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CAPITULO 1
1.1 INTRODUCCION

La quimica computacional es una rama de la quimica que permite describir por
medio de calculos mateméaticos basados en leyes fundamentales de la mecanica
cuantica y la aplicacion de computadoras, propiedades de sistemas quimicos tales
como la geometria molecular, las energias de las moléculas, la descripcion de la
reactividad quimica, incluso se pueden describir procesos como la interaccion
enzima substrato mediante el uso de diversos métodos computacionales que simulan
el comportamiento de los sistemas estudiados, obteniendo resultados muy proximos
a los resultados experimentales. Los diferentes métodos que pueden ser empleados
en la quimica computacional incluyen la mecanica molecular (MM), métodos
semiempiricos (SE), teoria de orbitales moleculares (OMT) a primeros principios (ab-
initio) y teoria de funcionales de la densidad (DFT). La eleccion del método depende

de la particularidad del problema [1].

Debido a que esta ciencia permite visualizar las moléculas de interés
tridimensionalmente y posibilita evaluar las diferentes caracteristicas que cada
molécula posee, se hace uso de ésta para poder conocer, a partir de una estructura
conocida como el caso de una proteina, como podria interaccionar un farmaco que

actue sobre ella.

Numerosos estudios han demostrado que las enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Parkinson, Huntington, esclerosis lateral amiotréfica y la
enfermedad de Alzheimer (AD), abarcan alteraciones fisioldgicas que desembocan
en estrés oxidativo (OS) y muerte neuronal que dafian al sistema nervioso central
(CNS) progresiva e irreversiblemente, lo cual ha despertado el interés de la
comunidad cientifica por encontrar nuevos farmacos que tengan la capacidad de
revertir estos efectos, ya que los utilizados actualmente solo retienen la enfermedad
pero no evitan que ésta al cabo de un tiempo, termine con el funcionamiento

neuronal dificultando la calidad de vida de las personas que lo padecen.




En la busqueda de alternativas farmacoldgicas se ha recurrido al apoyo de varias
ciencias, como biologia molecular, genética, quimica orgénica, e incluso la quimica
computacional, siendo ésta Ultima cada vez es mas utilizada debido al desarrollo
tecnoldgico de los diversos sistemas computacionales de alto rendimiento que han
hecho posible que se estudien sistemas cada vez mas complejos y con mayor grado
de exactitud lo que ha permitido predecir y esclarecer incognitas que a veces resulta
dificil descifrar en lo experimental [2], razén por la cual se utiliza para elucidar

eventos quimicos y biolégicos a nivel molecular [3].

En este trabajo se estudid la posible interaccién que podria existir entre el péptido
amiloide beta (AB2s.35). que es la secuencia neurotoxica responsable de causar el EO
y la muerte neuronal en la AD [4], y tres aminoestrogenos (Aes): prolame, butolame y
pentolame; que son sustancias con propiedades antioxidantes al poseer en su

estructura un anillo aromatico [5].

Se optimizaron los Aes con los métodos/bases HF/Sto-3g y B3LYP/6-31+g**,
implementados en el programa Gaussian09 [6]. Adicionalmente, se utilizaron como
herramientas computacionales el potencial electrostatico molecular (MEP) y la
funcidn de Fukui (FF) [7,8], utilizando el método B3LYP y el conjunto de base 6-31g**
ademas del programa gOpenmol 3.0 [9] para visualizar las zonas mas reactivas de
los Aes. A partir de los resultados obtenidos se llevd a cabo la optimizacion de
complejos en fase gas y en solucion acuosa usando los métodos/bases HF/Sto-3g y
B3LYP/6-31+g** entre AB,s.35 y cada Aes a fin de demostrar que existe una posible

interaccion entre ambos.




1.2 HIPOTESIS

En base a lo anterior, se puede plantear la siguiente hipotesis:

Los

tres aminoestrogenos prolame, butolame y pentolame interaccionaran

especificamente con el aminoacido 35 (metionina) del péptido ABzs3s, que

consecuentemente permita evitar el dafio que éste ocasiona al sistema nervioso

central.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

1)

2)

3)

Realizar un estudio tedrico computacional de las estructuras electrénicas de
los Aes propuestos a través de la FF y MEP, para demostrar que es posible la

interaccion entre los Aes y el péptido ABs3s.

1.3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Optimizar las estructuras moleculares y calcular las frecuencias de los Aes
con diferentes métodos basados en primeros principios como son métodos ab-

initio y métodos DFT.

Calcular el MEP y la FF de los tres Aes con el método/base B3LYP/6-31+G**
buscando los sitios especificos de interaccion que podrian enlazarse para la

formacion del complejo.

Optimizar con los métodos/base RHF/STO-3G y B3LYP/6-31+G** la formacién

del complejo AB,s.35-Aes en fase gas y en solucién acuosa.




CAPITULO 2
2.1 ANTECEDENTES

La mayoria de las personas suelen preocuparse por las limitaciones a las que se
enfrentan al envejecer, desde la perdida de la audicion, la vision, el equilibrio, pero
definitivamente, lo que mas perturba a una persona que esta llegando a la “tercera
edad” es padecer alteraciones neurodegenerativas, sobre todo las que estan
relacionadas con la demencia, ya que la pérdida de la memoria, la confusién y el

pensamiento lento no son procesos normales ni esperados en el envejecimiento.

Las enfermedades neurodegenerativas (ND) que incluyen la enfermedad de
Parkinson, Huntington, esclerosis lateral amiotréfica y la AD entre otras [10], son
enfermedades en las que dia a dia se intenta encontrar respuestas que despejen las
incognitas relacionadas con la patogénesis y el mecanismo exacto por el cual estas
enfermedades atacan al CNS, ya que conforme pasan los afios, el nimero de
personas que son diagnosticadas con alguna ND va en aumento; nada mas en AD,
se estima que para el 2030 se alcancen los 65,7 millones de personas con esta

alteracion[11].

La razdn por la que aun se desconocen las causas exactas de estas enfermedades,
es porque a pesar de que afectan el NCS, la forma en como actian son diferentes
entre si y cada alteracion no es ocasionada por un solo proceso aislado, sino mas
bien por un conjunto de procesos que involucran factores genéticos, ambientales,

fisiol6gicos y patologicos [12].

La AD es una enfermedad que se caracteriza por dificultar e impedir que las
funciones neuronales funcionen correctamente, culminando en demencia. Esta ultima
involucra diversas alteraciones (Figura 1) como la acumulacién del péptido amiloide
beta (AB), también un lipido transportador de proteinas: apolipoproteina E (apoE) y la
asociacion de los microtubulos de la proteina Tau. Las placas y los ovillos son dos de

las caracteristicas principales de esta enfermedad [13-15].
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Figura 1. Procesos que involucran las causas de EA, la cual se debe entras razones a la
disminucién de la actividad de las enzimas que degradan dicho péptido y a la apoE. El AB
interactia con las células de la membrana y los receptores, alterando las actividades
neuronales como la sinapsis y las funciones mitocondriales [16].

Numerosos estudios en modelos animales y en personas con AD han demostrado
gue existe dafio oxidativo en el sistema nervioso central [17] y se ha observado que
el principal responsable de este evento es la acumulacion del péptido AB que
proviene de la protedlisis de una proteina de mayor tamafio llamada proteina
precursora de amiloide (APP), que se rompe mediante la accion de las enzimas B y

Y -secretasas dando como resultado dos fragmentos: AB;.42y AB1.40 [18,19].




Los estudios in vitro e in vivo muestran que el AB causa oxidacion en proteinas,
lipoperoxidacion, formacién de especies reactivas del oxigeno (ROS) y muerte de
células neuronales en las que la fraccion mas toxica es la correspondiente a AB2s.35
con peso molecular de 160 kD, conformada de 11 a.a (con secuencia
GSNKGAIIGLM) que posee muchas de las caracteristicas del péptido completo (AB;-
40/42), incluyendo efectos neurotdxicos y la capacidad de agregaciébn, mismo
fragmento que para fines préacticos se utiliza como modelo para estudiar sus posibles
mecanismos y como se puede contrarrestar [20,21].

Se ha visto que el aminoacido (a.a) que tiene mayor responsabilidad en la toxicidad
de dicho péptido es el correspondiente al a.a 35 (Metionina), ya que cuenta con un
atomo de azufre capaz de oxidarse con facilidad y formar radicales libres
responsables del proceso de lipoperoxidacién, ocasionando alteraciones en las

células neuronales hasta que éstas dejan de funcionar por completo [20,22].

