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Resumen

En el presente trabajo se hard un andlisis conformacional de subunidades de hélice doble
del ADN, en particular de nucledsidos. Se usardn dos conjuntos de métodos principales para
realizar la optimizacion geométrica de estas estructuras: el método de Mecdnica Molecular
(MM) usando diferentes campos de fuerzas implementados en el software AMBER, en
particular BSC1, FF99 y OL15, y utilizando también el campo de fuerzas CHARMM,; y el
método de Mecdnica Cudntica (MC), usando la Teoria de Perturbacion de Méller-Plesset
(MP) y la Teoria de Densidad de Funcionales (DFT), con conjuntos base y funcionales
diferentes, respectivamente.

Ademds, se incluirdn estudios de trayectorias con Dindmica Molecular (DM) de los diferentes
nucledsidos en condiciones ambientales usando el software AMBER y cdlculos considerando
agua como solvente implicito siguiendo el método de solvatacion de Generalized Born
(GBIS).

También se hardn estudios estructurales de nucledsidos modificados, en particular
nucledsidos de isocitosina, 5-metilcitosina, uracilo, 8-oxoguanina, 8-oxoadenina y de
hipoxantina, y derivados de la citosina.

En general, la coherencia de los resultados es notable, ya que, para la mayoria de las
estructuras consideradas, los diferentes métodos arrojan resultados similares. Sin embargo,
se observa una discrepancia notable en el caso de la desoxicitidina, donde la clase
conformacional mds favorable varia segun el método utilizado.

Con base en estos resultados se hicieron comparaciones entre los diferentes métodos
utilizados. Aunque los resultados cualitativos con CHARMM muestran similitudes con los
resultados de MC, no podemos afirmar que sea superior a AMBER en la reproduccion de las
preferencias energéticas de las clases conformacionales. CHARMM predice como mds
favorable la clase conformacional AAOO para ambas pirimidinas, mientras que con métodos
de MC solo es mds favorable para la desoxicitidina.

Por otro lado, los cdlculos con solvente implicito arrojaron resultados similares a los
realizados sin solvente, indicando que la presencia del solvente no afectd significativamente
los resultados. Ademds, los cdlculos de MP2 con un conjunto de bases mds extendido
también mostraron similitudes con los obtenidos usando un conjunto de bases menos
extendido.






Indice de contenido

(@7 To 1 U] (o T IR 1} d o To [V /ol e o A PSP 7
1.1 La Importancia del Estudio del ADN........coocuiiiiiiiiieiiiiee et e e e e s e e ssareee s 9
1.2 El Estudio del ADN €N 1@ HiStOria. .. ueeeiueeerieeiiieesiee ettt 10

Capitulo 2. ESTructura del ADN .......ccueiiiieiiiiee et cetee et e e e e e stae e e e eaaa e e e e enaaeeeenns 13
2.1 2 YT N g 0= o= o b= 1SR 13
2.2 DESOXIITIDOSA ettt sttt ettt et st s b e b e neennees 16
23 NUCIEOSIAOS ..ttt ettt ettt e st e st e e et e e sbee e st e e sabeessneeesabeeeaneas 19
2.4 Parametros EStrUCTUIAIES .......eiiiuiiiiiie ettt ettt s 21
2.5 Niveles de Organizacion del ADN..........ueeeiiuiiieeiiee et ee e e e eiree e e e e e e e abeee e eeares 23
2.6 Clases Conformacionales y Familias del ADN........cccuereieiiieeieciiee et eiae e 26

(07 ToT{ U] (o T0C TR \V/ 1= doTo [o] o} -{ - [N USRS 30
3.1 Modelo de Mecanica MOIECUIAK ......cc..ooiiiiiiieee e 31

3.1.1 CaMPOS A8 FUBTZAS....eeiiiviieeieitieeeecitee e e eeitee e e sette e e e sstee e e e sbaeeessbeeeessbtaeessseeeessnseneassnns 31
3.1.2 Optimizacién Geométrica con Mecdnica Molecular........ccocccvvieeeeieeciiiiiieeeee e, 32
3.13 Simulaciones de Dindmica MOIECUIAN ......c.coiuieiiiiiiiee e 34
3.14 Método de solvente IMPIICITO ....cc.veeiieeiieec e e 35
3.2 Modelo de Mecanica CUANTICA.....c.uereiriiiiieieeeesee et 37
321 METOAO D INTTIO...c.ueietieiieeeree e e e e 37
322 Teoria del Funcional de 1a Densidad ..........cccoceeieeriiriiniieneeeeecee e 38
3.2.3 Optimizacién Geométrica con métodos de Mecdnica Cudntica..........cccovveeeecvveeeenns 39

Capitulo 4. RESUHAUOS ..eeeveeiieeeeee et e e e e e e e e et e r e e e e e e e enanns 41
4.1 DesoXinUCledSidos NAtUFAlES .......coeiiiiiiiiiieieetee ettt 42
4.2 Nucledsidos con bases Modificadas.........cocveveeriiriinieiieiceee e 57

Capitulo 5. CONCIUSIONES ......cooeeiirieiiee e ettt e eeeear e e e e e e e e e bbrrreeeeeeeesessssrsareeesessennns 65

= F=T =T o Tol I TSP PR PRSP 67




Indice de Figuras

Figura 2.1: Estructura de purina y pirimiding.........cceecuieiiiiiieeecieee e e e e e e 13
Figura 2.2: Bases nitrogenadas del ADN ..........oocuiiiiiiiiieeeiiieee et vee e e ree e e aree e e e 14
Figura 2.3: Emparejamiento de WatsSon Y CricK.......oucuueiiiiiiiiiiiiec it 15
Figura 2.4: Estructura de |a desoXirribosa.......cccciiiieciiiii e e e 16
Figura 2.5: Empaquetamiento del @ZUCAr ........cccuieiieiiiee ettt e e ree e e e 17
Figura 2.6: Circulo de pseudorrotacion de [a ribosa. .......c.cccveiieiiiieiiniiiie e 18
Figura 2.7: Estructura de desoxinucledsido y desoxinucledtido. ........cccceeecveieecciieeecciee e 19
Figura 2.8: Cadena polinucleotidica del ADN .........coiiiiiiiiiiiiiieeiie et e e svee e e s 20
Figura 2.9: Orientaciones anti (izquierda) y syn (derecha) ilustradas para purinas .........ccccecuveeneen. 21

Figura 2.10: Designacién de los angulos de torsion para un desoxidinucledsido mono-fosfato

(ADIVIP) <.ttt e et e e ee et eeee st e e e ee et e en e st en e eenaer e en e eneenens 22
Figura 2.11: Parametros sobre la disposicion de 1as bases.......cccvvvvevieiiiiiiiee et 23
Figura 2.12: Doble hélice del ADN.........ooi ittt e e e are e e e e aree e e eabe e e e enreee e ennes 24
Figura 2.13: Niveles de organizacion del ADN ........cocciieiiiiiieeiiiee e eriee e esree e esree e e sree e s sreee s sanes 25
Figura 2.14: Familias A-ADN, B-ADN Y Z-ADN .......ooiiiiiiieeiiiiteeectee e esteeeesvee e e ssree e e savaeeessaveeessnanees 26
Figura 4.1: Designacion de los dngulos de torsién para dDMP y para desoxinucleédsidos ............... 41

Figura 4.2 Estructuras del nucledsido desoxiguanosina optimizadas geométricamente con
diferentes métodos (BSC1, CHARMM, PBE Y IMP2) ....c..coviiriiriiiinieeieenieeneesresieeieenieeseeesneesnseenseens 45

Figura 4.3: Angulos de torsién en trayectoria de dindmica molecular tomando como estructura
inicial el nucledsido desoxitimidina en conformaciéon BB0O, con temperatura de 298K y con agua
(ole] g Yo Yo ] \VZ=Y oN I oY o] [Tl o TN RSP 48

Figura 4.4: Angulos de torsién en trayectoria de dindmica molecular tomando como estructura
inicial el nucledsido desoxitimidina en conformacion BB0O, con temperatura de 298K y sin
0] 1Y7=] 01 T OO O TP OORUPPRTUUPPRUPPRRPRPO 48

Figura 4.5: Angulos de torsién en trayectoria de dindmica molecular tomando como estructura
inicial el nucleésido desoxitimidina en conformacion AAQOO, con temperatura de 298Ky sin
0] 1Y7=] 01T OO TP O SUPPRTUPPPRUPPTRPRPON 49

Figura 4.6: Angulos de torsién en trayectoria de dindmica molecular tomando como estructura
inicial el nucleésido desoxitimidina en conformacion AAQOO, con temperatura de 298K y con agua
COMO SOIVENTE IMPIICITO. 1oiiieiiee e et e et e e et e e e e be e e e e abae e e eeabaeeeeeanes 50



https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505934
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505935
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505936
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505937
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505938
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505939
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505941
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505942
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505943
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505943
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505944
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505945
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505946
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505947
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505948
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505950
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505950
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505950
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505951
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505951
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505951
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505952
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505952
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505952
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505953
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505953
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505953

Figura 4.7: Resultados para desoxicitidina en las clases conformacionales BBOO (izquierda) y AAOO
(derecha), obtenidos de optimizaciones considerando agua como solvente implicito en
AMBER/BSCL1 (arriba) y CHARMM (@D@JO) ..eccveeiuieiiieiieieeieesteesieeseeete e e e e steestaesaesveeveebaesaenseas 52

Figura 4.8: Resultados para desoxicitidina en las clases conformacionales BBOO (izquierda) y AAOO
(derecha), obtenidos usando el software ADF con los funcionales PW91 (arriba) y PBE-D (abajo). 53

Figura 4.9: Angulos de torsidn en trayectoria de dindmica molecular tomando como estructura
inicial el nucleésido desoxicitidina en conformacién BB0OO, con temperatura de 298K y sin solvente.

Figura 4.10: Angulos de torsién en trayectoria de dindmica molecular tomando como estructura
inicial el nucledsido desoxicitidina en conformacién BB0OO, con temperatura de 298K y con agua
(ole] g Yo Yo ] V2T oY I oY o] [Tl o TN PP 54

Figura 4.11: Angulos de torsién en trayectoria de dindmica molecular tomando como estructura
inicial el nucledsido desoxicitidina en conformacién BB0OO, con temperatura de 298K y sin solvente.

Figura 4.12: Angulos de torsién en trayectoria de dindmica molecular tomando como estructura
inicial el nucledsido desoxicitidina en conformacién BB0OO, con temperatura de 298K y con agua
(ole] g Yo Yo ] V2T oN I oY o] [Tl o TN USSR 56

Figura 4.13: Nucledsidos modificados considerados para pirimidinas: Desoxiudirina (dU),
nucledsido de 5-metil citosina, nucledsido de 2-oxo pirimidina, nucledsido de 2-amino 4-oxo
pirimidina, nucledsido de 4-oxo pirimidina y nucledsido de 2-oxo 5-amino pirimidina. De izquierda
a derecha y de arriba a abajo. Todas en conformacién BB0O optimizadas con MP2. ...................... 58

Figura 4.14: Desoxiguanosina y nucledsidos modificados considerados para purinas: 8-
oxoguanosina, 8-oxoadenosina e inosina (nucledsido de hipoxantina). De izquierda a derecha y de
arriba a abajo. Todas en conformacién BB0OO optimizadas con PBE. ..........cccceeeeieeiccciee e, 62



https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505954
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505954
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505954
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505955
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505955
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505956
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505956
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505956
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505957
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505957
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505957
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505958
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505958
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505958
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505959
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505959
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505959
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505960
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505960
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505960
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505960
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505961
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505961
https://correobuap-my.sharepoint.com/personal/jose_picenom_alumno_buap_mx/Documents/Tesis/Tesis%20Maestria%20-%20JAPM.docx#_Toc151505961

Indice de Tablas

Tabla 2.1: Angulos de torsidn caracteristicos de algunas clases conformacionales Ay B del ADN. Los

angulos de torsion estan expresados €N [T]. .. 28
Tabla 4.1: Resultados obtenidos para desoxiadenosina (dA) con métodos de MMy MC. .............. 43
Tabla 4.2: Resultados obtenidos para desoxiguanosina (dG) con métodos de MM y MC. .............. 44
Tabla 4.3: Resultados obtenidos para desoxitimidina (dT) con métodos de MMy MC................... 46
Tabla 4.4: Resultados obtenidos para desoxicitidina (dC) con métodos de MMy MC. ................... 51
Tabla 4.5: Resultados obtenidos para desoxiuridina (dU) con métodos de MMy MC. ................... 57

Tabla 4.6: Resultados obtenidos para el desoxinucledsido de 5-metil citosina con métodos de MM
Y IMIC. oottt ettt ettt e et ettt ettt n et en ettt et es s et enanens 59

Tabla 4.7: Resultados obtenidos para el desoxinucledsido de 2-oxo pirimidina con métodos de MC.

Tabla 4.8: Resultados obtenidos para el desoxinucledsido de 2-amino 4-oxo pirimidina (isocitosina)
(oo YW g1l doTe [ T3Ne 1IN Y/ [ U UTP 60

Tabla 4.9: Resultados obtenidos para el desoxinucledsido de 4-oxo pirimidina con métodos de MC.

Tabla 4.10: Resultados obtenidos para el desoxinucledsido de 4-oxo pirimidina con métodos de
IVIC. ettt ettt st sttt ettt s ae e st st et e b e b e e s bt e eh et s Rt e et e et e e b e e sateease e bt e be e b e e heenheeeaee et e e beeshaesaeesanesane 61

Tabla 4.11: Resultados obtenidos para el desoxinucleésido de 8-oxo guanina (8-oxo guanosina) con
METOAOS AE IMIM Y IMIC. ...ttt e et e e et e e e et e e e e e ab e e e eenaseeaeensraeeeenabeeeeennseneeensens 62

Tabla 4.12: Resultados obtenidos para el desoxinucleésido de 8-oxo adenina (8-oxoadenosina) con
METOAOS B IMIC. ...ttt ettt sttt e st e sttt e s bt e s bt e e sabeesabaeesabeesabaesasbeesabeesnseenn 63

Tabla 4.13: Resultados obtenidos para el desoxinucledsido de 8-oxo adenina (8-oxoadenosina) con
METOAOS B IMIC. ...ttt ettt et e bt e st e e s bt e e s abe e s bt e e sabeesabaeesabeesabaesasbeesabeesnseenn 64




Objetivos

Objetivo General

Obtencidn de minimos locales de desoxinucledsidos naturales y con modificaciones
en las bases nitrogenadas por medio de Mecanica Molecular y Mecanica Cudntica, y su
comparacion para diferentes clases conformacionales del ADN.

Objetivos Particulares

1. Optimizacion geométrica de los desoxinucledsidos de las bases naturales de ADN
con diferentes campos de fuerzas de Mecdanica Molecular, utilizando los softwares
AMBER y CHARMM.

2. Optimizacidon geométrica de los desoxinucledsidos de las bases naturales de ADN
con métodos de Mecdnica Cuantica, MP2 y DFT con diferentes funcionales.

3. Optimizacién geométrica de los desoxinucledsidos con bases modificadas con
diferentes campos de fuerzas de Mecanica Molecular y con métodos de Mecdnica
Cudntica, MP2 y DFT con diferentes funcionales.

4. Comparacion de las caracteristicas geométricas de los minimos locales obtenidos
con diferentes métodos tanto para las bases naturales como para las modificadas,
con los parametros conformacionales de diferentes clases de fragmentos de ADN.

Vi



Capitulo 1. Introduccion

El dcido desoxirribonucleico (ADN), es una molécula esencial que se encuentra en
todos los seres vivos y lleva la informacién genética que determina las caracteristicas
y funciones de un organismo. Su principal funcién es llevar la informacién genética
gue determina la secuencia de aminoacidos en las proteinas y, por lo tanto, controla
la estructura y funcién de un organismo. Esta informacion se almacena en su
secuencia de bases y se transmite de generacién en generacion. Antes de que una
célula se divida, el ADN debe replicarse para asegurar que cada célula hija tenga una
copia idéntica de la informacidn genética.

Ademas de guardar la receta de cada una de las proteinas, hay fragmentos de
ADN que no corresponden a ninguna, llamado ADN no codificante, o estructural. Este
ADN tiene otras funciones, como la forma en la que esta molécula se empaqueta y se
enrolla sobre si misma. Esta flexibilidad da pie a las caracteristicas conformacionales
de los fragmentos de ADN que se estudian en el presente trabajo.

El hallazgo de la estructura de doble hélice del ADN en 1953 [1], realizado por los
cientificos britdnicos James Watson y Francis Crick, marco un hito revolucionario en
la historia de la ciencia. Este descubrimiento dio lugar a una serie de investigaciones
en el campo de la biofisica molecular, las cuales son cruciales en diversas disciplinas,
como la genética, la medicina, la biotecnologia, entre otras. Estas investigaciones han
tenido un impacto profundo en nuestra comprension de la vida y en nuestra
capacidad para manipularla. A pesar de ello, persisten preguntas sin respuesta
relacionadas con los principios fisicoquimicos que rigen la formacion de la estructura
tridimensional de las diferentes secuencias de nucledtidos y del papel de las
interacciones entre los componentes de los biopolimeros. Por lo tanto, se sigue
investigando de manera intensiva los 4acidos nucleicos (AN) mediante diversos
métodos.

