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Resumen

Los derivados metilados de la xantina: la cafeina, teobromina y teofilina
son estimulantes leves del sistema nervioso central y se consumen ampliamen-
te a través del té, café y chocolate. Sus propiedades bioactivas son muchas y
variadas. Una de las caracteristicas mas importante de estas moléculas es que
son parecidas a las bases de los 4dcidos nucleicos. En este trabajo empleamos
los métodos de Mecanica Molecular para realizar la busqueda y caracteri-
zacion de las estructuras de minima energia de los dimeros de moléculas de
teofilina y teobromina.

Los resultados obtenidos exponen algunas de las caracteristicas méas im-
portantes de los dimeros encontrados en este trabajo, como lo son la energia
de interaccion, el tipo de interaccion (interaccion stacking o por enlace de hi-
drogeno), el vector momento dipolar, el traslape entre moléculas, entre otras.
Estos resultados fueron comparados con algunos otros resultados obtenidos
mediante métodos experimentales y tebricos de la Mecanica Cuantica.
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Introduccion

La Biofisica computacional estd compuesta de dos grandes areas basadas
en principios fisicos distintos. Por una parte, la Mecéanica Molecular (MM)
basada en la mecanica clasica, considerando a los d&tomos como particulas
puntuales (dotadas de carga) interaccionando unos con otros mediante en-
laces que se asemejan a resortes. Por otra parte, tenemos los métodos de
estructura electronica (MEE) que se basan en la aplicacion de la Mecani-
ca Cuantica a los sistemas moleculares. Ambos métodos permiten calcular
un conjunto basico de propiedades moleculares, siendo la més importante
la energia del sistema, correspondiente a un determinado arreglo de atomos
(conformacion de una molécula) asi como las frecuencias vibracionales, el
vector momento dipolar, etc.

Actualmente estos métodos se han desarrollado a tal grado que la exacti-
tud de los resultados son comparables con los datos experimentales. En este
trabajo estudiamos haciendo uso de la Mecanica Molecular, dos moléculas
con actividad biologia y de amplio consumo, dichas moléculas pertenecen a
la familia de las xantinas.

Los derivados metilados de la xantina son un grupo de alcaloides usados
cominmente por sus efectos estimulantes leves sobre el Sistema Nervioso
Central y en diversos sistemas como el cardiovascular, muscular, etc. Las
metilxantinas naturales son la cafeina, teofilina y teobromina.

La teobromina (3,7-dimetilxantina) extraida principalmente del cacao y
la teofilina (1,3- dimetilxantina) extraida especialmente del Té, solo difieren
por la ubicaciéon de sus radicales metil y la pérdida de uno de éstos con res-
pecto a la cafeina (1,3,7- trimetilxantina). Estas tienen una misma estructura
heterociclica condensada de dos anillos, compartidas por carbonos y enlaces
dobles conjugados, que a su vez les dan, junto con las bases de los acidos
nucleicos (DNA y RNA), propiedades aromaticas.

Sin embargo, hasta la fecha el mecanismo molecular de la accion de estos
compuestos bastante simples se ha investigado poco, siendo el efecto principal
de la cafeina y las dos metilxantinas que estudiaremos, la estimulacion del
sistema nervioso central y periférico.

El blanco principal de la acciéon de estas moléculas en concentraciones
fisiologicamente significativas, son los receptores de adenosina [1].
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Algunas manifestaciones de la actividad bioldgica de la cafeina, teofilina
y teobromina se relacionan con su capacidad de formar complejos con los
biopolimeros [2]. En solucion la cafeina, no solo existe en forma de moléculas
individualmente hidratadas sino también como asociados de moléculas. Por
eso la investigacion de la auto asociacion de la teofilina y teobromina en fase
gaseosa 0O acuosa es una primera etapa para el estudio de los mecanismos
fisicos de la interaccion de las xantinas con biopolimeros. Como parte de
un programa de investigacion sobre los mecanismos moleculares de la acciéon
biologica de dichos compuestos, en este trabajo se investigara la estructura
y las caracteristicas energéticas de los dimeros formados con teobromina y
teofilina.

El objetivo de esta tesis es la blisqueda y caracterizacion de las estructu-
ras de minima energia de los dimeros de moléculas de teofilina y teobromina,
con métodos de Mecanica Molecular y comparacién con resultados expe-
rimentales y tedricos de Mecanica Cuantica. El trabajo de tesis consta de
cuatro capitulos, cada uno de estos capitulos cumple con un objetivo en el
desarrollo de este trabajo.

En el capitulo I se habla de manera general acerca de las moléculas de
teofilina y teobromina, se muestra su estructura molecular y farmacologia,
esto con la finalidad de hacer hincapié en la impotancia de trabajar con
estas moléculas. En el capitulo II se habla de las interacciones no enlazantes
que se tienen en las xantinas: las interacciones por enlace de hidrogeno y las
interacciones de apilamiento (stacking). Las bases teoricas que dan sustento a
nuestro trabajo se encuentran en el capitulo II y 111, puesto que en el capitulo
II1 se habla sobre algunos métodos computacionales usados en la actualidad
para calcular un conjunto bésico de propiedades moleculares, como lo son la
Mecénica Molecular basada en la Mecanica clasica y el Método de estructura
electronica (MEE) basado en la Mecanica Cuantica; Por tltimo en el capitulo
IV se exponen los resultados obtenidos, se hace una breve discuciéon y se
comparan con algunos resultados experimentales y teoricos para dar paso asi
a las conclusiones.
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Capitulo 1

Funcién, Estructura y
Propiedades de las Metilxantinas

Cada célula humana estd rodeada por una membrana plasmatica, una
bicapa de fosfolipidos. La membrana hace posible que la célula pueda mante-
ner una combinacién determinada de las especies bioquimicamente activas,
ademaés que previene la entrada no deseada de otras sustancias del ambiente
exterior. Para que el funcionamiento sea adecuado, la maquinaria bioquimi-
ca dentro de una célula tiene que ser capaz de recibir instrucciones desde
el exterior. La comunicacion inter e intracelular se lleva a cabo por senales
quimicas y eléctricas, constituyendo sistemas que requieren de caracteristicas
especiales para asegurar precision y eficiencia. Independiente de la naturale-
za de la senal, las células blancas responden por medio de receptores. Estos
receptores son proteinas que se unen especialmente y con gran afinidad a la
senal molecular (ligando) e inicia la respuesta celular. En la mayoria de los
casos los receptores son proteinas transmembrana que al unirse al ligando
activan una cascada de eventos que alteran el comportamiento celular, la
respuesta se presenta desde milésimas de segundo a minutos. Las metilxan-
tinas son un grupo de alcaloides estimulantes del Sistema Nervioso Central
(SNC), siendo estas la teofilina (que se encuentra mayormente en el té), la
teobromina (en el chocolate) y la cafeina (en el café). El blanco principal de la
accion de las metilxantinas en concentraciones fisiologicamente significativas,
son los receptores de adenosina. Se sabe bien que la cafeina es un antagonista
competitivo de la adenosina, la cual interactiia con los receptores Al y A2a
[3].

El receptor de adenosina Al es el mejor conocido y méas ampliamente es-
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tudiado, encontrandose distribuido en el sistema nervioso central y en otros
tejidos del organismo. Estos receptores de adenosina son proteinas transmem-
branales de siete dominios que comparten una estructura en comun (Fig. 1.1),
su cadena polipeptidica atraviesa la membrana plasmatica 7 veces formando
un motivo llamado dominio heptahelicoidal. Los dominios transmembrana
estan formados por secuencias de varios aminoacidos que adquieren la dispo-
sicion de hélice alfa, una parte del receptor queda expuesta al lado externo
de la membrana plasmatica, la cual es la responsable de la interaccion con el
ligando, mientras que otra parte se expone hacia el lado intracelular, siendo
esta responsable de la interaccion con las proteinas G.

Receptores
de
adenaosina

&? {7 " Intracelular
Y 5

Figura 1.1: Estructura de los receptores transmembranicos de la adenosina

Los receptores de adenosina (AR) estan implicados en miltiples procesos
fisiologicos en el organismo. En el Sistema Nervioso Central (SNC) la ade-
nosina, mediante su accién neuromoduladora, controla la excitabilidad neu-
ronal, ejerciendo su efecto a través de los receptores de alta afinidad (Al
y A2a). Estos receptores interaccionan con receptores de neurotransmisores,
neuromoduladores y con sistemas de transporte de adenosina. Al menos dos
tipos de receptores median las acciones de la adenosina en el corazon. Los
receptores de adenosina Al disminuyen el consumo de oxigeno disminuyendo
la frecuencia cardiaca, y los receptores de la adenosina A2a aumentan el su-
ministro de oxigeno, provocando una vasodilataciéon coronaria. La activacion
de los receptores en el cerebro ralentiza la actividad metabolica y reduce la
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liberaciéon de neurotransmisores como la dopamina o el glutamato. Cuando la
adenosina se libera, su efecto resulta en una reducciéon general de la actividad
neuronal y la consiguiente sensacion de somnolencia. De esta forma, la ade-
nosina facilita la entrada en el ciclo de suenio. Al dilatar los vasos sanguineos,
probablemente para aumentar la cantidad de oxigeno que llega al cerebro
durante el sueno. Las metilxantinas actian principalmente como antagonista
de los receptores de adenosina sobre todo la cafeina (Figura 1.2), es decir,
cuando esta estd presente, la adenosina es incapaz de ejercer su efecto, lo que
impide esa sensacion de somnolencia, ese es el principal motivo por el que el
café o él té nos mantiene alerta.

i Adenosine .Qf,:
caffeine ¥
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Figura 1.2: Mecanismo de acciéon de la cafeina

1.1. Estructura de las Metilxantinas

La xantina en si es dioxipurina y estructuralmente tiene relaciéon con el
acido urico. La cafeina, la teofilina y la teobromina son xantinas metiladas.
A menudo se les llama derivados de xantina, metilxantinas o simplemente
xantinas. A continuacién se muestra la estructura de la xantina en la figura
1.3.
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Figura 1.3: Estructura quimica de la xantina

La cafeina es la 1,3,7-trimetilxantina, la teofilina es la 1,3-dimetilxantina
y la teobromina es la 3,7-dimetilxantina. La férmula estructural de sus tres
derivados naturales de la xantina, cafeina, teofilina y teobromina se muestra
a continuacion en la Figura 1.4.

Figura 1.4: Estructura quimica de las Metilxantinas (a) cafeina. (b) teofilina.
(c) teobromina. La numeracion de los atomos corresponde con la establecida
por la IUPAC
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La solubilidad de las metilxantinas es baja y aumenta mucho con la for-
macion de complejos con gran variedad de compuestos. El mas notable de
estos complejos es el que se forma entre la teofilina y etilenediamina para dar
la aminofilina.

La teofilina, la cafeina y la teobromina son tres alcaloides estrechamente
relacionados entre si, que provienen de plantas de amplia distribucion geogréa-
fica. Se cree que el hombre paleolitico descubri6 las principales plantas que
contienen cafeina en el mundo y preparo bebidas con ellas. En la actualidad
por lo menos la mitad de la poblacion del mundo consume té (que contiene
cafeina y pequenas cantidades de teofilina y teobromina), preparado con ho-
jas de “thea sinensis”, un arbusto originario del sur de china y que ahora se
cultiva en otros paises. Por su parte el cacao y el chocolate, que provienen de
las semillas de “theobroma cacao”, contienen teobromina y algo de cafeina.

La base de la popularidad de todas las bebidas que contiene cafeina ha
sido la antigua creencia de que las mismas tenian acciones estimulantes y
anti soporificas que elevaban el animo, disminuian la fatiga y aumentaban
la capacidad de trabajo. Los estudios farmacologicos clésicos, principalmente
sobre la cafeina, realizados durante la primera mitad de este siglo han con-
firmado estas creencias revelando que las metilxantinas poseen ademas otras
importantes propiedades farmacolégicas, las cuales se aprovecharon durante
muchos anos en diferentes aplicaciones terapéuticas. Estas propiedades han
sido ya reemplazadas por agentes méas efectivos, pero en los tltimos anos ha
renacido el interés por el uso terapéutico de las metilxantinas naturales y sus
derivados sintéticos, debido especialmente al mayor conocimiento de su base
celular de acciéon y de sus propiedades farmacocinéticas.

1.1.1. Propiedades farmacolégicas

La teofilina, la cafeina y la teobromina tienen en comun varias acciones
farmacologicas de interés terapéutico. Estimulan el sistema nervioso central
(SNC), acttian sobre el rinén para producir diuresis, estimulan el musculo
cardiaco y relajan el musculo liso, especialmente el bronquial. La teofilina y
la cafeina son potentes estimulantes del SNC, la teobromina es practicamente
inactiva. Tradicionalmente, la cafeina se ha considerado la més potente de
las metilxantinas, pero la teofilina produce una estimulacién del SNC mas
profunda y potencialmente més peligrosa que la cafeina.

Las metilxantinas estimulan los centros respiratorios bulbares, parecen
aumentar la sensibilidad de los centros bulbares a las acciones estimuladoras
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del C'Oy, aumentan la resistencia cerebrovascular con la consiguiente dis-
minucion de la circulacion cerebral y de la tension de oxigeno del encéfalo,
también dilatan las arterias coronarias y aumentan la circulacién coronaria.
Aumentan la liberacién de productos secretorios de muchos tejidos endo-
crinos y exocrinos, una excepcion de esta generalizacidon es la capacidad de
las metilxantinas para inhibir la secrecién por los mastocitos y posiblemente
otras fuentes de mediadores de la inflamacion.