Las opciones terapéuticas actuales para tratar a esta enfermedad se limitan a
medicamentos cuya funcion es mantener elevadas las concentraciones de los
neurotransmisores en el espacio sinaptico, permitiendo que haya sinapsis, sin
embargo, éstos medicamentos solo prolongan la inevitable pérdida del
funcionamiento neuronal. Debido a que la acumulacién del AB en el CNS desemboca
en estrés oxidativo caracterizado por la acumulacion de radicales libres (FR), se
pretende encontrar moléculas con propiedades antioxidantes capaces de disminuir
dichos efectos a fin de detener, prevenir e incluso revertir esta enfermedad. En este
sentido los antioxidantes presentan efectos neuroprotectores sobre la toxicidad
amiloidea [23-25].




Los antioxidantes son sustancias que tienen la capacidad de retardar o prevenir la
oxidacion de ciertas sustancias, actuando como un sistema de prevencion, un
sistema barredor o bien de reparacion [27]. Cada antioxidante tiene una afinidad por
captar determinados tipos de FR, asi que para considerar una sustancia como
antioxidante debe tener como caracteristica presentar un grupo hidroxilo para
estabilizar los FR asi como presentar un anillo aromatico, el cual participa en la
deslocalizacion del electrén por medio de resonancia y con ello estabilizar la reaccién
[26]. Dentro de los mejores antioxidantes que presentan efectos neuroprotectores
destacan la Vitamina E, la melatonina y los estrégenos [28-31]. Estos ultimos han
demostrado tener efectos neuroprotectores, sobre todo el 17B-estradiol que se ha
visto involucrado en la inhibicion de la lipoperoxidacion, la sintesis de
acetilcolinotransferasa y la disminucion de AB [32-35]; sin embargo, los procesos por
los cuales estos estrégenos ejercen estos efectos en el NCS son ambiguos, y su uso

se ve debatido debido a que desencadenan efectos tromboemboliticos [36].

Ahora bien, existen un grupo de Aes de origen sintético que al haber sido
administrados en roedores han tenido efectos estrogénicos y ademas
anticoagulantes, llamados: 17B-Aes, entre los que se encuentran Prolame (17B-(3-
hidroxi-1-propilamino)1,3,5,(10)-estratrien-3-ol), Butolame (178-(4-hidroxi-1-
butilamino)-1,3,5,(10)-estratrien-3-ol) y Pentolame (17B-(5-hidroxi-1-pentilamino)-
1,3,5,(10)-estratrien-3-ol) (figura 2), estos Aes poseen una modificacion en el nucleo
del grupo esteroideo en la posiciéon C17, donde el grupo HO- es sustituido por un

grupo amino [37].




Estructura -R

Estradiol -OH
Prolame -NH(CH,)s0H
Butolame -NH(CH,),OH

Pentolame -NH(CH,)sOH

Figura 2. Estructura de los 17R-aminoestrogenos: prolame, butolame y pentolame [38].

Las pruebas realizadas con estos compuestos han sido principalmente enfocadas a
sus propiedades antitrombéticas, debido a que producen efectos estrogénicos
similares a los del estradiol, pero con menor actividad estrégenica. Estas moléculas
son prometedoras para el tratamiento de cancer prostatico [39] y, debido a que
poseen caracteristicas antioxidantes al contar con un grupo fendlico, actian como
antioxidantes teniendo efectos neuroprotectores [40], estos efectos se han estudiado
en el Aes Prolame, en donde se observé una mejoria significativa en la memoria
espacial y una disminucion de la lipoperoxidacion y ROS [41]. Sin embargo aun se

desconoce el mecanismo de accion por el cual ejercen dichos efectos.




Capitulo 3 Teoria

3.1 Fundamentos Teoéricos

La quimica computacional tuvo su auge a partir de los afios 70 cuando se empez6 a
recurrir al uso de la computadora orientado al disefio de moléculas empleado
principalmente por las empresas farmacéuticas. Los resultados obtenidos a partir de
aproximaciones matematicas eran cada vez mas especificas y cercanas a la
realidad, lo cual permiti6 que esta disciplina fuera aceptada por la comunidad
cientifica creciendo cada vez mas y obteniendo mejores equipos de supercomputo
gue permitieron alcanzar resultados precisos con una menor inversion de tiempo y

dinero.

Las bases de esta disciplina estan cimentadas en la fisica clasica de Newton y de
Maxwell, quien junto con Hertz (1865 y 1888 respectivamente) trataron de describir
el comportamiento eléctrico como una onda electromagnética. Las contribuciones de
Max Planck y Albert Einstein, permitieron establecer teorias que permitieran explicar
el comportamiento del electron y concluyeron que el electrén tenia la dualidad onda-
particula. Asi fue como Niels Bohr relaciond la fisica clasica y el comportamiento real
de los electrones para el aomo de Hidrogeno y Louis de Broglie por su parte
especuld que la materia, como la luz, puede mostrar dualidad onda-particula. Fue en
1926 que Erwin Schrédinger propuso una aproximacion matematica en la que dicho
comportamiento se pudiera describir por medio de una funcion de onda. A partir de
aqui surge la quimica cuantica que tiene su base en la ecuacion de Schrddinger y
cuya resoluciéon desemboca en ecuaciones complejas para ser resueltas, por lo que
se ha recurrido a diferentes métodos de aproximacion, con el fin de estudiar
propiedades moleculares a nivel microscopico acercandose considerablemente a la
realidad [42].




3.2 ECUACION DE SCHRODINGER

La ecuacion de Schrddinger es la base de la quimica cuantica, porque predice la
energia y la funcion de onda de un sistema tomando en cuenta a los electrones de

cada particula, incluso si ésta es polielectronica.

Hay dos tipos de ecuacion de Schrddinger, la independiente y la dependiente del
tiempo, siendo ésta Ultima expresada de la siguiente forma:

ih % (1 t) (1)
2w Ot

h? —~
l— 5 v?Z 4+ Vl Y7t =
8m m

En donde ¥ es la funcién de onda, m es la masa de la particula h es la constante de
Planck, V es el campo potencial donde se mueve la particula, V? el operador
Laplaciano que describe la energia cinética del sistema.

La ecuacion mas utilizada en los modelos computacionales es la independiente del
tiempo. Aplicando el método de separacion de variables, esta ecuacion se deriva de
la ecuacion (1), en la que se considera que el operador de energia potencial es
dependiente de la posicion pero no del tiempo, simplificandose la ecuacion de

Schrédinger como se muestra a continuacion:
HY@ =EP@) (2

Aungque aparenta ser una ecuacion muy sencilla en realidad es muy compleja y en
donde el término E corresponde a la energia mientras que H corresponde a un
operador diferencial que incluye la energia cinética y potencial de nudcleos y
electrones, conocido como operador Hamiltoniano que en unidades atémicas tiene la

siguiente representacion:
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En donde p y v representan a los nucleos, mientras que i y j a los electrones, siendo
el primer término correspondiente a la energia cinética de los electrones, el segundo
es la energia cinética de los nucleos, el tercero corresponde a las repulsiones entre
los nucleos, el cuarto término corresponde a la energia potencial de las atracciones
entre los electrones y el ndcleo y el dltimo término corresponde a las repulsiones
entre los electrones, por lo tanto la ecuacion de Schrodinger adquiere la siguiente

forma:
HY(T'R) = E(7.R) (4)

donde ¢ es la funcion de onda que depende de un conjunto de componentes de

vectores que describen la posiciéon de cada particula, 7 la de los electrones y R la de

los nucleos.

El objetivo de la quimica cuantica computacional es resolver esta ecuacion para un

sistema molecular y obtener la energia y funcién de onda del mismo.