En los afios 50’s del siglo pasado, los primeros estudios de la doble hélice del ADN
se llevaron a cabo con modelos hechos a mano, pero con la invencidon de la
computadora, se hizo posible el uso de herramientas mds avanzadas, como los
modelos mecanico-cuanticos y modelos mecanico-moleculares. Un ejemplo de estas
herramientas computacionales son los campos de fuerzas parametrizados, como
AMBER o CHARMM, que se ajustan a datos experimentales y principios de mecanica
cuantica.




Investigaciones recientes han revelado, a través de métodos computacionales,
que el fragmento mds pequefio de la hélice doble puede asumir conformaciones
diferentes a las tradicionales de Watson y Crick [2]. En consecuencia, se busca
comprender la contribucidn de las subunidades a la variabilidad conformacional de la
estructura tridimensional de la doble hélice del ADN.

Es esencial adquirir conocimientos sobre los principios fisicos que rigen la
construccion de los acidos nucleicos, la influencia de las secuencias y las preferencias
conformacionales en la estructura del ADN, ya que esto proporciona una comprension
mas profunda de los mecanismos moleculares de los procesos relacionados con el
ADN. Este conocimiento es especialmente relevante en el caso de secuencias que
contienen nucledsidos con modificaciones en sus bases nitrogenadas, ya que permite
entender cémo estas modificaciones afectan la estructura y los procesos del ADN. Por
lo tanto, en este estudio, se analizaradn las subunidades de fragmentos del ADN, la
desoxirribosa y los nucledsidos (tanto naturales como modificados), y se investigaran
sus dependencias y diferencias, asi como sus caracteristicas comunes. Para llevar a
cabo esta investigacion, se emplearan diversos campos de fuerzas [3] implementados
en paquetes computacionales como AMBER [4] y CHARMM [5], asi como modelos
mecanico-cudnticos, como la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT) [6], y |a Teoria
de Perturbacién de Moller-Plesset [7] de segundo orden (MP2).

Los cambios en los dangulos de torsidon del esqueleto azucar-fosfato del ADN dan
pie a diferentes clases conformacionales del ADN [8]. Para entender el rol de las
numerosas variaciones conformacionales en las funciones del ADN, es importante
evaluar la contribucion de sus componentes individuales a la formacidn
tridimensional de la estructura [9].




1.1 La Importancia del Estudio del ADN

Como veremos en la siguiente seccidn, la historia del ADN es una historia de
descubrimientos cientificos continuos que han transformado nuestra comprensién de
la herencia genética y la vida misma. Los avances en la gendmica vy la biotecnologia
siguen desempefnando un papel crucial en la ciencia y la medicina moderna.

Por muchos afos, los cientificos debatieron qué molécula portaba las
instrucciones bioldgicas para la vida. La mayoria pensaba que el ADN era una molécula
demasiado sencilla para desempefar un papel tan importante, se argumentaba que
era mas probable que las proteinas llevaran a cabo esta funcion vital debido a su
mayor complejidad y mas amplia variedad de formas. Su importancia se aclaré a
mediados del siglo pasado, y hasta ahora seguimos descubriendo y estudiando sus
rasgos mas interesantes.

El ADN es la molécula biolégica mds importante, siendo la base de la herencia
genética, y su estudio nos permite entender cdmo se transmiten las caracteristicas de
una generacion a la siguiente. EI ADN se encuentra en el nucleo de la célula, como la
célula es muy pequefia y hay muchas moléculas de ADN por célula, cada una de estas
moléculas de ADN debe estar empaquetada de forma muy compacta y precisa. A esta
forma de empaquetamiento se le lama cromosoma. Desde una perspectiva funcional,
se organiza en genes, que son segmentos de ADN que dictan caracteristicas
fisioldgicas especificas, estas caracteristicas se generan a través de una molécula
llamada ARN (acido ribonucleico). El ADN actua como una plantilla para la sintesis de
ARN, y el ARN, a su vez, funciona como intermediario entre el ADN y las proteinas. En
el transcurso de replicacién del ADN, se produce su desenrollamiento, permitiendo
asi su duplicacidn. En distintas fases del ciclo celular, algunas porciones se desenrollan
igualmente para su utilizacion en la sintesis de proteinas y para otros procedimientos
bioldgicos. No obstante, durante la divisién celular, el ADN adopta su configuracién
compacta de cromosoma, haciendo posible su transferencia a nuevas células.

Los nucledtidos por su parte desempeian diversas funciones esenciales en los
seres vivos. Participan en las interacciones con proteinas a lo largo de todo el proceso
metabdlico. Incluso si estos componentes no formaran parte del ADN, seguirian
siendo moléculas de gran relevancia en el campo de la biologia.

A su vez, métodos como la mecanica molecular han evolucionado a lo largo de
los siglos, desde sus fundamentos en la teoria cinética y la termodinamica hasta su




aplicacion en la simulacién y el disefio de sistemas moleculares y materiales en la
actualidad. Y han tenido un impacto significativo en la ciencia y tecnologia modernas.

1.2 El Estudio del ADN en la Historia

La Historia del ADN es una narrativa fascinante que abarca siglos de
descubrimientos cientificos, podemos resumirla en los siguientes momentos clave,
desde su descubrimiento hasta la actualidad.

En el siglo XIX, se comenzaron a estudiar los componentes quimicos de los
nucleos celulares. Friederich Miescher, un quimico suizo, aislé por primera vez una
sustancia que llamd nucleina (hoy sabemos que es ADN) en 1869 [10]. Mas tarde, se
descubrid que los nucledtidos son las unidades basicas del ADN.

En este siglo también se desarrolld la teoria atdmica, y se propusieron modelos
de dtomos y moléculas que permitieron una mejor comprension de la quimica y la
fisica. A su vez, Dmitri Mendeléyev formuld la tabla periddica de los elementos, que
ayudd a organizar la informacién sobre los 4tomos y las moléculas [11].

Uno de los momentos mds iconicos en la historia del ADN fue el
descubrimiento de su estructura de doble hélice en 1953 [2] por los cientificos
britanicos James Watson y Francis Crick. Su modelo proporciond una explicacién de
cémo las bases nitrogenadas se emparejan entre siy como se almacena la informacidn
genética. Este descubrimiento fue publicado en larevista Nature y es considerado uno
de los avances cientificos mas significativos del siglo XX. En aquel periodo, Linus
Pauling, conocido por su descubrimiento de la estructura secundaria de las proteinas
[12], junto con otros cientificos, se encontraban inmersos en la busqueda del modelo
correcto. En lugar de llevar a cabo nuevos experimentos en el laboratorio, Watson y
Crick se centraron en la recopilacidn y el andlisis de la informacion, combinandolos de
manera innovadora y esclarecedora. Algunas de las pistas mas cruciales para su
trabajo provenian de las contribuciones de Rosalind Franklin [13], una quimica que
realizaba investigaciones en el mismo laboratorio del fisico Maurice Wilkins, y de los
descubrimientos de Erwin Chargaff [14], un bioquimico austriaco.

El siglo XX vio un progreso significativo en la mecdnica cuantica, y esta se
convirtié en una base fundamental para la mecanica molecular (MM), con el
advenimiento de las computadoras, se comenzaron a realizar calculos y simulaciones
numeéricas para estudiar sistemas moleculares [15]. Pioneros como John Pople
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contribuyeron al desarrollo de métodos de calculo cuantico que permitieron la
simulacidn de moléculas y sélidos.

En la década de 1960, se descubrié el cédigo genético, el conjunto de reglas
que especifica cdmo se traduce la secuencia de nucleétidos del ADN en proteinas. Y
durante las décadas siguientes se desarrollaron tecnologias para secuenciar el ADN,
lo que permitié a los cientificos leer la secuencia de nucledtidos. Esto llevd al
nacimiento de la biotecnologia y la ingenieria genética, que junto con el Proyecto del
Genoma Humano (completado en 2003), han revolucionado nuestra capacidad para
estudiar y modificar el ADN, teniendo grandes avances en medicina, biotecnologia,
agricultura y conservacion de la biodiversidad.

El primer articulo que abordd un analisis computacional de las configuraciones
de moléculas organicas, especificamente centrado en hidrocarburos saturados, fue
publicado por Hendrickson en 1961 [16]. Durante esa década y la siguiente, varios
grupos de investigadores llevaron a cabo numerosos calculos computacionales,
destacandose el trabajo de Hendrickson et al. [17, 18], asi como el de Allinger et al.
[19]. En 1973 se hizo una extensién del método de MM para abordar hidrocarburos
de mayor complejidad [20].

El asesor de esta investigacion, V. Poltev, presenté en la década de 1960 [15]
el primer esquema de atomo-atomo junto con pardmetros numéricos para calcular
las interacciones entre las bases de acidos nucleicos. Este enfoque se basaba en tres
elementos clave: estimaciones cuantitativas de subunidades de acidos nucleicos, la
aproximacion monopolar para las interacciones electrostdaticas entre las bases y un
método de atomo-atomo para calcular las interacciones de van der Waals en
moléculas cristalinas. En ese momento, no existia un esquema de MM que se ajustara
a las consideraciones cuantitativas de interacciones y estructuras de acidos nucleicos.

En cuanto a las herramientas computacionales utilizadas, el software y campos
de fuerzas AMBER se destacan como los mds populares. Su primera versién surgié en
1981 [21], y tres afios mas tarde se publicd la primera especificacién detallada de los
parametros del campo de fuerzas [22]. Estos parametros fueron ajustados utilizando
datos experimentales y cdlculos de mecanica cuantica. A raiz de estas publicaciones,
se lanzaron multiples versiones posteriores [15]. En 1995, se publicd la segunda
generacion del campo de fuerzas AMBER [23], donde se mejoran significativamente
las interacciones energéticas entre proteinas, acidos nucleicos y diversas moléculas
organicas. Y a partir de esta version, se han desarrollado conjuntos adicionales de
parametros. En la actualidad, el software AMBER y sus campos de fuerza son
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herramientas ampliamente empleadas para simular diversos sistemas biolégicos, y
numerosos investigadores contintan trabajando en la mejora de los pardmetros para
aplicaciones en sistemas mas especificos.

Por otro lado, gracias al desarrollo de la mecanica cuantica en el siglo pasado,
se establecieron los fundamentos de la Teoria del Funcional de Densidad (DFT por sus
siglas en inglés), gracias a la publicacién de los teoremas fundamentales de Kohn y
Hohenberg [24]. El primer teorema establece que la densidad electrénica contiene
toda la informacién necesaria para calcular propiedades observables de un sistema
cuantico. El segundo mostré que existe un funcional de energia Unica de la densidad
que minimiza la energia total del sistema. En 1965, Kohn y Lu Jeu Sham introdujeron
un formalismo matematico que permitid la aplicacién practica de la DFT [25], su
enfoque implicaba la introduccion de orbitales de Kohn-Sham, que son equivalentes
ficticios a los electrones reales y permiten describir la densidad electrénica en
términos de estas funciones. Mediante mas avances en las décadas posteriores, la
DFT se popularizé como una herramienta fundamental en la investigacién en quimica
cuantica, utilizado para calcular propiedades de moléculas, sélidos y superficies [26].
La DFT sigue siendo una teoria activa y en constante desarrollo, con numerosos
funcionales de densidad para abordar diversas situaciones y propiedades.

A su vez, con los avances en métodos matemadticos se lograron aplicar
enfoques tedricos para describir la estructura electrénica de atomos y moléculas,
como la Teoria de Perturbacion de Moller-Plesset, desarrollada en la década de 1940
[7], cuyo enfoque se basd en la expansién de la funcidn de onda electrénica en series
perturbativas. En décadas posteriores se desarrollé su segundo orden (MP2) [27],
centrandose en la correccién de segundo orden a la energia electrdnica,
convirtiéndose hasta la fecha en una técnica ampliamente utilizada para mejorar la
precisidon de los cdlculos de estructura electrénica, aplicAndose a una variedad de
sistemas moleculares y sélidos [28].

Hoy en dia, la mecanica molecular y la simulacién computacional con
diferentes métodos son herramientas esenciales en la investigacion cientifica y la
industria. Se utilizan para estudiar una amplia gama de sistemas, desde moléculas y
proteinas hasta materiales y nanotecnologia. La mecanica molecular también se
aplica en la quimica computacional y la bioinformatica, lo que ha llevado a avances
significativos en campos como la quimica medicinal y la nanotecnologia.
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Capitulo 2. Estructura del ADN

El ADN consta de dos hélices compuestas por cadenas de nucledtidos
complementarias, la unidad de la que se componen dichas hélices es el
desoxidinucledtido monofosfato complementario (cdDMP) [29]. Cada cadena del
ADN es un polimero, cuyos bloques de construccién estdn formados por una base
nitrogenada, una molécula de azucar (desoxirribosa para el ADN) y una molécula de
acido fosférico, que se conoce como nucleétido (B+S+P). Basicamente, un nucledtido
se compone de un nucledsido (B+S) y un grupo fosfato (P). Y a la cadena formada por
el azlcar y los grupos fosfato se conoce como esqueleto azucar-fosfato (SPB por sus
siglas en inglés).

En este capitulo, se detallard la estructura del ADN, comenzando por las
caracteristicas de las bases nitrogenadas, su relacién con el azlucar y el
empaquetamiento del ultimo. Luego se explorardn los nucledsidos y nucleétidos que
constituyen las cadenas del ADN, y finalmente se abordara la estructura
tridimensional de la doble hélice del ADN.

2.1 Bases Nitrogenadas

Las bases nitrogenadas son componentes clave de la estructura del ADN. Estas
bases son moléculas organicas que contienen atomos de nitrégeno y carbono, y son
cruciales para la codificacién y transmisidn de informacién genética. Hay cuatro bases
nitrogenadas en el ADN, que se dividen en dos grupos: pirimidinas (tienen un anillo
en su estructura molecular) y purinas (tienen dos anillos), Figura (2.1).

~ N N
P
N

Purina Pirimidina

3N

Figura 2.1: Estructura de purina y pirimidina.
Las pirimidinas tienen 1 anillo formado de carbonos y nitrégenos, mientras que las purinas tienen 2.
En la figura se muestra la convencion para la numeracion de las posiciones de cada dtomo.
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Las bases que forman la estructura del ADN son:

Adenina (A): [6-amino-pur] Es una purina (compuesta de dos anillos), con un
grupo amino (—NH,) en la posicién 6. Con la desoxirribosa forma el nucleésido
desoxiadenosina (dAdo).

Guanina (G): [2-amino-6-oxo-pur] Es otra purina, contiene un grupo amino
(—NH,) en la posicidon 2 y un grupo oxigenado (—0) en la posicién 6. Forma el
nucledsido desoxiguanosina (dGuo).

Citosina (C): [2-ox0-4-amino-pyr] Es una pirimidina (consta de un solo anillo
de 6 4&tomos), con un grupo amino en la posiciéon 4 y un grupo cetdnico en 2.
Forma el nucledsido desoxicitidina (dCyd).

Timina (T): [2,4-ox0-5-metil-pyr] Es la otra pirimidina, contiene oxigeno en las
posiciones 2y 4, y un grupo metil (—CH3) en la posicidon 5. Forma el nucledsido
desoxitimidina (dThd). En el ARN el Uracilo toma el lugar de la Timina.

L My, oH .
Citosina N o) Timina
H C|> Hs /H Ic':
o TN\ H,C\C/ N
H” °S C c
Nn Yo HP N st o
| I
H H
N i
N o)
Adenina | " Guanina
Cc C
/N\C/ Sy /N\c/ Ny
H-C " l H-C " ,
C o \ C C
'il/ \N/ H T/ AN W
|
H

Figura 2.2: Bases nitrogenadas del ADN.
Se describe la estructura de las bases nitrogenadas de citosina (C), timina (T), adenina (A) y
guanina(G).
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Todos los 4&tomos de las bases estan sobre un mismo plano (esto clasifica a estas
moléculas como aromaticas), esta caracteristica es importante en la organizacién de
las bases sobre las hélices, pues les permite apilarse uniformemente. Las bases
nitrogenadas se unen al azlucar formando nucledsidos mediante un enlace N-
glucosidico que se da entre los atomos N1 (pirimidinas) y N9 (purinas), y un carbono
del azucar. Entre los planos de la base y el anillo de azlcar se pueden dar diferentes
orientaciones, existiendo dos conformaciones predominantes: anti y syn (ver seccién
2.3).

La estructura de estas bases nitrogenadas es crucial para la complementariedad
de bases en la doble hélice del ADN. La adenina (A) siempre se empareja con la timina
(T) mediante dos enlaces de hidrégeno, y la guanina (G) se empareja con la citosina
(C) mediante tres enlaces de hidrégeno. A esto se le conoce como emparejamiento
de Watson y Crick (Figura 2.3). Esta complementariedad de bases es fundamental para
la estabilidad de la estructura de la doble hélice del ADN y es esencial para la
replicacion y la transcripcion del ADN, asi como para la transferencia de informacion
genética.

