por Watson y Crick en una de sus pri-
meras publicaciones [2]. Pares de bases no complementarias pueden incorporarse en
el ADN durante la replicacion, durante la recombinacion genética o, en el caso del
par erréneo Gua:Thy, por la desaminaciéon de 5-metil citosina [24].
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Gua:Ade

Gua:Ade

Pares no correctos (@

Figura 2.7: 1zQ.) Fragmento de ADN con dos pares de bases no correctos, Gua:Ade.
(DER.) Pares de bases no correctos. a) Par Gua:Ade. b) Par Ino:Ade. c¢) Par
Thy:Gua.

En éste trabajo se analizaron duplex con tres pares no correctos: Gua:Thy [25],
Gua:Ade [26] e Ino:Ade [27]; cada uno de los tres fragmentos de ADN tomados del
banco de datos contienen dos pares no correctos del mismo tipo (figura 2.7). Notese
que en el par Gua:Thy ambas bases se encuentran en conformacién anti, igual que
el par Gua:Cyt de WC; mientras que en los pares Gua:Ade e Ino:Ade las Adeninas
se encuentran en conformacion syn, Guanina e Inosina estan en conformaciéon anti.



CapriTuLO 2. Estructura del ADN con conformacion diferente del modelo de
22 Watson-Crick

2.2. Parametros geométricos para el estudio del ADN

Para el estudio del ADN nos podemos valer de distintos pardmetros geométri-
cos que nos aportan informacién estructural sobre éste. En este trabajo analizamos
los dngulos de torsion del esqueleto azticar-fosfato (Fig. 2.8), el empaquetamiento
del azucar (Fig. 2.9), ademas de los parametros de posicion mutual de las bases
h-Twist, h-Rise, Buckle, Propeller, Tilt, Roll (Fig. 2.10) y el area de superposicion
de las bases debido al Stacking.

Para los 4cidos nucleicos son especificados seis angulos principales de torsion de
la cadena azicar-fosfato (figura 2.8). Uno de estos angulos de torsion, 4, es particu-
larmente informativo pues identifica el empaquetamiento del azticar o conformacién
del anillo de desoxirribosa, un pardmetro que ha jugado un papel importante en
estudios anteriores de la estructura del ADN.

Figura 2.8: Designacion de los dngulos de torsion de un dDMP.

En el anillo de desoxirribosa uno de sus atomos (de los cinco atomos que lo
conforman) se encuentra fuera del plano, ya sea a un lado o al otro, dependiendo
la conformacion se les designa como Xn/-endo o Xn/- exo, donde Xn' identifica
el &tomo y endo y exo describen si estd fuera de planicidad en la misma direcciéon
que el atomo C5 o en el lado opuesto (figura 2.9). La conformacion C3’-endo o
C2’-exo tradicionalmente se ha asumido para el ADN-A, y C2’-endo o C3’-exo para
el ADN-B, pero esto es una simplificacion [19].
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Figura 2.9: Empaquetamiento del azicar.

El otro 4ngulo de torsiéon importante o relevante es el &ngulo glucosidico y, entre
el atomo C1’ del anillo de aztcar y el nitrogeno de su base adjunta (corresponde
a la posicion mutual base-aztcar, ver figura 2.8). Cuando el anillo se gira de ma-
nera que se dobla hacia el surco menor, la conformacién se describe como syn, y
x tiene un valor alrededor de +70°. En contraste, en la conformacion anti, menos
restrictiva, el anillo de aztucar se dobla fuera del surco menor, y entonces es libre
de adoptar una amplia gama de valores, desde -80° hasta -180°. La peculiar cadena
con trayectoria zig-zag en el ADN-Z surge debido a la alternancia de conformacio-
nes syn y anti en guaninas y citosinas, respectivamente. En todas las demés hélices
de ADN, del modelo de WC, sélo se encuentra la conformacion anti. Notese que,
en las estructuras analizadas de pares no correctos Purina-Purina, las Adeninas se
encuentran en conformacion syn, al igual que en el par Ade:Thy de Hoogsteen.

Los otros cinco principales angulos de torsion de la cadena aztcar-fosfato tam-
bién varian en cierta medida entre las tres familias (WC) de hélice, pero no son tan
caracteristicos o de diagnostico como lo son los angulos § y .

Los parametros Buckle y Propeller (ver Fig. 2.10, a la izquierda) describen las
imperfecciones, es decir, la no planaridad de determinado par de bases [18]. En tér-
minos generales, Propeller siempre tiene un valor de aproximadamente —10° en A-
y B-ADN, mientras que Buckle puede ser positivo o negativo hasta 20°.

Se requieren seis parametros de cuerpo rigido (tres rotaciones y tres traslacio-
nes) para describir la posicion y la orientacion de un par de bases con relacion a
otro. Dos conjuntos de dichos parametros se utilizan comtinmente en la literatura:
el conjunto de parametros locales de secuencias de pares de bases, Shift, Slide, Rise,
Tilt, Roll, (ver Fig. 2.10, en medio), y Twist, que describen la geometria del apila-
miento de una secuencia de dinucleétidos desde una perspectiva local; y el conjunto
de parametros helicoidales, X-desplazamiento, Y-desplazamiento, Inclination, Tip,
helical Rise y helical Twist (ver Fig. 2.10, a la derecha), que describen la regula-
ridad de la hélice. Por ejemplo, h-Twist es el angulo de rotacién alrededor del eje
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Figura 2.10: Descripciones grificas de los pardmetros Buckle, Propeller, Tilt, Roll,
h-Rise y h-Twist, empleados para describir la geometria de pares de bases comple-
mentarios y secuencias de pares de bases.

helicoidal que tienen pares de bases sucesivos. Resultados obtenidos por analisis de
rayos X de cristales de ADN sugieren valores de h-Rise alrededor de 2.8340.36A
para A-ADN y 3.29+0.21A para B-DNA [18]. En el ADN-B Tilt y Roll tienen valo-

res nulos, ya que los pares de bases son paralelos entre si.

Los enlaces de hidrogeno y las interacciones por el Stacking de las bases nitro-
genadas son fundamentales para la organizacion del ADN y ARN, dando a ambos
sus estructuras tridimensionales y modos de reconocimiento, es lo que le da estabi-
lidad a las dobles hélices. El Stacking cara a cara de los anillos aromaticos depende
sutilmente de la secuencia de nucledtidos, ver Fig. 2.11. Se ha comprobado anterior-
mente que, para las estructuras del modelo de WC, el grado de superposicién entre
purina-pirimidina y purina-purina es mayor que el que hay entre pirimidina-purina
y pirimidina-pirimidinag [28).

Figura 2.11: Arreglo de bases G-A apiladas. La base con color azul en sus anillos
se encuentra detrds de la base con color amarillo en sus anillos, con color verde se
muestra el drea de superposicion de los anillos.
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Para cada Familia Estructural del modelo de WC se tienen los angulos de tor-
sion del esqueleto aztucar-fosfato en regiones especificas [28]. Por ello, con objeto de
analizar la viabilidad de la estructura de las conformaciones de cadenas paralelas,
de duplex con pares de Hoogsteen o pares erréneos y de ADN-Z, en el presente
trabajo, se estudiaron dichos angulos comparandolos con las regiones en que se en-
cuentran estos para los diplex de WC. Mediante los parametros Buckle, Propeller,
Tilt y Roll se obtuvo informacién sobre la posicion mutual de sus bases y pares de
bases. Ademaés, con el area de superposicion de los anillos de las bases debida al
Stacking se analiz6 si estas conformaciones presentan o no las mismas regularidades
que los duplex de WC.






Capitulo 3

Metodologia para el estudio
Teérico-Computacional del ADN

Cuanto mds precisos se hagan los cdlculos,
mds tienden los conceptos a deshacerse
en el aire fino.

R. S. MULLIKEN, J.C.P. 43, S2 (1965).

Es indiscutible que, gracias a su riqueza estructural, el ADN juega un papel
esencial en los procesos de funcionamiento de los sere vivos. Pero, jcudles son los
factores que permiten dicha riqueza estructural?. Para poder responder esta pre-
gunta los cientificos se han valido de dos diferentes métodos para el estudio del
ADN. El primer método consiste en técnicas experimentales tales como: difraccion
de rayos X en cristales de fragmentos de ADN y Resonancia Nucleo Magnética
(NMR), éstas técnicas son ttiles para visualizar la estructura en ciertas condicio-
nes pero no nos permiten conocer detalladamente las interacciones moleculares que
existen entre las subunidades del ADN. El segundo método consiste en estudios
computacionales, el cual es excelente para conocer las interacciones y analizar las
estructuras mas favorables de las moléculas.

Existen dos tipos de modelos moleculares empleados para realizar los célculos
computacionales: los modelos Mecanico Moleculares y los modelos Mecénico Cuan-
ticos. El primero permite trabajar con moléculas grandes de una manera bastante
sencilla y a costos accesibles, mientras que el segundo sélo se puede aplicar a pe-
quenos fragmentos de moléculas y su costo en tiempo y dinero es muchisimo mayor
que el anterior. Sin embargo, dado que los sistemas que estudiamos no son tan com-
plejos (sistemas moleculares de 126 a 129 dtomos), es posible hacer uso de ambos
tipos de calculos. En este trabajo se emplearon ambos modelos para optimizar los
desoxidinucledsidos monofosfatos complementarios (cdDMPs), que se detallan en la
Seccién 3.3.1, como unidad minima de los duplex de ADN distintos del modelo de
Watson-Crick.

27
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3.1. Mecanica Cuantica

El Método de Mecéanica Cuantica (MC) se basa principalmente en resolver la
ecuacion de Schrodiger. Sin embargo, debido a que ésta s6lo puede ser resuelta
exactamente para el problema de dos cuerpos, como en el caso del &tomo de hidré-
geno donde sélo interacttian el nicleo y un electréon, han surgido algunos métodos
para trabajar con problemas més complejos como lo son los sistemas de moléculas
orgénicas que nosotros estudiamos.

Uno de los conjuntos de métodos mas conocidos y utilizados son los métodos
ab initio (de primeros principios), los cuales se derivan directamente de principios
tedricos, sin incluir parametros empiricos en sus ecuaciones, es decir, sin tomar en
cuenta datos experimentales. Las aproximaciones en este caso son estrictamente
matematicas, buscan una forma méas simple de las funciones empleadas, para obte-
ner soluciones aproximadas a las ecuaciones diferenciales complicadas.

En los métodos ab initio se obtiene la estructura electrénica de la molécula
resolviendo la ecuacion de Schrodiger independiente del tiempo para cada atomo o
particula:

HU = EV (3.1)

donde H es el Hamiltoniano del sistema, operador correspondiente a la observable
energia (cinética y potencial), esto es, que representa la energia total del sistema
(formalmente es definido como un operador autoadjunto que acttia sobre un domi-
nio denso en el espacio de Hilbert del sistema); E es el valor propio de H v U es
la funcion de onda que nos habla del comportamiento del sistema (representa a los
orbitales atéomicos).

En general, para simplificar los calculos realizados con estos métodos, se utiliza
como primera aproximacion la representacion de Born-Oppenheimer. Esta aproxi-
macién permite la separaciéon de los movimientos de los electrones y los niicleos,
y considera la geometria de las moléculas como un parametro adiabatico, es decir,
que se da mediante cambios infinitamente lentos en el Hamiltoniano del sistema.

3.1.0.1. Ecuacion de Schrédinger y la aproximacion de Born-Oppenheimer

Para determinar las propiedades de un sistema cuéntico, como lo son los 4tomos
y moléculas, es necesario emplear la ecuaciéon de Schrédinger:

ih 0y(r,t)
2w Ot

h2
[ V24V (rt) = (3.2)

8m2m
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donde ¥ es la funciéon de onda para una particula de masa m; h la constante de
Planck y V' el potencial. 1 no tiene interpretacion fisica pero el producto de v con
su complejo conjugado (1*) se entiende como la distribucién de probabilidad de la
particula a la que esta asociada.

Cuando el potencial, V', no es una funcién del tiempo la ecuacion de Schrédin-
ger puede simplificarse. Empleando el método de separacion de variables, es decir,
escribiendo a la funcién de onda como una multiplicacién de dos funciones, una
espacial y otra temporal.

P(r,t) = p(r)7(t) (3-3)

Sustituyendo esto en la ecuacion de Schrédinger, con un potencial independiente
del tiempo y aplicando el método de separaciéon de variables llegamos a la ecuaciéon
de Schrodinger independiente del tiempo:

Hy(r) = Ey(r) (3.4)

donde E es la energia de la particula, y H es el operador Hamiltoniano igual a:

h2

H=—
8m2m

VgV (3.5)

Las soluciones a la Ec. 3.4 corresponden a diferentes estados estacionarios de
la particula (o molécula). Aquella con la energia mas baja es llamada el estado base.

Para sistemas moleculares o iénicos el céilculo de la funcién de onda y de la
energia se vuelve una tarea tediosa. Para facilitar esta tarea comtinmente se emplea
la aprozimacion de Born-Oppenheimer (B-O). En términos béasicos esta aproxima-
ci6n nos permite dividir el problema molecular en dos partes: una electrénica y otra
nuclear.

wtotal = '¢ele¢nuc (36)

Esta separacion es valida ya que los electrones son ligeros en comparacion con los
niicleos, por lo que la velocidad de estos tltimos es correspondientemente pequena.
Por eso podemos considerar que los electrones se mueven alrededor de los nucleos,
mientras estos ultimos permanecen estéiticos. De este modo podemos escribir un
Hamiltoniano puramente electrénico, H¢¢¢. Entonces la ecuacion de Schrédinger
independiente del tiempo para describir el movimiento de electrones en el campo
de nucleos fijos queda como:
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Helecwelec(r, R) — Eeffwelec(r7 R) (37)

donde 1 depende de las coordenadas de los electrones, r, y de las de los niicleos,
R. Resolviendo esta ecuacién para la funcién electréonica producira la funciéon po-
tencial efectiva, E¢7f que depende de las coordenas nucleares, R, y que describe la
superficie potencial del sistema.

Por otro lado, si estamos interesados en calcular movimientos nucleares: ro-
taciones, vibraciones y traslaciones; se utiliza la funcion E¢/f para determinar el
hamiltoniano nuclear que ha de usarse en la ecuacién de Schrodinger correspon-
diente.

Fpmucl _ Tnucl(R) + Eeff(R) (3.8)

Sin embargo, a pesar de que estas consideraciones simplifican la Ec. 3.1, no
son suficientes y es necesario hacer algunas otras aproximaciones. Una de ellas es
considerar los orbitales moleculares como una combinaciéon lineal de los orbitales
atoémicos. Esto es, que el conjunto base sea construido como una combinacion lineal
de los orbitales atémicos del sistema (LCAO-Linear Combination of Atomic Orbitals).

Luego de aplicar estas dos simplificaciones se hace necesario adoptar algin otro
método que permita resolver las ecuaciones necesarias. El método mas comin de
los calculos con ab initio para la estructura electronica es el de Hartree-Fock (HF),
que es un método iterativo. En ellos la repulsion electron-electréon, correspondiente
al efecto de correlacién, no se toma en cuenta directamente, s6lo se incluye su efecto
como un promedio de todas las interacciones.