3.3 APROXIMACION DE BORN Y OPPENHEIMER

En 1927 Born y Oppenheimer encontraron una manera de simplificar la resolucion
del Halmitoniano, la cual se basa en el hecho de que los nucleos son mucho méas
pesados que los electrones, por lo que éstos Ultimos se mueven mucho mas rapido
permitiendo despreciar el movimiento de los nucleos considerandolos en un estado
estacionario. Por lo tanto, la distribucion electronica depende esencialmente de la
osicién de los nucleos y no de su velocidad [43]. Reordenando la ecuacién (4) ésta

se puede expresar de la siguiente manera:

A =0y R) +TyN(R) ()

En dondeTN(Ti) es la energia cinética de los nucleos que queda separada de

Flel(?,fe’) gue es el Hamiltoniano puramente electrénico y que puede ser expresado

como:
elec 62 2 nucl elec elec elec nucl nucl (6)
Z,Z
MR =) (G a7 )~ L D L L D
H111|rl ll]>L|rL_r| M1y>ﬂ|Rﬂ_RU|

Mientras que la funcién de onda puede ser expresada como un producto de dos

funciones a través de la siguiente ecuacion:

¥(7,R) = pel(*R) - on(R) (7)

en donde las coordenadas de los electrones estan referidos al centro de la masa de
la molécula, por lo que sustituyendo la ecuacién (5) y (7) en la ecuacion (4) la

ecuacion de Shrodinger se puede expresar de la siguiente forma:

[Hei(7R) + Ty(R)[wei(7. R) - on(R) = Evpel(7.R) - 9N (R) (8)




Si se considera la configuracion nuclear fija, R serd Rg , omitiendo los términos de la
energia cinética nuclear, la ecuacion de Shrodinger para el Hamiltoniano electronico

se escribe:
Hei(7.Ro)y% (7. Ro) = EXy (7. Ro) 9)

Acorde con la idea de que los electrones se mueven mas rapido que los nucleos,
cuando éstos cambian su configuracion, los electrénes inmediatamente se ajustan y
por lo tanto la energia electrénica varia ligeramente como una funcion de los
parametros que definen la configuracion nuclear generandose una red de puntos de
energia para cada estado electronico que constituye la superficie de energia

potencial U%(R) (energia electrénica incluyendo la repulsion nuclear).

De acuerdo a lo anterior, se puede definir el hamiltoninano nuclear efectivo como:

nucl

9> > 9 > (10)

PPN . 1
n — n _ —
W(R) = UR(R) -3 ; <6xﬁ “ovz "oz

En esta ecuacion se puede apreciar que el operador Hamiltoniano incluye a los
operadores que representan las energias electronicas y nucleares, por lo que la

ecuacion de Shrondinger se escribe como:

HY(R)oN(R) = Eron(R) (11)

donde E; representa las energias totales de la molécula.

A pesar de la simplificacibn de la ecuacion de Shrondinger ésta solo puede
resolverse exactamente para sistemas monoelectronicos, por tal motivo para poder
resolverla para sistemas polielectronicos se recurre a soluciones aproximadas, ya
gue la funcién de onda contiene toda la informacion necesaria para calcular las

propiedades moleculares del sistema.




3.4 METODO HARTREE FOCK

La base del método Hartree Fock (HF) es suponer que la funcién de onda de muchos
cuerpos es un determinante de Slater de orbitales de una particula [44]. Esto
garantiza la antisimetria de la funcion de onda y considera la energia de intercambio
[45,46]. La aproximacion principal es llamada aproximacion de campo central. Este
método no incluye las repulsiones coulémbicas electrén-electron en el célculo, pero

su efecto neto estéa incluido.

El método HF es un método variacional, lo cual significa que las energias
aproximadas calculadas son iguales o mas grandes a la energia exacta o
experimental [47]. Este método consiste en buscar orbitales y, (espin-orbitales) que

minimicen la energia del sistema segun la ecuacion:

Tllpa) = £a|¢a> (12)

donde ¢, es la energia del orbital y F es el operador Fock el cual se define como:

For)=htro+ ) @) k) (13)
b

Este operador consiste en tres términos, el primero es la suma de la energia cinética

para un electrén mas la energia potencial de la atraccion del electrén 1y los nucleos:

M) = —3VE- > 24 (4

2 T
— T14

el segundo y tercer término corresponden al operador couldémbico y al operador de
intercambio j, y k, respectivamente:

Jp(T)Wa(ry) = (qlb(rz)|TI21|!Pb(r2))q’a(r1) (15)

kp(r)Wo(r1) = (P () |ri3 |Pa(r2))¥p(re) (16)




Para obtener la expresion del operador couldombico que describe el promedio de las
interacciones entre los electrones, se considera una funcion que es producto de

funciones de onda vy, normalizada para cada electron.

El operador Fock depende de funciones propias que no son conocidas inicialmente,
por lo que las ecuaciones HF deben ser resueltas iterativamente mediante el
procedimiento llamado método del campo autoconsistente (SCF, por sus siglas en
inglés) proceso que termina cuando la diferencia entre dos interacciones
consecutivas es menor que el limite establecido en el parametro de convergencia
[48-52].




3.5 TEORIA FUNCIONALES DE LA DENSIDAD

La Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT, por sus siglas en inglés), aplicada a
sistemas electronicos, es un procedimiento variacional alternativo a la solucién de la

ecuacion de Schrodinger.

En 1964, Hohenberg y Kohn demostraron que el estado basal de la energia
electrénica, la funciébn de onda y las demdas propiedades electrOnicas, estan
determinadas completamente por la densidad electrénica p,. Por lo que se puede
decir que la energia del estado basal E, es funcional de la densidad electronica y es
considerado como el primer teorema de Hohenberg y Kohn [53]:

Ey = Eo[pol (17)

El segundo teorema de Hohenberg y Kohn establece que el funcional de la densidad
Ey[po] toma un minimo valor para p=po es decir Ey[p’] en la que la funcién de onda

normalizada del estado fundamental minimiza la integral variacional:

Eolp] =2 Eolpo]l Si p#po  (18)

Dado que la energia en el estado fundamental es la suma promedio de la energia

cinética electronica, atracciones electron-nucleo y repulsiones electron-electron:

E=T+ VNE + Vee (19)

y puesto que la energia es un funcional de la densidad, entonces cada uno de estos
promedios se puede expresar en términos de un funcional de po y la ecuacion (19)

ahora se puede escribir como:

Eo = T[po] + Vnelpol + Veelpol (20)




En la ecuacion (20) se pueden observar dos términos: la parte dependiente del
sistema Vyg[pol vy la independiente con validez universal que se representa como Fyg,

llamado funcional de Hohenberg-Kohn:

Fuklpol = Tlpol + Veelpol (21)

Sin embargo este funcional no nos dice como obtener E, ni tampoco po por lo que
Kohn y Sham en 1965 idearon un método para obtener poy a partir de éste E, La

manera simplificada la ecuacién de Kohn y Sham propuesta por Perdew es [54]:

Blpl = Tolo) + Velo) + 5 [ Z 22 v ar, + B o) (22

En donde el método serad exacto siempre y cuando se conozca el término de

intercambio y correlacion E,. , el cual esta dado por la expresion:

Eyc[pol = Ex[pol + Ec[po] (23)

Donde E, es la energia de intercambio y E. de correlacion. Sin embargo, como la
dependencia funcional de E,. con la densidad p, es desconocida, estara intimamente
relacionada con la aproximacion utilizada para proporcionar la forma al funcional de
intercambio y correlacion. Algunas formas de obtener el término p, se clasifican en
[47]:

e Aproximacion local de la densidad (LDA)

Este método conocido como LDA por sus siglas en inglés, considera que si la
densidad p varia de forma extremadamente lenta con la posicion, la energia E[py] —

E[p] est4 dada por:

ELP4[p] = f p (Mg (p)dr (24)




Donde la integral se desplaza sobre todo el espacio y E,.[p] es la energia interna de
intercambio y correlacion por electron en un gas de electrones homogéneos y con

densidad p.

Dentro de este método existe la denominada aproximacion local de la densidad de
espin (LSDA por sus siglas en inglés) en donde se separa la densidad electrénica
segun el espin en p°(r) originada por lo electrones de espin a y en p#(r) debida a los
electrones con espin B. Con esta idea, Exc Se convierte en un funcional que depende

de las dos densidades:

E, = E[pa; pﬁ] (25)
e Correccion por gradiente

Las aproximaciones LDA y LSDA dependen de la densidad electronica p que varia
lentamente con la posicion. Ambas aproximaciones se pueden mejorar si se corrigen
mediante la variacion de la densidad electrénica con la posicion. Esto se hace

incluyendo un gradiente de p* y pfen el integrando de la ecuacion (24):

E5é*[p% pP] = f f (0% pB,vp=,VpF)dr  (26)

Donde f es una funcion de la densidad de espin y sus gradientes. Las letras GGA se

refieren a la aproximacion de gradiente generalizado (GGA por sus siglas en inglés).
e Métodos hibridos

Estos métodos son ampliamente usados debido a que mezclan los funcionales de
intercambio de Hartree-Fock con intercambio-correlacion DFT. Uno de los
funcionales hibridos mas utilizados es el B3LYP y cuya energia se define como
[55,56]:




EFYP = (1 - a)E{*® + aE'F + bEP®® + cEZYP + (1 - EPS?  (27)

Como se puede observar de la ecuacion anterior Effes la energia de intercambio
Hartree Fock y los pardmetros a, b y ¢ fueron elegidos de tal manera que los célculos
concordaran con los datos experimentales. Cabe sefialar que el niumero 3 del
funcional hibrido (B3LYP) se debe a que hay tres coeficientes que definen el tipo de

combinacion.