H

N \N—H s O
( CH,

2 / A \N — H—N \

N
o AN

Azucar

H
/

O—H—N

Azlcar

AN
N — [ — (0] Aztcar

I
H

Figura 2.3: Emparejamiento de Watson y Crick.
El par A-T tiene dos enlaces de hidrogeno: N1-H3 y H6-O4.
El par G-C tiene tres enlaces de hidrégeno: 06-H4, H1-N3 y H2-02.
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Existen reglas que describen las proporciones relativas de las bases nitrogenadas en
el ADN y son esenciales para comprender la complementariedad de bases en la
doble hélice, conocidas como reglas de Chargaff [14], proporcionadas por el
bioquimico Erwin Chargaff en la década de 1950:

e La proporcidon de A es equivalente a la de T en una molécula de ADN,
y la proporcion de G es equivalente a la de C.

e La cantidad de bases varia entre especies, pero no entre individuos de
la misma especie.

e AT, CyGnoseencuentran en cantidades iguales.

2.2 Desoxirribosa

La desoxirribosa es un azlcar pentosa que forma parte de la estructura del ADN.
Es una variante de la ribosa (que se encuentra en el ARN). Es un componente esencial
en la estructura del ADN, forma parte del esqueleto azlcar-fosfato que crea la
estructura de la doble hélice. Las bases nitrogenadas se unen a la desoxirribosa para
crear los nucledsidos que forman la hélice del ADN. Durante la replicacién del ADN, la
desoxirribosa en una cadena actia como una plantilla para sintetizar una nueva
cadena de ADN complementaria.

-0
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H
Figura 2.4: Estructura de la desoxirribosa.

I

Azucar presente en el ADN, donde se une a la base nitrogenada correspondiente en el carbono C1’.
El esqueleto azucar-fosfato se forma mediante enlaces a grupos fosfato en los carbonos C5’ y C3’.
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Estd formada por un anillo de cuatro carbonos (C1’, C2’, C3’, C4’) y un oxigeno
(04’), y un quinto carbono (C5’) unido al C4’ con un grupo hidroxilo (-OH), (Figura 2.4).
Su falta de un grupo hidroxilo en C2’ |a diferencia de la ribosa, lo que contribuye a las
diferencias entre estas dos azucares en términos de funcion y estructura.

El azucar es la parte mas flexible y dindmica de la molécula de ADN, la
desoxirribosa se puede empaquetar formando diferentes conformaciones, ya que
algunos de sus atomos pueden estar fuera del plano que forman otros tres dtomos
del anillo (Figura 2.5). Se define la direccién endo como aquella que estd hacia el
carbono C5’ y exo como la direccién opuesta.

C2'-exo '-exo

C2'-endo C3'-endo
>
> 1 2'
<

Figura 2.5: Empaquetamiento del azucar.
A las desviaciones de los dtomos del anillo se les designa como Xn’-endo si el Gtomo Xn’ no es coplanar y sale
en direccion de C5’ o Xn’-exo si el dtomo sale en sentido contrario.

La transicion entre estos tipos de torsion de la desoxirribosa se conoce como
pseudorrotacion, siendo una propiedad de las pentosas, a través de ella el azucar
puede adoptar 20 conformaciones posibles sin llegar a ser plana. Esta transicion se da
siguiendo el Circulo Pseudorrotacional [30], que se ilustra en la siguiente Figura 2.6,
parametrizado por P. En este circulo se pueden encontrar los 20 tipos de
conformaciones, cada una separada por 18° de la siguiente.

Se consideran dos parametros para describir estas configuraciones del azlcar:
la fase del angulo (P) y la amplitud de pseudorrotacion (t,,), derivados de los cinco
angulos de torsidn del anillo [30].
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Cl"-endo

(4"-endo

C3-exo 18500 C2"-endo

Figura 2.6: Circulo de pseudorrotacion de la ribosa.
El anillo de desoxirribosa puede tomar 20 conformaciones diferentes, con 0°<P<360°.
Se indica si la conformacion es envelope E o twisted T, el superindice indica que el dtomo que figura en él
estd en direccion hacia C5’ (arriba) y el subindice indica que este dtomo estd en direccion opuesta (abajo).

El fendmeno de empaquetamiento del aztcar (o puckering) ocurre debido a que
un anillo de azdcar completamente plano se considera energéticamente desfavorable
desde un punto de vista tedrico. Para minimizar la energia, el sistema recurre al
puckering, esto implica que el anillo adopta conformaciones con angulos de torsién
C-O cercanos a 0° y angulos C-C escalonados al maximo. Como resultado, se forman
diferentes puckerings segin otros dngulos de torsion. En la naturaleza las formas mas
comunes en los nucledsidos son C3’-endo y C2’-endo. En el contexto del ADN, las
formas B suelen presentar puckerings S y en algunos casos E, mientras que las formas
A del ARN y ADN siempre exhiben puckerings de tipo N, (seccién 2.6).
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2.3 Nucledsidos

Los nucledsidos son moléculas orgdnicas que constituyen las unidades bdsicas
de los acidos nucleicos, como el ADN y el ARN. Cada nucledsido estd compuesto por
dos componentes fundamentales, que ya revisamos en secciones anteriores: una
base nitrogenada (en el caso del ADN puede ser A, G, Co T) y un azucar (desoxirribosa
para el ADN).

Un nucledsido se forma cuando se combinan una base nitrogenada con un
azucar mediante un enlace con el carbono C1’ del azlcar y el nitrégeno de la base (N9
de las purinas o N1 de las pirimidinas) llamado enlace glucosidico. A su vez, la unién
de un nucledsido con un grupo fosfato (P) da lugar a un nucledtido (Figura 2.7). El
grupo fosfato es un ién poliatdomico, donde el fésforo estd unido a cuatro atomos de
oxigeno mediante un enlace covalente doble y tres sencillos, teniendo asi una
estructura tetraédrica. Los nucledtidos desempeiian diversas funciones en las
actividades celulares, como el transporte de energia (ATP y ADP) o en procesos de
respiracion celular (como NAD y FAD)[31].

Grupo Fosfato

I
HO—P —0
0

OH

Azlicar Azlicar

Desoxinucledsido Desoxinucledtido

OH H OH H

Figura 2.7: Estructura de desoxinucledsido y desoxinucledtido.
Un nucledsido es la union de una base nitrogenada con el azucar, un nucledtido es la union entre un
nucledsido y un grupo fosfato.

Los nucledsidos son los bloques de construccién esenciales para la formacién
de las cadenas de ADN, la unidad basica que compone las cadenas son los nucleétidos.
Para formar las cadenas de ADN los nucleidos se unen mediante enlaces fosfodiéster.
En el caso de la cadena que se extiende de 5’ a 3/, el enlace se establece entre el
hidroxilo en C3’ del primer nucleétido y el fosfato en C5’ del siguiente. Para unir el
azucar y el grupo fosfato se emplean los carbonos C5’ y C3’.
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La estructura de un polinucledtido presenta dos extremos diferentes: 5’ y 3.
Estos extremos poseen implicaciones tanto quimicas como biolégicas. Con frecuencia,
en el ADN, el extremo 3’ exhibe un grupo hidroxilo (C3’ —OH), mientras que el
extremo 5’ presenta un unico grupo fosfato (C5" —P0,). El proceso de replicacion y
transcripcién involucra la adicién de un nucledsido trifosfato 5’ al grupo hidroxilo 3’

del nucleétido final en el polinucledtido.

5' fosfato
o 0 I

N/
o/ \0 4

5'fin

5'fin

OH N g /\
3' hidroxilo 5' fosfato / S0
0

Figura 2.8: Cadena polinucleotidica del ADN.
Los nucledtidos forman cadenas antiparalelas, unidas mediante emparejamientos de Watson y Crick.

Como ya vimos, las bases de los nucledsidos son planas y pueden girar
libremente alrededor del enlace glucosidico. Sin embargo, existen dos orientaciones

predominantes de la base con relacion al azucar (Figura 2.9):
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e Cuando la base se encuentra sobre el plano de la pentosa, se denomina
syn (y se encuentra entre 0°y 72°): En las purinas, el &tomo de hidrégeno
H8 se ubica sobre el azlcar, mientras que, en las pirimidinas, H6 se situa
sobre el anillo del azucar.

e Cuando la base estd alejada del plano de la pentosa, se llama anti (x se
encuentra cerca de 210°): En el caso de las purinas, el &tomo H8 se aleja
del azucar, y el conjunto de la purina rota sobre él.

Figura 2.9: Orientaciones anti (izquierda) y syn (derecha) ilustradas para purinas.

Podemos observar las diferentes posiciones que toma la base nitrogenada sobre el anillo
del azucar.

El empaquetamiento del azucar se ve influenciado por modificaciones en la
base, especialmente cuando el carbono C8 de la purina o C6 de la pirimidina se
sustituye por grupos que cambian entre las orientaciones syn y anti. En general, la
conformacion anti se relaciona con el empaquetamiento del aztcar en una posiciéon
C2’-endo, sobre todo en el caso de las purinas [32].

2.4 Parametros Estructurales

La geometria molecular se puede describir a través de la longitud de enlace, los
angulos de valencia y los angulos de torsion. La longitud de enlace se refiere a la
distancia promedio entre los centros de dos dtomos conectados por un enlace
covalente, medida en Angstroms (A). Los dngulos de valencia, también conocidos
como angulos de enlace, son los angulos formados por tres dtomos consecutivos
unidos por enlaces covalentes. En el caso de cuatro atomos consecutivos, el angulo
de torsién es la medida del dngulo entre el plano formado por los tres primeros
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atomos y el plano de los tres Ultimos atomos. La informacion estructural se encuentra
en los dangulos de torsién (Figura 2.10) y en la disposicion del anillo de desoxirribosa
(seccidn 2.2).

Para describir la configuracién estructural del esqueleto azucar-fosfato se
definen seis dngulos de torsion principales (5, v, B, €, a, {). Al analizar los nucledsidos,
los angulos 6 y v son particularmente relevantes, ya que proporcionan informacion
crucial sobre la disposicién del anillo de desoxirribosa [32].

El angulo de torsidn glucosidico x es también muy importante, este se forma
alrededor del enlace glucosidico establecido entre el &tomo C1’ del anillo de azucary
el nitrégeno de su base adjunta.

05"
N4 cs \ C5°
NG p4/\06

Otimuan C4*
N3 N1 /-6-;.
e ~G M”
Notes & “@2 € %3,
B, 4 J
$e2 N1 Yoo :
\ ? //“‘&@5'
(gé o -7

L.

Figura 2.10: Designacion de los dngulos de torsion para un desoxidinucledsido mono-.fosfato (dDMP).

Los dngulos de torsién principales son el dngulo glucosidico x,y los dngulos o, <, {, «, /A, v, que se

encuentran en la cadena azucar-fosfato.

En los nucledsidos, todos los angulos de torsion, con la excepcion de vy, estan
correlacionados, pero en polinucleétidos incluso y estd involucrado. Esto significa que
cualquier cambio en la estructura sigue un movimiento establecido. Para estructuras
de moléculas organicas, los angulos de torsidn tienen diferentes notaciones, las mas
comunes son cis (~0°), trans t (~180°), gauche positiva g+ (~ + 60°) y gauche
negativa g- (~ — 60°) [32].
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Existen otros pardmetros que proporcionan informacién sobre la disposicion de
las bases y permiten una clasificacién rapida de las estructuras (Figura 2.11). La
superposicion de las bases, denominado Stacking, cuantifica el grado de
superposicion entre las bases apiladas, y se expresa en unidades de [A2]. El parametro
Propeller mide el dngulo entre los planos de las bases complementarias, cuando una
gira respecto a la otra alrededor del eje vertical. Por otro lado, Buckle se refiere al
angulo generado por el doblez de los planos de las bases alrededor del eje horizontal.
En los pares de bases adyacentes donde se produce el apilamiento, dos pardmetros
clave son el Helical Twist (o h-Twist), que representa el angulo de rotacion alrededor
del eje helicoidal, y el Helical Rise (o h-Rise) que indica la distancia promedio entre el
par de bases, con un valor medio de aproximadamente 3.4 A [32].

- z

Z V4 z

Propeller Buckle h-Twist h-Rise

Figura 2.11: Parametros sobre la disposicion de las bases.
Se ilustran los pardmetros Propeller, Bucle, h-Twist y h-Rise en un sistema de coordenadas
rectangulares. Los cuadrildteros representan los planos de las bases nitrogenadas.

2.5 Niveles de Organizacion del ADN

El ADN presenta varios niveles de organizacion, que van desde la estructura
basica de las bases nitrogenadas y su azlcar, hasta la organizacion a gran escala en la
célula.

En los primeros niveles de organizacién tenemos las bases nitrogenadas (A, T,
C, G) considerados como los componentes fundamentales del ADN. La secuencia de
estas bases en una cadena de ADN constituye la informacién genética. Después sigue
el nivel de los nucledtidos (Base + AzlUcar + Grupo Fosfato), estas unidades
monoméricas componen las cadenas de ADN, y la secuencia especifica de nucleétidos
en una cadena de ADN codifica la informacién genética.

Partiendo de esos fragmentos simples pasamos al nivel de la doble hélice,
(Figura 2.12). El ADN se organiza en una estructura de doble hélice, donde dos
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cadenas complementarias de nucledtidos se emparejan mediante enlaces de
hidrégeno entre las bases nitrogenadas. El esqueleto azucar-fosfato constituye la
parte exterior de la hélice, mientras que las bases nitrogenadas se encuentran
apiladas cerca del centro de la hélice cilindrica. Esta estructura es esencial para la
estabilidad del ADN y su funcién de replicacidn y transcripcion. Las hélices tienen una
direccionalidad que se refleja en la disposicidn de sus surcos en el espacio. La torsién
de la doble hélice y la forma de las bases nitrogenadas generan un surco mds amplio
(surco mayor) y otro mas angosto (surco menor). Ambos surcos se extienden a lo largo
de la molécula de ADN y desempefian un papel crucial como sitios de unién para
proteinas encargadas de mantener y regular la actividad de los genes, en particular,
en el surco mayor se encuentra la mayor capacidad informativa como consecuencia
de la variabilidad de los grupos quimicos.

Timina

Citosina

Adenina
Surco Menor

|

«——— Esqueleto
Azucar Fosfato

Surco Ma

T
——— (Cadenas antiparalelas

Figura 2.12: Doble hélice del ADN.
Las cadenas antiparalelas se enrollan alrededor de las bases unidas,
podemos observar los surcos mayor y menor.
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En las células, el ADN se empaqueta en estructuras mas grandes llamadas
cromosomas, cada cromosoma contiene una gran cantidad de informacién genética
y se enrolla alrededor de proteinas llamadas histonas para formar una estructura
compacta, que nos lleva al siguiente nivel.

Los genes son segmentos especificos de ADN que codifican proteinas o
desempeiian funciones reguladoras en el organismo. Cada gen tiene una secuencia
Unica de nucledtidos que determina su funcién. El siguiente nivel es el genoma, un
conjunto completo de informacién genética de un organismo.

Asi pasamos al nivel de la organizacidn celular, el ADN se encuentra en el nicleo
de las células eucariotas, donde esta organizado en cromosomas. Las células pueden
contener multiples cromosomas, cada uno con su conjunto de genes.

Por ultimo, el nivel de la organizacion del organismo, en un organismo
multicelular, el ADN se encuentra en todas las células del cuerpo, y cada célula
contiene la misma informacién genética. Sin embargo, diferentes células pueden
expresar diferentes genes para llevar a cabo funciones especificas en el organismo.

Doble Hélice Nucleosomas Fibra condensada Cromatina extendida Cromatina condensada Cromosoma

—_
TS
%%
b { e
700 nm 1400 nm

Figura 2.13: Niveles de organizacion del ADN.
Se ilustra la compactacion y el enrollamiento de la doble hélice del ADN hasta formar los
cromosomas.

Estos niveles de organizacion del ADN (Figura 2.13) son fundamentales para
comprender cémo se almacena y transmite la informacidn genética en los seres vivos.
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2.6 Clases Conformacionales y Familias del ADN

El ADN puede existir en diferentes conformaciones o clases conformacionales [8],
que varian en su estructura tridimensional. Estas clases conformacionales son
importantes en el contexto de la biologia molecular y desempefian un papel crucial
en diversos procesos bioldgicos. Las clases conformacionales, NtCs, estdn presentes
incluso en fragmentos minimos de ADN [33].

En publicaciones recientes [8], se estudiaron todos los fragmentos
experimentales de ADN y ARN depositados en la Nucleic Acid Database (NDB), y en el
Protein Data Bank (PDB). De esta manera, establecieron 96 NtCs de dDMPs,
redefiniendo las clases conformacionales que se habian hecho anteriormente. Estos
NtCs tienen distintos conjuntos de angulos de torsién del esqueleto azucar-fosfato y
angulos glucosidicos (podemos observar estos angulos en la Figura 2.10).