El primer paso en este método es la eleccién de un conjunto de orbitales iniciales
aproximados que representen el movimiento de los electrones. En general, para los
céalculos de un atomo, estos orbitales o funciones de onda de sus electrones son
tipicamente los orbitales del &tomo de hidrégeno, pero, para calculos de moléculas
las funciones aproximadas iniciales de un electrén son una combinacion lineal de los
orbitales atomicos, que debido a su naturaleza fermibnica, deben ser anti-simétricos.
Esto se logra con el determinante de Slater [29, 30], el cual se define para un sistema
de N electrones de la siguiente manera:

U(p1,P2,...,0N) = _ _ _
t1(rn) ¢2(zn) -0 On(xN)
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donde ¥(¢1, ¢2,...,¢n) es la funcion de onda molecular; ¢; son las funciones de
onda de cada electrén en la molécula y son conocidas como espin-orbital; x; indica
la posicion y el espin del orbital; 1/+/N es un factor de normalizaciéon. Esta funcion
de onda es asimétrica y no hace distinciones entre electrones. Ademas, se hace cero
si dos funciones o dos electrones son iguales, lo que equivale a satisfacer el principio
de exclusion de Pauli.

Sobre estas bases, se construye entonces un nuevo operador Hamiltoniano, lla-
mado operador Fock, para el cual, sus primeros términos son la suma de la energia
cinética para cada electron, la energia de repulsion entre ntcleos y una suma de
los términos coulombianos de atraccién electrén-ntiicleo. El Gltimo término modela
la repulsién coulombiana entre cada uno de los electrones de la suma. La suma se
compone de una energia de repulsién neta para cada electréon en el sistema, la cual
se calcula tratando a todos los demas electrones de la molécula como una distribu-
cion suave de la carga negativa.

El operador de Fock, que se construye con la descripcién anterior, se utiliza como
el nuevo Hamiltoniano en la ecuaciéon de Schrodinger independiente del tiempo,
Ec. 3.1. Su solucién lleva a un nuevo conjunto de orbitales aproximados para cada
electrén, con los cuales se vuelve a construir otro operador de Fock y se sigue el
ciclo hasta obtener una solucién para la cual el cambio en la energia sea minimo.
En el proceso se calcula un conjunto de orbitales de un electrén llamados auto-
consistentes. La funcién de onda electréonica de HF es igual al determinante de
Slater de estas funciones de onda de un electréon aproximadas. El operador de Fock
para un electréon se muestra en la Ec. 3.10.

. 1 7 N/2 . )
F=—gVi- 2 HF.QH +2 {Nj(i) - Kj(i)} (3.10)
o io =

donde el primer término corresponde a la energia cinética del electrén i; el segundo
término es la energia potencial de la atraccion entre el electréon ¢ y los nicleos «;
J es el operador Coulombiano que define la energia de repulsion electron-electron
que se debe al electréon j-ésimo y K es el operador de intercambio que define la
energia del intercambio electréonico. Estos dos ultimos términos corresponden a un
par de integrales que nos dan el promedio de los dos efectos mencionados. El factor
de 2 que aparece con el término J se debe a que existen 2 electrones en cada or-
bital espacial y la sumatoria se hace tomando en cuenta los N/2 orbitales ocupados.
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De este modo, las ecuaciones a resolver son de la forma:
Fo; = E'¢; (3.11)

donde ¢; es un conjunto de funciones de onda de un electron, llamado los Orbitales
Moleculares de Hartree-Fock. Estos orbitales o funciones de onda en un principio
tenian la forma de la Ec. 3.12 (tomada de las funciones para el atomo de hidrogeno):

s(r) = Arle=elr=dl (3.12)

Estos orbitales son conocidos como Orbitales de Slater [31]. Sin embargo, con
el tiempo se descubrié que estos orbitales pueden ser escritos como combinaciones
lineales de funciones Gaussianas, que en un espacio cartesiano son de la forma:

g(x,y,z) = Nalymzme—or (3.13)

donde I, m, n son enteros positivos; r? = 224+y?+2? y N, es una constante de norma-

lizacion que puede ser calculada. Estas funciones son llamadas Orbitales Gaussianos
y son usadas debido a que facilitan los calculos de las integrales involucradas en
la Ec. 3.10 y por sus propiedades. Una de ellas, que es la mas importante, viene
dada por el Teorema del Producto de Gaussianas, que garantiza que el producto de
dos orbitales del tipo gaussiano (GTO-Gaussian-Type-Orbitals) centrados en dos
diferentes atomos es una suma infinita de las Gaussianas centradas en un punto en
el eje que los conecta. De esta manera, las integrales de cuatro centros se pueden
reducir a una suma finita de las integrales de dos centros y estas en el siguiente paso
se reducen a una suma finita de las integrales de un centro. Con lo que se logra la
aceleracion del calculo 4-5 veces en comparacion con los orbitales de Slater, aunque
se genera una cola extra en los orbitales generados durante el célculo.

Existen cientos de conjuntos base compuestos de orbitales tipo Gaussiano. Los
mas cortos de estos tienen el nombre de conjunto base minimo y tipicamente se
componen del nimero minimo de funciones base requeridas para representar a to-
dos los electrones en cada atomo. Sin embargo, los conjuntos mas grandes pueden
contener docenas y hasta cientos de funciones base para cada atomo.

La adicion mas comun a los conjuntos minimos de base son las funciones de
polarizacion, que se denotan por el asterisco (*), o doble asterisco (**) para indicar
que las funciones de polarizacion se agregan también a los d&tomos ligeros (hidrogeno
y helio). Esta adicion en las funciones provee una flexibilidad adicional necesaria
dentro del conjunto base, que permite a los orbitales moleculares envolver al &tomo
de hidrégeno de la manera méas asimétrica alrededor del ntcleo. Este es un resul-
tado importante al considerar la representaciéon exacta de la formacion de enlaces
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entre los Atomos, pues la sola presencia de los cambios de enlace en un 4tomo hace
el entorno energético de los electrones esféricamente asimétrico. Existe también la
adicion de funciones tipo d que se agregan al conjunto de base con los orbitales de
valencia p, y las funciones f que se agregan al conjunto con d-orbitales, etc. Existe
una notacién para indicar cuantas y cuéles de estas funciones son utilizadas como
funcién base, pero de estas se hablara mas adelante.

Otra adicién usual al conjunto de funciones base es la adicién de funciones di-
fusas, denotadas por el signo méas (+), o doble signo méas (++) para indicar que
estas funciones también se agregan a los atomos ligeros (hidrogeno y helio). Estas
funciones Gaussianas representan con mayor precision la porcion de la «cola» de los
orbitales atémicos que se encuentran distantes a los nicleos atdémicos y pueden ser
importantes cuando se consideran aniones y otros sistemas moleculares «suavesy.

La convencién comiin de nombres para los conjuntos de base minimos es STO-
X@G, donde X es un entero y representa el nimero de Gaussianas primitivas que
componen una funcién base. En estos conjuntos de base el mismo ntumero de Gaus-
sianas primitivas compone los orbitales cerrados de los electrones cubriendo el na-
cleo y los orbitales de valencia. Algunos ejemplos de estos conjuntos son: STO-2G,
STO-3G, STO-6G y STO-3G* (version polarizada de STO-3G).

Sin embargo, este tipo de conjuntos minimos de base no proveen resultados con
un buen grado de aproximacién, por lo que es necesario hacer uso de los conjuntos
base con valencia divida, de los cuales se hablara a continuacién.

Dado que en la mayoria de los enlaces moleculares principalmente los electrones
de valencia son los que forman parte del enlace, es comtn representar a los orbitales
de valencia con més de una funcién base. Esto se hace al escribir a cada una de ellas
como una combinacion lineal fija de Gaussianas primitivas. A este tipo de conjun-
tos se les llama Conjuntos de Valencia Dividida y se denotan de la siguiente forma:
X-YZg. Donde X representa el ntiimero de las Gaussianas primitivas que componen
cada funcién base del orbital atémico del nicleo, Y y Z indican que los orbitales
de valencia se componen de dos funciones base cada una, la primera compuesta de
una combinacién lineal de Y-gaussianas primitivas y la otra de Z-gaussianas primi-
tivas. En este caso, la presencia de dos ntimeros después del guion indica que este
conjunto base es de walencia dividida doble-zeta. Los conjuntos base de valencia
dividida triple y cuadruple-zeta se denotan como X-YZWg y X-YZWVg. Algunos
ejemplos de bases doble-zeta son: 3—21g, 3—21g*, 3—21+4g, 3—21+g* y 6 —31gx*=x*.

Como el método HF no es tan exacto, en lo que respecta a los efectos de co-
rrelacion, este puede ser complementado con otros métodos que ayudan a resolver
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este problema. Uno de ellos es el método proveniente de la Teoria del Funcional de
la Densidad (DFT), del cual hablaremos a continuacion.

3.1.1. Teoria del Funcional de la Densidad (DFT)

Los métodos de primeros principios, a diferencia de Mecanica Molecular, no
utilizan parametros experimentales en el calculo, estan basados tinicamente en las
leyes de la Mecanica Cuantica (MC), teoria que hasta ahora describe mejor los fe-
némenos que ocurren a escalas atémicas y moleculares, y utiliza los valores de las
constantes fisicas fundamentales, por ejemplo, velocidad de la luz, masas y cargas
de electrones y nucleos, constante de Plank.

Son evidentes las ventajas de estos métodos, ya que emplean una teoria més
general y por lo tanto podemos obtener resultados inaccesibles para otros modelos
empiricos y semi-empiricos. Sin embargo, la desventaja més clara es la gran cantidad
de recursos informéticos que son necesarios para poder utilizar satisfactoriamente
este modelo.

Es por ello que, para trabajar con modelos ab initio debemos seleccionar un
sistema simple que nos proporcione la mayor informacién posible. En este trabajo,
dicho sistema son los desoxidinucledsidos monofosfatos complementarios, cdDMPs,
unidad minima de la doble hélice del ADN.

Para poder realizar todos los calculos que se requieren al hacer uso de este mo-
delo, nos vemos en la necesidad de utilizar aproximaciones adicionales. La Teoria
del Funcional de Densidad (DFT, por sus siglas en inglés) ha demostrado ser efi-
ciente para algunos sistemas de interés practico. Esta se basa en los dos teoremas
de Hohenberg-Kohn los cuales demuestran que las propiedades de los sistemas mo-
leculares estan determinadas por la densidad electrénica. Con la ventaja de que la
densidad electrénica es una funcion de sélo tres variables. En particular, Hohenberg
y Kohn mostraron que la energia puede expresarse como un funcional de la densi-
dad y que ademés la densidad del sistema minimiza este funcional. El problema,
es que no se conoce la forma completa de este funcional, por lo que debe ser apro-
ximado. Es por ello que surgen distintos funcionales aplicables a distintos sistemas
moleculares.

3.1.1.1. Primer Teorema de Hohenberg-Kohn

“Toda observable de un sistema mecdnico cudntico estacionario es determinada
por la densidad electronica del estado base”

En otras palabras, se encuentra la energia del sistema como una funciéon de la
densidad, sin referencia a la funcién de onda. Como caso particular en un sistema
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de n-electrones, la energia como observable sera, segin este primer teorema, funciéon
de la densidad electrénica. La ecuacion de Schrodinger para tal sistema es:

H\If(Sﬂl,xg,CL‘g,...) :E‘IJ(Cﬂl,SUQ,CCg,...) (314)

En el Hamiltoniano se incluyen: la energia cinética y la potencial. En la energia

potencial son considerados dos términos: el correspondiente a la interacciéon ntcleo-
electrén y el correspondiente a la interaccion electréon-electron:

H = T + Vne + ‘766 (315)

donde el operador de energia cinética es:

. i\f: _Vv2
T=3 Y (3.16)
izy Vee

La energia potencial de la interacciéon nucleo-electron es:
A N N N
I S B D 17)
. , Toi
1 =1 «
donde Z, es el nimero de protones del niicleo o que interactiian con el electréon

i-ésimo; y rq; es la distancia de separaciéon entre el nticleo « y el i-ésimo electron.

Por otro lado, la energia potencial de interaccion electréon-electrén es:
Y1
s () (3.13)
i<j \' Y
donde r;; es la distancia de separacion entre los electrones i-ésimo y j-ésimo.

Una vez que contamos con la solucion a la ecuacion de Schrédinger es posible
hacer el siguiente mapeo uno a uno con la densidad electrénica p(r):

o) = /|¢(xq,f2,xg,...)|dx1d:p2...dzN (3.19)
o—14

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

Cuando exponemos al sistema a un potencial externo es posible mostrar la
relaciéon que existe entre la densidad y la funcion de onda; y también la relaciéon
entre la funciéon de onda y el potencial.
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Vo) (3.20)

Comprobemos esta relacion, en primer lugar notemos que dado el potencial 1%
es posible, usando la ecuacion de Schrodinger, encontrar la funciéon de onda ); asi,
con la funcién de onda y empleando la Ec. 3.19 podemos encontrar la densidad
electrénica. Es decir:

Vo —p (3.21)

Ahora analicemos si se satisface V 1. Como ya hemos probado que vV — P
sblo resta verificar que para dos potenciales, 1% y V! diferentes, se tendréan dos
funciones de onda, v y v/, respectivamente. "Si V y V' difieren por mds de una
constante C', no podrdn conducir a la misma funcion de onda".

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

(T +V + Vee) [90) = Egs 1) (3.22)
Y
(T + V' + Vee) [) = El, 1) (3.23)

Restando las dos ecuaciones anteriores tenemos que:
(V= V) [) = (Egs — Ey) |¥)) (3.24)

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

Ya hemos probado que ¥ — p. Para probar que ademas v < p usaremos la
siguiente afirmacion: "Si el estado base de ) para H y )’ para H' son diferentes,
no podrdan conducir a la misma densidad electronica”.

Para comprobar esto, apliquemos el principio variacional a los estados base de
Yy 1), cuyos hamiltonianos solo difieren en la energfa potencial. Y también para
los cuales, en general, las densidades electronicas son diferentes:

Egs:<¢‘f[’¢><<1// o+Vv-v

i) = (v

V) = Byt [ 0@~/ (7)
(3.25)
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W) = (0| F+ V= V] 0) = Byt [ o710/ () ~ ()

(3.26)

Asumiendo que p = p’ y combinando estas dos ecuaciones llegamos a la contra-
diccion:

By = (v

al) < (v]a

Egs 4+ Egy < Egs + Eyq (3.27)

Por lo tanto, con esto hemos probado que la densidad electrénica queda univo-
camente determinada por la funcién de onda:

P «— p(7) (3.28)
Entonces todas las observables del sistema son funcién de la densidad electro-

nica.

Ahora que sabemos que la densidad electrénica determina las propiedades del
sistema, s6lo resta saber como calcularla.