3.6 FUNCIONES BASE

El conjunto de funciones base son descripciones mateméaticas utilizadas para
describir la forma de los orbitales en el 4&tomo. La mayor parte de los métodos
mecano-cuanticos moleculares comienzan el calculo con la eleccion de las funciones
base. EI menor niumero de funciones posibles es conocido como funcién de bases
minimas. El uso de una base adecuada es un requerimiento esencial para el éxito del
calculo [49-51].

3.5.1 TIPOS DE FUNCIONES BASE

Los dos tipos de funciones de base mas utilizados, llamados también orbitales
atomicos (aunque en general no resuelven la ecuacion de Shrddinger), son los

orbitales de tipo Slater (STO) y los de tipo gaussiano (GTO).

Los orbitales de tipo Slater tienen la forma:

Xste = Nrn-le=¢y, (0,¢)  (28)

donde N es la constante de normalizacion, Y, son las funciones conocidas como
armoénicos esféricos, mientras que { es el exponente orbital de Slater, r es la

distancia electron-ndcleo y n es el niumero cuantico principal.

Los orbitales de tipo gaussiano pueden escribirse en término de coordenadas polares

o cartesianas, ecuaciones (29a) y (29b) respectivamente:
X670 = Nr(n-2-De=Cry, (0,¢) (29a)

XG6TO — leymzne—ar2 (29b)

donde la suma de I,m,n determinan el tipo de orbital. Por lo tanto para un orbital s la
suma de los tres nimeros cuanticos sera igual a cero, mientras que para un orbital p
la suma sera 1y asi sucesivamente. a es el exponente del orbital gaussiano. De esta
forma los programas para realizar calculos de estructura electronica transforman las

coordenadas cartesianas en funciones esféricas.




3.5.2 BASES POLARIZADAS

La division de valencia permite cambiar el tamafio de los orbitales, pero no su forma.
Las bases con polarizacion evitan esta limitacion al adicionar orbitales con mayor
momento angular respecto al requerido para la descripcion basal de cada atomo. La
base 6-31G(d) también conocida como 6-31G*, le suma funciones de base tipo d a
los atomos pesados. Otra base polarizada conocida es la 6-31G (d, p) 0 6-31G**, la
cual suma funciones base tipo p al atomo de hidrégeno y funciones base tipo d sobre
atomos pesados.

3.5.3 BASES DIFUSAS

La incorporacion de funciones difusas permite a los orbitales ocupar un espacio
mayor, esto extiende las regiones de valencia y representan muy bien las regiones
donde los enlaces son débiles como es el caso de las interacciones por puente de
hidrogeno. Las funciones difusas se representa por un signo + en la funcion. La base
6-31+G** incorpora una base doble de valencia dividida con polarizacion y funciones

difusas en atomos pesados y ligeros [50].




3.7 SUPERFICIE DE ENERGIA POTENCIAL

Debido a que los electrones son mas ligeros que los nucleos, la parte electronica de
la funcién de onda puede responder en forma instantanea a cualquier movimiento
nuclear. En la aproximacion de Born- Oppenheimer es posible tener una superficie
de energias potenciales obteniendo la energia electrénica para cada conjunto de

arreglos nucleares.

La superficie de energia potencial o PES por sus siglas en inglés, también llamada
superficie de potencial o mas correctamente superficie de energias potenciales,
describe la energia de la molécula en funcion de su geometria: longitudes de enlace,
angulos de valencia, angulos de torsiébn o cualquier otro parametro para definir la
geometria. Dado que las moléculas por lo general contienen varios atomos y se
requieren muchos parametros para describir la geometria, es dificil calcular y dibujar
este tipo de superficie de tres dimensiones, puede visualizarse como una sabana que
puede contener crestas y valles, representando ciertos puntos estacionarios. (Figura
3).

Minimo Punto silla
local

Figura 3. Representacion gréfica de la superficie de energia potencial.




Los puntos criticos que pueden aparecer en la superficie de energia potencial son:

e Minimo global: Es la energia més baja e indica la conformacion mas estable.
Solo existe un minimo global para cada molécula y todas sus frecuencias
vibracionales son positivas.

e Minimo local: son conformaciones estables aunque menos que la global. Al
igual que un minimo global también presenta frecuencias positivas.

e Punto de silla o de inflexién: representan conformaciones de transicion entre
minimos. Ademas se caracterizan por presentar al menos una frecuencia

negativa.

3.8 POTENCIAL ELECTROSTATICO MOLECULAR (MEP)

Conocidos como MEP, por sus siglas en inglés, son usados para el analisis de
procesos basados en el reconocimiento de las propiedades fisicas como puede ser la

densidad electrénica de una molécula.

Su representacion es usada para entender entre otras cosas, por qué razon las
moléculas prefieren unirse entre si de cierta manera. Por ejemplo, en una reaccion
guimica, una molécula A y otra molécula B pueden interaccionar y unir sus regiones
de alta y baja densidad electronica (regiones azules de una molécula y rojas de la
otra) estableciendo una serie de interacciones enlazantes que son de primordial
importancia para la constitucion de la nueva molécula. Otro posible ejemplo es la
interaccion enzima-substrato donde es usada para interpretar y predecir el
comportamiento reactivo de dicho sistema quimico en reacciones nucleofilicas o
electrofilicas. Lo anterior no significa forzosamente que las moléculas se unan
estableciendo un enlace covalente o iénico, sino mas bien interaccionan a base de
fuerzas eléctricas existentes en una molécula y otra. EI MEP permite el estudio de
procesos biolégicos al representar las posibles interacciones de enlaces o puentes
de hidrégeno lo cuales son consideradas como una herramienta util en el estudio de

reactividad molecular.




De esta manera las uniones serdn mas fuertes conforme los colores azules y rojos
sean mas intensos; de esto ultimo se traduce en moléculas mas polares, con mayor
polarizacion de su densidad electronica hacia ciertos sectores de la misma. Por lo
anterior, la visualizacion codificada de colores del MEP proporciona el

comportamiento quimico de las moléculas.

El MEP es fundamental para describir y entender el fendmeno de la reactividad
debido a que es la fuerza motriz de las interacciones a larga distancia. El potencial
electrostéatico creado por los nicleos y los electrones de un sistema molecular en el

espacio circundante viene dado por la siguiente ecuacion [7,57, 58]:

B ZA o(r)dr
v ‘Z(um—ﬂ _j |r'—r|> (30)

A

donde ZA es la carga del nucleo A, localizado en RA. El signo de V(r) en cualquier
punto depende de donde son dominantes los efectos de los nucleos o de los
electrones. En el caso de MEP, la inexistencia de maximos locales permite explicar la
diferencia entre reacciones electrofilicas y nucleofilicas.

El potencial electrostatico ha sido aplicado como una aproximacién para conocer la
reactividad de las moléculas, de esta forma, los valores mas negativos del V(r) se
interpretan como sitios para un ataque electrofilico al considerarse zonas ricas en
electrones, mientras que valores positivos del V(r) se interpretan como sitios para un
ataque nucleofilico, por tal motivo, el potencial electrostatico se ha utilizado como
base para el andlisis cualitativo de reconocimiento de las interacciones biologicas

enzima-sustrato.