A su vez, esta diferencia en las clases conformacionales se puede englobar en las
diferentes familias del ADN, la seleccidon de una familia particular depende de la
secuencia de bases y de las condiciones del entorno en el que se encuentra el ADN.
En las diferentes familias se pueden encontrar los cambios en los parametros vistos
en la seccién anterior. Se conocen tres familias principales: A-ADN, B-ADN y Z-ADN,
(Figura 2.14).

Figura 2.14: Familias A-ADN, B-ADN y Z-ADN.
Se ilustran las diferencias estructurales entre las familias.
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La forma B-ADN es la mas comun y se encuentra en condiciones fisioldgicas en la
mayoria de las secuencias de ADN. Tiene una estructura de doble hélice en la que los
surcos mayor y menor son claramente distinguibles. Esta familia representa el modelo
propuesto por Watson y Crick, los pares A-T y G-C se situan casi perpendicularmente
al eje de la hélice, formando una estructura regular y estable, gracias a los enlaces de
hidrégeno entre los pares de bases y a su apilamiento. Esta doble hélice es una espiral
dextrégira (se enrolla hacia la derecha). La conformacidon que adopta el azucar es E
(envelope) en conformacion C2’-endo y la orientacion del enlace N-glucosidico es anti.
Esta familia tiene mayor interés bioldgico, ya que tiene mayor interaccion con las
proteinas.

La familia A-ADN presenta una estructura de doble hélice dextrdgira similar a la
anterior, pero con una torsién y una elongacién ligeramente diferentes, esta familia
se presenta cuando se deshidrata levemente el B-ADN, o bajo altas concentraciones
de sales. Las bases estan mds separadas en comparacion con la B-ADN, lo que la hace
menos compacta, presentando un surco mayor mucho mds estrecho y profundo que
la forma B. Las conformaciones que adopta el azlicar en este caso son C3’-endo y C2’-
exo.

El Z-ADN se diferencia de las anteriores por enrollarse hacia la izquierda
(levogiro). Esta conformacidon es menos comun y suele formarse en secuencias con
alta concentracidn de nucledtidos con C y G, y en soluciones salinas. Puede estar
asociada con la regulacidon y la recombinacién genéticas. Esta hélice en general es mas
delgaday alargada.

Aparte de estas familias A, B y Z, el ADN puede asumir otras formas
biolégicamente relevantes, como cadenas de horquillas, hélices triples,
entrecruzamientos de tres y cuatro hélices, G-cuadruplex o cadenas paralelas.
También existen conformaciones menores que representan transiciones entre las
formas By A, originadas por la interacciéon del ADN con complejos.

Existen clasificaciones, llamadas CANA, donde se agrupan las clases NtCs
teniendo en cuenta varios factores, como el empaquetamiento de los azlcares
presentes en el dDMP, asi como otros parametros relevantes. Las clasificaciones
CANA son: AAA, AAw, AAu, A-B, B-A, BBB, BBw, B12, miB, ICL, OPN, SYN y ZZZ [34].
Los valores que definen cada conformacion se obtienen con el promedio de los
angulos de torsion SPB y glucosidicos, considerando una amplia variedad de
confédrmeros, que son dinucledtidos con diversas torsiones. La mayoria de estos
conférmeros exhiben caracteristicas tipicas de las principales familias
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conformacionales (Al, All, Bl, Bll, ZI y Zll), y algunos presentan conformaciones
correspondientes a estados de transicidn entre las formas Ay B.

Especificamente, la configuracién B del ADN estd compuesta por un conjunto de
cinco grupos (BBB, B12, miB, BBw y BB2) que detallan la diversidad del SPB vy
comparten caracteristicas de la forma B, como el plegamiento de ambos azucares en
C2’-endo. El grupo BBB abarca la clase conformacional candnica BBOO, asi como la
conformacidn menos comun BBO1. Los demas grupos se caracterizan por tener
algunas torsiones diferentes a las tipicas de BBOO y BBO1. En la Tabla 2.1, se muestran
los valores para los angulos de torsion de algunas clases conformacionales
importantes.

Tabla 2.1: Angulos de torsidn caracteristicos de algunas clases conformacionales A y B del ADN. Los
dngulos de torsion estdan expresados en [°].

CC  Descripcion X1 Xz 61 ¢ { a By 6,
BBOO | Forma B candnica (BI) 253 258 138 183 258 304 180 44 138
BBO1 | Variante de Bl 248 244 131 181 266 301 176 49 120
BBO2 | Bl con o/y (g+/g-) 252 253 141 194 246 31 195 297 150
AA00 | Forma A candnica 199 200 82 206 288 293 173 55 82
AA02 | ADN-A con y;/x, tipo BI 245 246 88 202 274 293 161 54 88
ABO1 | Transicionde Aa B 223 256 86 186 281 301 179 54 142

La familia BBB describe la conformacion candnica BB0O, asi como la
conformaciéon BBO1 menos comun. En BBB, ambos azucares adoptan la configuracién
C2’-endo, los angulos de torsidn glucosidicos se sitlan alrededor de 250°, y muestra
un patrén distintivo en los angulos & (~140°) y y (~45°). La clase predominante BBOO
exhibe estas caracteristicas, al igual que la clase similar BBO1, que presenta ligeras
variaciones en sus angulos de torsidn, segun se detalla en la Tabla 2.1.

Ademds de las conformaciones clasicas Bl (BB0OO, BBO1l) y BIl (BBO7)
pertenecientes a la familia B-ADN, hay otras conformaciones menos comunes que
exhiben caracteristicas estructurales inusuales, mostrando valores no convencionales
en ciertas torsiones. A pesar de ello se clasifican dentro de la familia B-ADN, ya que
presentan caracteristicas tipicas de dicha familia. Dentro de esta familia estd la clase
BB02 (también estudiada en el presente trabajo), y se distingue por una variacién en
los valores de los angulos a (g+, ~30°) y v (g-, ~300°) en comparacidn con los valores
canodnicos.
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En el presente trabajo, se consideran también algunas clases conformacionales
menos comunes en la naturaleza, pero existentes. Como aquellas con orientacién syn
de la base respecto al azlcar, o clases presentes en la estructura del Z-ADN.

La clasificacién en las distintas clases conformacionales se realiza teniendo en
cuenta los dngulos de un dDMP, como se muestra en la Tabla 2.1. Para un nucleédsido
individual, faltarian angulos de torsién necesarios para su clasificacién, por lo que
consideramos los dngulos del segundo nucledsido. Por lo tanto, cuando afirmamos
gue un nucledsido pertenece a una determinada clase conformacional, significa que
sus angulos de torsién coinciden con los correspondientes al segundo nucledsido de
las tablas de clases conformacionales. Para aquellas estructuras que correspondan a
un minimo de energia, pero cuyos angulos de torsién no coincidan con el segundo
nucledsido del dDMP catalogado, se utiliza la designacion NANT (CANA NAN), cuya
descripcién es conformaciones no asignadas [8].
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Capitulo 3. Metodologia

En el presente trabajo, se usaron dos modelos para estudiar la estructura
molecular de sistemas importantes para la biofisica molecular, en especifico para la
busqueda de minimos de energia de interacciones intermoleculares para
desoxinucledsidos naturales y desoxinucledsidos modificados. Uno de ellos es el
modelo de Mecanica Molecular (MM), el cual nos permite modelar estructuras
geomeétricas y la interaccidn energética para varios sistemas moleculares con un bajo
costo computacional. El otro es el modelo Mecanico Cuantico (MC), basado en
resolver la ecuacion de Schrodinger usando aproximaciones y herramientas
computacionales poderosas. Este ultimo método es usado preferiblemente para
moléculas pequeiias, por su gran consumo de recursos.

La metodologia de este trabajo se puede presentar en diferentes etapas, primero
se realizd una busqueda y preparacion de los fragmentos simples del ADN, después
una obtencion de los diferentes minimos locales de los fragmentos simples, utilizando
métodos de ambos modelos (MM y MC), para finalizar con un andlisis configuracional
de los resultados obtenidos.

Para realizar la busqueda de minimos, se usé una gran variedad de posiciones
atdémicas iniciales. Las estructuras iniciales se tomaron a partir de las coordenadas
atéomicas de nucledsidos, nucledtidos y cristales de fragmentos de ADN. Estas
coordenadas se obtienen con técnicas experimentales de difracciéon de rayos X y se
almacenan en bases de datos, como la Protein Data Bank (PDB) [35], Nucleic acid
DataBase (NDB) [36], y Cambridge Structural Database (CSD) [37]. Una vez
identificadas las estructuras iniciales, se recortaron y prepararon los nucledsidos, la
continuacion de las cadenas ubicadas en 05’ y O3’ se reemplazan con atomos de
hidrégeno.

Para cada fragmento optimizado se miden los parametros que describen la
configuracion del ADN usando el programa de visualizacién Mercury [38]: los dngulos
de torsion del SPB presentes en nucledsidos (6, €, B, v), el angulo glucosidico () y el
angulo de pseudorrotacién (P).
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3.1 Modelo de Mecanica Molecular

En MM se utilizan los principios de la mecanica cldsica para emular sistemas
moleculares, sin importar su tamafio y complejidad. Actualmente este método
raramente se utiliza para calcular sistemas simples como los que se abordan en este
trabajo, usualmente es usado con fragmentos de biopolimeros y sus complejos,
conteniendo miles de dtomos. En afios recientes, Poltev et. al [39, 40] publicaron
revisiones, historia, limitaciones y proyecciones para este método. En este trabajo, se
aplica este método a sistemas simples para discutir las posibilidades y limitaciones de
los diferentes campos de fuerzas en los calculos de interacciones de
desoxinucledsidos naturales y modificados, y para comparar esos calculos con los
resultados obtenidos por diferentes métodos de MC.

Podemos considerar este método como una extension de la representacion de
los atomos y enlaces en la molécula y sus complejos en quimica clasica [40]. Se
consideran a los &tomos como esferas y se toma en cuenta la aproximacion de Born-
Oppenheimer [41]. Bajo esta aproximacion el nucleo del tomo se mueve en el campo
fijo generado por el promedio de las densidades electrénicas que cambian
rapidamente con respecto al movimiento del nicleo. Entonces, los movimientos
nucleares son determinados en términos de una superficie de energia potencial (PES),
gue solo depende de las posiciones de los nucleos atdmicos y que esta expresada por
un potencial efectivo donde se consideran los efectos electrénicos [42].

3.1.1 Campos de Fuerzas

La férmula general para la energia potencial del sistema (ec. 3.1), contiene los
términos responsables de cambios en la energia debido a las longitudes de enlaces
quimicos (E;), debidos a los angulos de valencia (E,) y a los angulos de torsion (Ey).
Ademas, contiene los términos que describen las interacciones por pares de los
atomos no enlazados mediante enlaces quimicos (E).

E=J%E +JXE,+XE, +5E,, (3.1

Cada término de las interacciones atomo-atomo no-enlazantes contiene un término
de Coulomb (interaccion de las cargas efectivas en los atomos q; y q;) y los términos
de atraccién y repulsiéon de van der Waals, en la forma de potenciales 1-6-12 (ec. 3.2).

Ka:.g: A:: B::
U, 32)

Eij(ry) =
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Donde 7;; es la distancia entre los atomos i y j, 4;; y B;j son parametros semi-
empiricos. Los campos de fuerzas difieren entre ellos por cambios pequefios en las
férmulas usadas para calcular cada uno de los términos. Estas diferencias en los
parametros pueden ser muy grandes, sin embargo, las energias totales calculadas con
diferentes sistemas de pardmetros no difieren tanto [43].

Los términos de energia de la ecuacién 3.1, dependen de la posicion de los
atomos y de los pardmetros ajustables. Una variacién en la posiciéon de los dtomos
produce un cambio en la energia potencial. De esta forma, cuando la estructura
representa un minimo en la superficie de la energia potencial del sistema,
consideramos que la estructura estd optimizada.

Las cargas eléctricas de los atomos en los nucledsidos naturales que se
utilizaran se publicaron en el articulo de Cornell et al de la ref. [23]. Mientras que las
cargas para los nucledsidos modificados se obtuvieron con el método de potencial
electrostatico restringido (RESP por sus siglas en inglés) usando el software Gaussian
16 [44]. Se usaron dichas cargas junto con los otros parametros de los campos de
fuerza BSC1 [45], OL15 [46] y FF99 [47] para hacer las optimizaciones geométricas y
encontrar la energia minima usando el software AMBER [4], estos campos de fuerzas
son especificos para el estudio de los acidos nucléicos. Ademads, se hicieron célculos
con el software y campo de fuerzas CHARMM [5]. Las diferencias entre los campos de
fuerzas se presentan en el término energético, particularmente en los parametros.

El software y campos de fuerzas AMBER (Assisted Model Building with Energy
Refinement) y CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics) son los
recursos computacionales mas populares disefiados para una amplia clase de
biomoléculas, incluyendo proteinas y acidos nucleicos [40].

3.1.2 Optimizacion Geométrica con Mecanica Molecular

La optimizacién geométrica en los softwares AMBER y CHARMM se refiere al
proceso de ajustar las coordenadas atémicas de una molécula para encontrar la
configuracion que minimiza la energia potencial del sistema. Este proceso es
fundamental en la determinacion de estructuras moleculares mas estables. Para el
proceso de optimizacién geométrica debemos tener en cuenta los siguientes pasos:
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1. Preparacion del sistema: Se selecciona una estructura inicial sobre la cual
identificamos y recortamos el desoxinucledsido de interés. Se proporcionan
las coordenadas iniciales de la molécula y se especifica la topologia molecular,
que incluye detalles sobre los 4&tomos, enlaces, angulos y diedros. También se
selecciona un campo de fuerzas apropiado.

2. Visualizacion y edicion de la molécula: AMBER incorpora el editor xLeap
donde podemos visualizar la molécula y ajustar los detalles sobre los atomos
(cargas, tipos de atomos y nombres). Usando este editor podemos guardar los
archivos con los parametros y con las coordenadas de la molécula que
usaremos en el siguiente paso.

3. Minimizacion de energia: Se realiza una minimizacién de energia utilizando
un algoritmo de optimizacién para ajustar las posiciones atdmicas y eliminar
tensiones y superposiciones entre dtomos. AMBER proporciona el mddulo
sander para llevar a cabo este proceso, mientras que CHARMM utiliza su
propio script de entrada para realizar la minimizacién. En este paso se
establecen los criterios de terminaciéon para la minimizaciéon, como un nimero
maximo de iteraciones o un umbral de energia potencial maxima.

4. Anadlisis de resultados: Después de la optimizacion, se analizan los resultados
para evaluar la convergencia y las caracteristicas conformacionales de la
estructura. En los archivos de salida podemos consultar la energia potencial
de cada paso y las diferentes contribuciones energéticas que suman la energia
total del sistema.

5. Visualizacion y presentacion: Se utilizaron herramientas de visualizacién
tridimensional, como Mercury [38] o Chimera [48], para examinar la
estructura optimizada y realizar analisis visuales. También se miden los
diferentes angulos de torsidon importantes y las distancias entre atomos
relevantes, para su presentacion en tablas y graficas.

El procedimiento puede variar segun el tipo de optimizacién que se esté llevando a
cabo. Por ejemplo, se realizaron optimizaciones de energia potencial con restricciones
en ciertos atomos o enlaces. También se pueden llevar a cabo optimizaciones
geométricas especificas, considerando estructuras iniciales construidas a partir de
modificaciones de otros minimos.
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3.1.3 Simulaciones de Dindmica Molecular

Las simulaciones de Dinamica Molecular (DM) son una herramienta esencial
para estudiar la evolucidn temporal y dindmica de sistemas bioldgicos a nivel atémico.
En este trabajo, implementamos simulaciones de DM para explorar la evoluciéon
temporal de las estructuras de fragmentos de ADN, en particular de
desoxinucledsidos, con un enfoque particular en la variacién de sus clases
conformacionales. Utilizamos el software AMBER para llevar a cabo las simulaciones
de DM. Se empled el campo de fuerzas BSC1, adecuado para describir las
interacciones entre atomos, y se incorporé el método de solvente implicito
Generalized Born (seccién 3.1.4), para tener en cuenta los efectos del solvente de
manera eficiente.

La DM se basa en la segunda ley de movimiento de Newton (ec. 3.3),
F =ma (3.3)

donde F es la fuerza ejercida sobre una particula, m es su masa y a su aceleracion. La
integracién de las ecuaciones del movimiento producird una trayectoria que describe
las posiciones, velocidad y aceleraciones de las particulas en funcion del tiempo. A
partir de esta trayectoria, se pueden determinar los valores promedio de las
propiedades del sistema.

Realizamos simulaciones a diferentes temperaturas y tomando como punto de
partida diferentes posiciones atdmicas iniciales, la temperatura no solo afecta la
estabilidad de las estructuras, sino que también puede inducir cambios
conformacionales significativos. Nos enfocamos en la identificacién de cambios en las
clases conformacionales de los fragmentos de ADN, definidas previamente en nuestro
estudio.