3.1.1.2. Segundo Teorema de Hohenberg-Kohn

"La densidad exacta para el estado base de un sistema con un potencial particular
externo puede encontrarse por la minimizacion del funcional de energia”

Sin embargo el segundo teorema de Hohenberg-Kohn s6lo nos afirma que es
posible encontrar la densidad exacta pero no es posible aplicarlo directamente de
forma practica.

Para calcular la densidad es preferible usar las ecuaciones de Kohn-Sham. La

A

ecuacion de Schrodinger para un sistema de electrones que no interacttian (Ve = 0)
y que se encuentran bajo un potencial externo (Vj,) es:

(_V2 + ‘750(77)> ¢i(7) = €ii(7) (3.29)

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

ps(P) = _ |o(7)] (3.30)
i=1
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Y la energia cinética no interactiva del sistema es:

N
Ts[p] = Z <¢’L -

=1

V?
2

¢¢> (3.31)

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

—»

+/Vof‘)p?)dr+ // ’T_i:

donde el funcional de energia de intercambio-correlacion, Ex¢(p), se define como:

drdr’ + Exc(p) (3.32)

p(r7)
Exclpl = Furlp) — sp—f//p 3 drdr’ (3.33)
7'_

Pero recordemos que el primer Teorema de HK asegura que el funcional de ener-
gia E[p| es estacionario para pequenas variaciones, dp(r), alrededor de la densidad
base exacta po(r). Entonces:

SE[p]
p(T) ey

Asi, empleando las Ecuaciones 3.32, 3.33 y 3.34 tenemos:

—=0 (3.34)

$Fr K |p)
TG

y aplicando este resultado al sistema no interactivo de nuestro interés tenemos:

= —Vo(7) (3.35)

6Fyk(p] V(7
75p(7_“) . = —Vs0(7) (3.36)

Al resolver la derivada parcial indicada obtenemos:

Vao(T) = Vo(7) + Vi (7) + Vx o (7) (3.37)

Y combinando esta tltima ecuacién con la ecuacion de Schrodinger, finalmente
se concluyen las ecuaciones de Kohn-Sham:

) - 5EXC
r+/ ')
{ R RTG

¢i(7) = €;pi(7) (3.38)
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Donde el potencial de intercambio correlaciéon esta dado por:

dExc
op(7)

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

Vx,c(r) = (3.39)

Vso(F) = Vo(F) + / ’Fp (7?3 dr + ‘;fgg (3.40)
Vx,o(r) = ifg;(; (3.41)

Y deben de ser resueltas mediante un esquema auto consistente. En la practica
se asigna un valor aproximado a Fx¢ para comenzar un proceso iterativo de co-
rrecciones hasta que se logren satisfacer ambas ecuaciones simultaneamente.

3.1.1.3. Intercambio y Correlacion

Atn cuando el planteamiento de Kohn y Sham es exacto, hasta el momento el
funcional de intercambio y correlacién exacto, Ex¢ , es desconocido y por lo tanto
son necesarias aproximaciones a este funcional. La clasificacion a estas aproxima-
ciones se puede encontrar en la escalera de Jacob definida por John. P. Perdew [32].

La primera aproximacion para este funcional se conoce como Aproximacion de
Densidad Local (LDA) y consiste en suponer que en cada punto, la energia de in-
tercambio y correlacion depende sélo de la densidad en ese punto. Este valor se
considera como el que tendria un gas de electrones libres de esa densidad. Si bien es
una aproximacion bastante fuerte, se obtienen resultados sorprendentemente pre-
cisos para algunas propiedades, y es en parte a eso que se debe el éxito de esta teoria.

Existen aproximaciones mas sofisticadas para el funcional de intercambio y co-
rrelacion, estas se conocen como Aproximaciones de Gradiente Generalizado, éstas
son semilocales ya que consideran en cada punto el valor de la densidad y sus gra-
dientes. Un ejemplo representativo de esta aproximacion es el funcional reportado
por Perdew, Burke y Ernzerhof, el cual ha motivado a varias revisiones y mejoras.
Para algunas propiedades estas aproximaciones dan mejores resultados que LDA, en
particular para geometrias moleculares y energias del estado fundamental, aunque
para otras no representan una mejora sustancial.

Atn con esta aproximacioén, no se conoce la forma funcional para las energias
de intercambio (también llamado interaccion de canje) y correlacion electronicas.
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Estas corresponden a la interaccién cuantica entre electrones, la primera debido a
la parte cuéntica de la repulsién coulombiana y la segunda debido al principio de
exclusiéon de Pauli entre electrones del mismo espin. Una solucién a este problema
es el desarrollo de métodos hibridos como el funcional B3LYP, pero existen otros
métodos dentro de la propia Teoria del Funcional de la Densidad.

Una serie de funcionales mas sofisticados puede obtenerse al suponer que la
energia de intercambio y correlacién depende explicitamente de los orbitales de
Kohn-Sham. El més comun de estos funcionales es el de Intercambio Exacto (EXX),
que incluye de manera completa la energia de intercambio electrénico y que puede
derivarse desde primeros principios. El problema de este tipo de funcionales es que
computacionalmente son mas costosos de tratar.

3.2. Mecanica Molecular

El Método de Mecanica Molecular (MM) se utiliza para hacer célculos de las
conformaciones de sistemas organicos, incluidos proteinas, acidos nucleicos, etc. Es-
te método considera los sistemas moleculares como un conjunto de 4&tomos puntuales
que interactian por leyes de la Mecanica Clasica. El enfoque MM utiliza implici-
tamente la aproximacién inicial para los esquemas de quimica clasica y cuantica,
a saber, la aproximacion de Born-Oppenheimer (BO), la cual permite la separa-
cion de los movimientos electronico y nuclear. En este escenario se imagina que los
electrones se adaptan instantdneamente a cada configuraciéon nuclear y crean, junto
con la propia interaccion de los niicleos entre si, una superficie de energia potencial
(PES) que depende sélo de las posiciones nucleares y que actiia como una funcion
de energia potencial nuclear efectiva. Asi, la energia de la molécula es funcién sélo
de las posiciones de los niicleos.

Este método se basa en la idea de que una molécula se puede representar por un
conjunto de puntos situados en el nicleo de cada atomo, cada punto cuenta con una
carga que depende del tipo de atomo, mientras que los enlaces de las moléculas son
considerados como resortes. Debido a sus cargas, los &tomos en su conjunto produci-
ran una superficie de energia potencial. A diferencia de los métodos semi-empiricos
(aquellos basados tanto en evidencia experimental como en Mecéanica Cuantica) la
MM es un método basado sblo en la Mecanica Clésica.

En los calculos se considera que los &tomos estan dentro de un campo de poten-
cial generado por ellos mismos y por medio de un algoritmo, usualmente el método
de gradiente conjugado, se producen los movimientos de los atomos que les per-
miten llegar a una posiciéon de minima energia. En general, para una molécula se
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pueden obtener muchos minimos de diferente magnitud sobre la superficie de ener-
gia potencial. El mas profundo es el minimo global y los demés son minimos locales.

Para realizar los célculos de la energia potencial se emplea un conjunto de ex-
presiones con las cuales se describe la superficie de energia potencial que se obtiene
de forma empirica y cuya expresion matematica se toma de la Mecénica Clasica. A
este conjunto de funciones de potencial se le llama Campo de Fuerza y esta forma-
do por parametros ajustables que son optimizados para que los resultados de los
célculos realizados, con dichos campos, concuerden de la mejor manera posible con
las propiedades experimentales de las moléculas, tales como su geometria. Dentro
de este esquema el atomo es considerado como una esfera de radio r y con una
carga efectiva que usualmente es calculada con métodos de la Mecanica Cuéntica.

En general, la MM describe las moléculas en términos de “4tomos enlazados”
(Atomos en molécula), sus posiciones son distorsionadas de alguna geometria ideali-
zada (de equilibrio) debido a interacciones no enlazantes con los atomos de la misma
molécula y de otras moléculas.

La primera aproximacién principal del método MM es la aditividad para varios
niveles de céalculos, es decir, la aditividad de los términos energéticos responsables de
las contribuciones de diferente naturaleza fisica y la aditividad de las contribuciones
de los atomos. La representacion simple (“minimalista”) de la energia potencial
de una molécula o complejo molecular en funciéon de las coordenadas de &tomos,
R, puede representarse por una suma de cuatro términos principales, siendo cada
término una suma de muchas contribuciones (Ec. 3.42).

AE(R)=)_Eb+Y FEa+) Ft+>» Enb (3.42)

donde el primer término se refiere a todos los enlaces quimicos, el segundo a los
angulos de valencia, el tercero a los angulos de torsiéon y el tltimo a todos los
pares de atomos no enlazados entre si o a el tercer Atomo en comiin. Los términos
energéticos dependen de las posiciones mutuales de los &tomos y de las constantes
ajustables (parametros); los parametros son sugeridos para ser transferibles entre
atomos y moléculas del mismo tipo. La transferibilidad de los parametros del campo
de fuerza es la segunda suposicién importante de MM, y el nimero de tipos de
atomos del mismo elemento quimico depende del campo de fuerza particular.

3.2.1. Contribuciones Intramoleculares a la Energia del Sistema
Molecular [33]

El primer y segundo término de la Ec. 3.42 se refieren a los cambios de energia
debidos a las variaciones de las longitudes de los enlaces (el estiramiento, Ec. 3.43)
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y de los dngulos de enlace (flexion, Ec. 3.44), respectivamente. Estos términos son
usualmente modelados como potenciales armoénicos centrados en valores de equili-
brio de longitudes de enlace y angulos de enlace, respectivamente, es decir, se usan
dependencias de la “ley de Hooke simple”.

Eb; = kb;(1; — 19)? (3.43)

Ea; = ka;(a; — ad)? (3.44)

(3

en estas ecuaciones, [; y «; son los valores actuales de longitudes de enlace y an-
gulos; los parametros 1? y a? son valores de equilibrio para longitudes de enlace y
angulos; kb; y ka; son constantes de fuerza de estiramiento y de flexion, respecti-
vamente. Estos parametros ajustables dependen de los tipos de atomos que forman
el enlace o del angulo de valencia. Algunos campos de fuerza también pueden con-
tener contribuciones ctbicas y de orden superior a estos términos, a veces se puede
utilizar un potencial Morse mas flexible; adicionalmente, “términos cruzados” pue-
den ser incluidos para tener en cuenta las correlaciones entre los componentes de
estiramiento y doblado. En este tiltimo caso, se anaden los términos que dependen
tanto de la longitud de enlace como de las variaciones angulares.

La tercera suma de la expresion 3.42 se refiere a los cambios de energia de
torsion; esta es responsable de las interacciones de los depdsitos de electrones de
dos atomos A y D (y de dos enlaces A-B y C-D) que estan conectados a través de
un enlace quimico intermedio B-C.

Et; = kt;(1 + cos(nijp; — 6;)) (3.45)

Esta funcion periodica (el nimero entero n; es la periodicidad) contiene el valor
actual ¢; del angulo i de la rotacion alrededor del enlace quimico B-C (el angulo
entre los dos planos definidos por los atomos A, By C y por B, C, y D) y tres para-
metros (kt;, n;, y 0;; n; es la multiplicidad y ¢; es el angulo de fase) para cada tipo
de torsién, para cada combinaciéon de cuatro Atomos vecinos de la molécula. Estos
pardmetros se pueden estimar a partir de datos experimentales sobre la estructura
y propiedades de la molécula considerada y de moléculas relacionadas, entonces,
dichos parametro deben ajustarse por célculos de prueba (asi como 1Y, oY, kb; y ka;

de las Ecs. 3.43, 3.44).

Muchos campos de fuerza incluyen términos responsables de torsiones “impro-
pias” o curvaturas fuera del plano, es decir, términos relacionados con cuatro atomos
que no forman enlaces quimicos consecutivos, los cuales funcionan como factores
de correccion para desviaciones fuera del plano (por ejemplo, pueden ser utilizados
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para mantener planos los anillos aromaticos). Estos términos se pueden expresar
a través de potenciales armoénicos como los de estiramiento de enlace y flexién de
angulo de valencia. Los términos cruzados dependientes del angulo de torsién y de
la longitud del enlace o del angulo de valencia se agregan en algunos campos de
fuerza. Los tres términos mencionados anteriormente son positivos para practica-
mente todos los estados de todos los sistemas moleculares (o igual a cero cuando el
término corresponde al estado de equilibrio para contribucién de enlace, angulo o
torsion).

3.2.2. Interacciones intermoleculares e intramoleculares no enla-
zantes [33]

La ultima suma de la Ec. 3.42 se refiere a las llamadas interacciones no en-
lazantes, Enb, de todos los pares de atomos que no se enlazan entre si o con el
mismo tercer atomo, Ec. 3.46. Cada término atomo-atomo suele estar representado
por una suma de interacciones electrostaticas, de Coulomb (el primer término de la
Ec. 3.46) y de van der Waals (el segundo y tercer término de la Ec. 3.46).

a: A B
Bylrg) = K%L — 2 4 2 (3.46)
i @

donde 7;; es la distancia actual entre los dtomos i y j; ¢; y ¢; son cargas atomi-
cas efectivas; A;; y B;; son pardmetros ajustables responsables de la atraccién de
dispersion (London) y de las interacciones de repulsion de corto alcance, respecti-
vamente. Las cargas atOmicas se derivan usualmente usando célculos a través de
varios métodos de quimica cuéntica; se puede usar una constante dieléctrica efec-
tiva que implica implicitamente que rodea (este valor puede ser dependiente de la
distancia). Los coeficientes A;; y B;;j pueden ser estimados preliminarmente a través
de la distancia interatémica de equilibrio y los valores de energia en equilibrio para
pares neutros de d&tomos (p;; ¥ €5, respectivamente), y seguido por el ajuste a los
datos experimentales de referencia.

La mayor parte de los primeros campos de fuerza usaban para la descripciéon de
las interacciones de van der Waals el potencial de Buckingham (6-exp) en vez del
potencial de Lennard-Jones (6-12) en la Ec. 3.46. La expresion total para el término
de interaccion no enlazante se denomina usualmente como potencial (1-6-12) o (1-
6-exp) relacionado con la dependencia de los términos en la distancia entre atomos.
El potencial de Buckingham es mas flexible (tiene tres parametros ajustables en
lugar de dos para los potenciales 6-12 para cada tipo de par de dtomos) y tiene
mas justificaciones fisicas para el rango de distancias observadas experimentalmen-
te (debido a la dependencia exponencial de las funciones de ondas electrénicas en
la distancia de los nucleos), pero es menos conveniente para los célculos. Tiene un
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maximo a corta distancia y luego tiende a un valor infinito negativo.