3.9 FUNCION DE FUKUI

El término de la funcién de Fukui f(;) es igual a la derivada parcial de la densidad

electronica p(r) con respecto al numero de electrones N manteniendo constante el
potencial externo.

ap(r) (31)

JON

f(r) =

v

Esto es fundamental debido a que una reaccion quimica implica un cambio en la
densidad electrénica [59]. Este término permite definir el cambio en la densidad
electronica en una region determinada cuando cambie el nUmero de electrones o el
cambio en el potencial quimico y es debido a una perturbacion externa. Parr y Yang
propusieron asociar a la funcion de Fukui con indices de reactividad por medio de las

siguientes ecuaciones:

f~ =lax(N) — qx(N — 1)] (32a)

ff=lax(N+ 1) — q,(N)] (32b)

o - 7+ rq(N+1)—q(N— 1] (320
== 3

En ataques electrofilicos, cuando N se disminuye, la funcion de Fukui es (32a): f~,
mientras en un ataque nucleofilico, N aumenta y la funcion es (31b): f*. Para
reactivos neutros (radicales, por ejemplo), la funcién de Fukui es (32¢): f°. La

funcién de Fukui es un indice de reactividad local muy importante dado que involucra

variaciones en la densidad electrénica producto de cambios en los orbitales frontera.




Capitulo 4
4.1. Metodologia

Una metodologia sencilla y eficiente que ya ha sido empleada en otros trabajos
desarrollados en el Laboratorio de Quimica Tedrica fue empleada para llevar a cabo
el presente trabajo de investigacion.

Se comenzo realizando las matrices de las estructuras de los tres aminoestrégenos:
Prolame, Butolame y Pentolame en el programa GaussView 5.0 [60] tomando como
referencia las estructuras citadas en los articulos de Fernandez-G y Lemini [61,62],
quienes han trabajado con estos Aes y han obtenido las estructuras cristalogréaficas

de los aminoestrogenos Prolame y Pentolame respectivamente.

Posteriormente se realizo la optimizacion de las geometrias moleculares en fase gas
asi como el céalculo de frecuencias para asegurar que las geometrias obtenidas
correspondieran a un minimo (todas sus frecuencias positivas), los métodos/base
utilizados fueron: HF/STO-3G [63,64] AM1 [65], B3LYP/6-31+G** [66,67] y MO05/6-
31+G** [68,67].

Siguiendo la misma metodologia y a partir de las geometrias optimizadas de los tres
aminoestrogenos en fase gas, se realizG el calculo de optimizacidn en solucion
acuosa empleando el método continuo polarizado (PCM por sus siglas en inglés)
[69], el cual se basa en definir la cavidad de la molécula como una serie de esferas
atomicas fusionadas, tomando en cuenta el efecto de polarizacion del solvente por
medio de su constante dieléctrica que en el caso del agua corresponde a 78.3553.
Ademas se procedié nuevamente a realizar un calculo de frecuencias con los
mismos niveles de teoria con sus correspondientes conjuntos de funciones base para

asegurar el minimo conformacional de cada aminoestroégeno.

El péptido AB2s35 no fue optimizado, solo se le hizo un calculo puntual con el
método/base HF/3-21G ya que proviene de la base de datos RCSB Protein Data
Banck [70], adicionalmente se realiz6 el calculo del potencial electrostatico con el
método/base B3LYP/6-31+G**.




De los diferentes métodos empleados, a partir de las estructuras optimizadas en
B3LYP/6-31+G** se realiz6 el célculo del potencial electrostatico molecular y la
funcion de Fukui f*con el mismo método y base (B3LYP/6-31+G**). Esto permitid
conocer los puntos mas reactivos de los tres aminoestrégenos, por lo tanto, a partir
de este punto se prosiguié a construir los complejos entre cada uno de los tres
aminoestrogenos y el péptido AB2s.3s.

Los complejos fueron divididos en dos grupos: 1)Grupo A, integrado por aquellos
compuestos en los que el extremo alifatico (especificamente el grupo HO-
correspondiente a la cadena alifatica de cada Aes interaccionarian con el azufre del
a.a 35 correspondiente a la metionina (Met) y 2) Grupo B, conformado por los
complejos en los que el grupo funcional que interaccionaria con el azufre del a.a Met

es el fenilo (correspondiente al del anillo aromatico A). (Figura 3).

Figura 3. Estructura general de los Aminoestrégenos, en el que se muestra dentro del ovalo el
grupo funcional més préximo a interaccionar con Met. 1)Corresponde al grupo A y 2) corresponde
al grupo B de complejos.

Una vez construidos los complejos a parir de las geometrias optimizadas de cada
Aes en fase gas y de la estructura de rayos-X de AB2s 35, todos lo complejos tanto del
grupo A como del grupo B fueron optimizados con los métodos/base HF/STO-3G y
B3LYP/6-31+G** en fase gas y en solucion acuosa. Con el fin de esquematizar de

manera gréafica la metodologia empleada, se construye el siguiente diagrama:




Revision
bibliografica

Optimizaciony Fase Gas
calculode En fase Funcién de .
frecuencias de En fase gas acuosa MEP de Aes Fukui f* Complejos =
Aes Solucién
acuosa
Célculo puntual | |MEP de AB5s.
de AB;s5.35 35

Diagrama 1. Diagrama de flujo de la metodologia empleada en la tesis

Finalmente para la visualizacion de las estructuras optimizadas se utilizo el programa
GaussView 5.0 [60]. Para visualizar el potencial electrostatico y la funcion de Fukui
se utilizo el programa gOpenMol 3.0 que se encuentra disponible en la red de forma

gratuita [9].




CAPITULO 5

Resultados y discusién

En capitulos anteriores de hizo mencién de la quimica tedrica computacional y sus
aplicaciones a modelos bioldgicos, por lo que la parte tedrica y experimental son
ciencias que congenian para obtener mejores resultados que permitan responder a
las preguntas de investigacion, lo cual es posible gracias al desarrollo de
supercomputadoras que permiten obtener resultados mucho mas rapido que si se
hicieran en una computadora convencional. Lo anterior ha permitido obtener
resultados del estudio quimico-teorico realizados en esta tesis para demostrar que la
interaccion entre los Aes y el péptido AB,s.35 s posible, por lo que este capitulo esta
enfocado a dichos resultados.




5.1 Optimizacion y frecuencias.

Las estructuras moleculares pueden encontrarse en una conformacion estable o bien
en un estado de excitacion, por lo tanto a fin de asegurar que lo aminoestrogenos se
encontraban en una conformacion estable se realiz6 la optimizacién y célculo de
frecuencias de prolame, butolame y pentolame en fase gas y con los métodos/bases
previamente descritos en la metodologia. Estos resultados pueden observarse en la
figura 5, en el que cada aminoestrogeno mantiene su estructura en los diferentes
métodos/bases, conservando la orientacién de los atomos y la estereoquimica de
éstos, ademas todas las frecuencias obtenidas fueron positivas, lo que se traduce a
estructuras estables.

Aes AM1 HF/STO-3G B3LYP/6- MO05/6-31+G**
31+G**

Prolame

Butolame

Pentolame

Figura 5. Estructuras obtenidas por los diferentes métodos de estructura electrénica en fase gas.




A partir de las estructuras optimizadas en fase gas y utlizando los mismos
métodos/bases, se obtuvieron las estructuras optimizadas en fase acuosa con el
modelo de simulacion PCM, dichas estructuras se muestran en la figura 6, en los que
el efecto del disolvente no cambia la estructura de los tres Aes, ni tampoco la

orientacion de los atomos.

Aes
Prolame

Butolame

Pentolame

Figura 6. Estructuras obtenidas por los diferentes métodos de estructura electronica en solucion
acuosa.

Lo anterior sugiere que los métodos mantienen la estructura de los tres
aminoestrogenos en los diferentes métodos/bases, tanto en fase gas como en

solucién acuosa.

De acuerdo a las estructuras anteriores, tanto en fase gas como en solucién acuosa,
se pueden obtener los valores estructurales de los tres Aes, los cuales aparecen en
las tablas siguientes (1-3) en donde se muestran algunas distancias y angulos de los
tres Aes, asi como los valores reportados experimentalmente para prolame y

pentolame.