La DM en el software AMBER sigue un conjunto de pasos bien definidos para
simular la evolucion temporal de un sistema molecular:

1. Preparacion del sistema: Se proporcionan las coordenadas iniciales del
sistema, que incluyen la informacion sobre la posicion de cada atomo en la
molécula. Se especifica la topologia molecular, que incluye detalles sobre los
atomos, enlaces, dngulos y diedros presentes en el sistema. Se elige un campo
de fuerzas que define los potenciales de energia y los términos cinéticos
asociados con las interacciones entre atomos, en particular utilizaremos el
campo de fuerzas BSC1. Ademas, se indican los pardmetros para la simulacion:
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numero de pasos, duracién entre cada paso, radio de corte, temperatura y
presion.

2. Minimizacion de energia: Se realiza una minimizacién de energia para ajustar
las posiciones iniciales y eliminar tensiones y superposiciones entre &tomos.

3. Temperatura y presion: Usamos un ensamble con presidon constante. El
sistema se calienta a la temperatura indicada para equilibrar las velocidades y
energias cinéticas de las particulas. Ademas, el sistema se equilibra bajo la
presién deseada.

4. Simulaciéon en DM: Se lleva a cabo la simulacidn propiamente dicha. En cada
paso de tiempo se calculan las fuerzas entre dtomos basadas en el campo de
fuerzas y se resuelven las ecuaciones de movimiento para actualizar las
posiciones y velocidades de las particulas. Para avanzar en el tiempo se utilizan
algoritmos de integracion numérica. Las simulaciones de DM en AMBER
también pueden incorporar técnicas avanzadas, como métodos de solvente
implicito.

5. Anadlisis de resultados: Después de completar la simulacidn, se realiza un
analisis detallado de los resultados, incluyendo la evaluacién de trayectorias,
energias, clases conformacionales, y otros pardmetros relevantes.

6. Visualizacidon: Los resultados se pueden visualizar y analizar mediante
herramientas graficas, en particular utilizando el software Chimera [48], que
muestran la evolucién de la estructura del sistema a lo largo del tiempo.

La DM en AMBER permite simular el comportamiento molecular con gran detalle
y proporciona informacidn valiosa sobre la dindmica, la estructura y las interacciones
en los fragmentos de ADN.

3.1.4 Método de solvente implicito

Hemos incorporado el método de solvente implicito de Born generalizado (GBIS
por sus siglas en inglés) [49] en nuestras simulaciones computacionales,
especificamente en combinacién con los softwares AMBER y CHARMM. Este enfoque
ofrece una aproximacion eficaz para tener en cuenta el efecto del solvente,
particularmente el agua, en nuestros calculos. El método de GBIS es una aproximacion
mas eficiente computacionalmente en comparacién con la inclusion explicita de cada
molécula de solvente.
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El agua como solvente implicito se implementé mediante el método de
Generalized Born, una técnica que tiene en cuenta la polarizacién del solvente y las
interacciones entre solutos y solvente. Esta aproximacién ofrece un equilibrio
razonable entre la precisidon de los resultados y el costo computacional asociado. En
el contexto de optimizaciones geométricas de MM, esta inclusidon nos proporciona
una descripcidn mas realista de las estructuras moleculares en solucidn. Este enfoque
se ha integrado con la optimizacién geométrica y con simulaciones de DM en AMBER,
permitiendo explorar la dindmica de las moléculas en entornos acuosos.

La teoria subyacente de GBIS se basa en el modelo de Born, que describe la
energia de solvatacién de una particula cargada en un solvente. Utiliza un radio
efectivo para cada atomo (R;) para tener en cuenta su tamafio y su interaccién con el
solvente, calculado a partir del radio de Born, que es el radio que tendria un atomo si
solo interactuara con el solvente. La energia de solvatacidn se aproxima utilizando el
potencial de Born, y se puede expresar como:

1 qi9; 1
G; = —Z —1- 3.4
t 41e j R gRij ( )

ij

Donde g; y q; son las cargas de los atomos iy j, respectivamente; R;; es la distancia
entre los centros de los dtomos; y € es la constante dieléctrica del solvente.

La ecuacién 3.4, se generaliza para incluir todos los atomos en la molécula, y se
obtiene una ecuacién que describe la energia de solvatacidn total del sistema. Esta
energia se incorpora en las ecuaciones de MM y DM para simular al sistema en
presencia del solvente implicito.

El agua es un gran contribuyente al mantenimiento de la estructura
tridimensional de los acidos nucleicos, por lo tanto, la inclusidon de solvente en los
calculos nos da un enfoque para modelar de manera mas realista el comportamiento
de las estructuras moleculares en entornos acuosos. El solvente implicito proporciona
una solucidn eficiente y precisa al considerar los efectos del entorno acuoso sin
requerir la representacién explicita de cada molécula de agua.
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3.2 Modelo de Mecanica Cudntica

El principal objetivo del método MC es resolver la ecuacion de Shrodinger
independiente del tiempo y determinar la estructura electréonica de los atomos vy
moléculas. Sin embargo, los sistemas con mds de dos particulas no tienen soluciéon
analitica, por lo que se usan ciertas aproximaciones. La primera de ellas es la
aproximacion de Born-Oppenheimer, donde se considera la diferencia entre las masas
del nucleo y los electrones. Para resolver la funciéon de onda del sistema se necesita
otra aproximacion, donde se considera el orbital molecular como una combinacién
lineal de orbitales atdmicos (CLAO). Ya que no hay forma analitica dada para los
orbitales atdomicos, se necesitan modelos numéricos, como el método de campo auto-
consistente Hartree-Fock (HF) [50]. En los cdlculos realizados con MC se selecciond
una geometria cercana a la obtenida con optimizaciones de MM para los diferentes
conférmeros.

3.2.1 Método ab initio

Este método es usado cuando requerimos calculos lo suficientemente estrictos,
y a su vez, que no requieran demasiados recursos computacionales para todas las
optimizaciones que realizamos tomando diferentes coordenadas iniciales. En
particular, los nucledsidos tienen un nimero muy pequefio de atomos, por lo que los
calculos son rapidos, aun usando este método.

La teoria de perturbacién de Moller-Plesset (MP) es una mejora del método HF
que afiade los efectos de correlacidon electrénicos por medio de la teoria de
perturbacion de Rayleigh-Schrodinger (RS-PT), usualmente se usa la teoria de
segundo (MP2), tercer (MP3) o cuarto (MP4) orden [27]. Estos ordenes de los cdlculos
MP son niveles estandar usados para calcular sistemas pequefios y estan
implementados en muchos cddigos computacionales de quimica. Los niveles mas
altos para célculos de MP estan disponibles en algunos cddigos, pero son raramente
usados por su alto costo computacional.

En el presente trabajo usamos el segundo orden de esta teoria MP2, con los
conjuntos de bases 6-31G(d’,p’) y aug-cc-pVTZ, mediante el software Gaussian 16
[44]. La designacion 6-31G(d’,p’) en quimica computacional representa informacién
especifica sobre la precisién y el tamafio de las funciones de base utilizadas en célculos
tedricos. El nimero principal (6) indica el numero de funciones de base primitivas
utilizadas para describir cada orbital atémico (en este caso se utilizan seis funciones
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de base primitivas). El nimero de funciones de polarizacién (3) indica el nimero de
conjuntos adicionales de funciones (funciones de polarizacion) que se utilizan para
mejorar la descripcidn de la polarizacidn electrénica. La letra (G) representa la funcién
de base mas grande vy, por lo general, indica que se incluyen orbitales de funciones
gaussianas mas complejas para proporcionar una descripcion mas precisa de la forma
de los orbitales atémicos. Dado que en la mayoria de los enlaces moleculares
principalmente los electrones de valencia son los que forman parte del enlace, es
comun representar a los orbitales de valencia con mas de una funcion base. Esto se
hace al escribir a cada una de ellas como una combinacion lineal fija de Gaussianas
primitivas. A este tipo de conjuntos se les llama Conjuntos de Valencia Dividida y se
denotan de la siguiente forma: X-YZg. Donde X representa el nimero de las
Gaussianas primitivas que componen cada funcién base del orbital atomico del
nucleo, Yy Zindican que los orbitales de valencia se componen de dos funciones base
cada una, la primera compuesta de una combinacidn lineal de Y-gaussianas primitivas
y la otra de Z-gaussianas primitivas. En este caso, la presencia de dos numeros
después del guion indica que este conjunto base es de valencia dividida doble-zeta.
Los conjuntos base de valencia dividida triple y cuadruple-zeta se denotan como X-
YZWg y X-YZWVg.

El conjunto de bases aug-cc-pVTZ es una eleccién especifica de funciones de base para
calculos MP2 que incluye funciones difusas para mejorar la descripcién de los
electrones en las regiones externas del sistema y esta disefiado para proporcionar
resultados precisos en términos de correlacién electrénica. Aqui, aug (augmented)
indica que se ha agregado un conjunto adicional de funciones difusas para mejorar la
descripcidn de los electrones en las regiones exteriores del sistema; cc-p (correlation-
consistent polarized) se refiere a que las funciones de base estan disefiadas para
describir adecuadamente la correlacidon electrénica; VTZ (valence Triple zeta) se
refiere al conjunto especifico de funciones utilizadas, en este caso se ha utilizado un
conjunto triple zeta para describir los electrones de valencia.

3.2.2 Teoria del Funcional de la Densidad

Los métodos ab-initio descritos anteriormente tienen limitaciones
computacionales para hacer cdlculos con conjuntos base mas grandes en moléculas
gue consisten en muchos atomos y electrones. Para este problema, se conoce un
método alternativo, donde se propone una solucidon a través de la densidad de
probabilidad electrdnica. Este método es conocido como la teoria del funcional de la
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densidad (DFT por sus siglas en inglés), se puede considerar como un buen ajuste
entre la precisién de los resultados y el costo de su obtencién, y se ha convertido en
uno de los métodos mas populares para calcular la estructura electrénica y las
propiedades de biomoléculas.

A lo largo de los afios, se desarrollaron una variedad de funcionales con mayor
precision que consideran el intercambio de energia entre electrones; estos
funcionales usados en DFT tienen diferentes nombres, uno de los mas usados es el
funcional Perdew-Burke-Ernzerhof, conocido como PBE [6].

En este trabajo usamos el software Gaussian 19 con el funcional PBE y el conjunto
de bases 6-31G* para el método DFT. Ademds, se incluyen cdlculos hechos con el
software Amsterdam Density Functional (ADF) [51], en particular con funcionales PBE,
PW91 y PBE-D. En el conjunto de bases 6-31G*, tenemos una designacion parecida a
la descrita para el conjunto de bases de MP2: 6 funciones primitivas que describen la
funcion de onda de los electrones en cada atomo; 3 funciones adicionales utilizadas
para describir la funcién de onda de los electrones, especificamente en el conjunto de
funciones gaussianas asociadas a los electrones mds internos; la G significa que se
estdn utilizando funciones gaussianas para representar los orbitales atdmicos; y el *
indica que se han agregado funciones de polarizacion adicionales para describir la
polarizacién de los electrones debido a la interaccidén con el entorno circundante.

3.2.3 Optimizacién Geométrica con métodos de Mecdnica Cudntica

La optimizacion geométrica en el software Gaussian 19 utilizando métodos de
DFT y MP2 es parecida a la realizada con MM (seccidn 3.1.2), se necesitan ajustar las
coordenadas atémicas de una molécula para encontrar la geometria que minimiza la
energia total. Esta es una descripcién general del proceso:

1. Preparacion del sistema: Se proporcionan las coordenadas iniciales de la
molécula en el formato reconocido por Gaussian. Aqui se define le teoria y
los métodos a utilizar.

2. Definicion de parametros: Se especifican los parametros adicionales, como
los diferentes funcionales de DFT o conjuntos base de MP2, la memoria, la
precisidn y otros ajustes especificos.

3. Generacion de archivos de entrada: Se crea un archivo de entrada para
Gaussian (.gjf) que incluye la informacidon sobre la teoria, el método, las
coordenadas iniciales y otros ajustes necesarios.
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4. Ejecucidn de Gaussian: El software Gaussian que se uso para los cdlculos del
presente trabajo se encuentra instalado en el Laboratorio Nacional de
Supercomputo del Sureste de Meéxico, donde se asignaron usuarios y
particiones para realizar los calculos. Ahi es donde se ejecuta Gaussian con el
archivo de entrada creado.

5. Visualizacion y andlisis de resultados: Después de la ejecucidén, Gaussian
generard archivos de salida que contienen informacién sobre la optimizacidn
geométrica, incluyendo la energia total en cada paso y las coordenadas
optimizadas. Estos archivos de salida los analizamos usando el software
Chemcraft [52], donde también se realizan las mediciones para su
presentacion en tablas y graficas.
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Capitulo 4. Resultados

En el presente trabajo no buscamos encontrar todos los minimos de energia
posibles, en su lugar, nos concentramos en las conformaciones relacionadas a
resultados experimentales de nucledsidos, nucleétidos y fragmentos de ADN. Se hizo
una busqueda de minimos energéticos para los desoxinucledsidos naturales del ADN
y aquellos con modificaciones en la base. La optimizacion geométrica se realizo
mediante los métodos computacionales descritos en el capitulo anterior, y los
resultados revelaron minimos energéticos asociados con las clases conformacionales
BB0O, AAOO y BBO2 [31].

Se identificaron minimos energéticos que coinciden con la conformacion
candnica BBOO, caracterizada por un plegamiento del azucar en configuracién C2’-
endo, esto sugiere una conformacion estable y favorecida para los nucledsidos. La
presencia de minimos energéticos asociados con la conformaciéon AAQO indica que los
nucledsidos pueden adoptar estructuras que comparten similitudes con la
conformacidon A-ADN. Este fendmeno puede tener implicaciones en la dindmica y
estabilidad estructural.

En la Figura 4.1, se presenta la asignacién de los dngulos de torsién especificos
para dDMP y desoxinucledsidos. Recordemos que los angulos glucosidicos x, y los
angulosy y 0 del azlcar, son de gran relevancia para clasificar los nucledsidos en las
distintas clases conformacionales del ADN.

\\/\/ .

Figura 4.1: Designacion de los dngulos de torsion para dDMP (dCpdA como ejemplo, izquierda) y para
desoxinucledsidos (desoxitimidina como ejemplo, derecha).
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Este capitulo presenta una exploracion detallada de las estructuras
energéticamente favorables de los desoxinucledsidos. Las siguientes secciones
abordardn en detalle los hallazgos especificos para cada grupo de desoxinucledsidos,
naturales y con modificaciones en la base.

4.1 Desoxinucledsidos Naturales

A continuacién, se presentan las tablas que detallan los minimos de energia
obtenidos para los cuatro desoxinucledsidos naturales (desoxiadenosina,
desoxiguanosina, desoxitimidina y desoxicitidina) mediante los métodos de MMy MC.
Los resultados obtenidos con los diferentes campos de fuerzas AMBER son parecidos,
en las tablas se muestran Unicamente los minimos de energia obtenidos con el campo
BSC1. En el caso de las optimizaciones con agua como solvente implicito se usa la
designacién GB, refiriéndose al método GBIS (seccién 3.1.4) implementado tanto en
AMBER como en CHARMM.

En la primera columna de estas tablas se especifica el método utilizado para la
obtencién del minimo de energia, seguido por la indicacién de la clase conformacional
a la que pertenece, en la segunda columna. La tercera columna muestra la energia en
kcal /mol, mientras que la cuarta columna presenta la diferencia energética entre las
diferentes clases conformacionales para cada método (en kcal/mol), tomando la
energia para la clase conformacional BBOO como referencia (valor 0).

Las siguientes cinco columnas contienen los angulos de torsion mas relevantes para
la clasificacién de los nucledsidos, seguidos del dangulo de pseudorrotacién. La dltima
columna nos indica el empaquetamiento o puckering del azlcar correspondiente.
Ademas, se incluyen filas con los promedios de los dngulos de torsién para
nucledsidos en las clases conformacionales BBOO, AAOO y BBO2.

En algunas optimizaciones, se observan enlaces de hidréogeno formados entre
el HO5' y algun atomo de la base nitrogenada, como el N3 de las purinas en
orientacién syn. Es importante destacar que estos enlaces no pueden formarse en la
cadena del ADN, ya que en lugar del hidrégeno en O5’, existe la unién con el grupo
fosfato que forma el SPB. No obstante, estas interacciones pueden ocurrir en cristales
de nucledsidos u otras estructuras de acidos nucleicos. En las optimizaciones donde
ocurren estos enlaces de hidrégeno, se observa un minimo de energia mas profundo,
reflejando la energia favorable del puente de hidrégeno. En las tablas presentadas en
estas secciones, dichos minimos se indican con un asterisco en AE.
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Tabla 4.1: Resultados obtenidos para desoxiadenosina (dA) con métodos de MM 'y MLC.