La mayoria de los campos de fuerza modernos utilizan expresiones 6-12 para
la descripcién de las interacciones de van der Waals, siendo el potencial total de
atomo-atomo referido como 1-6-12. Algunos campos de fuerza sustituyen el poten-
cial 6-12 por uno 10-12 para las interacciones de los 4&tomos de hidrégeno de enlaces
de hidrogeno con el fin de describir una dependencia en la distancia més aguda en
el area més importante de minimo de energia correspondiente a la formacién de
enlaces de H (referida como potencial 10-12). Se utilizaron expresiones mas com-
plejas (incluyendo aquellas que dependen de los angulos entre dos lineas rectas que
conectan tres dtomos de enlace de H) para la descripcion del enlace de H en algunos
primeros conjuntos de potenciales. Los términos no enlazados de la energia intra-
molecular relacionados con las interacciones 1-4 (es decir, las interacciones entre
atomos en una molécula separada por tres enlaces quimicos) se consideran a menu-
do con un coeficiente menor que 1 (escala 1-4) ya que estas interacciones ya estan
incluidas en el término de torsion (Ec. 3.45). Para reducir el nimero de parametros
ajustables A;; y B;j del potencial de Lennard-Jones (y los correspondientes parame-
tros de otros potenciales), las reglas de combinacion para la distancia interatoémica
de equilibrio, p, y los valores minimos de energia, €, para pares de diferentes 4tomos
se aplican generalmente.

pij = pi+ pji €ij = (ei)"? (3.47)

Algunos campos de fuerza aplican las reglas de combinacién directamente a los
coeficientes de los términos de van der Waals.

Los célculos de energia potencial a través de la Ec. 3.42 se utilizan para bus-
car minimos energéticos locales (posiciones mutuales de dtomos correspondientes a
posibles configuraciones estables), construir y analizar superficies energéticas po-
tenciales multidimensionales (PSE), seguir trayectorias de movimiento (en MD,
simulaciones de dindmica molecular) o estudiar caracteristicas promedio termodi-
namicas y geométricas (via MC, muestreo de Monte Carlo) de los sistemas.

En la actualidad existen un gran ntimero de campos de fuerza diferentes que se
utilizan para el estudio de diferentes sistemas de moléculas. Cada uno contiene su
conjunto de parametros cuyos valores han sido elegidos bajo diferentes criterios y
siguen sus propias reglas para realizar los calculos de las energias. Estos campos de
fuerza no siempre han sido los mismos, se han ido modi?cando a través del tiempo
con el objetivo de obtener mejores resultados. Uno de ellos es el campo de fuerza
AMBER, del cual hablaremos a continuacion.



3.3. Metodologia empleada para estudiar los duplex de ADN diferentes del modelo
de Watson-Crick 45

3.2.3. Campo de Fuerza AMBER (Assisted Model Building with
Energy Refinement)

Existen diferentes programas que nos permiten hacer célculos de energia con
mecénica molecular. En particular vamos a describir brevemente el funcionamiento
de Assisted Model Building with Energy Refinement (AMBER, por sus siglas en
inglés). AMBER es el nombre de un paquete de simulacion de dindmica molecular
que implementa campos de fuerza también llamados AMBER. Un campo de fuerza
es una expresion analitica dada para los términos de la energia potencial en el mo-
delo de mecénica molecular, para este campo de fuerza dicha expresiéon esté dada
de la siguiente manera:

Erota = ZEnlace Kr [R - R0]2+2Angulos Ko [0 - 90]2+2Diedros %[1 + COS(”¢ - 7)]

+2 2

1<J
El paquete AMBER es un conjunto de aplicaciones especializadas. Existen pro-
gramas preparatorios (como antechamber y zleap), programas de calculo de energia
(como sander) y programas de anélisis (como anal y ptraj). Cada programa juega
un papel distinto en el flujo de la informacion.

qiq;
R12 R6 + eR;j

(3.48)

R12 - R10]

Los programas preparatorios nos permiten asignar cargas y pardmetros depen-
diendo del tipo de molécula y campo de fuerza con el que vayamos a trabajar.
Ademés de permitirnos visualizar y editar el sistema bajo estudio. Los programas
de céalculo de energia optimizan la geometria de la molécula. Y los programas de
analisis nos permiten extraer informacién de los archivos de resultados.

El paquete AMBER ademés permite elegir entre distintos campos de fuerzas
dependiendo del tipo de moléculas con las que estemos trabajando. Pues recorde-
mos que cada campo de fuerza esté ajustado a tipos de moléculas en especifico.
Entre estos campos existen los siguientes: 199, ff95 y GLYCAM.

3.3. Metodologia empleada para estudiar los diplex de
ADN diferentes del modelo de Watson-Crick

Como ya se ha mencionado, en este trabajo estamos interesados en estudiar
estructuras de ADN diferentes del modelo de Watson-Crick. Para ver si es posible
que dichas estructuras participen en los procesos de regulacién de los acidos nucléi-
cos en los seres vivos (es decir, para averiguar la viabilidad de su estructura), se
analizaron los parametros conformacionales de fragmentos minimos de diplex de
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Figura 3.1: Unidad minima de la hélice doble del ADN. Desozxidinucleésidos mono-
fosfatos complementarios.

cadenas palalelas, de duplex con pares Ade(syn):Thy de Hoogsteen y con pares no
correctos, asi como de estructuras de la Familia Z. Para ello, se recurri6 a las técni-
cas tedrico-computacionales ya que permiten optimizar nuestros objetos de estudio,
es decir, minimizan su energia y esto nos lleva a estructuras fisicamente realizables
(la naturaleza siempre busca estar en un estado de minima energia).

Debido al costo computacional, nuestro estudio se basa en los dDMPs comple-
mentarios como unidad minima para estudiar las caracteristicas conformacionales
de las hélices dobles diferentes del modelo de WC, pues, hemos comprobado ante-
riormente que los cdDMPs son las unidades minimas de la doble hélice del ADN
que nos pueden aportar informacién estructural de ésta [17]. Para ello, se realiz6
el corte de dichas estructuras de los diplex tomados del banco de datos, como se
muestra en la Fig. 3.1.

Sin embargo, los dDMPs no son estructuras eléctricamente neutras, por lo que,
es necesario estabilizarlos agregando un i6n de sodio (Na+). Dicho i6n se anade
manteniendo el plano oxigeno-fosforo-oxigeno (O-P-0O), del esqueleto azucar-fosfato,
equidistantemente a 2.34 de ambos oxigenos. Una vez agregado el i6n sodio, los
dDMP-Na+ complementarios (ver Fig. 2.8) pueden ser descritos totalmente por los
angulos de torsion del esqueleto aztucar-fosfato (9, €, ¢, a, 3, ), el empaquetamiento
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de los dos anillos de la desoxirribosa, los dos dngulos de torsion glucosidicos (),
uno por base, y el dngulo promedio formado por las bases nitrogenadas, ademés de
los parametros de posicion mutual de las bases y pares de bases Buckle, Propeller,
Til, Roll, h-Twist y h-Rise, y el area de traslape de los anillos de las bases apiladas
debida al Stacking (ver Fig. 2.10).

Dicho esto, es indispensable mencionar la aproximacién de la Mecéanica Cuén-
tica que fue empleada para lograr nuestros objetivos.

Para realizar la optimizacién de las estructuras con el método de Mecanica
Cuantica se emple6 la Teoria del Funcional de Densidad (DFT), ésta nos presenta
un procedimiento variacional alternativo para obtener las propiedades del sistema
en las que estamos interesados. Esta teoria trabaja con la densidad electrénica en
lugar de con las tres coordenadas de posicién de cada electrén. Sin embargo, no
existe una expresion exacta del funcional que relaciona la densidad electrénica con
la energia del sistema. En la actualidad disponemos de distintos funcionales apro-
ximados, cada uno con sus limitaciones y ventajas. En este trabajo se utilizaron
los funcionales PBEPBE [34) y PW91PW91 [35], empleados anteriormente para
estructuras de WC, con el fin de compararlos. Ambos métodos arrojaron resultados
semejantes tal como se muestra en el Capitulo 4.

El funcional PBEPBE contiene Intercambio y Correlacion, lo cual nos da una
energia un tanto més cercana a la exacta, a diferencia del funcional PW91PW91;
éste proporciona la respuesta lineal correcta de el gas uniforme de electrones con
la escala uniforme apropiada, y, conduce a pseudopotenciales suaves. Para dichas
optimizaciones se utiliz6 el conjunto base 6 — 31g+*, donde cada uno de los orbitales
internos son expresados con una single-z y esta a su vez es desarrollada por 6 gaus-
sianas, los orbitales de valencia son expresados con doble-z, una desarrollada con 3
gaussianas y la otra con s6lo una, ademas, dichas zetas estan polarizadas.

PW91PWI1 esta entre los pocos funcionales que describen las interacciones
de van der Waals en dimeros de gases raros e hidrocarburos, como también en los
compuestos con enlaces de hidrogeno de moléculas simples [36]. Es por ello que dicho
funcional es ideal para realizar nuestros estudios de comparacion, ya que su alcance
esta dentro de nuestras necesidades. Ademéas Tsuzuki y Luthi llegaron a la conclu-
sién de que a pesar de las dificultades presentadas para la dispersion en el funcional
PWO91, es una alternativa viable a los costosos métodos ab initio [36]. Estudios méas
recientes con éste funcional demostraron que reproduce, razonablemente, buenos
resultados ab initio para complejos con enlaces de hidrégeno [37] y para complejos
con bases de ADN apiladas [38].
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Para realizar los calculos de minimizacién, con el funcional PBE, se dispuso del
programa Gaussian 09D.1 [39], el cual es considerado uno de los mejores paquetes
comerciales para realizar calculos post Hartree-Fock (HF). Dicho programa, puede
realizar calculos HF, Moller-Plesset (MP), CIS, DFT, ect. Es importante mencionar
que, una vez optimizadas las estructuras de cdDMPs , se calcularon sus frecuencias
vibracionales y se verific que fuesen positivas, para corroborar que se tenian mini-
mos reales.

Las optimizaciones realizadas con el funcional PW91 se llevaron a cabo en el
programa ADF (Amsterdam Density Functional) [40]. El paquete ADF usa funciones
de Slater y un esquema de integraciéon numérica ajustable con suficiente exactitud,
en el cual las coordenadas se adaptan automéaticamente a las funciones-base dispo-
nibles, lo que reduce el tiempo de evaluacion de los potenciales de Coulomb. Este
programa cuenta con el conjunto base de valencia dividida (DZV, por sus siglas en
inglés) que esta especialmente realizado para célculos DET, en contraste con otros
conjuntos base. Dicho conjunto base toma en consideracién la regiéon de valencia,
importante quimicamente, para la regién de los orbitales externos. Para los célculos
realizados en éste programa se utiliz6é el conjunto base T'ZP, donde cada uno de
los orbitales internos son expresados con una doble-z y los orbitales de valencia con
triple-z, ademéas con una funcién de polarizacion.

Finalmente, como céalculos preliminarios (en algunos casos Gaussian no acepta
las coordenadas obtenidas directamente de estructuras experimentales) y de com-
paracion, se llevaron a cabo optimizaciones con Mecanica Molecular empleando el
paquete comercial AMBER 9 [a1], el cual trabaja con el campo de fuerzas de igual
nombre; cabe mencionar que, existen dos campos de fuerzas: AMBER y CHARMM,
cada uno de los cuales contiene un conjunto de parametros experiementales pa-
ra cada término de la expresién matematica, son diferentes ya que los cientificos
consideraron algunos parametros iguales pero otros diferentes, lo cual conduce a
resultados distintos. Los varios campos de fuerza AMBER, comunmente utilizados,
son todos derivados del original campo de fuerza de Cornell et al. ff94 [42], éste fue
derivado usando una combinacién de datos experimentales y calculos de Mecanica
Cuantica. Los campos de fuerza ff98 [43] y 199 [44] mejoraron el empaquetamiento
del aztucar y las torsiones glucosidicas de los acidos nucleicos en ff94. Posteriormen-
te, en 2007, la correccion ff99bscO [45] introdujo una descripciéon mejorada de las
torsiones alfa y gamma del esqueleto aztcar-fosfato. Finalmente, se han derivado
dos conjuntos separados de parametros utilizando la Mecanica Cuéntica para des-
cribir las torsiones glucosidicas de las cuatro bases. Para nuestras optimizaciones
empleamos especificamente el campo de fuerzas AMBER, ff99.
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3.3.1. Especificacion de las estructuras empleadas para los calculos

Como objeto principal de estudio se analizaron estructuras de cdDMPs, hacien-
do el corte de ellos en fragmentos experimentales de ADN con pares Ade(syn):Thy
de Hoogsteen |21, 22], con pares no correctos (Gua:Thy, Gua:Ade(syn) e Ino:Ade(syn))
25, 26, 27], v de diplex de cadenas paralelas (obtenidas de resultados de Resonancia
Nucleomagnética) [23], ademéas de una estructura de la Familia Conformacional Z
[20], todas ellas tomadas del Nucleic Acid DataBase .

Para obtener dichos fragmentos minimos, realizar las optimizaciones y medir
sus parametros estructurales se utilizaron los programas de modelacién molecular
HyperChem, Avogadro, Ozford, RasMol, ChemCraft y Mercury; es necesario un ar-
chivo con extension .pdb que contenga el tipo de 4tomo, las coordenadas de cada
uno, asi como los enlaces que forman.

Cabe mencionar que, las estructuras experimentales no contienen atomos de
hidrégeno, por lo que fue necesario agregarlos.

3.3.2. Mediciéon de parametros

Una vez que las estructuras fueron optimizadas, se obtuvo un archivo con ex-
tensién .pdb conteniendo las nuevas coordenadas de los atomos. Para obtener los
parametros antes mencionados (dngulos de torsion, empaquetamiento del aztcar,
area de superposicion de las bases debido al Stacking, Buckle, Propeller, Tilt, Roll,
h-Rise y h-Twist), se emple6 el programa en linea 3DNA 2.

Es importante mencionar que los archivos que lee dicho programa tienen un
formato especifico, por lo que fue necesario cambiar el formato de las estructuras
optimizadas. Para ello se empled el programa Awvogadro, donde se eliminaron los
iones de sodio (Na+) y todos los H’s.

3.3.2.1. Programa en linea 3DNA

Completo paquete de software para el analisis, la reconstrucciéon y visualiza-
cién de las estructuras de acidos nucleicos tridimensionales. El programa, titulado
3DNA, se puede aplicar a hélices paralelas y antiparalelas, estructuras de una sola
cadena y hélices con multi-cadenas de ADN y ARN. Los anélisis se pueden realizar
en cualquiera de las estructuras cristalinas individuales, tales como las recopiladas
en la base de datos de acidos nucleicos (NDB), o conjuntos de estructuras generadas
en las simulaciones moleculares. Las rutinas de analisis identifican y caracterizan

'http://ndbserver.rutgers.edu/
’http://w3dna.rutgers.edu/index.php/analyze_file
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todas las interacciones de las bases y proporcionan una clasificacién automatica
apropiada de secuencias helicoidales dobles. Los patrones de enlaces de hidrégeno
se describen en términos del desplazamiento espacial y la orientaciéon de los marcos
de referencia estandar en las bases interactuantes, por otro lado, las superposiciones
se evaltan directamente de proyecciones planas de los anillos y los atomos de los
radicales en bases o pares de bases consecutivos. La disposicién espacial y la orien-
taciéon relativa de secuencias consecutivas de pares de bases también se expresan en
términos de parametros estidndar de cuerpo. Parametros convencionales de torsiéon
y una variedad de distancias virtuales y los dngulos son utilizados para caracteri-
zar la conformaciéon molecular, con las clasificaciones conformacionales automaéticas
basadas en parametros derivados conocidos para las diferentes formas helicoidales
[18].
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Resultados

Todos somos ignorantes, solo que en
diferentes temas.