Tablal. Distancias de enlace (A) y angulo (°) seleccionados del Aes Prolame

Reportado[61] AM1 RHF B3LYP MO05
Gas Aqueous Gas Aqueous Gas Aqueous Gas Aqueous
N-Ci7 1.496 1.445 1.448 1.483 1.486 1.457 1.463 1.452 1.457
0:-C3 1.371 1.377 1.377 1.396 1.396 1.375 1.377 1.369 1.371
C20.C21 1.504 1.519 1.519 1.546 1.547 1.523 1.523 1517 1.517
N-Cio 1.480 1449 1.451 1485 1.487 1.464 1.467 1.459 1.462
02-Ca 1.421 1.420 1.422 1436 1.436 1.434 1.439 1.427 1.432
C19-Cao 1.526 1.528 1.527 1.545 1.546 1.523 1.532 1.525 1.525
C17-N-Cio 110.9 115.0 1145 1149 1147 117.6 117.0 116.2 115.7
0:-C3-C4 121.5 1225 1224 1229 122.9 1225 1223 122.2 122.1
N-C17-Ci3 115.9 1189 118.8 120.4 120.4 121.1 120.9 120.3 120.2
C19-C20-C21 115.0 110.4 110.5 112.1 1122 113.7 113.9 112.6 1128
0:-C3-C; 119.3 116.6 116.7 117.6 117.7 117.6  117.7 117.7 1177
N-C17-Cis 1151 111.7 112.0 109.5 109.5 110.4 110.3 110.0 109.9
N-C19o-C2o 114.0 112.8 113.4 109.8 109.9 110.4 110.7 110.1 1104
0,-C21-Coo 114.1 107.7 107.9 108.7 108.9 108.7 109.2 107.9 108.4

En la tabla 1 se observan los valores obtenidos en el aminoestrogeno prolame, en

donde se obtuvieron valores cuyas distancias de enlace y angulos reportados

experimentalmente y los obtenidos en los diferentes métodos/bases casi no difieren

entre si, aunque las diferencias encontradas son mayores en la fase gas, lo cual

indica que los calculos en solucion acuosa se aproximan ain mas a lo experimental.

Por otro lado en la tabla 2, se muestran los datos obtenidos en el aminoestrogeno

butolame y aunque no existen valores reportados experimentalmente hasta el

momento, se puede los valores oscilan muy poco.

Tabla 2. Distancias de enlace (A) y angulo (°) seleccionados del Aes Butolame

Reportado AM1 RHF B3LYP MO5
Gas Aqueous Gas Aqueous Gas Aqueous Gas Aqueous
N-Ci7 ke 1.443 1.447 1.483 1.486 1.455 1.462 1.450 1.456
0:-Cs3 ke 1.377 1.377 1.396 1.396 1375 1.377 1.369 1.370
C1Cax ke 1520 1.521 1548 1.549 1525 1.525 1518 1.518
N-Cig ke 1.448 1.450 1.487 1.489 1.467 1471 1.463 1.464
02-C2 ke 1420 1.422 1.436 1.436 1.436 1.440 1.429 1.433
C19-C20 ke 1531 1.530 1548 1.548 1541 1.540 1534 1.531
C17-N-Cyo ke 116.1 115.6 115.7 1157 118.7 118.0 116.9 117.9
0:-C3-Cs ke 1225 1224 1229 1229 1225 1223 1222 122.1
N-C17-Ca3 ke 118.7 118.7 120.0 120.2 120.7 120.6 119.6 120.3
C19-C20-C21 ke 1125 1129 113.0 1137 1146 115.6 113.3 115.1
0:-C3-C, ke 116.6 116.7 117.6  117.7 117.6 117.6 117.6 117.7
N-C17-C1s6 ke 112.2  112.2 109.8 1095 1109 110.7 111.3 109.4
N-Ci19-C2o ke 113.6 114.2 111.4 11222 112.0 1126 110.9 1128
02-C2-Co1 ek 108.3 108.3 110.1 110.1 109.9 1103 109.1  109.7
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En la tabla 3, cuyos valores corresponden a la estructura del aminoestrogeno
pentolame se puede observar que las diferencias entre los valores de las distancia
de enlace reportadas y las obtenidas en los diferentes métodos son minimas, sin

embargo, nuevamente lo mejores resultados se obtienen en la fase acuosa.

Tabla3. Distancias de enlace (A) y angulo (°) seleccionados del Aes Pentolame

Reportado[62] AM1 RHF B3LYP MO5
Gas Aqueous Gas Aqueous Gas Aqueous Gas Agueous
N-C17 1.472 1.444 1.447 1.484 1.486 1.458 1.463 1.452  1.457
0:-C3 1.378 1.377 1.377 1.396 1.396 1.375 1.377 1.369 1.371
C22.Co3 1.534 1512 1.519 1552 1.552 1532 1.530 1.525 1.524
N-Cio 1.472 1.448 1.450 1.487 1.489 1.468 1.471 1.460 1.464
0,-Cys 1.419 1.415 1.418 1.434 1.435 1431 1.438 1.424 1.431
C19-Cxo 1.534 1.529 1.529 1.548 1.548 1.539 1.539 1.530 1.529
C17-N-Cyo Fkkkk 116.1 115.7 116.3 116.1 118.4 117.6 118.3 117.6
0,-C3-C4 ko 1225 122.4 1229 122.9 1225 1224 122.2 122.1
N-C17-Ci3 Fkkkk 118.7 118.7 120.3 120.4 120.5 120.3 120.3 120.2
C19-C20-C21 kk 112.1 1123 112.1 1124 113.3 113.6 112.6 113.1
0,-C3-C, Fokkkk 116.6 116.7 117.6  117.7 117.6 117.6 117.7 1177
N-C17-Cis Fkkkk 112.0 112.2 109.3 109.1 110.9 110.9 109.3 109.2
N-C19-C20 kkk 1142 114.3 1125 1129 112.8 1129 112.8 113.3
02-Cp3-C22 ool 1129 112.8 113.3 1133 1135 1134 112.7 1125

En general existen diferencias minimas entre los valores obtenidos en los distintos
métodos y los valores reportados, siendo diferencias de cen y mil, lo cual demuestra
gue los calculos quimico-computacionales son muy proximos a los reportados
[61,62].

Para saber qué método se desviaba menos de las estructuras cristalograficas, se
realiz6 una comparacion entre los enlaces que se obtuvieron experimentalmente y
los obtenidos por los diferentes métodos computacionales, tomando como referencia
los valores de las distancias y angulos de enlace de las estructuras en rayos X de

Prolame y Pentolame (Ver tabla 4).




Tabla 4. Desviacion estandar (o) de prolame y pentolame de las distancias de enlace
(A) y los angulos (°) en los diferentes métodos computacionales en gas y en solucion.

O AM1 O HF/sto-3g O B3LYP/6-31+G** T M05/6-31+G**
Prolame Enlacesgas 0.02071 0.01688 0.02225 0.01641
Enlacesagua 0.02012 0.01901 0.01692 0.01581
Angulosgas 2.557 2.56348 2.64456 2.59877
AnguloSagua  2.50419 2.53766 2.53223 2.98999
Pentolame  Enlacesgas 0.01242 0.01027 0.00833 0.00858
Enlaces agua  0.01401 0.00676 0.00911 0.00719

En el caso del Aes Prolame se compararon las distancias de enlace asi como los
angulos de enlace, obteniendo desviaciones estandar (o) menores a 1 para los
enlaces y menores a 3 para los angulos, lo que significa que estos valores son muy

préximos a los establecidos experimentalmente.

En las distancias del Aes Prolame y Pentolame el método en el que se obtuvo la o
menor fue M05 y B3LYP respectivamente, aunque todos los valores son menores de
0.05, para el caso de los angulos fue AM1 seguido de HF, la o oscila entre 2.5y 2.6,
lo que cual indica que para este tipo de moléculas existe una buena correlaciéon entre

los métodos y los datos experimentales.




5.2 Potencial electrostatico molecular (MEP) y la Funcién de Fukui (FF).

Después de realizar las correspondientes optimizaciones de los tres Aes en gas, el
siguiente paso fue graficar el MEP y la FF de estas moléculas con el fin de conocer

los puntos mas reactivos de éstas.

Al péptido AB,s.35 también se le realiz6 el estudio de MEP con el objetivo de conocer
su distribucion electrénica (ver figura 7) en donde se observdé que la parte
corresponde a los a.a metionina (Met) y a lisina (Lys) tuvieron valores negativos del
potencial electrostatico que esta representado en color azul y que corresponde a
zonas con una alta densidad electronica.

Estos a.a promueven la formacion de radicales libres y modulan las propiedades
neurotéxicas de este péptido debidos al azufre de la metionina y al nitrégeno de la
lisina, induciendo el estrés oxidativo y la muerte de neuronas en el cerebro de
pacientes con EA [71,72].

Figura 7. MEP del péptido AB2s.3s. El color azul con valores de -0.01 a.u. muestra los sitios
electrofilicos del péptido en los a.a Lisina y metionina.




Lo anterior sugirid que estos sitios podrian interaccionar con moléculas capaces de
ceder electrones, ya que el péptido actia como un acido de Lewis capaz de aceptar
electrones para formar un enlace y/o estabilizarse, es decir, tiene el comportamiento

de un electrofilo.