Método  NtC | AE x B Y ) £ P Puckering

Promedio BB0O 258.0 180.0 44.0 138.0 183.0
AMBER/BSC1 BB0O 220.0 174.1 54.7 144.6 169.5 | 162.5 C2’-endo
CHARMM BBOO 2274 175.1 49.0 139.8 165.7 | 168.2 C2’-endo
CHARMM-GB BBOO 2255 173.8 48.7 139.7 164.7 | 167.8 (C2-endo
DFT/PBE BBOO 235.3 174.1 50.1 1458 172.0 | 174.0 C2’-endo
MP2/6-31G  BBOO 2324 173.4 50.5 148.0 171.8 | 169.1 C2-endo
MP2/pVTZ BBOO 234.2 1783 51.0 145.7 174.1 | 168.0 C2’-endo
Promedio AA00 200.0 173.0 55.0 82.0 206.0
AMBER/BSC1 AA00 | +1.43 | 2049 178.1 555 844 1826 9.3 C3’-endo
CHARMM AAOO | +0.19 | 195.3 177.7 54.0 855 167.8| 9.2 C3’-endo
CHARMM-GB AA00 | -1.74 | 194.7 177.3 5388 85.7 167.7 8.8 C3’-endo
DFT/PBE AAOO | +0.43 | 2114 1689 499 849 1929 | 7.8 C3’-endo
MP2/6-31G AAOO | +0.29 | 193.1 1751 528 81.3 190.5 7.5 C3’-endo
MP2/pVTZ  AA00 | +0.01 | 195.8 1799 52.8 81.1 1935 | 8.8 C3’-endo
Promedio BB02 253.0 195.0 277.0 150.0 194.0
AMBER/BSC1 BB02 | +1.36 | 200.3 187.2 300.5 150.7 183.2 | 160.6 C2’-endo
DFT/PBE BBO2 | +2.62 | 207.3 182.3 292.0 148.1 176.4 | 163.8 C2’-endo
MP2/6-31G  BB0O2 | +2.68 | 181.0 184.1 294.1 156.2 174.7 | 1787 (C2'-endo
AMBER/BSC1 ABI1S | -4.32* | 59.1 55.0 51.0 146.7 193.2 | 165.1 C2’-endo
Energia total y diferencia energética en [kcal /mol], dngulos en [°]. AE es la diferencia entre la energia

o O O o o o

obtenida en cada clase conformacional para cada método, tomando como referencia el valor para
BBOO.

En el caso de la purina presentada en la Tabla 4.1, se destaca que los resultados
obtenidos con CHARMM exhiben una cercania notable con los obtenidos mediante
ambos métodos de MC. Esta similitud se extiende incluso a la minima diferencia
energética entre las clases conformacionales BBOO y AAQO. Es importante mencionar
gue, para los campos de fuerzas AMBER, se evidencia una diferencia energética mas
pronunciada entre estas clases.

En los resultados de las optimizaciones con CHARMM considerando agua como
solvente implicito, se manifiesta un cambio significativo en el comportamiento
energético. Este escenario particular destaca, ya que es el Unico método donde el
minimo asociado con la clase conformacional AAOO resulta mas favorable para este
nucledsido.

Ademas, al realizar calculos de MP2 utilizando el conjunto de bases aug-cc-pVTZ, los
resultados muestran una semejanza con los cdlculos obtenidos mediante MP2
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utilizando el conjunto de bases 6-31G(d’,p’) menos extendido. Esto subraya la
consistencia de los resultados obtenidos a través de los diferentes conjuntos de bases.

En la dltima fila se presenta un minimo correspondiente a la orientacién syn de la
base, esta estructura muestra un enlace de hidrégeno (HO5’-N3) que no es posible en
la cadena del ADN. Este enlace de hidrégeno hace su energia mas favorable, se indica
con * en AE.

Tabla 4.2: Resultados obtenidos para desoxiguanosina (dG) con métodos de MM 'y MC.

Método  NtC | AE X B Y o £ P Puckering
Promedio BB0O 258.0 180.0 44.0 138.0 183.0
AMBER/BSC1 BBOO 224.2 1709 53.7 144.6 174.8 | 162.7 C2’-endo
CHARMM BBOO 2341 188.6 46.7 1399 166.1 | 168.7 C2’-endo
CHARMM-GB BBO00O 235.1 169.4 459 140.0 166.0 | 168.9 C2’-endo
DFT/PBE BBOO 238.1 171.0 49.2 146.0 173.4 | 1739 C2’-endo
MP2/6-31G  BBOO 234.8 1709 49.5 148.3 1729 | 169.6 C2’-endo
MP2/pVTZ BBOO 239.0 175.0 50.0 146.1 175.6 | 169.0 C2’-endo
Promedio AA00 200.0 173.0 55.0 82.0 206.0
AMBER/BSC1 AAO00 +1.52 205.1 176.5 55.1 84.5 188.6 8.6 C3’-endo
CHARMM AAQO | +0.31 | 204.0 1743 52,5 846 169.0 | 11.5 C3’-endo
CHARMM-GB AAO00 +1.23 2049 172.8 51.8 849 1699 | 11.3 C3’-endo
DFT/PBE AAQO | +0.75 | 2129 1656 489 851 1956 | 8.7 C3’-endo
MP2/6-31G  AA00 | +0.62 | 199.3 168.6 50.8 81.2 193.6 | 10.2 C3’-endo
MP2/pVTZ  AA00 | +0.40 | 200.6 1756 51.5 813 197.0| 10.2 C3’-endo
Promedio BB02 253.0 195.0 277.0 150.0 194.0
AMBER/BSC1 BB02 | +1.01 | 205.6 187.3 300.6 150.4 191.9 | 160.3 C2’-endo
DFT/PBE BB02 +2.54 231.8 1829 292.3 1469 179.5| 161.2 C2’-endo
MP2/6-31G  BB0O2 | +2.89 | 193.3 184.6 293.8 154.1 176.7 | 171.7 C2’-endo
AMBER/BSC1 AB1S | -6.81* | 57.3 47.8 55.1 1455 189.3 | 162.4 C2’-endo
CHARMM AB1S | -5.32* | 569 51.1 50.7 1383 171.1 | 159.2 C2’-endo
CHARMM-GB AB1S | -23.65* | 569 50.2 51.1 138.1 171.1 | 159.2 C2’-endo
DFT/PBE AB1S | -7.84* | 53,9 58.2 475 1447 179.6 | 164.4 C2’-endo
AMBER/BSC1 BB1S | +1.51 67.3 189.3 300.1 155.1 200.5 | 170.9 C2’-endo
DFT/PBE BB1S | +2.45 69.3 186.1 294.5 150.5 179.6 | 171.8 C2’-endo
MP2/6-31G  BB1S | +1.88 66.3 187.6 295.0 154.0 179.2 | 171.1 C2’-endo
AMBER/BSC1 7715 | +7.66 781 1921 1849 804 173.7 | 36.8 C4’-exo
DFT/PBE Z71S | +5.13 66.6 184.5 190.1 853 1913 | 304 C3’-endo
MP2/6-31G  ZZ1S | +4.28 62.6 187.7 189.5 858 191.3 | 35.3 C3’-endo
Energia total y diferencia energética en [kcal/mol], dngulos en [°]. AE es la diferencia entre la energia
obtenida en cada clase conformacional para cada método, tomando como referencia el valor para
BBOO.

o O O O o o
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En la Tabla 4.2, se aprecia nuevamente que los resultados obtenidos con
CHARMM se aproximan a los obtenidos con métodos de MC, incluso para la
optimizacién con agua como solvente implicito. Ademas, se observa que los minimos
obtenidos con el conjunto de bases aug-cc-pVTZ son bastante similares a los
obtenidos con el conjunto de bases 6-31G(d’,p’).

En el caso de este nucledsido natural, se exploraron diversas conformaciones con
orientacién syn de la base. Especificamente, las conformaciones asociadas a la clase
conformacional AB1S exhiben el enlace de hidrogeno HO5’-N3, lo que resulta en una
energia mas favorable. Por otro lado, las otras clases con orientacidn syn (BB1S y ZZ1S)
no presentan dicho enlace, y desde el punto de vista energético, no estdn
considerablemente distantes de las clases conformacionales mas comunes.

En la Figura 4.2, se presentan las estructuras optimizadas de desoxiguanosina
en la clase conformacional BBOO utilizando diversos métodos. Aunque se aprecian
diferencias en los angulos de torsidn entre las optimizaciones con estos métodos,
estas variaciones no son significativas ni facilmente distinguibles, ya que los dngulos
de torsién permanecen cercanos dentro de sus rangos caracteristicos. En general, se
puede afirmar que los angulos de torsidn experimentan cambios minimos,
independientemente del método utilizado.

CHARMM

4

v PBE v MP2

Figura 4.2 Estructuras del nucledsido desoxiguanosina optimizadas geométricamente con diferentes
métodos (BSC1, CHARMM, PBE y MP2). Se indican las distancias O5’-H8 y 04’-N3 en A.
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Tabla 4.3: Resultados obtenidos para desoxitimidina (dT) con métodos de MM y MC.

Método  NtC | AE x ] Y ) £ P Puckering
Promedio BB0O 258.0 180.0 44.0 138.0 183.0
AMBER/BSC1 BB0O 221.1 1789 55.3 1439 170.5 | 160.3 C2’-endo
BSC1-GB BBOO 229.9 180.3 56.7 143.8 183.4 | 160.6 C2’-endo
CHARMM BBOO 222.1 1809 49.3 138.0 163.0 | 162.8 C2’-endo
CHARMM-GB BBO0O 221.0 180.1 49.3 137.8 158.6 | 164.3 C2’-endo
DFT/PBE BBOO 232.,5 174.8 50.8 143.8 172.4 | 167.1 C2’-endo
MP2/6-31G  BBOO 232.7 173.6 50.2 146.0 171.8 | 163.1 C2’-endo
MP2/pVTZ BBOO 232.4 180.2 51.1 1434 174.1| 161.8 C2’-endo
ADF/PW91 BBOO 227.8 180.1 51.8 1399 1759 | 163.1 C2’-endo
ADF/PBE-D BBOO 230.0 179.0 509 12.2 172.5| 165.3 C2’-endo
Promedio AA00 200.0 173.0 55.0 82.0 206.0
AMBER/BSC1 AA00 | +2.29 | 210.5 1789 556 86.0 1819 | 16.6 C3’-endo
BSC1-GB AAOO0 | +2.97 | 220.0 179.2 57.3 83.0 1773 | 223 C3’-endo
CHARMM AAQO | -0.26 | 200.3 180.6 53.2 83.2 166.4 | 13.6 C3’-endo
CHARMM-GB AA00 | +0.08 | 200.0 180.2 53.0 83.3 1659 | 13.5 C3’-endo
DFT/PBE AAQO | +0.54 | 201.1 1742 55.2 83.3 1909 | 11.6 C3’-endo
MP2/6-31G AAOO | +0.87 | 198.8 1719 523 80.3 188.5 | 13.0 C3’-endo
MP2/pVTZ AAQO | +0.49 | 1988 179.6 53.0 79.9 190.6 | 13.1 C3’-endo
ADF/PW91 AAOO0 | +0.39 | 205.2 176.7 53.3 83.5 196.8 | 154 C3’-endo
ADF/PBE-D  AA00 | +0.42 | 203.6 1747 52.1 80.6 192.7 | 115 C3’-endo
Promedio BB02 253.0 195.0 277.0 150.0 194.0
AMBER/BSC1 BB02 | +2.55 | 209.9 188.8 300.8 150.1 184.9 | 159.3 C2’-endo
BSC1-GB BB02 +1.11 | 229.1 181.7 297.1 150.2 184.1 | 163.7 C2’-endo
CHARMM BBO2 | +4.75 | 198.8 190.0 309.4 1345 167.5 | 141.7 Cl’-exo
CHARMM-GB BBO02 -1.17 197.6 1914 312.2 133.1 167.2 | 139.0 C1’-exo
DFT/PBE BBO2 | +3.02 | 196.1 181.9 292.2 1484 174.7 | 166.2 C2’-endo
MP2/6-31G BB02 +3.65 | 196.8 1844 293.2 1525 173.6 | 167.5 C2’-endo
ADF/PW91 BBO2 | +2.33 | 223.1 189.0 292.2 143.8 182.1 | 158.4 (C2-endo
ADF/PBE-D BBO2 | +2.69 | 228.6 189.8 291.1 149.6 178.4 | 168.6 C2’-endo
AMBER/BSC1 AB1S | +0.80* | 58.0 57.4 509 146.7 197.7 | 164.6 C2’-endo
AMBER/BSC1 NANT | +9.01 | 132.4 1809 55.3 99.9 182.1 | 328.0 C2’-exo
AMBER/BSC1 NANT | +6.77* | 59.8 20.1 54.0 944 208.0 | 34.8 C3’-endo
Energia total y diferencia energética en [kcal/mol], dngulos en [°]. AE es la diferencia entre la energia
obtenida en cada clase conformacional para cada método, tomando como referencia el valor para
BBOO.

O O O OO o o o o

En la Tabla 3 previamente presentada, se observa que, aunque los resultados
obtenidos con CHARMM se aproximan a los obtenidos con métodos de MC, hay un
cambio en el perfil energético: los calculos sin solvente con CHARMM favorecen la
conformaciéon AAOO para desoxitimidina, en contradiccién con los demdas métodos
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donde la conformacién BB0OO es la mas favorable, incluido CHARMM utilizando agua
como solvente implicito.

Ademas, se destaca que el uso de conjunto de bases aug-cc-pVTZ produce resultados
casi idénticos a los obtenidos con el conjunto de bases 6-31G(d’,p’). Y los resultados
obtenidos considerando agua como solvente implicito con AMBER se acercan a lo
encontrado sin considerar solvente.

Los resultados correspondientes a los diferentes funcionales de ADF son bastante
similares a los resultados de PBE y MP2 para todas las clases conformacionales de
desoxitimidina.

Asimismo, se incluyen conformaciones correspondientes a la orientacién syn de la
base en las ultimas filas, donde se observan dos minimos que presentan un enlace de
hidrogeno entre HO5’ y la base, mostrando una energia favorable. Cabe destacar que
los dos ultimos minimos no corresponden a ninguna clase conformacional catalogada.

A continuacidn, se presentaran las trayectorias calculadas mediante DM para
los nucledsidos de las pirimidinas naturales. El objetivo es analizar la evolucidn
geomeétrica de cada pirimidina a lo largo de un tiempo establecido y las diferencias
resultantes de iniciar la simulacidn desde la clase conformacional BBOO o desde AAQO.

Los resultados fueron obtenidos a diferentes temperaturas cercanas a la temperatura
ambiente (298K y 300K), con una duracién total de 1 nanosegundo y un paso de
0.001ns. Se consideraron dos configuraciones iniciales: una sin solvente y la otra con
agua como solvente implicito, usando el método GBIS.

En las figuras siguientes se ilustra el comportamiento de los tres angulos de torsion
mas relevantes para la clasificacién conformacional de los nucledsidos (x, y y 8) a lo
largo de la trayectoria de DM para desoxitimidina.

En primer lugar, observamos los angulos de torsidn en las trayectorias de DM para la
desoxitimidina. La simulacién se llevd a cabo comenzando desde la estructura inicial
correspondiente a la clase conformacional BB0OO, con una temperatura de 298K. Se
realizaron dos escenarios: uno sin solvente (Figura 4.3) y otro considerando agua
como solvente implicito (Figura 4.4).
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Figura 4.4: Angulos de On en trayectoria de d dmica molecular tomando como estructura inicial el
nucledsido desoxitimidina en confor n BBOO, con temperatura de 298K y sin solvente.
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Figura 4.3: Angulos de torsion en trayectoria de dindmica molecular tomando como estructura inicial

el nucledsido desoxitimidina en conformacion BB0O, con temperatura de 298K y con agua como
solvente implicito.
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En la Figura 4.3, se aprecia que los angulos de torsiony y 0 del azucar
permanecen en una region caracteristica de la conformacién de la familia B-ADN
(gauge+ para vy vy trans para 0 ). Mientras tanto, el angulo glucosidico x oscila, con
una amplitud relativamente mayor que los otros dangulos, entre valores
correspondientes a la orientacion anti de la base. Estos resultados sugieren que la
molécula experimenta pequefios movimientos alrededor de su punto de equilibrio,
que parece ser la conformacién BBOO.

Cuando se afiade agua como solvente implicito (Figura 4.4), se observa que no hay
cambios significativos en los angulos de torsion de la molécula en comparacién con la
Figura 3. Los angulos de torsion contindan ubicandose en las regiones
correspondientes a la clase conformacional BBOO, con una orientacién anti de la base.
Esto sugiere una estabilidad relativa de la conformacién BB0OO incluso en presencia de
agua como solvente implicito.

A continuacidn, se presentan los angulos de torsién en la trayectoria de DM
gue se inicia con una estructura de desoxitimidina correspondiente a la clase
conformacional AAQOQ, tanto sin solvente (Figura 4.5) como con agua como solvente
implicito (Figura 4.6).