WILL ROGERS

Como ya se ha mencionado, las estructuras de hélice doble del ADN pertene-
cientes al modelo de Watson-Crick no son las tinicas posibles. Se tiene evidencia
de estructuras conformadas por cadenas paralelas, ademéas de estructuras con pa-
res Adenina-Timina en su conformacién de Hoogsteen; por otro lado, durante la
replicacion del ADN se puede tener la formacién de pares no correctos o mutacio-
nes puntuales, como lo son los pares de bases Guanina-Timina, Guanina-Adenina
e Inosina-Adenina. Asi mismo, se han encontrado estructuras de cadenas antipa-
ralelas formando una hélice doble zig-zagueada, mejor conocidas como Familia Z.
Es por ello que, en este trabajo de tesis se tiene como objetivo principal estudiar
dichas conformaciones diferentes del modelo de WC por diferentes métodos compu-
tacionales, para analizar la viabilidad de su estructura.

Para este trabajo de tesis se minimizaron las estructuras iniciales mediante el
método DFT con el funcional PBE [34] y la base 6 —31gx*, haciendo uso del programa
Gaussian 09D.1 [39], estas fueron construidas como se menciona en la Seccion 3.3.1;
en algunos casos se emple6 el programa ADF [40] con el funcional PW91 y la ba-
se TZP, con objeto de comparar los resultados obtenidos con ambos programas
y funcionales. Como ya se ha mencionado antes, para corroborar que se tenfa un
minimo real, se calcularon las frecuencias vibracionales de las estructuras optimiza-
das; de ser negativas, se sometian a optimizacién nuevamente; s6lo se muestran los
parametros de las estructuras iniciales y de los minimos reales. Ademés, se tienen
resultados para mas de una estructura «del mismo tipo» y con la misma secuencia
de bases, no se muestran todos, sélo los més caracteristicos.

o1
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Cabe mencionar que, para las estructuras que fue necesario, se realizaron célcu-
los de Mecénica Molecular con el campo de fuerzas AMBER ff99 (empleando el
programa de mismo nombre, AMBER 9), con objeto de obtener estructuras fisica-
mente realizables, ya que, al tener pardmetros experimentales, este tipo de optimi-
zacién nos arroja buenos resultados y a un bajo costo computacional. Estos célculos
no suelen ser resultados finales, solo son para comparacion y/o como célculos pre-
liminarios.

En las Tablas, los parametros de las estructuras en color azul son correspon-
dientes a las optimizaciones realizadas con el método DFT empleando el funcional
PBE y la base 6 — 31g%; mientras que los parametros en son de las
estructuras optimizadas mediante calculos de Mecanica Molecular con el campo de
fuerzas AMBER. Se anexan las energias obtenidas para dichas estructuras optimi-
zadas. Los pardmetros que no tienen color corresponden a las estructuras iniciales
tomadas del banco de datos.

4.1. cdDMPs de la Familia Estructural Z

Las conformaciones de ADN-Z de doble hélice levogira, con secuencia de bases
alternando Pur-Pyr, han sido ampliamente estudiadas desde principios de los anos
setenta. Estas tienen un emparejamiento de bases de Watson-Crick, pero conforma-
cion syn del nucledsido de purina (figura 2.4), como se puede observar en los valores
del angulo x en la Tabla 4.1. Estas conformaciones surgen bajo una concentracion
de sal alta o baja en solucién. El primer fragmento macromolecular de ADN que
fue obtenido experimentalmente a resoluciéon atémica fue un hexdmero alternando
dG:dC, con conformacion Z [46]. En este contexto, es importante estimar la contri-
bucién de sus subunidades en la formacién de esta estructura. La pregunta es si
las interacciones locales entre las subunidades son suficientes para crear un minimo
de energia local en dDMPs que predisponerian la conformacion Z en el diplex. En
anteriores optimizaciones con DFT de dCpdG y dGpdC, como fragmentos minimos
de cadena tnica de ADN-Z, resultaron en minimos locales que estaban lejos de la
geometria observada experimentalmente para los duplex de la Familia Estructural
7 [8]. Asi, se llego a la conclusion de que en contraste con los duaplex de WC, las
conformaciones de ADN-Z se originan no de la energia minima de los fragmentos de
una sola cadena, pero si de otras interacciones intramoleculares o intermoleculares
3, 8].

Con objeto de estudiar la contribucién de los fragmentos minimos de la doble
hélice levogira en la formacién de su estructura, analizamos y sometimos a opti-
mizacién cdDMPs de la estructura cristalina de ultra alta-resolucion [20], la cual
es una de las estructuras cristalinas con mayor resoluciéon existentes en el banco
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de datos [1]. Los angulos de torsion del esqueleto azucar-fosfato, el angulo gluco-
sidico, el empaquetamiento del aztcar, los parametros de posiciéon mutual de los
pares de bases y el area de superposicién de los anillos de las bases apiladas, de
las estructuras iniciales y las optimizadas, se encuentran en las Tablas 4.1, 4.2 y 4.3.

Tabla 4.1: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato y dngulo glucosidico de
torsion, x, (véase designacion en la fig. 2.8), para los minimos de dDMP-Na+ com-
plementarios correspondientes a la familia estructural Z.

cdDMPs X1 o1 € ¢ ! B vy ) X2

dCpdG -154 148 262 72 69 190 181 92 56
dCpdG -155 147 268 74 65 181 180 98 62

Angulos en grados (°).

Tal como habiamos mencionado antes, podemos corroborar con los valores para
el angulo glucosidico, x, en la Tabla 4.1 que, los nucledsidos con purinas se en-
cuentran en conformacion syn. Notese ademéas que, los valores de los angulos de
torsion de las estructuras optimizadas son cercanos a los de las estructuras inicia-
les. Aunque, puede observarse en la Tabla 4.2 que el empaquetamiento del azicar
es variable para ambos cdDMPs optimizados. Cabe mencionar que el (dGpdC)s
optimizado present6 una energia mas favorable, comparado con las optimizaciones
realizadas al (dCpdG)a, para las optimizaciones con DFT y AMBER.

Por otro lado, podemos notar en la Tabla 4.3 que los parametros de posiciéon
mutual de las bases y pares de bases cambi6é mucho en las estructuras después de las
optimizaciones. El (dCpdG), optimizado con DFT, después de someterse a calculos
con AMBER, present6 a sus pares de bases casi paralelos tal como la estructura
inicial, Fig. 4.1; sin embargo, no sucedi6 lo mismo con el (dGpdC), pues no presen-
ta una buena posicién mutual entre sus bases, como podemos observar en la Fig. 4.2.



54 CAPITULO 4. Resultados

Tabla 4.2: Empaquetamiento del anillo de azicar para los minimos de dDMP-Na+
complementarios correspondientes a la familia estructural Z.

Nucledsido 5-extremo Nucledsido 3’-extremo
cdDMPs Empaquetamiento P v,4, Empaquetamiento P 40
dCpdG C2’-endo 159 39 C3’-endo 27 28
dCpdG C2’-endo C3’-endo
dGpdC C3’-endo C2’-endo
dGpdC C3’-endo C2’-endo

Py Ymaz en grados (°

Tabla 4.3: Parametros de las bases y pares de bases de los dADMPs complementarios
de la familia estructural Z (véase designacion en la fig. 2.10).

cdDMPs Traslape Buckle 2 Propeller, o Tilt Roll
dCpdG 0

dCpdG 0 6.2 3.6 2.2 0.8 3.0
dGpdC 1.44

dGpdC 0.71

Area de traslape de las bases en A2, Buckle, Propeller, Tilt y Roll en grados (©).
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Figura 4.1: Diplex de (dCpdG)y de la Familia Conformacional Z, optimizados con
PBE y posteriormente con AMBER. Vista superior y lateral, mostrando superposi-
cion de las bases apiladas y paralelismo entre los pares de bases respectivamente.

Aunque las conformaciones optimizadas (con DFT y AMBER) de (dCpdG)s, y
(dGpdC)a, extraidos de la estructura cristalina de ultra-alta resolucion de la Familia
Confomacional Z [20], retienen los enlaces de Hidrégeno en los pares de bases, y los
valores de los angulos de torsién son cercanos a los de las estructuras iniciales, las
disposiciones mutuas de las bases estan muy lejos de las del diplex experimental.
Estos resultados refuerzan la conclusiéon de que la formacion de las conformaciones
de la Familia Z se origina a partir de las interacciones del ADN con su entorno. Al-
gunas de estas interacciones a través de puentes de agua se sugieren en la literatura
[20]. Cabe recalcar que, el ADN-Z no existe en situacién normal como el ADN-A
y B (en solucion), éste se presenta en condiciones no fisiologicas de mucha o poca sal.

Figura 4.2: Diplex de (dGpdC)y de la Familia Conformacional Z, optimizados con
PBE y posteriormente con AMBER. Vista superior y lateral, mostrando superposi-
cion de las bases apiladas y posicion mutual entre los pares de bases respectivamente.
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4.2. Caracteristicas conformacionales de diplex con pa-
res de bases Ade(syn):Thy de Hoogsteen

El daplex de ADN en la forma de Hoogsteen se encontrd, por primera vez, en
la estructura cristalina del par Ade:Thy en 1959 [9]. Las bases de dicho par forman
enlaces de Hidrégeno diferentes a los que se tienen en el par de Watson-Crick, ya
que la base Adenina se encuentra en conformacion syn con respecto al aztcar (fi-
gura 2.5). Anteriores optimizaciones de dDMPs correspondientes a duplex de ADN
con pares de Hoogsteen [28] mostraron estructuras con parametros conformacionales
cerca de los del fragmento experimental de duplex de Hoogsteen con secuencia de
bases alternada d(AT AT AT )2 [47]. Estos célculos mostraron que el diplex de Hoogs-
teen no reproduce la dependencia de secuencia que se encuentra para los diplex de
WC. Las secuencias de dApdT y dTpdA optimizadas conservaron una superposi-
cion sustancial de las bases apiladas, la cual esta presente en la estructura cristalina.
Tal superposicion fue predicha teéricamente en el calculo de dApdA a partir de la
estructura de dApdT Hoogsteen con la base Timina sustituida por una Adenina
en la orientaciéon syn con respecto al azucar [3]. Basandose en dichos calculos, se
predijo que todos los dApdT y dTpdA de duplex con pares de Hoogsteen tendrian
notable superposicién de bases apiladas, notese que los diplex de WC correspon-
dientes a las secuencias de Pyr-Pur muestran una superposicién insignificante de
los anillos de las bases. Como consecuencia de la amplia superposicién de las bases,
los duplex de Hoogsteen, en contraste con los de WC, no serian capaces de doblarse.

En este trabajo, se realizaron optimizaciones con DFT de cdDMPs a partir de
las conformaciones de varios fragmentos diplex minimos extraidos de estructuras
experimentales tomadas del banco de datos, dichas estructuras tienen las secuen-
cias d(ATATAT)y [21] y d(ATT AAT)y [22]. Estos calculos produjeron minimos de
energia que exhibieron las principales caracteristicas conformacionales ya predichas
en los calculos anteriores de dDMPs.

Se han obtenido dos o més minimos energéticos locales para cada cdDMPs al
iniciar la optimizacién directamente del fragmento correspondiente de la estruc-
tura experimental o después de la optimizaciéon preliminar realizada con calculos
de la Mecanica Molecular empleando el software AMBER 9. Los parametros de
todas las estructuras iniciales y las optimizadas, con las diferentes secuencias to-
madas de los dos fragmentos de dilex experimentales, se encuentran en las Ta-
blas 4.4, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8 y 4.9.
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Podemos observar en la Tabla 4.4 que algunos de los angulos de torsién del
esqueleto azucar-fosfato, para los cdDMPs dApdA:dTpdT, se encuentran fuera de
las regiones en que se encuentran estos para estructuras de WC !, algunos dngulos
de torsion de las dos cadenas de la conformacion optimizada dApdA:dTpdT difie-
ren méas que las correspondientes torsiones de las estructuras iniciales; sin embargo,
noétese que se tienen buenas posiciones mutuales de las bases y de los pares de ba-
ses, Tabla 4.6. Ademaés, a pesar de tener diferentes cdDMPs iniciales, los minimos
obtenidos con DFT tienen una minima diferencia de 2-3 Kcal/mol, siendo mas
favorable la energia de la estructura que presenta dos de sus angulos fuera de las
regiones ya mencionadas, comparando con la estructura que no presenta ningin
angulo fuera de region.

Tabla 4.4: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato y dngulo glucosidico de
torsion, x, (véase designacion en la fig. 2.8), para los minimos de dDMP-Na+ com-
plementarios con pares de Hoogsteen [22].

cdDMPs X1 01 € ¢ @ 15} ~y O X2 E

Pirimidina-Pirimidina/Purina-Purina

dTpdT -145 95 187 224 36 107 12 114 -118
dApdA 72 162 278 319 171 95 122

-3029747.23

-3029745.04

-3029742.09

Angulos en grados (°).

Energia en Kcal/mol.

1Se puede ver en el Apéndice A las regiones de los angulos para cada familia estructural.
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Tabla 4.5: Empaquetamiento del anillo de azicar para los minimos de dDMP-Na+
complementarios con pares de Hoogsteen [22].

Nucledsido 5-extremo Nucledsido 3’-extremo
cdDMPs Empaquetamiento P v,4; Empaquetamiento P 40
Pirimidina-Pirimidina /Purina-Purina

dTpdT 04 "-endo 95 40 Cl7-exo 121 38
dApdA Cl -exo 114 39 C17-exo 131 44

dApdA C1 -exo 144 42 C1 -exo 144 41

C1 7 -exo
dApdA C2’-endo 146 40 Cl1 -exo 120 40

Py Ymaz en grados (°).

Por otro lado, en la estructura cristalina con las secuencias d(AT AT AT), [21], las
dos cadenas de las conformaciones iniciales de los cdDMPs (dApdT)s y (dTpdA)2
tienen diferentes angulos de torsion. Después de la optimizacion, los parametros
conformacionales de ambas cadenas son iguales, excepto para una tnica estructura,
Tabla 4.7. Notese que una de las estructuras de (dTpdA)s tiene sus angulos « y
fuera de las regiones en que se encuentran estos para las estructuras del modelo de
WC, atn asi muestra una buena posicion mutual de sus bases (Tabla 4.9); sin em-
bargo, su energia es 2-3 Kcal/mol menos favorable comparada con la energia de la
estructura cuyos angulos de torsiéon se encuentran dentro de las regiones esperadas.