1.2. Cafeina

La cafeina es un alcaloide del grupo de las xantinas, fue descubierta en
1819 por el quimico alemén Friedrich Ferdinand Runge, fue él quien acuné
el término Kaffein, un compuesto quimico presente en el café, término que
pasaria posteriormente al espanol como cafeina. La cafeina recibe también
otros nombres (guaranina, teina, mateina) relativos a las plantas de donde se
puede extraer y porque contiene otras sustancias que aparecen en esos casos.
La denominada guaranina del guarané, y la teina del té, son en realidad
la misma molécula de cafeina, hecho que se ha confirmado en andlisis de
laboratorio. Estas plantas contienen algunos alcaloides adicionales como los
estimulantes cardiacos teofilina y teobromina, y a menudo otros compuestos
quimicos como polifenoles, que pueden formar complejos insolubles con la
cafeina.

La cafeina es un estimulante del sistema nervioso central que produce un
efecto temporal de restauraciéon del nivel de alerta y eliminaciéon de la som-
nolencia. Las bebidas que contienen cafeina, tales como el café, el té, algunas
bebidas no alcoholicas (especialmente los refrescos de cola) y las bebidas ener-
géticas gozan una gran popularidad. La cafeina es la sustancia psicoactiva
mas ampliamente consumida en el mundo. En Norteamérica, el 90 % de los
adultos consumen cafeina todos los dias. En los Estados Unidos, la Food and
Drug Administration (Administracion de Drogas y Alimentos) se refiere a
la cafeina como una "sustancia alimentaria Generalmente Reconocida Como
Segura (Generally Recognized As Safe) utilizada para multiples propositos".

La cafeina tiene propiedades diuréticas, si se administra en dosis suficien-
tes a individuos que no tienen tolerancia a ella. Los consumidores regulares,
sin embargo, desarrollan una fuerte tolerancia a este efecto, y los estudios ge-
neralmente no han podido demostrar la creencia general de que el consumo
regular de bebidas cafeinadas contribuye significativamente a la deshidrata-
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cion.

La cafeina se encuentra en muchas especies de plantas, donde actiia como
pesticida natural. Seglin ciertos estudios, los altos niveles de cafeina presentes
en plantas jovenes que aun estan desarrollando follaje pero carecen de pro-
teccion mecanica logran paralizar y matar ciertos insectos que se alimentan
de la planta. Se han encontrado también altos niveles de cafeina en los suelos
alrededor de los vastagos en los granos de café germinados. Se deduce de ello
que la cafeina tiene una funcién natural no sélo como pesticida natural sino
también en calidad de sustancia inhibidora de la germinaciéon de otros granos
cercanos de café dando por lo tanto mejor oportunidad de supervivencia a
las plantas en crecimiento.

Una de las fuentes primarias de cafeina en todo el mundo es el grano
de café (la semilla de la planta de café), del cual se prepara la bebida de
café. El contenido de cafeina en el café varia ampliamente dependiendo del
tipo de grano de café y el método de preparacion usados, incluso los granos
que se encuentran en un mismo arbusto pueden presentar variaciones en la
concentracion.

1.2.1. Farmacologia de la cafeina

Algunos fabricantes comercializan pastillas de cafeina, aduciendo que la
cafeina de calidad farmacéutica favorece la alerta mental. Estos efectos han
sido sugeridos por estudios que muestran que el uso de cafeina (ya sea en
forma de pastillas o no) origina un descenso en la sensacion de fatiga y
un aumento en la capacidad de atencion. Estas pastillas son comtnmente
usadas por estudiantes que se preparan para sus eXamenes y por personas
que trabajan o conducen durante muchas horas.

El consumo global de cafeina fue estimado en 120 000 toneladas por
ano,|4] convirtiéndola asi en la sustancia psicoactiva méas popular. La ca-
feina es un estimulante metabélico y del sistema nervioso central, y es usada
tanto recreacionalmente como médicamente para reducir la fatiga fisica y res-
taurar el estado de alerta mental en los casos que exista una inusual debilidad
o aletargamiento. La cafeina y otros derivados de la xantina se usan también
en recién nacidos para tratar la apnea y para corregir latidos irregulares. La
cafeina activa el sistema nervioso central a niveles més altos, provocando un
incremento en la alerta y en la vigilia, un flujo de pensamiento mas rapido y
claro, un aumento de la atencion y una mejora de la coordinaciéon corporal.
Luego acttia a nivel de la médula espinal cuando se encuentra en dosis altas.
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Una vez dentro del cuerpo, posee una quimica compleja que acttia a través de
diferentes mecanismos de accién. Se ha demostrado que la cafeina aumenta
la capacidad de trabajo muscular en el hombre. Por ejemplo, la ingesta de ca-
feina (6mg/kg) aumenta el rendimiento de los esquiadores a larga distancia,
particularmente a gran altura.

1.3. Teofilina

La teofilina es un alcaloide de la familia metilxantina, la misma a la que
pertenecen la cafeina y la teobromina, caracterizada por ser estimulante del
sistema nervioso central y broncodilatadora. Se encuentra naturalmente en
el té negro, en el té verde y en la yerba mate.

La teofilina tiene acciones prominentes sobre el sistema circulatorio. Pue-
de producir ligeras disminuciones de resistencia vascular periférica, a veces
gran estimulacion cardiaca, mayor perfusion de casi todos los érganos y diu-
resis.

La teofilina es especialmente diurética, por lo que ayuda a la eliminacion
de liquidos y aumenta la produccion de orina.

1.3.1. Farmacologia de la teofilina

La teofilina es utilizada en medicamentos para:

1. - Tratar o prevenir crisis de asma.

2. - Tratar los estados broncoespéasticos reversibles asociados a enferme-
dades broncopulmonares con dificultad respiratoria a largo plazo, como
la enfermedad pulmonar obstructiva crénica y la bronquitis cronica.

3. - Para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca, en determinadas cir-
cunstancias.

4. - Las formas orales no alcohdlicas se emplean también para el trata-
miento de la apnea del recién nacido.
1.4. Teobromina

La teobromina (C7TH8N402, de nombre quimico 3,7-dimetilxantina o 3,7-
dihidro-3,7-dimetil-1H-purina-2,6-diona) es un alcaloide de la familia de las
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metilxantinas, familia que incluye también a la teofilina y la cafeina. Es por
esto que la teobromina produce efectos similares a la cafeina, estimulando el
sistema nervioso aunque de manera mucho menos notoria, provocando esa
sensacion de placer en muchas personas cuando comen chocolate.

Las metil-xantinas son rapidamente absorbidas por los humanos, siendo
los niveles de teobromina reducidos en un 50 % entre las seis y diez horas
después de su consumo.

Esta sustancia se encuentra en la planta del cacao (Theobroma cacao),
principalmente en las semillas, las cuales contienen entre un 1% a un 4 % de
ésta. Al fermentar y secar las semillas, y luego procesar el extracto obtenido,
se obtiene el chocolate. El chocolate negro contiene aproximadamente 1,5 %
de teobromina, esto es diez veces méas que el chocolate con leche comun.

Sin embargo, la teobromina es altamente toxica para ciertos animales
domésticos, como perros y gatos. Una dosis pequena de teobromina puede
causarles arritmias cardiacas, convulsiones e incluso la muerte.

1.4.1. Farmacologia de la teobromina

La teobromina estimula el sistema nervioso central, esto se debe a una
célula que ayuda al compuesto a expandirse por los 6rganos, provocando una
limpieza intestinal y ademés es utilizado como diurético, broncodilatador y
provoca diversos efectos cardiovasculares; También puede producir dolor de
cabeza, inapetencia o alergias en personas sensibles al chocolate al consumirlo
en grandes cantidades.

1.5. Bebidas con Xantinas

Segiin el contenido de alcaloide por grano de café y la forma de prepara-
cion, una taza de café contiene unos 85mg de cafeina y una taza de té contiene
unos H0mg de cafeina y 1mg de teofilina; El cacao contiene unos 250mg de
teobromina y 5mg de cafeina por taza. Una botella de 360 ml de bebida con
cola contiene unos 50mg de cafeina, la mitad agregada por el fabricante en
forma alcaloide.

La cafeina es también un ingrediente comin de muchas bebidas no alcoho-
licas (especialmente bebidas gaseosas), como refrescos de cola originalmente
preparados a partir de la nuez de cola. Estas bebidas contienen tipicamente
entre 10 y 50 miligramos de cafeina por raciéon. En contraste, las bebidas
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energéticas como Red Bull pueden contener mas de 80 miligramos de cafeina
por racion. La cafeina en estas bebidas estd presente en los ingredientes usa-
dos en ellas, o se anade. El guarana, un ingrediente primario en las bebidas
energéticas, contiene grandes cantidades de cafeina con pequenas cantidades
de teofilina y teobromina junto a un excipiente natural que produce una lenta
liberacion de estas sustancias.

Las bebidas con xantinas son un problema médico, el exceso de consumo
de bebidas con xantinas puede provocar un estado que puede considerarse
como de envenenamiento cronico. La estimulacion nerviosa central provoca
inquietud y trastornos del suefio, la estimulacion miocardica se refleja en
extrasistoles y taquicardia.



Capitulo 2

Interacciones no enlazantes en
biomoléculas

Los requerimientos estructurales de los 4dcidos nucleicos son el fruto de la
necesidad de estabilizar zonas cercanas con una elevada densidad de carga ne-
gativa (grupos fosfato), sosteniendo una estabilidad mecanica suficientemente
intensa que no evite la flexibilidad necesaria para permitir los procesos de re-
plicacion, transcripcion o recombinacion. La estructura y flexibilidad de este
sistema tan peculiar se modelan gracias al concurso de varias fuerzas, prin-
cipalmente distinguimos dos tipos de interacciones responsables de definir y
estabilizar la conformacion del ADN:

1. Interacciones por enlaces de hidrégeno
2. Interacciones de apilamiento o interaccion tipo m — 7 (stacking).

Las interacciones moleculares mediante enlaces de hidroégeno e interacciones
de tipo m — 7 (o0 interacciones de apilamiento) desempenan un papel impor-
tante en las estructuras bioldgicas. El enlace de hidrégeno es responsable del
reconocimiento en pares de bases en el ADN y estabiliza las hélices-a y hojas-
[ en las estructuras de las proteinas.

Las interacciones fuertes atractivas entre sistemas-m han sido conocidas
por mas de medio siglo. Controlan diversos fenémenos tales como las inter-
acciones verticales base-base (apilamiento) que estabilizan la estructura de
la doble hélice del ADN, la intercalacion de drogas en ADN, el empaqueta-
miento de las moléculas aromaticas en cristales y la estructura terciaria en
las proteinas.

11
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Las interacciones de apilamiento ayudan a estabilizar la estructura del
duplex de ADN. En fase gaseosa la espectroscopia laser proporciona un me-
dio para estudiar las propiedades intrinsecas de las moléculas biolégicamente
relevantes en un disolvente libre de medio ambiente, permitiendo estudios
detallados de las fuerzas no covalentes que rigen sus interacciones. Empare-
jamientos de varias nicleobases por enlaces de hidrogeno han sido amplia-
mente estudiadas por estas técnicas, sin embargo, existen pocos estudios de
las estructuras apiladas.

Los céalculos tedricos muestran que en fase gas, los enlaces de hidrogeno
entre nicleobases son dominantes. Sin embargo la poblacion de estructuras
apiladas puede mejorar mediante dos caminos. En primer lugar, cuando las
moléculas de agua pueden estabilizar estructuras apiladas puenteando las
bases. Kabelac y colaboradores [5] predicen que se requieren maximo entre
cincuenta y cincuenta y ocho moléculas de agua para formar el mayor niimero
de combinaciones de pares de niicleo-bases para que las estructuras apiladas
se prefieran sobre las que contienen enlaces de hidrogeno. En segundo lugar, la
metilacion puede llevar a la interaccion por apilamiento reduciendo el nimero
de enlaces de hidrogeno.

Las metilxantinas son moléculas con varios grupos metilo en diferentes po-
siciones, por lo tanto aunado a la aromaticidad de la molécula se favorecen
las interacciones apiladas. En fase gaseosa estas moléculas pueden existir en
una variedad de diferentes formas tautomericas, que pueden exhibir drastica-
mente diferente comportamiento fisico, por lo tanto en este capitulo haremos
una revision de estos dos tipos de interacciéon ya que el objetivo de nuestro
trabajo comprende este tipo de moléculas.

2.1. Enlace de hidrogeno

La apariciéon del concepto de interacciones por puente de hidrogeno en
la escena de la quimica es dificil de determinar. Gran ntimero de estudios
de finales del siglo XIX recogen observaciones que pueden considerarse como
las primeras evidencias de este tipo de interacciones. Trabajos de quimi-
cos alemanes (Werner 1902; Hantzsch 1910; Pfeiffer 1914) se referian a ellas
empleando los términos nebenvalenz ( “Proximo a la valencia”) e innere kom-
plexsalzbildun (que podria traducirse como “formacion interior de una sal
compleja”). Sin embargo, parece que fue Pauling en su exposicion general
sobre la naturaleza del enlace quimico (Pauling 1931) quien hizo aparecer el
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término “hydrogen bond” por primera vez en la literatura cientifica.

Linus Pauling en su obra The Nature of Chemical Bond (Pauling 1939)
[6] es quien establece definitivamente el concepto de enlace por puente de
hidrogeno, y lo hace de la siguiente manera:

“Under certain conditions an atom of hydrogen is attracted by rather
strong forces to two atoms instead of only one, so that it may be conside-
red to be acting as a bond between them. This is called a hydrogen bond”.