Angulos de Torsién: D itimidina (inicial A ; T=298K ; Sin Solvente)
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Figura 4.5: Angulos de torsion en trayectoria de dindmica molecular tomando como estructura inicial el
nucledsido desoxitimidina en conformacion AAOO, con temperatura de 298K y sin solvente.
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los de Torsién: D itimidina (inicial A ; T=298K ; GB Agua)
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Figura 4.6: Angulos de torsién en trayectoria de dindmica molecular tomando como estructura inicial el nucleésido
desoxitimidina en conformacion AAOO, con temperatura de 298K y con agua como solvente implicito.

En la Figura 4.5, iniciando desde la conformacion AAQO, observamos que los
angulos de torsion (inicialmente en la regidén gauge+ para vy y 0 ) cambian después
de unos pocos pasos hacia regiones correspondientes a la clase conformacional BBOO.
Esto sugiere que, bajo estas condiciones, nuestra molécula experimenta un cambio
dindmico de la familia A-ADN a B-ADN, manteniéndose posteriormente en esta ultima
conformacion.

Al incluir agua como solvente implicito (Figura 4.6), observamos un comportamiento
similar, pero con un “salto” intermedio hacia AAOO antes de regresar nuevamente a
BBOO.

Para concluir el analisis de los nucledsidos naturales del ADN, se presentan los
resultados obtenidos para la desoxicitidina. Exploraremos tanto las tablas que
presentan las optimizaciones geométricas como las trayectorias de DM. Se usa este
enfoque para obtener una comprension integral de la estabilidad y las preferencias
conformacionales de este nucledsido separado.
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Tabla 4.4: Resultados obtenidos para desoxicitidina (dC) con métodos de MM y MC.

Método  NtC | AE x B Y ) £ P Puckering

Promedio BB0O 258.0 180.0 44.0 138.0 183.0
AMBER/BSC1 BB0O 215.4 179.7 55.8 143.1 156.9 | 1589 (C2-endo
BSC1-GB BBOO 227.5 1799 56.6 143.1 182.3 | 159.4 (C2-endo
CHARMM BBOO 2089 180.4 51.9 138.5 160.4 | 165.5 C2’-endo
CHARMM-GB BBO0O 207.3 180.2 52.1 138.2 158.6 | 164.3 C2’-endo
DFT/PBE BBOO 216.5 177.5 53.6 143.0 168.2 | 165.1 C2-endo
MP2/6-31G  BBOO 2125 176.7 52.6 1455 168.0 | 162.5 C2’-endo
MP2/pVTZ BBOO 204.1 181.8 53.3 143.2 1685 | 162.2 (C2-endo
ADF/PW91 BBOO 222.3 1804 52.7 138.6 173.4 | 163.2 C2’-endo
ADF/PBE-D BBOO 223.6 179.0 51.8 141.6 169.4 | 166.1  C2-endo
Promedio AA00 200.0 173.0 55.0 82.0 206.0
AMBER/BSC1 AA00 | +1.79 | 205.4 181.0 559 82.7 1746 | 154 C3’-endo
BSC1-GB AAOO | +2.82 | 217.7 179.2 57.4 82.2 176.7 | 22.7 C3’-endo
CHARMM AAOO | -0.64 | 195.1 180.9 544 83.8 165.6| 11.5 C3’-endo
CHARMM-GB AA00 -0.51 1946 181.0 54.6 83.7 1646 | 113 C3’-endo
DFT/PBE AAOO | -0.53 |198.2 176.0 53.3 83.2 187.4 | 10.8 C3’-endo
MP2/6-31G AAQ00 -0.49 195.3 174.7 534 80.2 185.6 | 12.0 C3’-endo
MP2/pVTZ  AAOO | -0.80 | 194.1 1816 54.0 79.7 187.0| 114 C3’-endo
ADF/PW91 AAQ00 -0.58 | 200.0 178.0 53.7 82.2 1941 | 13.0 C3’-endo
ADF/PBE-D  AA00 | -0.70 | 197.4 176.0 533 79.5 191.3 | 10.3 C3’-endo
Promedio BB02 253.0 195.0 277.0 150.0 194.0
AMBER/BSC1 BB02 | +2.11 | 201.5 187.3 300.3 150.0 168.2 | 159.3 C2’-endo
BSC1-GB BB0O2 | +0.94 | 225.7 181.6 297.0 149.8 1829 | 163.1 C2-endo
CHARMM BB02 | +4.08 | 190.0 188.9 305.8 138.6 164.2 | 151.3 C2’-endo
CHARMM-GB BB02 | +1.30 | 188.3 190.1 307.3 1379 163.6 | 149.2 (C2-endo
DFT/PBE BB0O2 | +1.72 | 192.0 180.3 291.3 149.7 170.8 | 168.8 (C2’-endo
MP2/6-31G  BB02 | +2.13 | 190.4 188.9 305.8 138.6 164.2 | 151.3 C2’-endo
AMBER/BSC1 AB1S | +0.47* | 59.4 581 49.2 147.0 195.1 | 167.7 (C2'-endo
AMBER/BSC1 NANT | +5.92* | 62.1 17.8 53.1 95.6 207.6 | 29.4 C3’-endo
Energia total y diferencia energética en [kcal/mol], dngulos en [°]. AE es la diferencia entre la energia

obtenida en cada clase conformacional para cada método, tomando como referencia el valor para
BBOO.

O O O OO o o o o

En la Tabla 4.4, se observa nuevamente similitud entre los resultados
obtenidos con los diferentes funcionales de ADF y los obtenidos con PBE y MP2. Tanto
en términos de angulos de torsién como de comportamiento energético, se evidencia
coherencia, presentando el minimo en la conformacién AAOO como la configuracion
mas favorable energéticamente, mientras que la conformacién BB02 es la menos
favorable. Este patrén se replica en los resultados obtenidos con CHARMM, donde los
valores de los angulos de torsidn se acercan significativamente a los de MC. En este
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caso, se observa también la preferencia hacia la conformacién AAOO como la mas
favorable desde el punto de vista energético, en contraste con los campos de fuerzas
AMBER, que favorecen a la clase BBOO en la desoxicitidina como en los otros tres
nucledsidos naturales. Esta inclinacién conformacional especifica hacia AAQO,
evidenciada por los métodos de MC, es Unica para la desoxicitidina en el contexto de
los nucledsidos naturales del ADN.

Ademas, se destaca la consistencia en los resultados de las optimizaciones con y sin
agua como solvente implicito, tanto para el campo de fuerzas BSC1 como para
CHARMM, manteniendo los comportamientos energéticos de las conformaciones
BB0O, AAOO y BB02 de sus respectivos métodos.

En la Figura 4.7, se muestran los resultados de las optimizaciones de
desoxicitidina para las clases conformacionales BBOO y AAQO, considerando agua
como solvente implicito en AMBER/BSC1 y CHARMM. Por otro lado, en la Figura 4.8,
se presentan las optimizaciones realizadas mediante el software ADF utilizando los
funcionales PW91 y PBE-D para las mencionadas clases conformacionales de
desoxicitidina. Recordemos que, en el contexto de AMBER, la familia BBOO emerge
como energéticamente mds favorable, mientras que, para los demas métodos, la
conformacion AAQO es la preferida desde el punto de vista energético.

BB00-BSC1-GB

BB00-CHARMM-GB

AA00-CHARMM-GB -~ =

Figura 4.7: Resultados para desoxicitidina en las clases conformacionales BBOO (izquierda) y AAOO

(derecha), obtenidos de optimizaciones considerando agua como solvente implicito en AMBER/BSC1
(arriba) y CHARMM (abajo). Se indican las distancias O5’-H6 y 04’-02 en A.

52



BB00-PW9I1 AAOO-PWO1 - | \

BBOO-PBE-D AAOO-PBE-D - \

Figura 4.8: Resultados para desoxicitidina en las clases conformacionales BBOO (izquierda) y AAOO
(derecha), obtenidos usando el software ADF con los funcionales PW91 (arriba) y PBE-D (abajo). Se
indican las distancias 05’-H6 y 04’-02 en A.

Ahora, se presentan las trayectorias de DM para la desoxicitidina, utilizando
los mismos pardmetros que para la otra pirimidina. Las siguientes figuras
corresponden a la evolucién de los angulos de torsidn en la trayectoria que toma
como inicial la conformacién de desoxicitidina que correspondiente a la clase BBOO en
las dos configuraciones iniciales: sin solvente (Figura 4.9) y con agua como solvente
implicito (Figura 4.10).
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En la Figura 4.9, se aprecia que los angulos de torsién y y & del azucar se
mantienen en una regién correspondiente a la conformacion de la familia B-ADN
(gauge+ para v y trans para 0). Mientras que el angulo glucosidico y oscila, con una
amplitud notablemente mayor que los demas dngulos, entre valores caracteristicos
de la orientacidn anti de la base. Nuevamente, esto sugiere que la molécula exhibe
pequeiios movimientos alrededor de su punto de equilibrio, presuntamente la
conformacion BBOO.

La adicidn de agua como solvente implicito no induce cambios significativos,
como se observa al comparar la Figura 4.10 con la Figura 4.9. Los dngulos de torsion
de la molécula contindan manteniéndose en las regiones correspondientes a la clase
conformacional BBOO, con una orientacién anti de la base.

En la Figura 4.11, donde partimos de desoxicitidina en conformaciéon AA0O,
podemos ver que los angulos de torsidn (inicialmente en la regién gauge+ para yy 9)
cambian después de unos pocos pasos a regiones que corresponden a la clase
conformacional BB0O. Esto nos indica que, bajo estas condiciones, nuestra molécula
en dindmica molecular cambia de la familia A a la familia B, manteniéndose después
en esta Ultima conformacion.

Angulos de Torsién: Desoxicitidina (inicial A ; T=298K ; Sin Solvente)
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Figura 4.11: Angulos de torsién en trayectoria de dindmica molecular tomando como estructura inicial el nucledsido

desoxicitidina en conformacion BB0OO, con temperatura de 298K y sin solvente.
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En la Figura 4.12, al considerar agua como solvente implicito, observamos un
patrén similar al de desoxitimidina (Figura 4.6). Los angulos de torsidn, inicialmente
en una region correspondiente a la clase AA0O, experimentan un cambio hacia la clase
BBOO en los primeros pasos. A medida que progresa la trayectoria, se produce un
“salto” hacia la clase AAOO en pasos intermedios para luego regresar nuevamente a
BB0O, donde la molécula mantiene su conformacion.

Angulos de Torsién: Desoxicitidina (inicial A ; T=298K ; GB Agua)
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Figura 4.12: Angulos de torsién en trayectoria de dindmica molecular tomando como estructura inicial el
nucledsido desoxicitidina en conformacion BBOO, con temperatura de 298K y con agua como solvente
implicito.
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4.2 Nucledsidos con bases modificadas

Los calculos empleando diversos métodos para nucledsidos con bases
modificadas son fundamentales para comprender las contribuciones de las
caracteristicas que experimentan cambios en la molécula. Asimismo, resultan
esenciales para comprender la influencia de estas modificaciones en la estructura fina
y en el funcionamiento del ADN.

A continuacion, se presentan las tablas con los resultados obtenidos para
distintas modificaciones en las bases nitrogenadas de las pirimidinas naturales (Figura
2.2), utilizando MM (campo de fuerzas AMBER/BSC1) y MC (DFT/PBE y MP2). La Figura
4.13, ilustra las modificaciones consideradas para pirimidinas, proporcionando una
visién detallada de los cambios estructurales evaluados.

Tabla 4.5: Resultados obtenidos para desoxiuridina (dU) con métodos de MM y MC.

Método  NtC | AE x ] Y ) £ P Puckering
Promedio BB0O 258.0 180.0 44.0 138.0 183.0
AMBER/BSC1 BBOO 0 219.7 177.0 51.6 140.0 179.3 | 1545 C2’-endo
DFT/PBE BBOO 0 2311 175.1 515 143.8 1729 | 167.3 C2’-endo
MP2/6-31G BB0OO 0 232.1 173.7 504 146.1 172.2 | 163.2 C2’-endo
Promedio AA00 200.0 173.0 55.0 82.0 206.0
AMBER/BSC1 AAOQ0 | +1.50 | 212.0 1784 53.7 86.2 186.2 | 19.1 C3’-endo
DFT/PBE AAOO | +0.39 | 201.2 1733 526 839 1910 | 113 C3’-endo
MP2/6-31G  AA00 | +0.82 | 198.3 171.6 52.6 80.5 188.7 | 12.9 C3’-endo
Promedio BB02 253.0 195.0 277.0 150.0 194.0
AMBER/BSC1 BB02 | +3.83 | 208.3 188.3 300.2 143.6 190.5 | 149.3 C2’-endo
DFT/PBE BBO2 | +3.02 | 194.0 182.1 292.0 149.8 175.0 | 169.1 C2’-endo
MP2/6-31G BBO2 | +3.59 | 194.3 184.8 293.3 1529 173.7 | 168.8 C2’-endo
Energia total y diferencia energética en [kcal/mol], dngulos en [°]. AE es la diferencia entre la energia

obtenida en cada clase conformacional para cada método, tomando como referencia el valor para
BBOO.

El nucledsido de uracilo (desoxiuridina), detallado en la Tabla 4.5, exhibe un
comportamiento similar al de la desoxitimidina con respecto a estos métodos (Tabla
4.3). En este caso, la clase conformacional BBOO se posiciona como la mas favorable
energéticamente, seguida de la clase AAOO vy, finalmente, la clase BBO2. Aunque con
MC la diferencia energética entre BBOO y AAOO es mas reducida, BBOO continua siendo
la preferida, coincidiendo con la tendencia observada en el caso de la desoxitimidina.
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Uracilo
5-metil citosina

2-oxo pirimidina 2-amino 4-oxo pirimidina (isocitosina)

4-oxo pirimidina
2-oxo 5-amino pirimidina

Figura 4.13: Nucledsidos modificados considerados para pirimidinas: Desoxiudirina (dU), nucledsido de

5-metil citosina, nucledsido de 2-oxo pirimidina, nucledsido de 2-amino 4-oxo pirimidina, nucledsido de

4-oxo pirimidina y nucledsido de 2-oxo 5-amino pirimidina. De izquierda a derecha y de arriba a abajo.
Todas en conformacién BBOO optimizadas con MP2.
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Tabla 4.6: Resultados obtenidos para el desoxinucleésido de 5-metil citosina con métodos de MM y
MC.

Método  NtC | AE X B Y ) € P Puckering
Promedio BB0O 258.0 180.0 44.0 138.0 183.0
AMBER/BSC1 BBO0O 0 2174 180.1 52,7 1379 1694 | 152.3 C2’-endo
DFT/PBE BBOO 0 220.8 177.6 52.8 142.7 168.5 | 164.6 C2’-endo
MP2/6-31G BB0OO 0 215.4 176.6 52.3 1452 168.1 | 162.0 C2’-endo
Promedio AA00 200.0 173.0 55.0 82.0 206.0
AMBER/BSC1 AAO00 | +0.36 | 209.0 181.4 53.6 85.1 179.1 | 17.1 C3’-endo
DFT/PBE AAOO | -0.53 | 196.6 1779 53.9 82.6 1873 | 103 C3’-endo
MP2/6-31G  AAQO | -0.55 | 195.2 176.0 53.4 79.9 185.2 6.9 C3’-endo
Promedio BB02 253.0 195.0 277.0 150.0 194.0
AMBER/BSC1 BB02 | +3.76 | 203.7 187.6 299.1 143.2 176.8 | 149.2 C2’-endo
DFT/PBE BB0O2 | +1.72 | 167.7 180.4 291.4 148.5 170.6 | 166.4 C2’-endo
MP2/6-31G BBO2 | +2.16 | 190.6 182.5 292.8 154.2 1699 | 1733 C2’-endo
Energia total y diferencia energética en [kcal/mol], dngulos en [°]. AE es la diferencia entre la energia

obtenida en cada clase conformacional para cada método, tomando como referencia el valor para
BBO0O0.

En el caso del nucledsido de 5-metilcitosina, expuesto en la Tabla 4.6,
observamos un comportamiento energético similar al de la desoxicitosina,
destacdndose la misma discrepancia entre MM/AMBER y MC. Segiun las
optimizaciones obtenidas con AMBER, la clase conformacional BBOO prevalece como
la mas favorable, mientras que, con métodos de MC, la preferencia recae en la clase
conformacional AAQOO.

Tabla 4.7: Resultados obtenidos para el desoxinucledsido de 2-oxo pirimidina con métodos de MC.