Es importante notar que en éstas estructuras se obtuvo poca superposicion de
las bases apiladas para Pyr-Pyr y considerable para el caso de Pur-Pur, Fig. 4.3
(ARRIBA), tal como se tiene en estructuras del modelo de WC. Por otro lado, se
obtuvo algo de superposiciéon para Pur-Pyr, mientras que para Pyr-Pur se presentd
una superposicion notoria, ver Fig. 4.3 (CENTRO y ABAJO), esto ultimo distinto a lo
que se tiene para conformaciones del modelo de WC.
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Tabla 4.6: Parametros de las bases y pares de bases de los dADMPs complementarios
con pares de Hoogsteen [22] (véase designacion en la fig. 2.10).

cdDMPs Traslape Buckley 2 Propeller, o Tilt Roll
Pirimidina-Pirimidina/Purina-Purina

dTpdT 0.02

dApdA 408 -5.6 -10.3 -8.5 -2.8 1.7 -1.2

dTpdT 0

dApdA 3.48 6.4 0.2 9.4 10.4 1.7 0.1

dTpdT 0.12

1. 232 15 12, . 2.2
dApdA 3.99 6 3 59 9 39

Area de traslape de las bases en AQ, Buckle, Propeller, Tilt y Roll en grados (°).
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Tabla 4.7: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato y dngulo glucosidico de
torsidn, x, (véase designacion en la fig. 2.8), para los minimos de dDMP-Na+ com-
plementarios con pares de Hoogsteen [21].

cdDMPs X1 o1 € ¢ e 8 ~ 02 X2 E
Purina-Pirimidina

dApdT 65 140 171 269 295 189 51 135 -108

dApdT 99 134 233 311 149

-3029744.54

-3029748.43

-3029756.98

-3029746.49

Pirimidina-Purina
dTpdA -108 135 195 237 316 164 41 132 78

241 305 157 46

-3029745.72

-3029747.24

-3029743.77

Angulos en grados (°).
Energia en Kcal/mol.

** Estructura optimizada empleando el programa ADF con el funcional PW91 y la base TZP.
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Tabla 4.8: Empaquetamiento del anillo de azicar para los minimos de dDMP-Na+
complementarios con pares de Hoogsteen [21].

Nucleosido 5-extremo Nucleosido 3’-extremo
cdDMPs  Empaquetamiento P 4, Empaquetamiento P vpee
Purina-Pirimidina

dApdT C2’-endo 159 39 C2’-endo 149 41
dApdT C2’-endo 146 41 Cl -exo 143 39

dApdT C2’-endo 165 37 C2’-endo 150 35

dApdT C3’-exo 183 32 C2’-endo 151 35

Pirimidina-Purina

dTpdA C2’-endo 149 41 C2’-endo 147 42
dTpdA C2’-endo 150 35 C2’-endo 147 41

154 36
C2’-endo 160 34 C3"-exo 183 32

Py Ymaz en grados (°).

** Estructura optimizada empleando el programa ADF con el funcional PW91 y la base TZP.
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Tabla 4.9: Parametros de las bases y pares de bases de los dADMPs complementarios
con pares de Hoogsteen [21] (véase designacion en la fig. 2.10).

cdDMPs Traslape Buckle 2 Propeller, o
Purina-Pirimidina

dApdT 0.86

dApdT 199 -9.9 -30.1 26.9 3.3

dApdT 155 21.8 6.3 -24 -19.6

dApdT 0.97

1.1 154 18 8.
dApdT 1.44 g 8.6 8.7

Pirimidina-Purina

-30.1 7.9 3.3 14.2

dTpdA 1.59
dTpdA 2.25

dTpdA 9.49 -15.4 10.6 -8.7 0.6

Area de traslape de las bases en A2, Buckle y Propeller en grados (©).
** Estructura optimizada empleando el programa ADF con el funcional PW91 y la base TZP.
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Figura 4.3: Conformaciones de diplex con pares de Hoogsteen Ade(syn):Thy mos-
trando la superposicion de sus bases apiladas. (ARRIBA) dTpdT:dApdA. (CENTRO)
(dTpdA)s. (ABAJO) (dApdT)s.
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4.3. Conformaciones de cadenas paralelas con el par re-
verso de Watson-Crick Ade:Thy

La formacioén de fragmentos de ADN de cadenas paralelas puede que desempene
algtn rol durante los procesos genéticos como la recombinacion genética (aparea-
miento de cromosomas homologos durante la meiosis), el plegamiento de los cro-
mosomas y la regulacién de la replicaciéon y la transcripcién. La existencia de un
par de bases «Watson-Crick reverso» Ade:Thy (figura 2.6) sugiere la posibilidad de
formacioén de duplex con cadenas paralelas. Parvathy et al disenaron un dodecame-
ro de ADN con cadenas paralelas con secuencia intercalada de las bases Adenina y
Timina [23]. Las estructuras tridimencionales de duplex de cadenas paralelas fueron
obtenidas usando simulaciones de dindmica molecular bajo restricciones de Reso-
nancia Nucleomagnética (NMR), existe un total de 20 modelos [23]. Dichos duplex
contienen solo dos tipos de fragmentos minimos, dApdA:dTpdT y dApdT:dTpdA.

Para este trabajo hemos construido varias conformaciones iniciales de tales
cdDMPs utilizando fragmentos de los modelos 1, 7, 10 y 16 con la orientaciéon
de los pares de bases menos distorsionada y més paralela. Los angulos de torsiéon
del esqueleto azicar-fosfato, el empaquetamiento del anillo de azicar, los angulos
de torsion glucosidicos (x) y las posiciones mutuales de las bases de las estructuras
iniciales y las optimizadas del daplex con dApdT:dTpdA se encuentran en las Ta-
blas 4.10, 4.11 y 4.12; mientras que los parametros para los diplex dApdA:dTpdT
se muestran en las Tablas 4.13, 4.14 y 4.15.

La optimizacion con DFT de estos cdDMPs revel6 regularidades de las posi-
ciones mutuales de las bases en diplex paralelos con acoplamiento Watson-Crick
reverso de las bases. Podemos notar de la Tabla 4.10 que, para el duplex con
dApdT:dTpdA, para distintos modelos tenemos minimos con energia practicamente
igual pero con pequenas diferencias entre los valores de sus parametros, esto nos
indica que tenemos minimos locales con barrera entre ellos. Cabe mencionar que, a
pesar de que estos cdDMPs tienen una energia de 2 Kcal/mol més favorable pre-
sentan un angulo entre sus pares de bases un poco mas pronunciado, comparando
con la estructura de energia mas grande.
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Tabla 4.10: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato y dngulo glucosidico de
torsidn, x, (véase designacion en la fig. 2.8), para los minimos de dApdT:dTpdA-
Na+ de cadenas paralelas con el par Watson-Crick reverso Ade:Thy.

cdDMPs X1 01 € ¢ « I5) 0% 09 X2 E
Modelo 10
dTpdA -110 121 182 257 297 172 61 122 -105
dApdT -99 121 180 270 299 168 50 126 -103
-3029743.96
-3029745.02

Modelo 7

dTpdA -116 126 188 268 297 174 56 123 -94
dApdT -101 145 178 261 296 172 65 126 -107

Angulos en grados (°).

Energia en Kcal/mol.

Tabla 4.11: Empaquetamiento del anillo de azicar para los minimos de
dApdT:dTpdA-Na+ de cadenas paralelas con el par Watson-Crick reverso Ade:Thy.

Nucleodsido 5-extremo Nucledsido 3’-extremo
cdDMPs Empaquetamiento P v,4, Empaquetamiento P 40
Modelo 10
dTpdA C1 -exo 126 36 C17-exo 133 36
dApdT C1-exo 128 43 C1 -exo 137 53

Modelo 7
dTpdA C1’-exo 141 24 C17-exo 134 38
dApdT C2’-endo 174 33 Cl17-exo 134 37

P y Umaa en grados (°).
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Tabla 4.12: Pardmetros de las bases y pares de bases de los dApdT:dTpdA-Na+ de
cadenas paralelas con el par Watson-Crick reverso Ade:Thy (véase designacion en

la fig. 2.10).

cdDMPs Traslape Buckley 2 Propeller; o
Modelo 10

dTpdA 0

dApdT 316 -26.0 -28.0 -0.9 7.8

Modelo 7

dTpdA 0
AT L9 141 189 2.2 15.0

Area de traslape de las bases en A2, Buckle y Propeller en grados (°).

En las Tablas 4.13 y 4.14 se puede ver que para los diplex con dApdA:dTpdT,
de los distintos modelos, se tienen resultados semejantes (con ligeras desviaciones)
para todas las optimizaciones realizadas con los diferentes métodos y funcionales;
ademés de que, las energias de las estructuras optimizadas con DFT son practica-
mente iguales para todos los modelos, excepto para el modelo 7 que presenta una
energia 3 Kcal/mol més favorable. Cabe mencionar que, a pesar de que el duplex
minimo tomado del modelo 7 presenta buenos parametros conformaciones no fue
posible iniciar calculos con Mecénica Cuantica directamente del fragmento de banco
de datos, por lo que se realizaron célculos preliminarios con Mec. Molecular utili-
zando los campos de fuerza AMBER y CHARM, posteriormente se sometieron las
estructuras a calculos con PBE. Dichas optimizaciones presentaron buena posiciéon
mutual de sus bases, sin embargo, se obtuvieron dos dngulos de torsiéon, oy 3, fuera
de las regiones en que se encuentran estos para estructuras de WC 2.

Por otro lado, también se puede notar en la Tabla 4.13 que de los modelos 1,
10 y 16 se obtuvieron estructuras cuyos dngulos se encuentran todos dentro de las
regiones esperadas para estructuras de WC, lo cual nos muestra la viabilidad de
dichas estructuras estructuras de cadenas paralelas, es decir, que son fisicamente
realizables.

2Se puede ver en el Apéndice A las regiones de los angulos para cada familia estructural.
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Tabla 4.13: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato y dngulo glucosidico de
torsidn, x, (véase designacion en la fig. 2.8), para los minimos de dApdA:dTpdT-
Na+ de cadenas paralelas con el par Watson-Crick reverso Ade:Thy.

cdDMPs X1 01 € ¢ «@ I5) ¥ 02 X2 E
Modelo 7
dTpdT -107 126 182 270 295 171 55 123 -102
dApdA -94 123 177 248 293 182 59 141 -96

-3029745.48

-3029745.52
-3029743.8
Modelo 10
dTpdT -108 127 181 271 295 172 54 125 -102
dApdA -95 124 177 249 294 182 59 139 -98
-3029742.17
Modelo 16
dTpdT -108 127 181 271 295 172 54 125 -102
dApdA -95 123 177 249 293 182 58 139 -97

-3029742.16
Modelo 1
dTpdT -108 126 182 270 295 172 54 124 -101
dApdA -94 124 177 249 294 181 59 140 -97

-3029742.61

Angulos en grados (°).
Energia en Kcal/mol.
* Estructura optimizada con el campo de fuerzas CHARMM.

** Estructura optimizada empleando el programa ADF con el funcional PW91 y la base TZP.
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Tabla 4.14: Empaquetamiento del anillo de azicar para los minimos de
dApdA:dTpdT-Na+ de cadenas paralelas con el par Watson-Crick reverso Ade:Thy.

Nucledsido 5’-extremo Nucleodsido 3’-extremo
cdDMPs Empaquetamiento P vy, Empaquetamiento P vpas
Modelo 7
dTpdT C1 -exo 134 37 C1-exo 129 41
dApdA Cl-exo 134 38 C2’-endo 169 33

Modelo 10
dTpdT C1’-exo 135 38 C1’-exo 132 42
dApdA C1 -exo 135 38 C2’-endo 167 32

Modelo 16
dTpdT Cl1-exo 136 38 C1’-exo 132 42
dApdA Cl7-exo 134 38 C2’-endo 167 32

Modelo 1
dTpdT C1 -exo 134 38 C1 -exo 130 41
dApdA Cl-exo 135 37 C2’-endo 169 33

Py Umaz en grados (°).
* Estructura optimizada con el campo de fuerzas CHARMM.

** Estructura optimizada empleando el programa ADF con el funcional PW91 y la base TZP.
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Tabla 4.15: Pardmetros de las bases y pares de bases de los dApdA:dTpdT-Na+ de
cadenas paralelas con el par Watson-Crick reverso Ade:Thy (véase designacion en
la fig. 2.10).

cdDMPs Traslape Buckley 2 Propeller; o
Modelo 7

-18.9 -11.1 -15.0 -13.9

dTpdT 1.67
dApdA 0.24

Modelo 10
-20.0 -12.1 -11.9 -9.2

dTpdT 1.79
dApdA 0.17

Modelo 16
-20.1 -11.5 -12.3 -10.2

dTpdT 173
dApdA 0.20

Modelo 1
-18.5 -11.9 -16.1 -14.7

dTpdT 1.65
dApdA 0.22

Area de traslape de las bases en Az, Buckle y Propeller en grados (°).
* Estructura optimizada con el campo de fuerzas CHARMM.

** Estructura optimizada empleando el programa ADF con el funcional PW91 y la base TZP.
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En los modelos optimizados con DFT, las secuencias dApdT:dTpdA se caracte-
rizan por una superposicion sustancial de los anillos de las bases en la cadena dApdT
y por una superposicion insignificante en la cadena dTpdA (como en los duplex de
WC). La optimizacion de la geometria de las secuencias dApdA:dTpdT conduce a
una superposiciéon sustancial de los anillos de las bases en la cadena dTpdT y a
un solapamiento menor en la cadena dApdA (en contraste con los WCDs), véase
las Tablas 4.12 y 4.15. Basdndonos en estos datos computacionales, concluimos que
los cdDMPs como fragmentos minimos de los duplex de cadenas paralelas tienen
minimos de energia bien definidos, y sus patrones conformacionales difieren de los
de los WCDs (ver Fig. 4.4).

Figura 4.4: Conformaciones de diplex de cadenas paralelas con el par reverso de

Watson-Crick Ade:Thy mostrando la superposicion de sus bases apiladas. (ARRIBA)
dTpdA:dApdT. (ABAJO) dTpdT:dApdA.
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4.4. Duplex de Watson-Crick con pares no correctos

La formaciéon de pares de bases distintos de Ade:Thy y Gua:Cyt en los procesos
de biosintesis de &cidos nucleicos fue sugerida por Watson y Crick en su trabajo
pionero [48]. La evolucién biolégica y, por ende, la vida misma, no es posible sin la
presencia de mutaciones puntuales o pares no correctos. Dada la importancia de la
formacion de estos pares, han sido estudiados cristales de varios diiplex con pares de
bases «erréneosy usando difracciéon de rayos X. El Nucleic Acid Data Bank [1] con-
tiene modelos de nivel atomico de varios duplex de este tipo (por ejemplo, [25, 26, 27]).