Debido a que el péptido actia como un electréfilo en los sitios correspondientes a la
metionina y lisina, se necesitan moléculas nucleofilicas capaces de ceder electrones
para que se pueda llevar a cabo la interaccién entre éste péptido y dichas moléculas.
Razon por la cual se realizé un estudio de reactividad en los Aes, utilizando el MEP y
las FF en la superficie molecular a fin de visualizar claramente la distribucion
electronica de éstos y por lo tanto encontrar los puntos que mejor podrian

interaccionar con el péptido.

Al calcular el MEP se observo que en los extremos de estos Aes habian sitios con
una deficiencia de densidad electronica representada en color rojo en la zona
correspondiente a los hidrogenos de los grupos HO-, los cuales podrian ser capaces
de ceder un electron, realizando un ataque nucleofilico, por lo que se prosiguid a
calcular la f* para conocer los sitos mas nucleofilicos y que por lo tanto podrian
interaccionar mejor con la Met y/o Lys del péptido (Figura 8), los valores obtenidos
estan expresados unidades atomicas (a.u.) que van de -0.07 a 0.07, en donde los
valores negativos se representan en color azul mientras que los valores positivos se

en color rojo.

En los resultados obtenidos se observd que los extremos de los Aes
correspondientes al radical HO- del anillo aromatico (HO-aomatico) Y al radical HO- de
la cadena alifatica (HO-airaico), presentaron propiedades nucleofilicas (representados
por el color rojo), lo que permitié establecer que los grupos HO-aomatico Y HO-alitatico
podrian ser capaces de interaccionar con el péptido, especificamente con la Met y/o

Lys.




Butalame

Prolame
Pentolame

-0.06

-0.07

Figura 8. MEP y FF de Prolame, Butolame y Pentolame. El color rojo con valores de 0.07 a.u.
muestra los sitios nucleofilicos. Se puede observar claramente que los extremos de estas moléculas
correspondientes a los hidrégenos de los grupos —OH, tienen caracteristicas nucleofilicas, por lo que
éstos podrian interaccionar con el péptido AB2s.3s.

Debido a que el péptido tiene un exceso de carga electrénica en las zonas de los a.a
de Met y Lys y los aminoestrégenos una deficiencia de ésta, se sugiere que la
interaccion entre estos aminoestrégenos sea posiblemente por puentes de
hidrégenos, ya que los donadores y aceptores en los puentes de hidrégenos de las
moléculas son claramente revelados por regiones electropositivas y electronegativas

respectivamente en el potencial electrostatico.

La metionina tiene caracteristicas de ser solamente aceptor de electrones, el a.a
lisina es solamente donador, mientras que en los aminoestrogenos los grupos HO-
del grupo alcohol y fenol pueden actuar como aceptores o donadores en la formacion
de puentes de hidrégenos y todos estos (Met, Lys y los grupos HO-) asi como las
moléculas bioldgicas tienden a formar enlaces por puente de hidrogeno de caracter
moderado [73].




4.3 Complejos ARz 35-Aes

Después de haber obtenido los resultados de MEP y FF, se concluyé que podria
haber una interaccion entre cada Aes: Prolame, Butolame y Pentolame con el
péptido ARys3s, sobre todo con el a.a metionina el cual actia como un sitio
electrofilico que podria aceptar electrones provenientes de los Aes, ademas de que
se le ha atribuido a este a.a la mayor toxicidad del péptido debido a su facil oxidacién
gue desencadena alteraciones quimico-bioldgicas en los cerebros de pacientes con
la EA. [20]

Es por eso que al realizar los complejos se hizo un énfasis en la interaccion de los

radicales HO-gjitaico Y HO-aromatico CON €l azufre correspondiente al a.a metionina.

Cada Aes formd el complejo dos veces, una en la que el grupo HO-gjaico que
interaccionaria con el azufre de la metionina (grupo A) y otro complejo en el que el
grupo que interaccionaria con el azufre fuera el HO-gomatico (grupo B), de tal manera
gue se obtuvieron seis diferentes complejos en fase gas y 6 complejos en fase
acuosa, asi el Prolame tendria 2 complejos diferentes en fase gas y 2 complejos
diferentes en solucion acuosa, o mismo para los otros dos aminoestrogenos

evaluados.

Todos los Aes tuvieron una tendencia a interaccionar con el azufre de la metionina y
ademas el extremo contrario también interacciono con otros aminoacidos como la
lisina, aspargina (Asn) y serina (Ser) para los diferentes Aes, conservandose dichas

interacciones en la fase acuosa (ver tablas 2-5).

La atraccion mutua que tienen los extremos de los Aes y el péptido propone una
posible interaccion entre estas moléculas, muy probablemente por puentes de
hidrogeno debido ademéas de las caracteristicas del potencial electrostatico, a la
distancia que hay entre los grupos HO- y el azufre de a.a metionina, ya que la
distancia debe oscilar entre los valores de 1.2 — 3.2 aproximadamente [73]. Por esto
en las tablas se dan los valores de las distancias entre el Hidrogeno correspondiente

al grupo —OH y el atomo del a.a con el que esta interaccionando.




En los complejos cuyo extremo alifatico estd mas proximo al azufre (Figura 9 y 10),
gue corresponden al grupo A de complejos, mantuvieron las mismas interacciones
en fase gas y en fase acuosa, pero se alteraron las distancias de enlace debido a

gue el agua influye en este sistema.

Lo mismo ocurre para los complejos del grupo B, es decir los complejos en los que
se toma el extremo aromatico para tratar de interaccionar con el azufre, (figura 11y
12) en donde las interacciones se mantienen, pero las distancias de enlace cambian

de la fase gas a la acuosa (ver tablas 5-8).

4.3.1 Complejos del grupo A

Aminoestrégenos | HF/sto-3g (Gas) HF/sto-3g (PCM)

Prolame-AB,s ;5

Butola me'Ast-gs




Pentolame-AB,; 35

Figura 9. Complejos del grupo A, con el método HF, en donde las distancias entre el péptido y
cada Aes estd representada por A y B en gas mientras que en solucion acuosa pora 'y b.

HF/sto-3g Gas Solucién Acuosa
Enlace (A) Angulo O-H---B Enlace (A) Angulo O-H---B
©) ©)

Prolame  Smer-HOuimatco 2.293 (A) 1771 2.418 () 169.9

NLys--HO aromatico 1.792 (B) 172.0 1.730 (b) 171.8
Butolame  Smer-HOuitatico 2.302 (A) 174.2 2.417 (a) 179.1

Nasp~-HO aromatico 1.870 (B) 170.8 2.087 (b) 162.7
Pentolame  Smer-HOuitatico 2.315 (A) 174.9 2.302 (a) 176.8

Oser-HOmromético 1.647 (B) 159.3 1.593 (b) 162.9

Tabla 5. Se muestran las distancias obtenidas en el método HF/sto-3g en gas y disolucidn, entre los
extremos —OH de cada Aes y el péptido AB2s3s, asi como el dtomo del a.a con el que estdn
interaccionando y el dngulo entre O-H---B en donde B es el dtomo del a.a del péptido interaccionando
con el Aes.




Aminoestrégenos

B3LYP/6-31+g** (Gas)

Prolame-AB,; ;-

Butolame-AB s 35

Pentolame-AB,s. 35

Figura 10. Complejos del grupo A, con el método B3LYP, en donde las distancias entre el péptido y cada

B3LYP/6-31+g** (PCM)

Aes estd representada por C y D en gas mientras que en solucion acuosa por c y d.




B3LYP 6/31+g** Gas Solucién Acuosa
Enlace ()  Angulo O-H--B  Enlace (&)  Angulo O-H--B

) )
Prolame Sme-HOuitaico _ 2.500(C) 166.6 2.418(c) 170.0
Niys--HOmomatico ~ 1.818(D) 171.6 1.730(d) 171.8
Butolame  Smer-HOuiaico  2.440(C) 176.1 2.417(c) 179.1
Nasp-HOuromaico  2.107(D) 161.8 2.087(d) 162.7
Pentolame  Smer-HOuitsico  2.540(C) 139.9 3.234(c) 93.9
Oser-HOuomaico ~ 1.918(D) 165.7 1.825(d) 1735

Tabla 6. Se muestran las distancias obtenidas en el método B3LYP/6-31+g** en gas y disolucién, entre
los extremos —OH de cada Aes y el péptido AB2s-35, asi como el dtomo del a.a con el que estdn
interaccionando y el dngulo entre O-H---B en donde B es el dtomo del a.a del péptido interaccionando
con el Aes.