En 1960, Pimentel y McClellan |7] proveen una definicién mas amplia del
enlace de hidrogeno, que dice:

“Un enlace de hidrégeno existe entre un grupo funcional X-H y un dtomo
o grupo de dtomos Y que se encuentran en la misma molécula o en moléculas
diferentes cuando:

1. Se tenga la evidencia de la formacion de enlace de hidrogeno (asocia-
cion o coordinacion) y

2. Este nuevo enlace acopla especificamente al grupo X-H y al Y involu-
crando al dtomo de hidrogeno enlazado directamente a X.

En otras palabras, este enlace existe si un dtomo de hidrogeno esta enlazado
a dos o mds dtomos”
Esta definicion puede interpretarse de la siguiente manera:

X-H--—-Y

La fuerza de enlace de hidrogeno, es la fuerza atractiva entre un atomo
electronegativo y un dtomo de hidrégeno unido covalentemente a otro atomo
electronegativo. Resulta de la formacion de una fuerza dipolo-dipolo con un
atomo de hidrégeno unido a un atomo de nitrégeno, oxigeno o flior, de ahi
el nombre de "enlace de hidrogeno", que no debe confundirse con un enlace
covalente a Atomos de hidrogeno.

Las principales caracteristicas del enlace de hidrogeno se enlistan a con-
tinuacion:

1. La energia de los enlaces de hidrogeno cae en el intervalo de 4 kJ/mol a
25 kJ /mol, es decir, son mas débiles que los enlaces covalentes, pero més
fuertes que las interacciones dipolo-dipolo o las fuerzas de dispersion.

2. En el interviene siempre el H, produciéndose la interacciéon entre un
grupo donador X y un aceptor Y; este tiltimo con un par de electrones
libres y ambos deben ser electronegativos.
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. El enlace de hidrogeno tiende a ser lineal, es decir aceptor (X), hidro-

geno (H) y donador (Y) alineados, en cuyo caso la interacciéon alcanza
la maxima estabilidad.

. El valor del angulo 6 del enlace de hidrogeno puede adoptar valores

menores de 180°, pero conforme el dngulo disminuye la fuerza de la
interaccion también disminuye; se estima que una desviaciéon de 20°
produce una disminucion de la energia del enlace del 10 %. Para valores
del dngulo de 90° o menores no hay enlace de hidrogeno.

. Los enlaces de hidrogeno poseen una longitud de enlace caracteristica,

entre 2.5 A y 4A que depende de la geometria y de la distribucion
electronica de los grupos moleculares implicados. En todos los casos las
longitudes de los enlaces de hidrogeno son superiores a las longitudes
caracteristicas de los enlaces covalentes y mas pequenas que las que
podemos calcular con los radios de van der Waals.

. Los enlaces de hidrogeno son predominantemente interacciones electros-

taticas que generan un gran caracter dipolar, sin que necesariamente
se llegue al estado i6nico. Como se dijo anteriormente X y Y deben
ser electronegativos, asi el enlace covalente X-H debe estar polarizado
y polarizado estaran los orbitales no enlazantes del aceptor Y. Es de-
cir, el enlace de hidrogeno es basicamente una interaccién dipolar; No
obstante tiene un cierto caracter covalente pues como hemos visto las
longitudes de enlace son menores que las distancias de van der Waals.

. Los enlaces de hidrogeno pueden ser inter e intramoleculares. Asi la

formacion de un enlace de hidrogeno entre las moléculas de agua y
la cadena poli peptidica de una proteina, entre dos cadenas diferentes
(subunidades) de una proteina, entre un acido nucleico y una proteina,
etc., son ejemplos de enlaces de hidrogeno intermoleculares. La forma-
cion de enlaces de hidrogeno en los elementos de estructura secundaria
en proteinas, enlaces terciarios en ARNs, etc., son ejemplos de enla-
ces de hidrogeno intracatenarios. Ademés existen enlaces bifurcados y
aceptores compartidos.
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Figura 2.1: Ejemplo de la interaccién de una molécula de agua con una base
nitrogenada con la formacion de dos enlaces de hidrogeno.

2.2. Caracteristicas geométricas y energéti-
cas del enlace del enlace de hidrégeno

2.2.1. Parametros geométricos

En general, el enlace de hidrégeno esta constituido por un grupo dona-
dor de hidrégeno X-H y un grupo aceptor Y, con requerimiento minimo
de acercamiento entre ellos dado por las distancias de contacto de van
der Waals. Esta no es més que la distancia minima a la cual se pueden
acercar dos atomos no enlazados y su definicion principal estd dada
por el radio de van der Waals. Por lo tanto, el enlace de hidrogeno se
puede describir en funcién de los siguientes parametros: d, # y r, como
se muestra en la Figura 2.2.
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Figura 2.2: Definicion de los pardmetros geométricos r,d y 6 para el enlace
de hidrogeno.

En algunos casos, las interacciones de los enlaces de hidrégeno son de
amplio rango en distancias. Un grupo X-H puede estar enlazado a la
vez a mas de un grupo aceptor Y, por consiguiente, si hay dos grupos
aceptores Y] y Y5 se forma el enlace de hidrogeno bifurcado. Los enlaces
de hidrogeno bifurcado estan caracterizados por las distancias r, dy y
ds v los dngulos 61, 65 v 03, asi como se muestra en la Figura 2.3

Figura 2.3: Enlace de hidrogeno bifurcado. a) Parametros geométricos. b)
Definicion de enlace de hidrogeno bifurcado (Derecha) y aceptor bifurcado
(Izquierdo).

Por tltimo, los enlaces X-H (X-H- dador) dominan energéticamente por
encima de los enlaces de hidrogeno débiles H—A (A- aceptor) por una
diferencia abrumadora. No obstante, las entidades X-H y H—A no son
independientes una de la otra, ya que los enlaces de hidrogeno no son



2.2 Caracteristicas geométricas y energéticas del enlace del enlace
de hidrégeno 17

interacciones de pares de a&tomos sino de pares de grupos de dtomos. La
distancia de X-H no es constante y esta afectada por H—A, de modo
que la distancia de H—A depende considerablemente de la naturaleza
de Ry, X y Ry; del mismo modo, el enlace A — Rs experimenta el efecto
de la influencia del grupo donador. Anéalogamente, esto sucede en el
enlace de hidrogeno bifurcado, que depende de la interacciéon de un
grupo de cuatro atomos, X, H, A; y A, asi como se muestra en la
Figura 2.4.

A R,

Figura 2.4: Enlace de hidrogeno bifurcado con dependencia de cuatro atomos.

2.2.2. Parametros energéticos

La Figura 2.5 representa esquemaéticamente el perfil de energia poten-
cial en funcion de la distancia de una interaccién intermolecular tipica,
dado por un enlace de hidrogeno X-H—A. La energia mas baja se tie-
ne cuando la distancia dy llega al equilibrio, haciéndose negativa si
d > dy, y positiva so6lo para distancias méas cortas. La linea cero en
energia separa las regiones energéticas de estabilizacion (E < 0) de
las de desestabilizacion (E > 0). Cualquier desviacién no significativa
de la distancia de equilibrio no representaria un costo en entalpia. Sin
embargo, si tal desviacion resultara muy grande, los gastos entalpicos
también serian grandes, de tal manera que el sistema se desestabiliza.
Es claro, que si se consideran las fuerzas de interaccion en vez de las
energias de interaccion, entonces a la distancia de equilibrio las fuerzas
se igualan a cero.
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Figura 2.5: Perfil de energia potencial en funcion de la distancia para una
interaccién tipica biomolecular.

Esto lleva a que se origine una fuerza a distancias d # dy que intentara
estabilizar la geometria 6ptima de interaccion del sistema; por consi-
guiente, para todas las distancias d > dy, esta fuerza se hace atractiva.
En cambio, si estas distancias son tales que d < d,, ésta se hace re-
pulsiva. La fuerza de atraccion mas fuerte tiene lugar en el punto de
inflexion de la curva, que representa una geometria muy inestable. Por
otra parte, la fuerza repulsiva se hace muy grande si se acorta mucho el
valor de d. Si ahora se extiende la descripcion de funcion de potencial
para el enlace de hidrogeno asimétrico X-H--- A, se tiene un perfil de
energia potencial, tal y como se muestra en la figura 2.6.

Figura 2.6: Perfil de energia tipico para un sistema de enlace de hidrogeno
asimétrico.
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La curvatura en el minimo de la Figura 2.5, est& asociada a la constante
de fuerza de la interaccion, de tal manera que mientras més agudo sea
este minimo, mayor serd la constante de fuerza y a su vez maés dificil
de distorsionar geométricamente.

Entonces, un minimo ancho y poco profundo, implica una constante de
fuerza menor y con interacciones faciles de distorsionar.

No obstante, en fase condensada, la curva de energia potencial por si
misma es una funciéon del medio y de sus alrededores, y es un fenémeno
tipico de cooperatividad que puede influir significativamente sobre la
funcion de onda de energia potencial. Por consiguiente, en las estruc-
turas cristalinas s6lo unos pocos enlaces de hidrogeno pueden adoptar
distancias dy, mientras que la mayoria de estos enlaces presentan al-
gin grado de distorsion. Sin embargo, las distorsiones fuertes son poco
probables por los impedimentos entalpicos. Kroon y colaboradores [8],
realizaron un anélisis estadistico estudiando 196 enlaces de hidrogeno
de 45 estructuras cristalinas de polisacaridos, sacaridos y compuestos
relacionados; ademaés, derivaron las constantes de fuerzas y la energia de
las distintas configuraciones del sistema donador-aceptor O-H- - - O. Es-
ta ultima la obtuvieron por calculos ab initio de campo auto-consistente
(SCF) a partir de 40 configuraciones de dimeros (H20)2 cercanas a las
geometrias de equilibrio.

Los resultados estadisticos, arrojaron que la variacién de los pardmetros
)
geométricos presenta una distribucion de tipo Boltzmann.

Algunas conclusiones derivadas de este estudio fueron:

a) Para aquellos casos alejados de la geometria 6ptima, la mayoria
de los enlaces de hidrogeno observados son no lineales, donde la
falta de linealidad en los enlaces de hidrogeno presenta tanto con-
tribuciones geométricas como energéticas.

b) Los valores de energia calculada para las geometrias no-lineales no
superan en la mayoria de los casos 1 kcal/mol respecto al valor
calculado para la geometria 6ptima.

¢) Laforma de la curva de energia potencial en la region de 1 kcal /mol
estd determinada por las variaciones de la energia clasica de in-
teraccion couldémbica.
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Si se varian la distancia la distancia d y el &ngulo 6 correspondientes al
enlace de hidrogeno el resultado es una superficie de energia potencial,
tal y como se observa en la Figura 2.7.

Por ende, si ocurre sobre este angulo # una compresion o expansion,
surgird una fuerza que restablecera la posicion inicial y 6ptima del en-
lace de hidrogeno formado. Normalmente, las fuerzas vectoriales tienen
lugar en las componentes perpendiculares al enlace de hidrégeno.

(&)

Figura 2.7: Superficie de energia potencial para una interaccién molecular.

2.3. El agua y los enlaces de hidrogeno

El agua es un componente fundamental en los procesos de vida. No exis-
te especie animal o vegetal que pueda prescindir de la ausencia total
del agua. Esto se observa tanto a niveles macroscépicos como microscod-
picos. Tal es asi que cuando se retira el agua de macromoléculas, tales
como proteinas y acidos nucleicos, éstas pierden su funciéon biologica
como consecuencia de la degradacién de su arquitectura tridimensional.
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El agua es quizas el ejemplo méas relevante al que se puede hacer refe-
rencia cuando se habla de enlaces de hidrogeno. La naturaleza de sus
enlaces de hidrogeno le confieren una gran afinidad hacia un sin nu-
mero de sistemas biologicos, principalmente con las estructuras de las
cuales se origina la vida: proteinas, dcidos nucleicos, lipidos y complejos
carbohidratos.

Estudios de RMN-H1 evidencian el hecho de que el enlace de hidrogeno
en los dimeros de agua es sustancialmente fuerte, dado que existe atin
en el estado gaseoso en concentraciones significativas. No obstante como
las moléculas de agua estan relativamente separadas en solucion, existe
espacio suficiente para que estas puedan adoptar la configuracion que
tenga el menor requerimiento energético. Esto lleva a pensar que el
enlace de hidrogeno en la molécula de agua tiene consigo un conjunto
de movimientos aleatorios con estiramientos y flexiones de todos los
enlaces involucrados. En el agua liquida los arreglos instantaneos de los
puentes de hidrogeno no son simétricos. De hecho, estos arreglos son
aleatorios.

Desde el punto de vista del enlace de hidrogeno, la molécula de agua
es la tinica en poseer doble grupo donador y doble grupo aceptor de
enlaces de hidrogeno, los cuales estdn determinados parcial o total-
mente por la combinacién de sus propiedades dindmicas flip-flop y las
de cooperatividad de los grupos hidroxilo, que son los responsables de
la esfera de hidratacion alrededor de las proteinas y los acidos nuclei-
cos, ademéas de mantener la estructura tridimensional de los mismos,
ya sea en su estado natural o cristalino. Las dimensiones del enlace
de hidrogeno fueron determinadas experimentalmente cuya estructura
se muestran en la Figura 2.8 las dimensiones de los parametros son
R= 2.976 (+0,000, -0.030) A y con anglos a y 3 de 6+20° y 57+10°
respectivamente |9].
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Figura 2.8: Dimensiones R, a y 3 del enlace de hidrogeno

Las proteinas globulares de tamano pequeno contienen moléculas de
agua escondidas, Estas moléculas de agua pueden permanecer ocultas
en el interior de la proteina globular o localizarse en las cercanias de la
superficie.