En este trabajo consideramos diplex de ADN con tres pares erréneos: con
Gua:Thy [25], Gua:Ade(syn) [26], y el par de Ade(syn) con el andlogo de guano-
sina modificada, inosina (Ino), que carece de grupo amino [27] (Ino:Ade(syn)). Los
parametros conformacionales de las estructuras iniciales y optimizadas con el par
Gua:Thy se encuentran en las Tablas 4.16, 4.17 y 4.18; para el par Gua:Ade(syn)
se tienen sus pardmetros en las Tablas 4.19, 4.20 y 4.21; finalmente, en las Ta-
blas 4.22, 4.23 y 4.24 se presentan los parametros estructurales para las conforma-
ciones con el par erroneo Ino:Ade(syn).

Las regiones de torsiéon de estos daplex que contienen pares erréneos son en su
mayoria similares a las de los duplex de WC, pero algunos de los angulos de tor-
sioén parecen estar fuera de las regiones estdndar, ver Tablas 4.16, 4.19 y 4.22. Un
anélisis exhaustivo de las caracteristicas conformacionales de las estructuras reveld
una desviaciéon de las regularidades en los arreglos de las bases vecinas de aquellas
que son caracteristicas para los WCDs, es decir, la superposicién sustancial de los
anillos de las bases para las secuencias Pyr-Pyr y Pyr-Pur.

Para los duplex con el par no correcto Gua:Thy, el dCpdG:dTpdG presenta
algunos de sus angulos, ver Tabla 4.16, fuera de las regiones de torsion de los
WCDs, el dDMP que presenta estas caracteristicas formé enlaces de H entre OH de
5'-fin con el 04’ y sus bases no son totalmente paralelas entre si, ya que, ademas,
el grupo amino de la Citosina de éste quiere formar enlace de H con el grupo ozzo
de la Timina del otro dDMP. Por otro lado, el dTpdT:dGpdA presenta una gran
superposicion entre los anillos de las bases apiladas del dTpdT (igual que en el caso
del dTpdT:dApdA con cadenas paralelas) y menor solapamiento entre las bases del
dGpdA, comparado con el resultado experimental. Para este ultimo cdDMPs se
obtuvieron buenos resultados para los calculos con AMBER y DFT, ya que se tiene
una buena posicién mutual de sus bases y pares de bases, ver Tabla 4.18. Podemos
notar que estas estructuras presentan los parametros h-Twist y h-Rise semejantes a
los que tenemos en los WCDs; en los otros casos no presentamos estos resultados ya
que al tener cadenas paralelas o las bases en conformacion syn, el programa 3DNA
no nos arroja resultados corretos.
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Tabla 4.16: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato y dngulo glucosidico
de torsion, x, (véase designacion en la fig. 2.8), para los minimos de dDMP-Na+
complementarios con el par errdneo Gua:Thy [25].

cdDMPs X1 01 € ¢ « B vy 02 X2
dCpdG:dTpdG

dCpdG -147 76 203 254 328 135 64 114 -115
dTpdG -114 82 196 275 305 182 50 150 -81

dTpdT:dGpdA
dTpdT  -115 115 186 276 288 173 58 85  -127
dGpdA 99 142 151 282 281 220 56 132  -95

Angulos en grados (°).

Tabla 4.17: Empaquetamiento del anillo de azicar para los minimos de dDMP-Na+
complementarios con el par errdneo Gua:Thy [25].

Nucledsido 5’-extremo Nucledsido 3’-extremo
cdDMPs Empaquetamiento P v,4, Empaquetamiento P 40
dCpdG:dTpdG
dCpdG C3’-endo 35 39 C17-exo 131 43
dTpdG Cl’-exo 115 30 C2’-endo 170 39

dTpdT:dGpdA
dTpdT C1-exo 140 34 C4-exo 69 32
dGpdA C2’-endo 178 35 C3-exo 184 30

P y vmaz en grados (°).
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Tabla 4.18: Pardmetros de las bases y pares de bases de los dDMP-Na+ complemen-
tarios con el par erréneo Gua:Thy [25] (véase designacion en la fig. 2.10).

cdDMPs Traslape h-Twist h-Rise Buckley 2 Propellery 2 Tilt Roll
dCpdG:dTpdG
dCpdG 0.07
20. 2. -14. 13.4 -6. -8. . 4
dTpdG 0 0.7 7 0 3 6.9 8.3 3.8 6
dTpdT:dGpdA
dTpdT 1.65
47.7 3.5 -5.7 -9.9 -17. -10.2 4 -2.7
dGpdA 2.62 0 0 0

Area de traslape de las bases en A2, h-Rise en A, h-Twist, Buckle, Propeller, Tilt y Roll en grados (°).

Tal como se menciond antes, podemos corroborar con los valores de los dngulos
glucosidicos que, las bases Adeninas de los pares erréneos se encuentran en confor-
macién syn, ver Tablas 4.19 y 4.22.

En el caso de los diplex con el par Gua:Ade(syn) tenemos buenos resultados
para ambos cdDMPs tomados del banco de datos, aunque uno de ellos presenta
algunos de sus dngulos de torsion fuera de las regiones esperadas, ver Tabla 4.19, la
posicién mutual de sus bases es buena, se tienen pares de bases casi paralelos, ver
Tabla 4.21. Después de optimizar con DFT al dTpdA:dGpdA se obtuvo una gran
superposicion entre las bases apiladas del dTpdA (con Adenina en conformacion
syn) y poca para las bases del dGpdA, regularidad que no se tiene para los WCDs.
Por otro lado, se puede notar que después de optimizar con DFT al dApdG:dCpdG,
por distintas rutas, se obtuvieron resultados semejantes, sus angulos de torsion, el
empaquetamiento del aztucar (ver Tabla 4.20) y los parametros de posicién mu-
tual de sus bases varian poco, estas optimizaciones presentan una diferencia de 1
K cal/mol; dicho duplex muestra una superposicion de sus bases apiladas semejante
a la que se tiene en los WCDs.

Cabe mencionar que, después de los calculos con DFT, los dos duplex con el par
Gua:Ade(syn) presentan el grupo Amino de la base Adenina(syn) fuera de plano,
este quiere formar enlace de H con la base Purina apilada en cada caso.
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Tabla 4.19: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato y dngulo glucosidico
de torsion, x, (véase designacion en la fig. 2.8), para los minimos de dDMP-Na+
complementarios con el par erréneo Gua:Ade(syn) [26].

cdDMPs X1 01 € ¢ o 8 ~ 02 X2 E
dTpdA:dGpdA

dTpdA -114 93 151 311 264 196 60 109 67

dGpdA -105 114 134 310 271 203 67 122 -111

-3085178.83

dApdG:dCpdG

dApdG 67 109 179 282 292 186 50 146 -82
dCpdG -143 70 194 277 293 187 65 114 -105

-3095254.88

-3095255.64

Angulos en grados (°).

Energia en Kcal/mol.

Tabla 4.20: Empaquetamiento del anillo de azicar para los minimos de dDMP-Na+
complementarios con el par erréneo Gua:Ade(syn) [26].

Nucledsido 5’-extremo Nucleodsido 3’-extremo
cdDMPs Empaquetamiento P w4, Empaquetamiento P 40

dTpdA:dGpdA

dTpdA Cl -exo 133 20 C1’-exo 124 42
dGpdA C4’-endo 237 14 C2’-endo 154 36

dApdG:dCpdG
dApdG C1-exo 124 42 C2’-endo 179 37
dCpdG C4’-exo 47 41 C4’-endo 237 14

P y vmaa en grados (°).
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Tabla 4.21: Pardmetros de las bases y pares de bases de los dDMP-Na+ comple-
mentarios con el par erroneo Gua:Ade(syn)[26] (véase designacion en la fig. 2.10).

cdDMPs Traslape Buckley 2 Propeller; o Tilt Roll
dTpdA:dGpdA
dTpdA 0.75
-2.2 4.2 -12. 13.1 -174. 17.
dGpdA 0.95 8 3 e 73

dApdG:dCpdG
4.2 8.8 13.1 85 1347 -107.8

dApdG 2.36
dCpdG 0

Area de traslape de las bases en A2, Buckle, Propeller, Tilt y Roll en grados (°).

Finalmente, para el estudio de los diplex con el par erréneo Ino:Ade(syn) so-
metimos a célculos y analizamos 3 diplex de cdDMPs con dicho par, dos de ellos
con las mismas secuencias. El dApdG:dCpdl después de ser optimizado (tanto con
el programa ADF y funcional PW91, como con el programa Gaussian 09D.1 y el
funcional PBE) muestra pares de bases no totalmente paralelos entre si, aunque
la estructura optimizada con Gaussian 09D.1 tiene una menor inclinacién entre
sus bases apiladas, este resultado tal vez se deba a la formacién de un enlace de
H entre OH en 5-fin con el O4’ del dApdG; los angulos para ambas optimizacio-
nes se encuentran dentro de las regiones de torsion de los WCDs (ver Tablas 4.22
y 4.23), sin embargo, presentan una superposiciéon nula entre las bases del dApdG,
ver Tabla 4.24, distinto a lo que obtuvimos para el diplex semejante con el par
Gua:Ade(syn), ver Tabla 4.21.

Para la secuencia dTpdA:dIpdA analizamos dos duplex tomados del banco de
datos. El primer duplex presenta todos sus angulos en las regiones para los WCDs,
pares de bases casi planos entre si y una superposiciéon de sus bases apiladas se-
mejante a lo obtenido para la estructura con el par Gua:Ade(syn) con secuencia
semejante. Por otro lado, el segundo duplex con dicha secuencia, fue optimizado con
el programa Gaussian 09D.1 empleando los funcionales PW91 y PBE, en ambos
casos presenta varios de sus dngulos de torsion fuera de las regiones de los WCDs,
esto tal vez debido a que, en principio, las estructuras presentan dichos dngulos muy
lejanos a las regiones y es dificil hacer un salto tan grande de una region a otra.
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Las posiciones mutuales de sus bases son buenas, aunque ambos calculos arrojaron
una mayor superposicién entre las bases del dIpdA, comparada con la que se tuvo
en el primer duplex; la superposicion entre las bases del dTpdA es sustancial en
todos los casos. Los empaquetamientos del azicar de ambos diplex, para todas
las optimizaciones, es semejante. Cabe mencionar que la optimizaciéon del primer
duplex nos di6 una energia de 4 Kcal/mol mas favorable.

Las optimizaciones con DFT de cdDMPs con pares erréoneos demuestran que las
estructuras optimizadas tienen cambios atin mas pronunciados en las regularidades
de superposiciéon de bases apiladas que aquellos que presenta la estructura experi-
mental, aunque las torsiones se acercaron a las de los WCDs. Las conformaciones
optimizadas con DFT de cdDMPs con los pares Gua:Thy y Gua:Ade(syn) se mues-
tran en la Figura 4.5 y la Figura 4.6 respectivamente. La superposicion sustancial
de dos bases Thy en fragmentos minimos con el par no correcto Gua:Thy (Fig. 4.5)
difieren drasticamente de la superposicién menor de estas bases que tienen lugar en
WCDs sin pares erréneos (tanto en estructuras experimentales, como en fragmen-
tos minimos de ADN optimizados con DFT), se obtuvo también esta caracteristica
para las estructuras de cadenas paralelas (Fig. 4.4). El mismo resultado se aplica
a la secuencia Thy-Ade (Fig. 4.6) en fragmentos minimos con pares no correctos
Pur:Pur(syn); esta regularidad se asemeja a la superposicion de las bases apiladas
que ocurre en el daplex con pares de bases de Hoogsteen (Fig. 4.3), cuando se ob-
servo la superposicion del anillo base de Pyr-Pur(syn). La posicion mutua de los
dos anillos de Pyr en el fragmento con el par erroneo Gua:Thy es el resultado del
desplazamiento de bases en este par debido a la formacién de dos enlaces de H del
grupo Amino de la base Guanina.

Tal como se mencion6 antes, se puede observar en la Fig. 4.7 (ARRIBA y CEN-
TRO) que el dCpdG:dTpdG (con el par Gua:Thy) y el dApdG:dCpdG (con el par
Gua:Ade(syn)), respectivamente, muestran una superposicion de sus bases apila-
das tal como los WCDs; mientras que el dApdG:dCpdlI (con el par Ino:Ade(syn))
presenta nula superposicion entre Pur(syn):Pur y muy poca entre Pyr:Pur, Fig. 4.7
(ABAJO).

Optimizaciones con DFT de dTpdT y dTpdA, fragmentos de cadena tnica, par-
tiendo de las conformaciones mostradas en las Fig. 4.5 y 4.6 producen estructuras
con torsiones proximas a las de las conformaciones iniciales pero sin superposicion
sustancial de los anillos de las bases (ver la Seccion 4.5). En general, se puede pre-
decir que las posiciones mutuales de las bases vecinas en la cadena para duplex
con pares erréneos es el resultado de la conformacién preferencial del esqueleto de
azucar-fosfato combinada con los desplazamientos de las bases debido a los enlaces
de H no estédndares entre los pares de bases.
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Tabla 4.22: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato y dngulo glucosidico
de torsion, x, (véase designacion en la fig. 2.8), para los minimos de dDMP-Na+
complementarios con el par erréneo Ino:Ade(syn) [27].

cdDMPs X1 o1 € ¢ e} 8 ~ O X2 E

dTpdA:dIpdA

dTpdA -103 133 170 282 271 199 57 107 72
dIpdA -116 129 162 286 291 232 32 153 -92

-3050470.88

dTpdA
dIpdA

-124 82 71 43 240 186 52 116 70
-127 102 166 291 276 202 59 122 -98

-3050466.8

dApdG:dCpdIl

dApdG 70 116 185 272 297 180 50 151 -89
dCpdI -143 85 205 238 328 129 66 102 -127

-3060551.72

Angulos en grados (°).
Energia en Kcal/mol.
* Estructura optimizada empleando el programa Gaussian 09D.1 con el funcional PW91 y la base 6 —31gx.

** Estructura optimizada empleando el programa ADF con el funcional PW91 y la base TZP.
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Tabla 4.23: Empaquetamiento del anillo de azicar para los minimos de dADMP-Na+
complementarios con el par erréneo Ino:Ade(syn) [27].

Nucleodsido 5-extremo Nucledsido 3’-extremo
cdDMPs  Empaquetamiento P vy, Empaquetamiento P vz
dTpdA:dIpdA
dTpdA C2’-endo 177 29 C1’-exo 116 42
dIpdA C1’-exo 143 46 C3’-exo 195 39
dTpdA C4’-exo 47 27 C1 -exo 135 36
dIpdA 0O4’-endo 96 28 C2’-endo 164 23

dApdG:dCpdIl
dApdG C1’-exo 135 36 C2’-endo 162 47
dCpdI 0O4’-endo 73 42 0O4’-endo 96 28

P y Umaa en grados (°).
* Estructura optimizada empleando el programa Gaussian 09D.1 con el funcional PW91 y la base 6 —31gx.