Método NtC | AE x ] Y ) g P Puckering
Promedio  BBO0O 258.0 180.0 44.0 138.0 183.0
DFT/PBE BBOO 0 205.3 179.5 55.0 143.6 165.8 | 168.3 C2’-endo
MP2/6-31G  BBOO 0 203.8 178.2 54.0 146.6 167.9 | 165.7 C2'-endo
Promedio  AA00 200.0 173.0 55.0 820 206.0
DFT/PBE  AAOO | -0.65 | 196.7 1769 54.1 83.7 189.0 | 10.1 C3’-endo
MP2/6-31G  AA00 | -0.52 | 195.2 1744 536 80.6 186.5| 12.2 C3’-endo
Promedio  BB02 253.0 195.0 277.0 150.0 194.0
DFT/PBE BBO2 | +1.92 | 191.6 182.7 292.4 150.7 1727 | 171.7 C2’-endo
MP2/6-31G BBO2 | +2.26 | 190.4 183.7 293.2 1545 171.6 | 174.0 C2-endo

Energia total y diferencia energética en [kcal/mol], dngulos en [°]. AE es la diferencia entre la energia

obtenida en cada clase conformacional para cada método, tomando como referencia el valor para
BBOO.
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Para el nucledsido de 2-oxopirimidina (citosina sin el grupo amino),
presentado en la Tabla 4.7, observamos una vez mds el mismo patrén energético que
en la desoxicitosina para MC. La clase conformacional AAOO destaca como la mas
favorable en este contexto.

Tabla 4.8: Resultados obtenidos para el desoxinucledsido de 2-amino 4-oxo pirimidina (isocitosina)
con métodos de MC.

Método NtC | AE X B Y o £ P Puckering
Promedio  BBO00O 258.0 180.0 44.0 138.0 183.0
DFT/PBE BBOO 0 246.3 1714 48.6 145.7 175.2 | 169.0 C2’-endo
MP2/6-31G  BBOO 0 245.6 171.1 48,5 147.8 1744 | 165.5 C2’-endo
Promedio = AA00 200.0 173.0 55.0 82.0 206.0
DFT/PBE AAOO | +1.14 | 207.4 167.1 50.1 84.2 198.7 | 13.6 C3’-endo
MP2/6-31G AAOO | +2.03 | 195.4 170.3 51.8 80.3 192.2 | 16.2 C3’-endo
Promedio  BBO02 253.0 195.0 277.0 150.0 194.0
DFT/PBE BBO2 | +1.13 | 291.0 183.4 293.6 1449 183.1 | 153.9 C2’-endo
MP2/6-31G BB02 | +2.24 | 290.4 184.6 293.8 147.0 183.0 | 152.9 C2’-endo
Energia total y diferencia energética en [kcal/mol], dngulos en [°]. AE es la diferencia entre la energia

obtenida en cada clase conformacional para cada método, tomando como referencia el valor para
BBO0O0.

En el caso del nucleésido de 2-amino-4-oxopirimidina (isocitosina), presentado
en la Tabla 4.8, se evidencia un comportamiento energético distinto al de la
desoxicitosina. En este caso, al igual que en otros nucledsidos naturales, la clase
conformacional BBOO destaca como la mas favorable. Ademas, se observa una minima
diferencia energética entre la clase AAOO y la clase BB02.

Tabla 4.9: Resultados obtenidos para el desoxinucledsido de 4-oxo pirimidina con métodos de MC.

Método NtC | AE x ] Y ) £ P Puckering
Promedio  BB0O 258.0 180.0 44.0 138.0 183.0
DFT/PBE BBOO 0 237.1 173.3 49.7 1450 176.9 | 168.8 C2’-endo
MP2/6-31G  BBOO 0 237.1 1724 49.2 147.2 176.1 | 165.1 C2’-endo
Promedio AA00 200.0 173.0 55.0 82.0 206.0
DFT/PBE AAQO | +1.57 | 217.7 164.7 495 86.3 196.5| 154 C3’-endo
MP2/6-31G AA0O | +2.16 | 214.8 161.0 49.8 83.5 1946 | 18.3 C3’-endo
Energia total y diferencia energética en [kcal/mol], dngulos en [°]. AE es la diferencia entre la energia

obtenida en cada clase conformacional para cada método, tomando como referencia el valor para
BBO0O.
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Para el nucleésido de 4-oxopirimidina (resultado de la desaminacion del
nucledsido anterior), como se muestra en la Tabla 4.9, se repite el mismo patrén
observado en el caso anterior. La clase conformacional BBOO se destaca nuevamente
como la mas favorable desde el punto de vista energético.

Tabla 4.10: Resultados obtenidos para el desoxinucledsido de 4-oxo pirimidina con métodos de MC.

Método NtC | AE x ] Y ) £ P Puckering
Promedio  BBOO 258.0 180.0 44.0 138.0 183.0
DFT/PBE BBOO 0 208.6 181.6 54.8 143.1 167.7 | 165.5 C2’-endo
MP2/6-31G  BBOO 0 208.1 180.6 539 1456 1679 | 1629 C2’-endo
Promedio AAO00 200.0 173.0 55.0 82.0 206.0
DFT/PBE AAOO | -0.71 | 197.2 1835 548 826 1879 | 11.2 C3’-endo
MP2/6-31G AA0O0 | -0.71 | 195.4 182.0 545 799 185.7 | 123 C3’-endo
Energia total y diferencia energética en [kcal/mol], dngulos en [°]. AE es la diferencia entre la energia

obtenida en cada clase conformacional para cada método, tomando como referencia el valor para
BBOO.

Finalmente, para el nucledsido de 2-oxo-5-aminopirimidina (citosina con el
grupo amino en la posicion 5 en lugar de la posicidén 4), como se muestra en la Tabla
4.10, se evidencia un comportamiento energético similar al de desoxicitidina. La clase
conformacional AAQO se destaca como la mas favorable para los métodos de MC.

Al analizar los resultados de los desoxinucledsidos con bases modificadas, se
observa una tendencia en la cual la clase conformacional AAQOO es energéticamente
mas favorable para aquellas que presentan un oxigeno en la posicidn 2, a excepcidon
de la desoxiuridina, que exhibe un hidrégeno unido a N3. Estas dos caracteristicas
particulares pueden influir significativamente en esta preferencia conformacional.
Para los demds nucledsidos modificados, la clase mas favorable sigue siendo la BBOO.

En las siguientes tablas se presentan los resultados correspondientes a
diferentes modificaciones en las purinas naturales (Figura 2.2), obtenidos mediante
métodos de MC (DFT/PBE y MP2). En particular, se estudiaron los nucledsidos de 8-
oxoguanina, 8-oxoadenina y de hipoxantina (inosina), cuyas estructuras podemos
observar en la Figura 4.14.

La 8-oxoguaniona es una forma modificada de la guanina que se forma cuando la
guanina en el ADN sufre dafio debido a especies reactivas de oxigeno, como los
radicales libres. A su vez, la 8-oxoadenina se forma cuando la adenina en el ADN sufre
dafio oxidativo en el carbono 8. La inosina no se encuentra directamente en el ADN,
sin embargo, puede estar presente en el ARN durante la sintesis de proteinas,
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formandose cuando la adenina sufre una desaminacién espontanea, convirtiéndose
en hipoxantina, que puede ser posteriormente reconocida y emparejada con citosina
durante la transcripcion.

> Base: Guanina

Base: Hipoxantina ¢

Base: 8-oxoadenina

Figura 4.14: Desoxiguanosina y nucledsidos modificados considerados para purinas: 8-oxoguanosina,
8-oxoadenosina e inosina (nucledsido de hipoxantina). De izquierda a derecha y de arriba a abajo.
Todas en conformacion BBOO optimizadas con PBE. Se indican las distancias O5’-H8 y 04’-N3 en A.

Tabla 4.11: Resultados obtenidos para el desoxinucledsido de 8-oxo guanina (8-oxo guanosina) con
métodos de MM y MC.

Método  NtC | AE X B Y ) £ P Puckering
AMBER/BSC1 BBO00O o* 231.7 614 534 148.0 187.2 | 1654 C2’-endo
DFT/PBE BBOO 0* 245.6 64.7 453 1459 1784 | 165.5 C2’-endo
AMBER/BSC1 AAO00 | +4.90* | 222.3 34.1 50.1 88.1 200.3 | 184 C3’-endo
DFT/PBE AAOO | +9.28 | 2854 182.7 55.8 93.5 198.2 | 347.7 C2’-exo
AMBER/BSC1 BB02 | +8.21 | 239.7 182.0 298.8 154.9 195.7 | 170.2 C2’-endo
DFT/PBE BBO2 | +7.21 | 258.2 174.1 293.7 1525 178.8 | 180.4 C2’-endo
AMBER/BSC1 AB1S | -1.43* | 46.7 49.3 58.8 147.0 177.8 | 160.6 C2’-endo
DFT/PBE AB1S | -1.90* | 51.9 53.6 48,6 1429 176.1 | 162.2 C2’-endo
AMBER/BSC1 BB1S | +8.31 53.1 190.6 300.0 152.5 185.1 | 163.5 C2’-endo
DFT/PBE BB1S | +8.79 63.2 1869 2941 148.8 176.5| 167.9 C2’-endo
AMBER/BSC1 7z71S | +13.48 | 46.4 1909 1843 85.0 1629 | 19.5 C3’-endo
DFT/PBE NANT | +9.34 58.0 172.2 50.0 81.0 1948 | 353 C3’-endo
Energia total y diferencia energética en [kcal/mol], dngulos en [°]. AE es la diferencia entre la energia
obtenida en cada clase conformacional para cada método, tomando como referencia el valor para
BBOO.
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En el caso de 8-oxoguanosina, Tabla 4.11, se observan varias optimizaciones
que muestran enlaces de hidrégeno entre HO5’' y atomos especificos en la base,
particularmente, N3 para la orientacion syn y O8 para la orientacion anti. Este ultimo
enlace se puede ver ilustrado en la Figura 4.14 para 8-oxoguanosina. Es importante
recordar que esta orientacion, representada por el valor del dngulo B, no es posible
en toda la cadena del ADN. Las estructuras que presentan estos enlaces de hidrégeno
tienden a tener una energia mas favorable, lo que resulta en una diferencia energética
mas pronunciada en comparacién con los minimos sin enlaces de hidrégeno. Estos
minimos corresponden a la clase conformacional BBOO (para la orientacién anti) con
ambos métodos, AAQO (s6lo para AMBER) y AB1S (para la orientacién syn) con ambos
métodos.

Tabla 4.12: Resultados obtenidos para el desoxinucledsido de 8-oxo adenina (8-oxoadenosina) con
métodos de MC.

Método NtC | AE X B Y o £ P Puckering

DFT/PBE BBOO o* 2426 643 46.0 1455 177.2 | 164.7 (C2-endo
MP2/6-31G  BBOO 0* 2440 643 47.0 146.7 176.8 | 159.0 (C2’-endo
DFT/PBE  AA00 | +2.28* | 240.3 42,6 443 89.0 207.3 | 30.2 C3’-endo
MP2/6-31G AA00 | +7.02 | 297.9 181.7 57.4 101.7 192.8 | 328.0 C2’-exo
DFT/PBE BBO2 | +7.21 | 255.1 175.2 2929 1512 178.1 |177.1 C2-endo
MP2/6-31G BB02 | +6.45 | 255.6 177.6 293.9 155.1 176.7 | 175.2  C2’-endo
DFT/PBE  AB1S | -1.05* | 53.1 654 46.2 146.0 176.5 | 165.1 C2-endo
MP2/6-31G AB1S | -1.33* | 52.8 64.0 469 1464 176.7 | 1583 (C2’-endo
DFT/PBE BB1S | +7.31 | 65.5 177.5 293.4 150.4 177.4|172.7 (C2-endo
MP2/6-31G BB1S | +6.05 61.0 179.1 2934 153.6 176.4 | 1709 C2’-endo
Energia total y diferencia energética en [kcal/mol], dngulos en [°]. AE es la diferencia entre la energia

obtenida en cada clase conformacional para cada método, tomando como referencia el valor para
BBOO.

Para 8-oxoadenosina, segin se muestra en la Tabla 4.12, los resultados son
similares a los de la purina anterior. Se identifican conformaciones que muestran un
enlace de hidrégeno entre HO5’ y la base: en orientacién anti de la base tenemos
BBOO para ambos métodos y AAOO para DFT/PBE; mientras que para orientacion syn
de la base AB1S. Estas conformaciones presentan una menor energia, debido al enlace
de hidrégeno.
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Tabla 4.13: Resultados obtenidos para el desoxinucledsido de 8-oxo adenina (8-oxoadenosina) con
métodos de MC.

Método NtC | AE X B Y o £ P Puckering

DFT/PBE BBOO 0 236.0 1733 49.6 146.2 173.6 | 1749 (C2'-endo
MP2/6-31G  BB0OO 0 2234 1719 49.8 1483 173.0|169.6 C2'-endo
DFT/PBE AAOO | +0.53 | 2134 1669 49.2 85.7 195.6 8.3 C3’-endo
MP2/6-31G AA00 | +0.53 | 199.2 169.8 51.1 81.4 193.4 | 10.1 C3’-endo
DFT/PBE BBO2 | +2.79 | 210.6 183.2 2925 1485 178.6 | 167.5 C2’-endo
MP2/6-31G BB02 | +2.92 | 187.5 185.1 2943 1555 176.1 | 176.1 (C2’-endo
DFT/PBE AB1S | -6.71* | 56.1 64.6 46.6 146.0 180.3 | 163.5 (C2’-endo
MP2/6-31G AB1S | -5.59* | 56.1 63.8 46.9 146.6 180.1 | 157.6 (C2’-endo
DFT/PBE BB1S | +2.26 | 68.6 180.9 294.1 150.7 181.2 | 171.3 (C2-endo
MP2/6-31G BB1S | +1.77 65.6 182.3 294.2 154.1 180.3 | 170.6 C2’-endo
Energia total y diferencia energética en [kcal/mol], dngulos en [°]. AE es la diferencia entre la energia
obtenida en cada clase conformacional para cada método, tomando como referencia el valor para
BBO0O0.

En el caso del nucledsido de hipoxantina (inosina), como se presenta en la
Tabla 4.13, se observa que solo existe una conformacién que presenta un enlace de
hidrégeno entre HO5’ y N3 para ambos métodos (clase conformacional AB1S). Esta
conformacidn particular representa el minimo de energia mas bajo para este
nucledsido. Dado que en la hipoxantina no hay un oxigeno en la posicién 8, no se
forma un enlace de hidrégeno entre el azucar y la base para la orientacién anti. La
presencia de este enlace de hidrégeno contribuye a la estabilidad estructural y, por
ende, a la menor energia observada en esta conformacién especifica.
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Capitulo 5. Conclusiones

Empleando dos tipos de campos de fuerzas de MM, AMBER y CHARMM,; asi como
métodos de MC, DFT y ab initio a nivel MP2, se obtuvieron varios minimos locales de
energia para nucledsidos separados naturales y modificados. Estos minimos
corresponden a diferentes clases conformacionales de fragmentos minimos de la
cadena del ADN.

Aunque los resultados cualitativos no exhiben dependencia del método de
calculo, se identificaron divergencias en ciertas conclusiones importantes para la
evaluacidn de la contribucidn de las posibilidades conformacionales a la estructura
espacial y funciones del ADN.

Todos los minimos locales para nucledsidos de pirimidinas corresponden a
posiciones mutuas anti entre la base y el azlcar, y a las clases conformacionales AAQO,
BBOO y BBO02. En el caso de los nucledsidos de purinas, los minimos locales
corresponden a ambas orientaciones (anti y syn), y algunos de estos minimos
contienen enlaces de hidrégeno entre la base y el C5'-fin del azucar, que no
corresponden a la estructura de cadena del ADN, pero que se han encontrado
experimentalmente en cristales de nucleédsidos.

Los resultados preliminares de los estudios con el programa AMBER indican que,
para los cuatro nucledsidos naturales del ADN, el minimo mas favorable sin enlaces
de hidrégeno corresponde a la clase conformacional BB0O. Sin embargo, los calculos
con métodos de MC resultan en que, para la desoxicitidina, el minimo mas favorable
corresponde a la clase conformacional AAQOQ, en contraste con los otros nucledsidos
naturales. Los calculos que incorporan agua como solvente implicito, utilizando
ambos campos de fuerzas, arrojaron resultados similares a aquellos realizados sin
solvente. El uso de otros funcionales en el método DFT (implementados en el
programa ADF) y de un conjunto de bases mas extendido en el método de MP2 (aug-
cc-pvTz en lugar de 6-31G (d’,p’) mostraron similitudes. Ademas, el empleo del campo
de fuerzas CHARMM resulté en un minimo mas favorable correspondiente a la clase
conformacional AAOO para ambos nucledsidos de pirimidinas.

Estos resultados sefialan que ambos campos de fuerzas de MM considerados no
se ajustan adecuadamente para reproducir los resultados para desoxinucledsidos
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separados (como en el caso de otros fragmentos simples del ADN), y para
conclusiones finales, los métodos de MC son necesarios.

Los cdlculos utilizando métodos de MC para los desoxinucledsidos de pirimidinas
modificadas, revelaron que aquellas bases con un grupo oxo en la segunda posicion
del anillo y con el &tomo N3 con un enlace doble, como en la desoxicitidina natural,
tienen como minimo mas profundo el correspondiente a la clase conformacional
AAO0O. La falta de alguna de estas caracteristicas condujo a la preferencia energética
por el minimo correspondiente a la clase conformacional BBOO. Estos resultados son
cruciales para evaluar las contribuciones de las interacciones en el ADN a la estructura
y funciones de sus fragmentos, que contienen secuencias diferentes de nucleétidos
naturales y modificados.
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