Las moléculas de agua no solo se ubican en las cavidades de la estruc-
tura proteica, sino que son necesarias para estabilizar el plegamiento
tridimensional, cuya funcion es llevada a cabo por los enlaces de hidro-
geno; De lo contrario, se verian poco satisfechos los grupos donadores y
aceptores de hidrogeno, ademas de los grupos medianamente cargados.
En algunos casos, estas moléculas de agua forman enlaces de hidrogeno
con los grupos cargados de las cadenas laterales, lo cual previene el co-
lapso estructural de los residuos de aminoacidos cargados de la cadena
opuesta. Tales moléculas de agua estan rodeadas, en gran parte, por
un ambiente apolar, donde sus enlaces de hidrogeno con frecuencia son
fuertes y estan bien definidos.

En las estructuras cristalinas de moléculas medianas de proteinas, las
moléculas de agua estan unidas, cominmente, a tres o cuatro enlaces
de hidrogeno simultdneamente.

Las moléculas de agua en la estructura de las proteinas no se encuen-
tran solas sino que estan ensambladas en forma de cimulos. En algunas
de las estructuras de proteinas, una molécula de agua interna se asocia
con tres grupos aceptores indicados en los enlaces triple-centrados co-
mo los observados en las estructuras cristalinas de los a-aminoacidos
zwitteridnicos.
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Otro ejemplo de la importancia del agua en la funcionalidad de las
proteinas lo representa el control que ésta ejerce en el flujo de los iones
sodio, calcio y potasio a través de los canales inter- y extra-membranales
de las células en la regulacion de las senales nerviosas. También existen
en las membranas celulares los denominados canales de agua, que facili-
tan el rapido transporte de agua en respuesta a un gradiente osmotico.
En las proteinas, las moléculas de agua no so6lo hidratan la superficie
de éstas, sino que también ocupan los intersticios entre moléculas de la
proteina en la red cristalina, encontrandose en posiciones especificas.

El efecto cooperativo observado en las cadenas H-O- - - H-O- - - O influye
marcadamente en la fuerza del enlace de hidrogeno, encontrandose que
en el agua liquida ésta puede llegar a ser 250 % mayor que en un dimero
de agua.

2.4. El enlace de hidrogeno en biomoleculas

2.4.1. Enlaces de hidrogeno en Proteinas

El enlace de hidrogeno en los a-aminoacidos esta dominado por los
grupos amonio y carboxilato. El enlace de hidrogeno en los aminoacidos
es dificil de definir; Sin embargo, en ellos se pueden deducir cuatro
diferentes grupos donadores, el N — H*, N-H, O-H y C — H%% y nueve
grupos aceptores el —COO~, -COOH, -O-H, OH,, CI~, —0S03 y -
NH. El grupo donador de enlaces de hidrogeno predominante en los
aminodcidos es el —NH 3 y el aceptor es carboxilato —COO~.

El enlace de hidrogeno en la red cristalina de los aminoacidos es uno
de los factores principales que determina su empaquetamiento mole-
cular. Es importante, notar que las fuertes propiedades aceptoras de
los atomos de oxigeno de los grupos carboxilato y carbonilo parecen
dominar los patrones de enlaces de hidrogeno en los aminoacidos, en
comparacion a las propiedades direccionales de los enlaces donadores.
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Distancia _ Reduccidon respecto
Tipo Donor-Aceptor (A) | aradios de van der
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R
N——H ssssas O=C/ 29 - - 01 20 0/0
/
R R
Amida-hidroxilo
R
\N—H W O/ 29101 20 %
/
R H
Amida-N imidazolico
R
~—NH i -
T i N 3102 15 %
/ /7
R \/
Amida-sulfuro
R
\NfH ...... il 37 10 %
/ \
R H

Figura 2.9: Caracteristicas geométricas de los principales tipos de enlaces de
hidrogeno en biomoleculas.

2.4.2. Enlaces de hidrogeno en ADN

En este apartado se expondra brevemente la accion moduladora de las
interacciones por puente de hidrogeno en la estructura del ADN.

La disposicion de grupos dadores y aceptores de puentes de hidrogeno
hace que cada base presente un perfil de reactividad tinico, que le per-
mite establecer contactos especificos con otras moléculas. El recono-
cimiento de las bases canoénicas entre si a través de los denominamos
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pares de Watson-Crick (WC) (Watson and Crick 1953) [10] define los
apareamientos mas frecuentes del ADN en condiciones fisiologicas.

Las interacciones WC, al acondicionar la estabilidad del mansaje ge-
nético, presentan una notable importancia. Sin embargo, a pesar de su
importancia, los pares WC no son los tinicos posibles, pudiendo formar-
se complejos alternativos. Asi tenemos pares que surgen de rotar 180°
una de las bases implicadas (reverse Watson-Crick: rWC), interaccio-
nes donde intervienen las posiciones 6,7 y 8 de purinas (interacciones
tipo Hoogsteen), que también pueden presentarse en su forma inverti-
da (reverse Hoogsteen; rH), o aquellas donde el reconocimiento entre
las caras (WC o Hoogsteen) esta desplazado, formando un menor ni-
mero de puentes de hidrogeno estables (interacciones tipo wobble). En
ocasiones, tales apareamientos favorecen la estabilidad de formas tau-
tomericas o estados de protonacion inexistentes en otras condiciones.

2.5. Interacciones de Apilamiento 7—m (Stac-
king)

Solo los gases nobles se presentan en la naturaleza como atomos se-
parados. En la mayoria de los materiales, los 4tomos estan unidos con
enlaces quimicos. Los enlaces quimicos son las fuerzas que mantienen
unidos a los 4tomos en las moléculas de los elementos, un enlace qui-
mico se forma entre dos dtomos si la disposicion resultante de los dos
ntcleos y sus electrones tienen una energia menor que la energia to-
tal de los dos atomos separados. Esta energia menor se puede lograr
mediante la transferencia completa de uno o mas electrones de un ato-
mo al otro, formandose iones que permanecen unidos por atracciones
electrostaticas llamadas enlace i6nico. La menor energia también pue-
de lograrse compartiendo electrones, en este caso los &tomos se unen
mediante enlace covalente y se forman moléculas individuales. Un ter-
cer tipo de enlace es el enlace metélico en el cual un gran ntmero de
cationes se mantienen unidos por un mar de electrones. Los atomos
se combinan con el fin de alcanzar una configuraciéon electronica mas
estable (de menor energfa).

Solo los electrones externos de un atomo pueden ser atraidos por otro
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aAtomo cercano. En la formaciéon de enlaces quimicos solo intervienen
los electrones de valencia, es decir, aquellos electrones que residen en
la capa exterior parcialmente ocupada de un atomo (capa de valencia).
Con la espectroscopia electronica y de rayos X se han obtenido pruebas
de la no intervencion de los electrones internos.

La descripciéon mecano-cuantica del enlace quimico se hace con la reso-
lucion exacta de la ecuacion de Schrodinger, sin embargo es imposible
para moléculas poli electronicas, por lo que se precisa hacer algunas
aproximaciones. Estas aproximaciones se basan en dos modelos alter-
nativos.

a)

Teoria del enlace de valencia (TEV): Construye la funciéon de on-
da de la molécula vista como un conjunto de pares electronicos
localizados en un atomo o entre dos atomos. Se trata de la ver-
sibn mecano-cuantica de las ideas de Lewis y comparte con ellas
conceptos como la resonancia. Esta teoria explica los enlaces cova-
lentes en términos de orbitales atémicos. Supone que los electrones
de una molécula ocupan orbitales atémicos de los atomos indivi-
duales. La TEV establece que una molécula se forma a partir de la
reaccion de los atomos, los cuales al unirse aparean sus electrones
y traslapan (solapan) sus orbitales. El solapamiento de orbitales
permite a dos electrones con espines opuestos, compartir el espa-
cio comun entre los nicleos y formar asi un enlace covalente. Los
electrones de la region de solapamiento, son atraidos simultanea-
mente por ambos niicleos, lo que mantiene unidos a los atomos y
forma un enlace covalente.

Teoria de los orbitales moleculares: Construye la funcién de onda
de la molécula como un conjunto de orbitales moleculares deslo-
calizados por toda la molécula.

En ambas teorias, el solapamiento de orbitales atéomicos juega un papel
fundamental, cuando participan orbitales direccionales, el solapamiento
depende de la direccion de interaccion.



2.5 Interacciones de Apilamiento m — 7 (Stacking) 27

Miiximo Solapamiento Solapamiento intermedio Solapamiento nulo

Figura 2.10: Solapamiento atémico.

En el caso de moléculas poliatéomicas, se puede aplicar el modelo de
solapamiento de electrones, pero un esquema satisfactorio debe explicar
también la geometria molecular.

La hibridaciéon es una manera teoérica de describir los enlaces necesarios
para explicar una estructura molecular determinada. La hibridacién es
un proceso en el que se mezclan dos o més orbitales atomicos de un
atomo.

Asi se tiene una hibridacion sp en la cual los orbitales 2s y 2p se deben
mezclar, para formar dos orbitales hibridos sp equivalentes, por ejemplo
en la molécula B.Cly que es una molécula lineal (Figura 2.10).

N A_— A %,.-——\
( ™ rale ¢ ~ . \
5 \\,A/l & p DC-,_,/ equivale a w k_}/ D & - 5p

Figura 2.11: Hibridacion sp.

Por otro lado la hibridacion sp? mezcla el orbital “2s” con los dos or-
bitales “2p” y se generan 3 orbitales hibridos sp? (Figura 2.11), los
que estan orientados hacia los vértices de un triangulo equilatero por
ejemplo para la molécula B3F predice una geometria plana trigonal.
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Figura 2.12: Hibridacion sp?.

La hibridaciéon sp3 mezcla un orbital “s” con los tres orbitales “p” de
la misma subcapa obteniendo cuatro orbitales atémicos hibridos, estos
cuatro orbitales atémicos hibridos estan dirigidos hacia los cuatro vér-
tices de un tretaedro regular formando un angulo de 109,5°.Como en el
ejemplo de C'Hy de la Figura 2.13.

Hibridizacion sp’
Se combinan para dar 4
arbitales hibridos sp d

Figura 2.13: Hibridacion sp?.
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La teoria del orbital molecular (TOM) describe los enlaces covalentes
en funcion de orbitales moleculares (OM). Los OM son el resultado
de la interaccion de los orbitales atomicos (OA) de los atomos que se
enlazan y estan relacionados con la molécula entera (a diferencia del
OA que solo se relaciona con un atomo).

Igual que los OA contienen un maximo de dos electrones, con espines
opuestos (Principio de Exclusion de Pauli) y tienen energias definidas.
El nimero de orbitales moleculares formados es igual al nimero de
orbitales atémicos combinados.

En la molécula de Hy de acuerdo a TOM, el solapamiento de los or-
bitales 1s de dos 4tomos de hidrogeno conduce a la formacion de dos
orbitales moleculares: un OM de enlace (o) y un OM de antienlace ().

El OM de enlace, tiene menor energia y mayor estabilidad que los or-
bitales atéomicos que lo formaron.

Un OM de anti enlace, tiene mayor energia y menor estabilidad que los
orbitales atomicos que lo formaron. Se representa con un asterisco (*) .

En un OM o, la densidad electronica, se concentra simétricamente al-
rededor de una linea entre los ntucleos de los atomos que se enlazan,
en el OM o¢* de anti enlace, hay un nodo entre los nicleos donde la
densidad electronica es cero.

En el caso de orbitales “p” el proceso es mas complejo porque pueden
interactuar de dos formas diferentes: dos orbitales “p” se pueden acercar
entre si a través de sus extremos para producir un OM o de enlace y
un OM de antienlace. De manera alternativa, dos orbitales “p” pueden
solaparse lateralmente para generar un OM 7 de enlace y otro de anti
enlace 7*. En un orbital 7w (de enlace o de anti enlace) la densidad
electronica se concentra arriba y debajo de una linea imaginaria entre
los dos nticleos que se enlazan.

2.5.1. Moléculas aromaticas

Los hidrocarburos arométicos constituyen un grupo dentro de los hi-
drocarburos ciclicos no saturados. Todos ellos se derivan de uno de ellos
el benceno. Este compuesto es un hidrocarburo ciclico con seis 4tomos
de carbono y tres dobles enlaces, su formula empirica es C6H6.
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Estructuralmente, dentro del anillo los 4tomos de carbono estan unidos
por un enlace sp? entre ellos y con el orbital “s” del hidrogeno, quedando
un orbital “p” perpendicular al plano del anillo y que forma con el resto
de orbitales “s” de los otros atomos un enlace 7 por encima y por debajo
del anillo.

Figura 2.14: Orbitales 7 del benceno.

Estos sistemas ciclicos poseen una gran energia de resonancia y en los
que todos los 4tomos del anillo forman parte de un sistema conjugado
Ginico (conjugacion ciclica cerrada).