** Estructura optimizada empleando el programa ADF con el funcional PW91 y la base TZP.
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Tabla 4.24: Pardmetros de las bases y pares de bases de los dDMP-Na+ comple-
mentarios con el par errdneo Ino:Ade(syn)[27] (véase designacion en la fig. 2.10).

cdDMPs Traslape Buckley o Propeller, » Tilt Roll
dTpdA:dIpdA
dTpdA 1.66
-7.3 4.0 -13.4 -12.1 -5.2 7.1
dIpdA 2.58
dTpdA 0.25
dIpdA 134 -5.9 10.4 -17.6 17.0 177.7 -13.7

dApdG:dCpdIl
10.4 9.7 17.0 -4.9 140.3 -103.2

dApdG 1.35
dCpdI 0

Area de traslape de las bases en Az’ Buckle, Propeller, Tilt y Roll en grados (°).
* Estructura optimizada empleando el programa Gaussian 09D.1 con el funcional PW91 y la base 6 —31gx.

** Estructura optimizada empleando el programa ADF con el funcional PW91 y la base TZP.
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Figura 4.5: Duplex optimizado con DFT del dTpdT:dGpdA con el par errdneo
Gua:Thy, mostrando la superposicion de sus bases apiladas y la posicion mutual
de sus pares de bases.

Figura 4.6: Duplex optimizado con DFT del dGpdA:dTpdA con el par erréneo
Gua:Ade(syn), mostrando la superposicion de sus bases apiladas y la posicion mu-
tual de sus pares de bases.
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Figura 4.7: Conformaciones de duplex con pares erréneos mostrando la super-
posicion de sus bases apiladas. (ARRIBA) dCpdG:dTpdG (Gua:Thy). (CENTRO)
dApdG:dCpdG (Gua:Ade(syn)). (ABAJO) dApdG:dCpdl (Ino:Ade(syn)).
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4.5. Estructuras de cadena tinica

En trabajos anteriores [3, 6, 7, 8], con WCDs, se mostré que desoxidinucledsidos
monofosfatos (ADMPs) con secuencias purina-pirimidina y purina-purina mues-
tran una amplia superposicién en los anillos de las bases, mientras que dDMPs con
secuencias pirimidina-purinag y pirimidina-pirimidina tienen superposiciéon de los
anillos de las bases despreciable o nula. A fin de ver si las regularidades obtenidas,
es decir, si la gran superposicion entre Pyr-Pyr (mostrada en las conformaciones de
cadenas paralelas con el par de Watson-Crick reverso Ade:Thy y en los cdDMPs con
el par erroneo Gua:Cyt) y entre Pyr-Pur(syn) (para las conformaciones con pares
Ade(syn):Thy de Hoosteen y en los cdDMPs con el par erroneo Gua:Ade(syn)) se
cumplen también para estructuras de cadenas tnicas (lo cual conduciria a que son
posibles para WCDs, distinto a lo que se habia encontrado antes), se sometieron a
optimizacion estructuras de dTpdT y dTpdA cortados de los duplex ya optimizados
que presentaron dichas caracteristicas.

En las Tablas 4.25 y 4.26 se encuentran los pardmetros obtenidos para las es-
tructuras iniciales y optimizadas de dTpdT, obtenidas de los duplex con el par no
correcto Gua:Thy y de los de cadenas paralelas que presentaron una gran superpo-
sicion entre Pyr-Pyr después de ser optimizados con DFT. Como se puede observar
en estas tablas, partiendo de distintos puntos y con distintos funcionales se obtu-
vieron paradmetros estructurales casi iguales para todos los dDMPs optimizados,
las torsiones se encuentran dentro de las regiones para los WCDs, ademas de que
presentan un buen traslape entre los anillos de las bases apiladas; sin embargo, se
tienen estructuras fisicamente no realizables, pues presentan un gran dngulo entre
los planos de las bases apiladas (Fig. 4.8), ver angulo ¢ en la Tabla 4.25, lo cual no
se tiene en el ADN ya que de ser asi no podria enrollarse al tener otras interacciones.

Para las optimizaciones con DFT de la estrutura de dTpdA, tomada de los
duplex con pares de Hoogsteen Ade(syn):Thy y del cdDMPs con el par no co-
rrecto Gua:Ade(syn), se obtuvieron resultados semejantes a los ya mencionados,
angulos de torsién en las regiones para los WCDs, superposiciéon sustancial entre
Pyr-Pur(syn) pero un gran dngulo entre las bases apiladas (Fig. 4.9).

De estos resultados, de las optimizaciones realizadas a conformaciones de cade-
na unica dTpdT y dTpdA con gran superposicion de las bases apiladas, se pudo
corroborar que se siguen cumpliendo las consideraciones obtenidas anteriormente:
no es posible tener sustancial traslape de bases Pyr-Pyr y Pyr-Pur(syn) en confor-
maciones de WC; sin embargo, si se pueden tener estas regularidades en diplex no
de WC, ya que se tienen otras interacciones que estabilizan su estructura y dan pie
a estas regularidades.
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Tabla 4.25: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulo glucosidico de
torsion, X, (véase designacion en la fig. 2.8) y valores promedio del dngulo entre los
planos de las bases apiladas, ¢, para los minimos de dTpdT-Na+ con gran super-
posicion entre Pyr-Pyr.

dDMPs X1 51 € ¢ a B 7 X2 ¢
dTpdT:dApdA de cadenas paralelas
dTpdT! -121 141 200 281 287 167 45 82 -118 12

dTpdT:dGpdA con par erréneo Gua:Thy
dTpdT?! -124 143 194 283 287 170 53 81  -125 8

dTpdT? -115 115 186 277 288 173 58 86  -127 8

Angulos en grados (°).
1 dDMP de duplex optimizado con DFT empleando el funcional PBE y la base 6 — 31gx.
2 dADMP de duplex de banco de datos.

* Estructura optimizada empleando el programa Gaussian 09D.1 con el funcional PW91 y la base 6 —31gx.

Tabla 4.26: Empaquetamiento del anillo de azicar y drea de superposicion entre los
anillos de las bases apiladas para los minimos de dTpdT-Na+ con gran superposicion
entre Pyr-Pyr.

Nucleodsido 5’-extremo Nucleodsido 3’-extremo
dDMPs Traslape Empaquetamiento P v, Empaquetamiento P v

dTpdT:dApdA de cadenas paralelas
1.81 C2’-endo 167 31 C4’-exo 60 41

dTpdT:dGpdA con par erréneo Gua:Thy

. C2’-endo 164 35 O4’-endo 73 39
C1 7 -exo 140 34 C47-exo 69 32

Area de traslape de las bases en AQ, P y Umaz en grados (°).
1 dDMP de duplex optimizado con DFT empleando el funcional PBE y la base 6 — 31gx*.
2 dDMP de duplex de banco de datos.

* Estructura optimizada empleando el programa Gaussian 09D.1 con el funcional PW91 y la base 6 —31gx.
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Figura 4.8: Conformaciones de cdDMPs optimizados con DFT que presentaron sus-
tancial traslape entre Pyr-Pyr, mostrando la posicion mutual de sus bases. (ARRIBA-
Izq.) Duplex de cadenas paralelas, dTpdT:dApdA, con superposicion entre las bases
Thy. (ARRIBA-Der.) Estructura de cadena tinica optimizada con DF'T presentando
bases no paralelas, d1pdT, tomada del diiplex con cadenas paralelas mencionado.
(ABAJO-Izq.) Diplex con par no correcto Gua:Thy, dTpdT:dGpdA, con superposi-
cion entre las bases Thy. (ABAJO-Der.) Estructura de cadena tinica optimizada con

DF'T presentando bases no paralelas, dTpdT, tomada del diplex con par erréneo
Gua:Thy mencionado.

Figura 4.9: Conformacion de cdDMPs optimizados con DFT que presentaron sus-
tancial traslape entre Pyr-Pur(syn), mostrando la posicion mutual de sus bases.
(1zQ.) Diplex con el par no correcto Gua:Ade(syn), dTpdA:dGpdA, con superposi-
cion entre las bases Thy-Ade. (DER.) Estructura de cadena itinica optimizada con
DFT presentando gran dngulo entre sus bases, dTpdA, tomada del diplex con par
erréneo Gua:Ade(syn) mencionado.
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Cabe mencionar que, al optimizar los dDMPs con Mecéanica Molecular, dTpdT
y dTpdA que presentaron una gran superposiciéon en los duplex optimizados con
DFT, éstas estructuras de cadena tinica presentan pardmetros geométricos seme-
jantes a los WCDs, ademas de que sus bases apiladas se encuentran paralelas entre
si, ver Fig. 4.10; sin embargo, muestran una gran superposiciéon entre Pyr-Pyr y
Pyr-Pur. Esto nos indica que AMBER no reproduce las regularidades que DFT si
da para dDMPs (DFT realiza célculos mas exactos), con lo cual es claro que el
campo de fuerzas AMBER necesita un mejoramiento en las interacciones de apila-
miento pues considera un poco més de lo normal.

Figura 4.10: Estructuras de cadena unica, dDMPs, tomadas de diplex que presen-
taron una gran superposicion entre Pyr-Pyr. (1IZQUIERDA) dTpdT con gran traslape
entre sus bases apiladas, optimizado con DFT. (DERECHA) dTpdT con gran traslape
entre sus bases apiladas, optimizado con AMBER.






Capitulo 5

Conclusiones

Las leyes fisicas subyacentes necesarias para
la teoria matemdtica de gran parte de la
fisica y la quimica son completamente
conocidas, la dificultad es sélo que la
aplicacion eracta de estas leyes conduce a
ecuaciones mucho mds complicadas de
resolver.

P. A. M. DIRAC, 1929

Los calculos no empiricos de la Mecanica Cuantica realizados a fragmentos mi-
nimos de duplex de desoxidinucledsidos monofosfatos complementarios con iones de
sodio, cdDMPs-Na-+, mostraron que la posicién mutual de las subunidades en con-
formaciones de la familia estructural Z no corresponden a los minimos de energia
de cdDMPs, las disposiciones mutuas de las bases estdn muy lejos de las del duplex
experimental, tal como se habia encontrado antes para dDMPs [3, 8]. Estos resulta-
dos refuerzan la conclusion de que la formacion de las estructuras de la familia Z
se origina a partir de las interacciones del ADN con su entorno, como se sugiere en
la literatura [20].

La posicion mutual de las subunidades en otras conformaciones de hélices do-
bles, tales como diplex de Hoogsteen y estructuras de cadenas paralelas que tienen
apareamiento de nucledsidos diferentes de los de Watson-Crick, asi como estructuras
con pares erréneos, corresponden a minimos de energia de cdDMPs, pero, la de-
pendencia de las secuencias en tales diplex difiere drasticamente de la de los WCDs.

Es notoria la importancia del analisis de estas conformaciones diferentes del mo-
delo de Watson-Crick pues pueden ser participes de distintos procesos y funciones
del ADN en las células. Las optimizaciones realizadas a estos duplex con los dife-
rentes métodos y funcionales permitieron constatar la viabilidad de su estructura.

87
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Del analisis realizado a duplex con pares de Hoogsteen, con las secuencias
dTpdT:dApdA, (dTpdA), y (dApdT)s, es claro que dichas conformaciones presen-
tan buenos parametros estructurales, tal como los WCDs, pero, muestran distinta
superposicion entre los anillos de las bases apiladas al que se tiene en WCDs. Es-
tas conformaciones con pares Ade(syn):Thy de Hoogsteen no tienen secuencias con
traslape base-base casi nulo en los pares apilados, y, en consecuencia, tendrian di-
ficultades para doblarse.

Por otro lado, los célculos realizados a las confomaciones de cadenas paralelas
con el par reverso de Watson-Crick Ade:Thy permitieron obtener interesantes re-
gularidades, ya que, a pesar de presentar sus torsiones dentro de las regiones para
los WCDs, estas estucturas muestran un notorio traslape entre Pyr-Pyr, mientras
que es casi nulo en las secuencias Pur-Pur, Pur-Pyr y Pyr-Pur.

Las regularidades de la disposicion mutual de las bases en fragmentos de WCDs
con pares erroneos difieren de las de los diplex con pares candnicos. Estos arreglos
corresponden a minimos energéticos locales para cdDMPs con pares «no correctosy,
y pueden tener considerables superposiciones de las bases apiladas Pyr-Pyr y Pyr-
Pur(syn). Los enlaces de H «no-estandares» entre los pares de bases que existe en
estos duplex es responsable del desplazamiento de las bases en los patrones de la
posiciéon mutual de nucledsidos vecinos.

Ademas, de los resultados obtenidos al optimizar conformaciones de cadena
unica, dTpdT y dTpdA con gran superposicion de las bases apiladas, se pudo co-
rroborar que se siguen cumpliendo las consideraciones obtenidas anteriormente: no
es posible tener sustancial traslape de bases Pyr-Pyr y Pyr-Pur(syn) en conforma-
ciones de WC; sin embargo, si se pueden tener estas regularidades en diplex no de
WC, ya que se tienen otras interacciones que estabilizan su estructura y dan pie a
estas regularidades.

Los célculos computacionales realizados con DFT empleando los funcionales
PBE (base 6 — 31g%) y PWO91 (base T'Z P) muestran que ambos métodos nos arro-
jan resultados semejantes, siendo buenos para reproducir las caracteristicas estruc-
turales de conformaciones diferentes de los WCDs. En cuanto a los célculos con
Mecéanica Molecular, parece ser que éstos pueden reproducir la mayoria de regula-
ridades reveladas en los célculos de DFT para los cdDMPs. Sin embargo, no es asi
para los dDMPs, no todas las caracteristicas dependientes de la secuencia pueden
ser reproducidas por tales calculos. Obtuvimos evidencia de que AMBER, y posi-
blemente otros campos de fuerza populares, sobrestiman algunas interacciones de
apilamiento.



Apéndice A

Distribucion de angulos de torsion
y de pseudorotacion para las

familias estructurales Al, AIl, BI
y BII

- 90

Figura A.l: Distribucion del dngulo de pseudorotacion, P, del anillo de azicar en las
estructuras optimizadas de dDMPs, correspondientes a diplex diestros. Cada secuencia
de bases se localiza en una circunferencia punteada. Cuatro grupos de secuencias estdn
separados por circulos sélidos. Estos son Pur-Pur: 1-dApdA, 2-dGpdG, 3-dAdpG, 4-dGdpA;
Pyr-Pyr: 1-dCpdC, 2-dTpdC, 3-dCpdT, 4-dTpdT; Pur-Pyr: 1-dApdC, 2-dApdT, 3-dGpdT,
4-dGpdC; Pyr-Pur: 1-dCpdA, 2-dTpdG, 3-dCpdG, 4-dTpdA.

!Graficas tomadas de la Ref.[28]
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APENDICE A. Distribuciéon de angulos de torsion y de pseudorotacion para las
90 familias estructurales AI, AIl, BI y BII

0

Figura A.2: Distribucion de los dngulos de torsion del esqueleto aziicar-fosfato para es-
tructuras optimizadas de dDMPs. Los wvalores promedio de los dngulos de torsion para
cada una de cuatro familias de diuplex en cristales se indican mediante lineas rectas. Otras
designaciones son explicadas en la leyenda de la Fig. A.1.
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