Como puede observarse, en este grupo de complejos el extremo alifatico de los tres
Aes interacciona con el azufre correspondiente al aminoacido de la metionina, sin
embargo, el extremo aromatico interacciona con diferentes a.a. ElI Prolame
interacciona con el a.a Lys, mientras que Butolame y Pentolame con el nitrégeno del
a.a Asn y el oxigeno del a.a Ser respectivamente, en donde Asn tiene el
comportamiento de aceptor mientras que el a.a Ser de donador en la formaciéon de

puentes de hidrogeno [73].




4.3.2 Complejos del grupo B

Aminoestrégenos

HF/sto-3g (Gas)

Prolame-AB,; ;-

Butola me-A825.35

Pentolame-AB,s 35

HF/sto-3g (PCM)

Figura 11. Complejos del grupo B, con el método HF, en donde las distancias entre el péptido y cada Aes estd

representada por Ay B en gas mientras que en solucion acuosa poray b.




HF/sto-3g Gas Solucién Acuosa
Enlace () Angulo O-H--B  Enlace (&) Angulo O-H--
) B ()
Prolame  Sme-HOwomaico  2.29307(A) 165.3 2.24032(a) 170.9
Niys--HOuitaico ~ 1.84416(B) 160.1 1.78584(b) 169.1
Butolame  Smer-HOuwomatico  2.25417(A) 165.8 2.24401(a) 166.9
Niys--HOuitaico  1.87806(B) 173.7 1.81371(b) 174.3
Pentolame  Sper-HOaomatico  2.27953(A) 170.9 2.23054(a) 172.5
Niys--HOuitaico  1.88302(B) 171.6 1.81008(b) 172.5

Tabla 7. Se muestran las distancias obtenidas en el método HF/Sto3g en gas y disolucion, entre los
extremos —OH de cada Aes y el péptido ABzs3s, asi como el dtomo del a.a con el que estdn
interaccionando y el dngulo entre O-H---B en donde B es el dtomo del a.a del péptido interaccionando

con el Aes.

Aminoestrégenos B3LYP/6-31+g** (Gas)

Prolame-AB,; ;5

Butolame-AB,; 5

B3LYP/6-31+g** (PCM)




Pentolame-AB ;.35

Figura 12. Complejos del grupo B, con el método B3LYP, en donde las distancias entre el péptido y cada
Aes estd representada por C y D en gas mientras que en solucién acuosa por c y d.

B3LYP/6-31G**

Gas

Solucién acuosa

Enlace () Angulo A-H--B (°) Enlace (A) Angulo A-H--B (°)

Prolame Set-HOaromatico
N Lys™" Hoalifético

Butolame Set-HOaromatico
N Lys™" Hoalifético

Pentolame  Spei--HOaromatico
N Lys™" Hoalifético

Tabla 8. Se muestran las distancias obtenidas en el método B3LYP/6-31+g** en gas y disolucién, entre
los extremos —OH de cada Aes y el péptido AB2s-35, asi como el dtomo del a.a con el que estdn
interaccionando y el dngulo entre O-H---B en donde B es el dtomo del a.a del péptido interaccionando

con el Aes.

En este grupo de complejos, los aminoestrégenos tienen la misma tendencia a
interaccionar con los a.a Met y Lys, diferenciandose solamente en las distancias
existentes entre estos. El efecto de solvatacion posiblemente mejoré las distancias
entre las interacciones de estos Aes, al influir en la estructura del péptido permitiendo

gue éste se encontrara en una conformacion que permitié la mejor interaccién con

cada Aes.

2.425(C)
1.890(D)

2.389(C)
1.899(D)

2.416(C)
1.898(D)

163.9
153.6

162.4
168.3

170.9
171.6

2.417(c)
1.833(d)

2.350(c)
1.872(d)

2.387(c)
1.830(d)

173.2
162.5

173.2
162.5

172.5
172.5




Para poder evaluar si una interaccion es posible por puentes de hidrégeno, se toman
en cuenta la modificacién estructural del complejo A-H---B, es decir, el enlace
covalente que existe entre A-H, en donde A se caracteriza por ser mas
electronegativo que H (hidrogeno) vy la interaccion H---B en la que B debera contener
un par de electrones libres. Con base en esto se pueden clasificar los puentes de
hidrégeno en tres categorias: fuertes, moderados y débiles (ver tabla 6).

Fuertes Moderados Débiles

Longitud del enlace B-—H (A°) ~1.2-15 ~15-2.2 2.2-3.2
Longitud del enlace A-—B (A°) 2.2-25 2532 3.2-4.0
Angulo (A-H---B) (°) 175-180 130-180 90-150
Energia de enlace (Kcal/mol) 14-40 4-15 <4
Frecuencia de vibracion IR (% de variacion relativa) 25% 10-25% <10%

Tabla 6. Clasificacion de las interacciones de puentes de hidrogeno segun Jeffrey [74].

Con base en esta clasificaciéon y tomando en cuenta la distancia B---H y el angulo O-
H---B, se puede observar que todos los complejos pueden formar puentes de

hidrogeno con el péptido, siendo este enlace de naturaleza moderada.

El grupo de complejos que presentd una distancia H--B menor y angulos cercanos a
180° fue el grupo B, de los cuales el prolame en HF tuvo mejores distancias de
enlace y angulos tanto para la interaccion con el azufre de Met como para el
nitrogeno de Lys, en B3LYP Butolame obtuvo la mejor distancia y angulo de enlace
para el azufre de Met en comparacion de los otros dos Aes, mientras que para la

interacciéon con el N de Lys fue el Prolame.

Es muy probable que el grupo B presentara mejores distancias y angulos, debido a
las propiedades del grupo fenilo, el cual al tener un anillo aromatico permite una
mejor estabilizacion del azufre que es rico en electrones, a diferencia del grupo HO-

alifatico que parece interaccionar mejor con el nitrégeno de Lys.




Como se ha observado in vitro que el 17 3-estradiol tiene efectos neuroprotectores
contra la toxicidad del ARys3s debido a su capacidad antioxidante que permite
disminuir la peroxidacion lipidica [74], y dado que los 17 -aminoestrogenos tienen
funciones y caracteristicas similares a la del estradiol, estos Aes también pueden
funcionar como neuroprotectores y un posible mecanismo de accion de éstos podria
ser por medio de la interaccidén con el ARRs.35 estabilizando este péptido y por lo
tanto, reduciendo la toxicidad que éste induce en las neuronas.

Por estas razones es interesante hacer notar de manera enfatica que estos Aes
pueden considerarse como moléculas potenciales para el tratamiento de

enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer.




Conclusiones.

ml

El calculo del potencial electrostatico y la funcién de Fukui, permiti6 observar
que los extremos de los aminoestrégenos son los sitios que mejor
interaccionan con el péptido ABzs.3s al tener grupos HO- con una carga
electrénica deficiente en sus hidrégenos que permiten la interaccién en zonas
con una alta densidad electrénica, dichas zonas en el péptido corresponde a

los aminoé&cidos Metionina y Lisina.

La formacién de los complejos Aes-AB,s.3s fue posible para todos los
aminoestrogenos, en el que la interaccion entre éstos es por medio de

posibles puentes de hidrogenos.

Es muy probable que la interaccion Aes-AB,s3s sea de acuerdo a los
complejos del grupo B, en donde el grupo fendlico de los aminoestrégenos

estd mas proximo al azufre de la metionina.

Los aminoestrégenos que mejor podrian interaccionar con el ABjs3s son
Prolame y Butolame al presentar las mejores distancias y angulo de enlace

por puente de hidrégeno.




Perspectivas

ml

Realizar un estudio quimico-computacional mas detallado como el basado en
la teoria de atomos en moléculas que permitirh conocer con mayor precision
las distancias de enlace y las energias de éstas, para confirmar que la
interaccion por puentes de hidrogeno entre el péptido AB y los tres

aminoestrogenos es posible.

Dado que los aminoestrogenos tienen caracteristicas antioxidantes, seria
factible conocer si interaccionan con los radicales libres que se forman por el
estrés oxidativo, caracteristico de la enfermedad de Alzheimer, y qué

aminoestrogeno podria actuar como un mejor antioxidante.
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