Pero no todos los anulenos son compuestos aromaticos como ciclobu-
tadieno y ciclooctatetraeno. Para que un compuesto sea aromatico, y
por tanto posea una elevada estabilidad termodinamica y una reactivi-
dad quimica diferente de la de los alquenos y polienos conjugados, debe
cumplir las siguientes condiciones:

a) Su estructura debe ser ciclica y debe contener enlaces dobles con-
jugados.

b) Cada atomo de carbono del anillo debe presentar hibridacion sp?,
u ocasionalmente sp, con al menos un orbital “p” no hibridizado.

¢) Los orbitales “p” deben solaparse para formar un anillo continuo
de orbitales paralelos. La estructura debe ser plana o casi plana
para que el solapamiento de los orbitales “p” sea efectivo.

d) Ademsés, debe cumplir la regla de Hiickel, cuyo enunciado es el
siguiente:



2.5 Interacciones de Apilamiento m — 7 (Stacking) 31

= Para que un compuesto sea aromatico, el nimero de electrones
pi en el sistema ciclico tiene que ser 4n+2, siendo n un nimero
entero (0,1,2, etc.).

= Si el niimero de electrones pi en el sistema ciclico es 4n, siendo n
un namero entero (0,1,2, etc.), el compuesto es antiaromatico.

Al emplear la regla de Hiickel se debe estar seguro que el compuesto
bajo consideracion cumple con los criterios de un sistema aromético o
anti aromatico, es decir debe tener un anillo continuo de orbitales “p”
que se solapan en una conformacioén plana.

El benceno es un anuleno con un anillo continuo de orbitales “p” que

se solapan. En el benceno hay seis electrones pi, de modo que es un
sistema 4n+2 con n=1. La regla de Hiickel predice que el benceno ser
aromatico.

Sistema de orbitales moleculares n del benceno

Q

3.0M
antienlazantes

It

3. 0M.
enlazantes

energia

]
%%% y

Figura 2.15: Orbitales 7 del benceno.

Todos los derivados del benceno, siempre que se mantenga intacto el
anillo, se consideran arométicos. La aromaticidad puede incluso exten-
derse a sistemas policiclicos, como el naftaleno, antraceno y otros més
complejos, siempre que posean el nimero adecuado de electrones 7 y
que ademas sean capaces de crear formas resonantes. Dentro de estos
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compuestos se encuentran las bases de los acidos nucleicos y las Xanti-
nas, moléculas aromaticas de las cuales se deriban las moleculas objeto
de nuestro estudio: teobromina y teofilina.

2.5.2. Interaccion m — ™ en ADN

En quimica supramolecular, el apilamiento o stacking se refiere a un
ordenamiento en pila, frecuentemente de moléculas aromaticas, que es
adoptado debido a interacciones interatoémicas.

En el ADN, el apilamiento 7 se da entre nucledtidos adyacentes y suma
en la estabilidad de la estructura molecular. Las bases nitrogenadas de
los nuclettidos estan hechas de anillos de purina o pirimidina, consis-
tentes ambos de anillos aroméaticos. Dentro de la molécula de ADN, los
anillos aroméaticos se ubican casi perpendicularmente a la dimensiéon
longitudinal de las hebras de ADN. En consecuencia, las caras de los
anillos aromaticos estan alineados paralelamente unos a otros, permi-
tiendo que las bases participen en interacciones aromaticas. A través de
estas interacciones aromaéticas, los enlaces 7 se extienden de los &tomos
participantes en los enlaces dobles, se traslapan con los enlaces m de
las bases adyacentes. Este es un tipo de enlace quimico no covalente.
Aunque un enlace no covalente es mas débil que un enlace covalente, la
suma de todas las interacciones de apilamiento 7 dentro de la molécula
de doble hebra del ADN crean una gran red de energia estabilizante.

Tras el modelo teoérico de doble hélice propuesto por Watson y Crick
para la estructura del ADN, la idea de que esta biomolécula puede
explorar disposiciones tridimensionales alternativas ha ido consolidan-
dose. De hecho, el ADN puede adoptar una gran diversidad de formas
en funcién de las condiciones experimentales, de la secuencia de bases o
del proceso biologico en que esté involucrado. En todas ellas se conserva
una estructura general helicoidal, lo que parece una consecuencia direc-
ta de las interacciones de stcking entre las bases y de la minimizacion
electrostatica entre grupos fosfato.

La naturaleza de las interacciones stacking (m — 7) es compleja, pues

intervienen principalmente tres contribuciones:

a) La interaccion entre distribuciones de carga electrostatica de las
bases.



2.5 Interacciones de Apilamiento m — 7 (Stacking) 33

b) Lainteraccion debida a las fuerzas de dispersion de ambos sistemas
.

¢) Las desestructuracion del conjunto de moléculas de agua cercanas
a los anillos aromaticos (efecto hidrofobico).

Diversas técnicas experimentales, como la osmometria, la ultracentri-
fugacion, la calorimetria, la desnaturalizacion y la resonancia magnéti-
ca nuclear (RMN), se han empleado en la descripcion termodinamica
de este tipo de interacciones (Tribolet and Sigel 1987; Guckian et al.
1996)[11]. Los datos de RMN han sido confirmados por estudios teori-
cos (Cieplak and Kollman 1988; Friedman and Hoig 1995; Alhambra et
al. 1997; Hobza and Sponer 1999)[12|. Segin las evidencias obtenidas,
los apilamientos (stacking) que involucran guanina son las mas estables,
siendo los de menos estabilidad los que contienen timina.

Existe una disminucién progresiva de la estabilidad a medida que se
reduce el tamano de los anillos implicados. De este modo, puede esta-
blecerse la siguiente gradacion de stacking:

purina : purina > purina : pirimidina > pirimidina : pirimidina

En la fase gaseosa para las bases (nucleotidos) la fuerza de las interac-
ciones de enlace de hidrogeno supera a la estabilizacién producida por
el apilamiento stacking. Sin embargo, en solventes polares como el agua,
las bases no interaccionan mayoritariamente por enlace de hidrogeno,
dado que implica la desaparicion de intensas interacciones nucleobase-
agua. Por ello, el stacking cobra una enorme importancia en medio
acuoso, considerandose de hecho actualmente como la principal direc-
tora de la estructuracion del ADN en entornos polares.
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Capitulo 3

Simulaciéon Computacional de
Biomoléculas

La Biofisica computacional estd compuesta de dos grandes areas ba-
sadas en principios fisicos distintos. Por una parte, la Mecanica Mole-
cular (MM) basada en la mecénica clasica, considerando a los dtomos
como particulas puntuales (dotadas de carga) interaccionando unos con
otros mediante enlaces que se asemejan a resortes. Por otra parte, te-
nemos los métodos de estructura electronica (MEE) que se basan en la
aplicacion de la Mecanica Cuéntica a los sistemas moleculares. Ambos
métodos permiten calcular un conjunto basico de propiedades molecu-
lares, siendo la mas importante la energia del sistema, correspondiente
a un determinado arreglo de atomos (conformacién de una molécula)
asi como las frecuencias vibracionales, el momento dipolar, etc. Actual-
mente estos métodos se han desarrollado a tal grado que la exactitud
de los resultados son comparables con los datos experimentales. En este
trabajo estudiamos con estos métodos dos moléculas con actividad bio-
logica y de amplio consumo, dichas moléculas pertenecen a la familia
de las xantinas.

Los métodos de modelado molecular son usados rutinariamente en la
actualidad para investigar la estructura, dindmica y termodinamica de
sistemas inorganicos, biologicos y poliméricos. Los tipos de actividad
biologica que han sido investigados usando modelado molecular inclu-
yen plegamiento proteico, catalisis de enzimas, estabilidad de proteinas,

35
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cambios conformacionales asociados con la funcion biomolecular, y re-
conocimiento molecular de proteinas, ADN, y complejos de membranas.

En principio es posible usar un método muy exacto para cualquier sis-
tema molecular, resolviendo las ecuaciones de la Mecanica Cuéantica.
Aunque este método es muy conocido y esta disponible en muchos pa-
quetes, su costo computacional crece factorialmente (més rapido que
exponencialmente) con el aumento del nimero de electrones en el siste-
ma. Asi, se ha desarrollado un gran nimero de aproximaciones dentro
de la metodologia de la Mecanica Cuantica de tal forma, que, se pueda
lograr una mejor correspondencia entre su exactitud y el costo compu-
tacional. La quimica computacional contemporanea puede de manera
rutinaria y con suficiente exactitud calcular las propiedades de las molé-
culas que contienen no mas de 40 electrones. Las moléculas que contie-
nen varias docenas de electrones pueden ser resueltos por los métodos
aproximados como DFT (Teoria del Funcional de la Densidad). Otro
grupo de los métodos que incluyen partes de los calculos ab-initio, son
los métodos semi empiricos. Dentro del marco de los calculos cuanticos
algunos fragmentos de informacion (como las integrales de dos elec-
trones) algunas veces se aproximan o se omiten completamente. Para
corregir esta pérdida de informacion se introduce una parametrizacion
y aparecen los métodos semi empiricos. Sus resultados se ajustan a un
conjunto de parametros de tal manera, que reproduzcan de la mejor
manera los datos experimentales o, algunas veces, resultados ab initio.
Para los sistemas con electrones-m fue propuesto el método de Huc-
kel (por Erick Hiickel) y para los electrones de valencia el método de
Huckel Extendido (por Roald Hoffmann). Los célculos semiempiricos
son mucho mas rapidos que su contraparte ab initio. Sin embargo, sus
resultados pueden ser erréneos si la molécula en consideracion no es
suficientemente parecida a las moléculas de la base de datos que se uso
para parametrizar el método. Los calculos mas exitosos de este grupo
de métodos fueron realizados en quimica organica para pocos elementos
y moléculas de tamano moderado.

El método de la Mecanica Molecular (MM), que es la herramienta prin-
cipal usada en el presente trabajo, es un método empirico. Este méto-
do puede modelar sistemas moleculares grandes usando las expresiones
clasicas para la energia de éstas. Las constantes que aparecen en sus
ecuaciones se obtienen a partir de los datos experimentales o los calcu-
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los ab initio. La base de datos usada para la parametrizacion es crucial
para el éxito de los calculos de la Mecanica Molecular. Al conjunto de
parametros y funciones resultantes se le llama un campo de fuerzas.
Asi, un campo de fuerzas parametrizado para una clase especifica de
moléculas, por ejemplo proteinas, solo tendra la relevancia al describir
otras proteinas.

Una parte importante del estudio por métodos computacionales se de-
dica a la determinacion de la estructura electrénica de la molécula o de
un complejo molecular. En los métodos ab-initio la estructura electro-
nica se determina al resolver la ecuacion de Schrodinger independiente
del tiempo.

Los métodos ab initio tienen la ventaja de que es posible hacerlos con-
verger a la solucion exacta, cuando todas las aproximaciones son su-
ficientemente pequenas en magnitud. Esta convergencia, sin embargo,
normalmente no es monoétona y algunas veces el calculo mas pequeno
da los mejores resultados para las mismas propiedades. La desventaja
de los métodos ab initio es su costo. Con frecuencia toman una cantidad
enorme de tiempo de computo, de memoria o espacio en el disco duro.
El tiempo de calculo con el método HF es proporcional a N* (siendo N
el nimero de las funciones base), es decir, al duplicar el nimero de las
funciones, éste tardara 16 veces més tiempo. Los célculos correlaciona-
dos escalan todavia méas (de éstos el método correlacionado DFT es el
mas econoémico).

Las clases de calculos méas usados de los métodos ab initio son:

Hartree-Fock

Mogller-Plesset

Teoria del Funcional de la Densidad

Campo autoconsistente multi configuracional (MCSCF)

Clusteres Acoplados

Monte Carlo Cuéantico
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3.1. Formalismo Mecanico Cuantico para las
moléculas

La Mecanica Cuéntica es la descripcién matemética correcta del com-
portamiento de los electrones, por tanto, de la quimica. Dos formulacio-
nes equivalentes han sido planteadas, la de Schrodinger (Ecuacion 3.1)
es la base de la mayoria de los métodos computacionales existentes.

HW (r,R) = EW (r, R) (3.1)

Donde H es el operador Hamiltoniano, ¥ la funciéon de onda y E la
energia del sistema. En lenguaje matematico, ¥ es conocida como au-
tofuncién o funcién propia y E se nombra autovalor o valor propio.
El operador y la funcién propia pueden ser una matriz y un vector
respectivamente, pero no siempre ocurre asi.

Para una molécula de n electrones y N nticleos el operador Hamiltoniano
se compone de:

ﬁ - Tel + Tnucl + Vnucl,rl + ‘/el,el + Vnucl,nucl (32)
Doénde:

T.; —Operador de energia cinética de los electrones.

Thue —Operador energia cinética de los nucleos.

Vaue,;i —Potencial de atraccion entre los electrones y los nucleos.
Ver,et —Potencial de repulsion entre los electrones.

Viuel.nue —Potencial de repulsion entre nucleos.

La funcion de onda, dependiente de las coordenadas de los electrones y
los niicleos de la molécula, es una descripcion probabilistica del compor-
tamiento de los electrones. Si se desean obtener soluciones fisicamente
relevantes de la ecuacion de Schrodinger, la funcion debe ser continua,
unievaluada, normalizable y antisimétrica con respecto al intercambio
de dos electrones.

En la aproximacion de Born-Oppenheimer (1927), se plantea que cual
sea el estado, los grados de libertad de los electrones y los de los iones
se pueden tratar de forma independiente.
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De este modo se elimina el dificil problema del calculo de la interac-
cion entre electrones e iones en movimiento. Entonces, la ecuacion de
Schrodinger para el movimiento electronico es:

~

Hel (7“, R) Wel (7") = Eel (R) Epel (7") (33)

Por tanto, la energia electronica total cuando los ntcleos se encuentran
fijos Fy,; viene dada por la suma de la energia electronica E.; y el
término de las repulsiones internucleares Ve nuci:

N N
Eiot = Ee + Z Z Vag (3.4)

A=1 B,A

Aunque la aproximacion de Born-Oppenheimer reduce considerable-
mente la complejidad de la ecuacion de Schrodinger, esta se mantiene
en extremo complicada, debido a las interacciones electron-electréon. La
variante més utilizada es recurrir a métodos aproximados de los cuales
el método variacional es uno de los mas utilizados. El método consiste
en proponer una funcién de onda de prueba aproximada para el estado
objeto de estudio, la cual tiene pardmetros variacionales encargados de
determinar el valor minimo del funcional de la energia:

(W |H]7)

ST

(3.5)

Donde la eleccion de la funcion de prueba influye en la precision del
resultado obtenido.

La aproximacion de Hartree-Fock, también nombrada método del cam-
po autoconsistente (self-consistent field, SCF) es la aproximacion mas
frecuente para elegir la funcion de prueba basada en el uso de un de-
terminante de Slater y se varfan las funciones monoelectronicas.

Puede ser restringido o no restringido, en dependencia de la construc-
cion de los orbitales de Slater. Roothaan y Hall introdujeron en el
formalismo la aproximacion de tomar los orbitales moleculares (OMs)
como Combinaciéon Lineal de Orbitales Atémicos (OM-CLOA):
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V=Y ¢,Cr (3.6)
r=1

También llamados funciones de base. La aproximacion OM-CLOA tiene
como ventaja que ofrece una simplificaciéon matematica y la descripcion
de las propiedades moleculares en términos de contribuciones atomicas,
lo que da una referencia espacial conveniente a la geometria de cada
molécula.

Al aplicar la aproximacién de OM-CLOA se obtienen las ecuaciones de
Roothaan:

> (F —exSu) Cu = 0,7 = 1,2,. (3.7)

t=1

En la ecuacion (3,7), m es el ntimero de funciones de base atomicas, S,
son los elementos de la matriz de superposiciéon y F}; son los elementos
de la matriz de Fock.

Debido a la dependencia del operador de Fock respecto a sus funciones
propias, las ecuaciones de HFR no son lineales y se resuelven iterativa-
mente mediante el procedimiento del campo autoconsistente (SCF).

La principal dificultad en la solucién de las ecuaciones de Roothaan
es la evaluacion del gran nimero de integrales bielectronicas que in-
crementan la dimension de las matrices asociadas a estas ecuaciones,
aumentando la complejidad matematica del problema. Esto ha provo-
cado la divisiéon de los métodos quimico-cuanticos de calculo en dos
grupos:

a) ab initio: Estos resuelven exactamente las ecuaciones de Roothan
y calculan todas las integrales que surgen de estas ecuaciones.
Consumen largos tiempos de computo y el tamaiio de las moléculas
a calcular depende principalmente de las facilidades de calculo de
que se dispongan.

b) Semiempiricos: Estos se desarrollan bajo el mismo formalismo que
los ab initio, basandose en parametros fisicos como la energia de
ionizacion.
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3.2. Mecanica Molecular

La Mecéanica Molecular (MM) es un método de aproximacion que se
utiliza para modelar el comportamiento de la materia y utiliza la me-
canica Newtoniana como herramienta para modelar un sistema mole-
cular. La MM parte de la suposicion fundamental de que la materia
consiste de atomos a los cuales se les puede considerar como particulas
puntuales (dotadas de carga efectiva) interaccionando unas con otras
mediante enlaces que se asemejan a resortes. Bajo esta suposicion la
energia potencial de una coleccion de dtomos, puede ser definida para
cada conjunto de posiciones.

La aproximacion de la MM se aplica ampliamente para refinamientos
de la estructura molecular en simulaciones de Dindmica Molecular o
de Monte Carlo. A partir de estas técnicas se pueden calcular los de-
talles del sistema molecular considerado, como son: la estructura en el
equilibrio, el espectro vibracional, las propiedades termodindmicas, la
ecuacion de estado, las razones de reaccion, etc.

El método de MM se basa en la aproximacion de Born-Oppenheimer,
que se utiliza cominmente en la mecanica cuantica, esta establece que:

“La ecuacion de Schridinger para una molécula puede ser separada en
dos partes, una de las cuales describe el movimiento de los electrones
y otra el movimiento de los nicleos, asi que estos dos movimientos
pueden ser considerados independientes.”

La superficie de Born-Opperheimer es la "superficie" multidimencional
que describe la energia de la molécula en términos de las posiciones de
los nticleos, en mecanica molecular usualmente se le llama: superficie
de energia potencial (PES).

En la aproximaciéon de la MM, los &tomos se consideran como particulas
puntuales, como ya se mencion6 anteriormente; Por lo tanto, el &tomo
se considera como una particula de forma esférica de radio r y con una
carga neta q.

La MM introduce una simple expresion algebraica para determinar la
energia total del sistema. Las funciones de onda o las densidades elec-
tronicas no se utilizan. Las constantes de la expresion se determinan,
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en su totalidad, a partir de datos espectroscopicos o calculos ab inito.
Al conjunto de ecuaciones con sus respectivas constantes se le conoce
como Campo de Fuerza.

La suposicion fundamental de la MM es que todos los parametros son
transferibles, o sea, la “sancion” energética asociada con un movimiento
molecular en particular, serd la misma para todas las moléculas.

3.3. Componentes de la energia potencial
en un Campo de Fuerzas

Las interacciones entre los atomos de la molécula son descritas por in-
teracciones tipo oscilador armonico, "resortes", (representando enlaces
quimicos) y fuerzas de van der Waals. El Potencial de Lennard-Jones es
mayormente usado para describir las fuerzas de van der Waals. Las in-
teracciones electrostaticas son calculadas por la Ley de Coulomb. A los
atomos se les asignan coordenadas en el espacio cartesiano o en coorde-
nadas internas, y también se les pueden asignar velocidades al realizar
simulaciones dinamicas. Las velocidades atomicas estan relacionadas a
la temperatura del sistema, una cantidad macroscopica.

Las ecuaciones clasicas, que componen la expresion energética, descri-
ben varios aspectos de la molécula como son: la vibracion de los enlaces,
sus plegamientos, las torsiones, interacciones electrostéticas, fuerzas de
Van der Waals y enlaces de hidrogeno. Los Campos de Fuerza se dife-
rencian en el niumero de términos, la complejidad de ellos y la forma
en que fueron obtenidas las constantes.

La expresion matematica completa que describe la interaccion entre los
atomos de la molécula se conoce como una Funciéon Potencial y esté re-
lacionada a la energfa interna del sistema, una cantidad termodindamica
igual a la suma de las energias potencial y cinética.

La Funcién Potencial, calcula la energia potencial molecular como una
suma de cantidades de energia que describen la desviaciéon del largo
de los enlaces, los angulos de enlace y los angulos de torsion fuera de
los valores de equilibrio, mas cantidades para los pares de atomos no
enlazados, ayudando a describir las interacciones de van der Waals y
las electrostaticas.
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Los parametros de los Campos de Fuerza de MM se refieren a los valores
que toman las constantes de fuerza y los valores geométricos en el equi-
librio. La calidad del campo de fuerzas depende tanto de las funciones
que describen la energia como de sus parametros. Esta parametrizacion
se realiza en varias etapas:

a) Se determinan los valores ideales y la penalizacion energética por
la desviacion respecto de estos valores, mediante el uso de la in-
formacion experimental o célculos ab initio.

b) Este conjunto de parametros iniciales conocido como conjunto de
pruebas sirve para minimizar las desviaciones de las propiedades
moleculares predichas por los célculos de MM, comparandolas con
los datos experimentales o los resultados de célculos de ab initio.

El conjunto de parametros constituye parte de Campo de Fuerzas:

Cargas eléctricas.

Angulo de torsion.

Distancia de enlace.

Angulo de enlace.

Constantes de fuerza.

s Parametros de van der Waals

Este conjunto de parametros define la forma de la Funcion Potencial.
En términos de estos parametros, la Funcion Potencial queda expresada
de la siguiente manera:

V= V;fen + Vflex + ‘/tor + V;)dw + Vvel + VH (38)

Donde:
‘/b(md = ‘/ten + Vflem + ‘/tm' (39)
Vnon,bond = ‘/vdw + ‘/;l + VH (310)

Tal que:
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Vien, =Potencial de tension o estiramiento.
Viiew =Potencial de curvatura o flexion.
Vier =Potencial de torsion.

Veaw =Potencial de van der Waals.

V.; =Potencial electrostatico.

Vg =Interacciones no enlzantes.

Algunos Campos de Fuerzas consideran solo algunos términos, las in-
teracciones de los términos que no se incluyen, se aproximan en otros
términos a través del ajuste de los pardmetros.

3.3.1. Potencial de tensiéon o estiramiento del enlace

El enlace entre los &tomos se modela como dos esferas unidas por un re-
sorte, por lo tanto el potencial para el estiramiento del enlace o tension,
no es méas que el potencial de un simple oscilador armoénico.

1 o2
V;fen (Z’Lj> = EKIJ (ZZ] - lzj) (311)
Donde l% =longitud de equilibrio, K;; =Constante de fuerza, el ter-

mino K (lij — lo) representa la vibracion del enlace.

ij
Puesto que los atomos son considerados como particulas puntuales, la
energia potencial total V., de la tension del enlace se toma como la
suma de las energias potenciales Vi, ;; para la tension de cada enlace

de atomos:
‘/;fen = Z V;fen,ij (312)
1,2

Donde la suma se extiende a todos los pares de &tomos enlazados entre
si. Aqui las letras maytusculas I y J denotan los tipos de atomos de los
atomos ¢ y j de la molécula, la constante de fuerza K;; y la longitud
de referencia l?j dependen de los tipos de atomos de los dos A&tomos que
forman el enlace.
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3.3.2. Potencial de curvatura o flexién

En espectroscopia vibracional se observa que para pequenos desplaza-
mientos del punto de equilibrio, la variacion de la energia asociada con
las deformaciones del angulo de enlace son bien modeladas por expan-
siones de polinomios, de esta manera la funcion del campo de fuerzas
para un angulo de flexion es:

1 2
Ve (Oi1) = §Kijk: (6% — Q%k) (3.13)

Donde 6;;;, es el valor del angulo entre los enlaces ij y jk (note que
en un Campo de Fuerzas, un enlace es definido como un vector que
conecta dos atomos), las constantes de fuerza ahora en subindices ijk
son para enfatizar que dependen de los tres atomos, Q%jkes el angu-

lo de enlace de referencia y el término K, (Hijk — Q%k)2representa la
distorsiéon angular.

3.3.3. Potencial de torsion

El dngulo de torsion w (4ngulo diedro) en una molécula se define en
términos de los cuatro atomos ABCD como se observa en la Figura
3.1 (b). El angulo de torsion, con respecto al enlace central BC, es el
angulo entre los enlaces AB y CD cuando ellos se proyectan en un plano
perpendicular al enlace BC (proyeccion de Newman). Mas claramente
se ve el angulo formado entre el semiplano RST y el semiplano UXS
como se ve en la Figura 3.1 (a).

A
U

e
R )

(b)

D

Figura 3.1: Angulo de torsion w.
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Se escoge el intervalo de los angulos de torsion como 0 < w < 360. Por
definicién una rotacién a favor de las agujas del reloj del enlace AB
proyectado de frente, para unirse al &tomo D, corresponde a un dngulo
positivo.

Los angulos de torsion (Diedros) son periddicos, sin embargo la energia
minima para muchas torsiones es para el arreglo antiperiplanar, es decir
w=rm

Como la torsion es periddica, también la energia potencial de torsion
lo es, de tal manera que la funcién de energia potencial como una
expansion de la funcién periddica en series de Fourier tiene una forma
general de Campo de Fuerza:

Vior (Wijkt) Z Vingijiny [1+ (= 1) cos (nwijr + Ynm)]  (3.14)

nzgkl

Donde el valor de los términos de amplitud V,, y el conjunto de valores
de periodicidad {n} incluidos en la suma son especificos a los enlaces de
torsion ijkl (note que borramos un valor particular de n del conjunto
evaluado equivalente al término de amplitud para el valor de n igual a
Cero).

La energia potencial de torsiéon total V},,. se toma como suma de térmi-
1n0s Vioriji Para todos los pares de atomos 1,4:

V;for,ijkl == Z ‘/tor,ijkl (315)

3.3.4. Interacciones no-enlazantes

Las fuerzas de atraccion que retienen una molécula individual junta (en-
lace covalente) son conocidas como fuerzas de atraccion intramolecular.
Estas fueron descritas por la MM a través de los términos de la energia
potencial mencionados anteriormente. Dentro de estos, la interaccion
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no-enlazante se realiza entre atomos de la molécula 1:4 en adelante. Es-
te mismo tipo de fuerzas se utilizan para la interaccion intermolecular
que se dan entre una molécula y las moléculas circundantes.

Los potenciales intermoleculares en la mayoria de los diferentes Campos
de Fuerzas se presentan con ecuaciones de Van der Waals (atractiva y
repulsiva).

La repulsiéon entre atomos o moléculas que no estan enlazadas tiene
energia muy positiva (repulsiva) a pequenas distancias, tienen un mi-
nimo negativo (atractivo) a distancias cuando los dos dtomos o mo-
léculas tocan las nubes electronicas. Pero a distancias suficientemente
pequenas, la fuerza es completamente repulsiva. Se estd seguro que la
interaccién repulsiva resulta del principio de exclusion de Pauli, aunque
la forma exacta de la funcion de potencial que se utiliza para calcular
la energia de repulsion esta basada en la experiencia.

3.3.5. Potencial de van der Waals

Las interacciones entre atomos que no estan enlazados uno al otro o a
atomos comunes son generalmente referidas como interacciones de Van
der Waals. Estas moléculas habitualmente son muy complicadas, pues
muestran muchos grados de libertad en el cual las moléculas se relajan.
El término total de interaccion de Van der Waals se toma como la suma
de todas las interacciones posibles de pares de atomos 1,4, 1,5, 1,6,....:

‘/;de - Z V;)dw,ij (316)

1>4

Donde los 4&tomos ¢ y 7 estan en una relaciéon 1,4 o mayor. Las inter-
acciones de van der Waals 1,2 y 1,3 y las interacciones electrostéticas
se consideran incluidas implicitamente en los pardmetros de tension de
enlace y de flexion de enlace. Cada término de van der Waals de un par
Vidw,ij €s la suma de una atraccion debida a fuerzas de dispersion de
London y un término de repulsion debido principalmente a la repulsion
de Pauli. Algunos campos de fuerzas toman a V4, ;; como un potencial
de Lennard-Jones que se puede escribir de dos formas equivalentes:
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Vidw,ij = €1 = 4ery

R Ry, R R;;
(3.17)

Donde R;; es la distancia entre los &tomos @ y j, el parametro de pro-
fundidad del pozo €1 es el valor de V,4,,;; en el minimo de la curva de
interaccion, el parametro R7; da el valor de R;; en el minimo de Vg, ;
y el pardmetro alternativo oy es la distancia a la que V,q,,i; es cero.

3.3.6. Potencial electrostatico

El término electrostatico V,; se toma comunmente como la suma de
interacciones electrostaticas incluyendo todos los pares de dtomos ex-
cepto los pares 1,2 y 1,3:

Ve = Z Vel ij (3.18)

1>4

Donde los atomos 7 y j tienen una relacién 1,4 o mayor V,;;; se calcu-
la asignando cargas atomicas parciales (); a cada atomo, y usando la
expresion de la energia potencial coulombiana.

Verij = ?Z}?J
rdlij

(3.19)

Donde ¢, es la constante dieléctrica.

La base de datos empleada en la adquisicion de los parametros es crucial
para el éxito del método.

Las energias calculadas por MM son normalmente energias conforma-
cionales, su valor no tiene necesariamente significado fisico y no es
comparable entre los distintos Campos de Fuerza. El método predice
de una forma confiable la diferencia de energia entre las conformacio-
nes, aunque las energias totales no son equivalentes a las de los calculos
ab initio o a los calores de formacion de los programas semiempiricos.

A pesar de su velocidad, muchas propiedades quimicas no se encuentran
definidas en el método. Los electrones no son explicitamente incluidos,
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por lo que no se pueden estudiar procesos electréonicos como las excita-
ciones y reacciones quimicas.

La Mecanica Molecular no se puede utilizar para estructuras muy ale-
jadas del equilibrio, como las estructuras de transicion.

Los Campos de Fuerza mas manejados en estudios de biomoléculas son
AMBER, GROMACS, MM2, MM3, MM4, Debido a su exactitud, estos
ultimos son ampliamente utilizados para el estudio de moléculas orga-
nicas. Los campos presentan de cinco a seis términos de valencia, uno
de los cuales es electrostatico y de uno a nueve términos cruzados. Exis-
ten muchas variantes, en particular del MM2, entre ellas se encuentran
MM+ y MMX. No existen reportes previos del uso de métodos de MM
como funcién de minimizacion de energia en la metodologia MMH.

3.3.7. Enlace de Hidrogeno

Para parejas de d4tomos que pueden tener enlace de hidrogeno entre
ellos, los Campos de Fuerzas normalmente modifican la interacciéon de
van der Waals introduciendo términos especiales, pero muchos Campos
de Fuerza no contienen términos especiales para el enlace de hidro-
geno, y recaen en los términos electrostaticos y de van der Waals para
producir el enlace de hidrogeno.

Los trabajos de VI. Poltev y colaboradores [13] evidencian que la uti-
lizacion de la Mecanica Molecular como método de minimizacion ener-
gética brinda resultados cualitativos y cuantitativos comparables a los
célculos mecénico-cuanticos de alto nivel de exactitud (abinitio) ta-
les como HF, y DFT, que emplee términos empiricos de dispersion. El
campo de fuerza (POLTEV) utilizado en estas investigaciones fue desa-
rrollado, parametrizado y refinado, por el autor. Esta compuesto por un
término de Coulomb y dos términos de van der Waals, donde se destaca
el uso del potencial Lenard-Jones 10-12 para describir las interacciones
por puentes de hidrégeno, el cual se muestra a continuacion:

Vi (rig) = AlZr ' — BlOop 10 (3.20)

ij ' 1g ij g

La funcién Vj, (1;;) es usada en lugar de Vig, (r;;) para cada par de
atomos capaces de formar HB entre ellos. La acumulacion de la energia
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no-enlazante es por lo tanto obtenida de forma normal por la suma
sobre los pares de &tomos y una doble cuenta de las contribuciones de
van der Waals es evitado convenientemente. Una aproximacion de las
componentes de HB se hace considerando el radio de hidrégeno en el
HB igual a cero.

3.4. Optimizaciéon

En matematicas, estadisticas, ciencias empiricas, ciencia de la compu-
tacion, o economia, optimizacion matematica (o bien, optimizacion o
programacion matemaética) es la seleccion del mejor elemento (con res-
pecto a algun criterio) de un conjunto de elementos disponibles.

En el caso mas simple, un problema de optimizacién consiste en maxi-
mizar o minimizar una funcion real eligiendo sisteméaticamente valores
de entrada (tomados de un conjunto permitido) y computando el va-
lor de la funcién. La generalizacion de la teoria de la optimizacion y
técnicas para otras formulaciones comprende un area grande de las
matematicas aplicadas. De forma general, la optimizacion incluye el
descubrimiento de los "mejores valores" de alguna funcién objetivo da-
do un dominio definido, incluyendo una variedad de diferentes tipos de
funciones objetivo y diferentes tipos de dominios.

Un problema de optimizacion puede ser representado de la siguiente
forma:

Dada f una funcion f:A — R, donde A es un conjunto de nimeros
reales, encontrar un elemento xoeA tal que f (xo) < f(x) para todo
xeA ("minimizacion”) o tal que f (x9) > f (x) para todo xeA
("mazimizacion”).

Tal formulacién es llamada un problema de optimizaciéon o un pro-
blema de programacién matemética. Muchos problemas tedricos y del
mundo real pueden ser modelados en este esquema general. Problemas
formulados usando esta técnica en los campos de fisica se refieren a esta
técnica como minimizacion de la energia, donde el valor de la funcion
f representa la energia del sistema que esta siendo modelado.
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3.4.1. Condiciones necesarias de Optimalidad

Uno de los teoremas de Fermat asegura que los 6ptimos de los proble-
mas irrestrictos son encontrados en los puntos estacionarios, donde la
primera derivada o el gradiente de la funcion objetivo es cero. De forma
més general, ellos pueden ser encontrados en los puntos criticos, donde
la primera derivada o el gradiente de la funcién objetivo es cero o esta
indefinido, o en la frontera del conjunto de eleccion. Una ecuacion (o
conjunto de ecuaciones) indicando que la(s) primera(s) derivada(s) es
(son) igual(es) a cero en un 6ptimo interior se llama una condicion de
primer orden o un conjunto de condiciones de primer orden. Los 6pti-
mos de los problemas con restricciones de desigualdad son en cambio
encontrados mediante el método de los multiplicadores de Lagrange. Es-
te método computa un sistema de desigualdades llamado Condiciones
de Karush-Kuhn-Tucker o condiciones de holguras complementarias,
las cuales se usan entonces para calcular el 6ptimo.

3.4.2. Condiciones suficientes de Optimalidad

Mientras la prueba de la primera derivada identifica los puntos que
pueden ser extremos, esta prueba no distingue si un punto es minimo,
maximo, o ninguno de los dos. Cuando la funcién objetivo es dos veces
diferenciable, estos casos pueden ser distinguidos estudiando la segunda
derivada o la matriz de las segundas derivadas (llamada matriz Hessia-
na) en problemas irrestrictos, o la matriz de las segundas derivadas de
la funcion objetivo y las restricciones llamadas la frontera Hessiana en
problemas restrictos.

Asi pues, los puntos criticos pueden ser encontrados detectando los
puntos donde la derivada o gradiente de la funcién objetivo es cero
(es decir, los puntos estacionarios), estos puntos criticos pueden ser
clasificados usando la concreciéon de la matriz Hessiana.

Condiciones de segundo orden:
a) Sila Hessiana es definida positiva en un punto critico, entonces el
punto es un minimo local.

b) Sila Hessiana es definida negativa, entonces el punto es un maximo
local.
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¢) Si es indefinida, entonces el punto es algun tipo de silla.

Si un candidato a solucion satisface las condiciones de primer orden y
las condiciones de segundo orden también, es suficiente para establecer,
al menos, optimalidad local.

Los problemas restrictos pueden con frecuencia ser transformados en
problemas irrestrictos con ayuda de los multiplicadores de Lagrange. La
relajacion Lagrangiana puede también proveer soluciones aproximadas
a dificiles problemas restrictos.

Cuando la funcion objetivo es convexa, entonces cualquier minimo local
serd también un minimo global. Existen técnicas numéricas eficientes
para minimizar funciones convexas, por ejemplo los métodos de punto
interior.

3.4.3. Técnicas de optimizacién computacional

Para resolver problemas, los investigadores pueden usar algoritmos que
terminen en un nimero finito de pasos, o métodos iterativos que conver-
gen a una solucion (en alguna clase especifica de problemas), o heuris-
ticas que pueden proveer soluciones aproximadas a algunos problemas
(aunque sus iteraciones no convergen necesariamente). Los métodos
iterativos usados para resolver problemas de programacién no lineal
difieren segin lo que ellos evaliien: Hessianas, gradientes, o solamente
valores de funcion.

Evaluando Hessianas (H) y gradientes (G) se mejora la velocidad de
convergencia, sin embargo tales evaluaciones aumentan la complejidad
computacional (o costo computacional) de cada iteracion. En algunos
casos, la complejidad computacional puede ser excesivamente alta.

Un importante criterio para los optimizadores es justo el nimero de
evaluaciones de funciones requerido, como este con frecuencia es de por
si un gran esfuerzo computacional, usualmente mucho mas esfuerzo
que el del optimizador en si, ya que en su mayoria tiene que operar
sobre n — variables. Las derivadas proveen informacién detallada para
los optimizadores, pero son ain més costosas de calcular, por ejemplo
aproximando el gradiente toma al menos n—+1 evaluaciones de funciones.
Para la aproximacion de las segundas derivadas (agrupadas en la matriz
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Hessiana) el niimero de evaluaciones de funciones es de orden n?. El
método de Newton requiere las derivadas de Segundo orden, por lo
tanto por cada iteracion el ntimero de llamadas a funcion es de orden n?,
pero para el optimizador de un gradiente puro mas simple es de orden
n. Sin embargo, los optimizadores de gradiente necesitan usualmente
més iteraciones que el algoritmo de Newton.

Algunos de estos métodos son:

Métodos que evalian Hessianas (o aproximan Hessianas, usando dife-
rencias finitas):

= Método de Newton: Programacion secuencial cuadratica: un méto-
do de Newton basado en problemas restrictos de pequena-mediana
escala. Algunas versiones pueden manejar problemas de gran di-
mension.

Métodos que evaltian gradientes o aproximan gradientes usando dife-
rencias finitas (o incluso subgradientes):

= Métodos Quasi-Newton: métodos iterativos para problemas medianos-
grandes (ejemplo N<1000).

= Métodos de gradiente conjugado: métodos iterativos para proble-
mas grandes. (En teoria, estos métodos terminan en un nimero
finito de pasos con funciones objetivo cuadraticas, pero esta ter-
minacién finita no se observa en la practica en computadoras de
precision finita.).

= Métodos de punto interior: esta es una gran clase de métodos
para la optimizacion restricta. Algunos métodos de punto interior
usan solamente informacion del subgradiente, y otros requieren la
evaluaciéon de las Hessianas.

= Descenso del gradiente (alternativamente, descenso pronunciado o
ascenso pronunciado): un método lento de interés tedrico e histori-
co, el cual ha sido renovado para encontrar soluciones aproximadas
de problemas enormes.

= Método del subgradiente: un método iterativo para grandes fun-
ciones de Lipschitz localmente usando gradientes generalizados.
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Métodos que evalian solamente valores de funciones: si un problema es
continuamente diferenciable, entonces los gradientes pueden ser aproxi-
mados usando diferencias finitas, en tal caso puede ser usado un método
basado en gradiente.

= Métodos de interpolacion.

= Métodos de bisqueda de patrones, los cuales tienen mejores pro-
piedades de convergencia que la heuristica de Nelder-Mead.

Otro método de optimizacion muy tutil consiste en la exploracion del
area de energia potencial de un sistema molecular (compuesto por una
molécula central y otra(s) dispuesta(s) de forma aleatoria a su alre-
dedor) y la posterior busqueda del conjunto de minimos locales. Este
procedimiento permite conocer, a partir de la deteccién del minimo méas
profundo, la geometria méas probable del sistema.

La forma en que la energia de un sistema molecular varia con peque-
nos cambios en su estructura se describe como una hipersuperficie de
energia potencial (HEP). Esta hipersuperficie es descrita por una serie
de puntos estacionarios, llamados criticos, que corresponden a estruc-
turas moleculares de interés quimico. Por ello es recomendable explorar
la HEP con vistas a encontrar aquellos arreglos moleculares que, con
sus geometrias y energias respectivas, pueden formar un grupo de los
estados significativos mas importantes para las propiedades termodi-
namicas del sistema completo.

3.5. Metodologia de trabajo

Basicamente lo que hicimos fue estudiar la interaccion entre dos molé-
culas de la misma especie (teofilina y teobromina) mediante el método
de la MM aplicando metodos usados para las bases de los acidos nu-
cleicos.

Usando el método de la MM basado en el potencial de Poltev, formamos
la estructura molecular de la teofilina y de la teobromina segin la
energia optima encontrada mediante el potencial de Poltev. Segin el
método de la MM cada una de estas estructuras moleculares la podemos
ver como una molécula.|13,14]
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Colocamos una de molecula de teofilina (teobromina) en un punto, al
cual tomamos como el origen de un sistema coordenado de tres di-
mensiones, y se coloco una segunda molécula de teofilina (teobromina),
esta segunda molécula es desplazada y rotada por un factor aleatorio,
esto usando el programa Ran base 6, el cual usa la metodologia Ste-
pend descend; Esto para formar parejas de teofilina (teobromina), y
de esta forma obtener las posibles configuraciones de dimeros de estas
moléculas.

De esta forma las interacciones responsables de la asociacion se deben a
la formacion de puentes hidrogeno (pareamiento) o asociaciones 7 entre
anillos (apilamiento o base stacking). Esta reduccion de la estructura no
solo simplifica el calculo al disminuir el ntimero de 4tomos a optimizar,
sino que ademas reduce el nimero de barreras rotacionales presentes.
Posteriormente para minimizar la energia usamos el programa Kaspar,
el cual usa el método gradiente conjugado, del cual se habld en la
seccion anterior. De esta manera obtuvimos los dimeros mas estables.
Para obtener la imagen de los dimeros encontrados usamos el programa
HyperChem. Creamos algunos otros programas usando el lenguaje de
fortran, los cuales nos ayudaron en el anélisis de las caracteristicas de
los dimeros, como la configuracion del dimero, el traslape y la magnitud
del momento dipolar. Para encontrar la direccion del vector momento
dipolar se hizo el calculo a mano.



56

Simulacién Computacional de Biomoléculas




Capitulo 4

Configuraciones de los dimeros
de teofilina y teobromina

Al obtener los resultados de la busqueda de las posibles configuraciones
de los dimeros de teofilina y teobromina, usando el método ya mencio-
nado en la seccion 3.5 (metodologia de trabajo), solo consideramos en
este trabajo los dimeros apilados (stacking) y los planos (enlaces de
hidrogeno), no se consideraron los dimeros simétricos con respecto al
plano de las moléculas (como en un espejo), ni tampoco los dimeros no
planares.

4.1. Cargas Parciales para las moléculas de
Teofilina y Teobromina

Como ya se mencioné en la metodologia, las cargas electricas parciales
(cargas efectivas) situadas en los niicleos de la molécula,son un parame-
tro de los Campos de Fuerzas (CF), el campo de fuerzas que utilizamos
en este trabajo emplea el Potencial de Poltev, por lo tanto para cal-
cular las cargas electricas parciales se utilizan programas que aplican
métodos semiempiricos elaborados para el célculo de las bases de los
acidos nucleicos. Con este método las cargas se ajustan a los momentos
dipolares experimentales de las bases de los 4cidos nucleicos. Como las
moléculas derivadas de las metilxantinas (cafeina, teofilina y teobromi-

o7
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na) tienen una estructura semejante a las purinas como lo es la adenina
y la guanina, son aplicables estos métodos para obtener las cargas.

En un trabajo anterior [14] se calcularon las cargas eléctricas parciales
de las moléculas de teofilina y teobromina. A continuacién en la Figura
4.1 se muestran las moléculas de teofilina y teobromina con sus cargas
parciales respectivamente.

Figura 4.1: Cargas parciales en terminos de la carga del electron de a) Teo-
filina y b) Teobromina.

4.2. Caracteristicas geométricas de los di-
meros obtenidos para teofilina y teobromina

De los resultados obtenidos, pudimos catalogar los dimeros segin las
siguientes caracteristicas:

a) Configuraciones Planas: Donde las dos moléculas forman uno o
dos enlaces de hidrogeno y ambas moléculas se encuentran en un
plano.

b) Configuraciones Apiladas (Stacking): Donde no se forman enlaces
de hidrogeno sino que existen interacciones de tipo m — 7, orde-
nandose las moléculas una sobre otra.

¢) Configuraciones no-planares: En estas configuraciones se forman
angulos entre los planos de las moléculas que varian desde los 60°
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a posiciones casi perpendiculares 90°, ademas de que puede formar
un enlace de hidrogeno.

A continuacion se muestra un ejemplo del dimero de teobromina
en su configuracion plana, apilada y no planar

c)

i .

~
—g e
’ .
-
L

Figura 4.2: Dimeros de teobromina en configuracion a) apilada b) plana y c)
no-planar.

En el analisis de los resultados obtenidos, observamos que existe una
variacion en la posicién en que esta colocada una de las moléculas con
respecto a la otra en el dimero de teobromina y teofilina, segiin sea el
caso. Las posiciones en la interaccion stacking de las moléculas pueden
ser catalogadas en dos grupos:

a) Paralelas (cara-espalda): Para describir este grupo, consideremos
dos moléculas de teobromina superpuestas, a continuacion una de
las moléculas se desplaza hacia arriba (Dimero de teobromina),
asi los planos de ambas moléculas son paralelos. Si se gira una de
las moléculas con respecto al plano de la molécula un angulo 6 tal
que 0 < 0 < 30, se tiene una posicion cara-espalda.
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b) Anti-paralelas (cara-cara): Para llegar a esta posicion, partiremos
de los planos paralelos de ambas moléculas y bastara con girar
una de las moléculas 180 grados con respecto a la otra molécula
fija alrededor del plano de las moléculas.

En la Figura 4.3 se da un ejemplo de la configuraciéon paralela y anti
paralela de los dimeros de teobromina.

Figura 4.3: Dimeros de teobromina en su configuracion a) paralela (cara-
espalda), b) anti paralela (cara-cara).

Algunas de las propiedades moléculares de los dimeros que obtuvimos
y que se mostraran en las tablas de resultados son: La distancia en-
tre planos (distancia interplanar), el momento dipolar, el traslape y el
angulo entre dipolos.

A continuacién daremos una definicién de cada una de estas caracte-
risticas para facilitar el analisis de los resultados.

» Distancia entre planos (Distancia interplanar): Se refiere a la dis-
tancia que hay entre cada uno de los planos que contienen a cada
una de las moléculas de teobromina o teofilina.
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Figura 4.4: Distancia interplanar para en dimero de teobromina. La linea
punteada senala la distancia entre los planos.

= Vector momento dipolar: La magnitud del momento dipolar para
las moléculas de teofilina y teobromina se calcula a partir de la
definiciéon de momento dipolar, el cual depende de las cargas par-
ciales de la molécula. Puesto que durante el calculo de los minimos
de interaccion las moléculas se mantienen rigidas y las cargas se
consideran constantes, entonces la direccion y la magnitud del
momento dipolar no cambia en los dimeros tanto apilados como
planos.

Figura 4.5: La flecha color verde representa el vector momento dipolar de la
molécula de Teofilina (izquierda) y Teobromina (derecha)

= Angulo entre dipolos: Es el angulo que hay entre el vector momen-
to dipolar de una de las moléculas y el vector momento dipolar de
la otra molécula, al proyectar una sobre el plano de la otra (Figura
4.6).
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Figura 4.6: 6 representa el angulo entre cada de los vectores de momento
dipolar de cada una de las moléculas del dimero de Teofilina (La magnitud del
momento dipolar no se representa en esta figura, las lineas fueron extendidas
para facilitar la visualizacion del angulo entre dipolos)

= Traslape: Se refiere a la interseccion en un plano comun, entre los
anillos de ambas moléculas del dimero. Fn la Figura 4.7 se muestra
el traslape en un dimero de teobromina; como la molécula tiene
dos anillos uno de 5 miembros y otro de 6, el traslape se separa
entre el tipo de anillos y se describe al pie de la figura 4.7.

Figura 4.7: Traslape entre dos moléculas de teobromina(El color azul muestra
el traslape entre los anillos 5-5, el color rosa muestra el traslape del anillo
5-6 y el color amarillo muestra el traslape entre los anillos 6-6).
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4.3. Posibles Configuraciones de los dime-
ros de la molécula de Teobromina

4.3.1. Dimeros Planos de Teobromina

En la tabla 4.1 presentamos la energia de los dimeros planos de teobro-
mina. Ordenados de menor a mayor energia.

Podemos observar que el valor de la energia para los dimeros en su
configuracion plana esta en el intervalo de -10.40 a -6.12 kcal/mol,
siendo el minimo global de -10.40 kcal /mol con un éngulo entre dipolos
de 70.57° y el minimo local de mayor energia de -6.12 kcal/mol con
un angulo entre dipolos de 120.72°. La diferencia entre la menor y la
mayor energia es de 4.28 kcal /mol.

d

£ U OG- /NT [ HI/N1-02 | H,/N1 = 06 [ O2-H1/NT [ No-HI/N1
a | -10.40 | 70.57 | 1.91/2.92 1.91/2.91
b |[-10.09 | 66.69 | 1.90/2.91 | 1.90/2.91
¢ | -10.08 | 22.97 | 1.91/2.91 | 1.91/2.91
d| -9.99 | 139.50 1.91/2.91 1.91/2.91
e | -9.31 | 51.53 1.91/2.92
f ] -859 | 47.84 1.90/2.90
g | -6.99 | 117.35 | 1.90/2.91
h | -6.97 | 21.84 | 1.90/2.91
i|-6.20 | 54.29 1.90/2.91
i 612 [ 120.72 1.90/2.91

Tabla 4.1: Valores de la energia y parametros geométricos de los posibles
minimos de interacciéon de los dimeros de teobromina en su configuracion
plana. E: Energia del minimo en kcal/mol; 6,: Angulo entre los dipolos de
las dos moléculas de teofilina (°); d: distancia interatomica entre los dtomos

que forman los enlaces (A)

Para los dimeros en su configuracion plana ademas de la energia hay
dos parametros adicionales que se consideran, el &ngulo entre dipolos y
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la distancia interatomica del enlace de hidrogeno . La numeracion de los
atomos presentada en la tabla 4.1 corresponde con la que se presenta en
el capitulo I, seccion 1.1. En la Figura 4.10 se muestran las estructuras
de los minimos de los dimeros planos de teobromina que corresponde
con la tabla 4.1.

b;

° n
@ ) o ) £=031 =850
E=1040 E=10.00 p— £=0.00 X
9 n
=699 =607 ) )
620 - 5.12

Figura 4.8: Dimeros en su configuracién plana de teobromina. Los minimos
corresponden con la tabla 4.1.

La magnitud del momento dipolar para la teobromina que encontramos
es de 3.40D, puesto que el momento dipolar depende de las cargas
y durante el célculo de los minimos de interaccion de las moléculas
se mantienen rigidas y las cargas se consideran constantes, entonces
la direccion y la magnitud del momento dipolar de cada una de las
moleculas no cambia.

En un trabajo experimental reciente [16], se reporta la estructura cris-
talina de la teobromina, donde dos moléculas en la unidad asimétrica
forman un dimero a través de enlaces de hidrégeno N- H --- O y unio-
nes tipo carboxamida (Figura 4.9). Ademéas se afirma que no existe
informacion sobre polimorfos de teobromina a diferencia de la cafeina
y Teofilina. En varios intentos de cristalizaciéon con diferentes disol-
ventes / mezclas, no obtuvieron una nueva forma. En la figura 4.9 se
presenta una cadena de las moléculas de teobromina con los enlaces
mencionados.
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Figura 4.9: Dimeros enlazados de teobromina que forman una cadena con
enlaces de hidrogeno N-H ---O y C-H --- N.

La conformacion observada en la estructura cristalina corresponde al
minimo d) de la figura 4.10. Los célculos tedricos con método de Meca-
nica Molecular predicen que los minimos en los cuales se forma enlace
H con O6 es ligeramente mas favorable que O2. Sin embargo, en la
estructura experimental se forma enlace con O2. En los calculos de la
referencia |15] no se considera el minimo con los O6, y solo se presentan
el minimo c) y d).

4.3.2. Dimeros Apilados de Teobromina

En la tabla 4.2 se presentan los valores de energia de interacciéon de los
minimos mas profundos (menor energia) y los parametros geométricos
de los dimeros de teobromina en configuracion apilada. Los cuales estan
ordenados de acuerdo al valor de la energia, del menor al mayor.
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T

£ ¢ b O 01-52 | 51-62 | 61-52 | 61-62
a -10.06 A 3.42 | 73.98 | 67.65 | 10.16 | 10.17 | 97.02
b -9.95 P 3.44 | 179.97 26.20 | 26.20 | 58.11
¢ -9.64 P 3.42 | 144.42 | 14.94 | 48.68 | 94.93 | 5.41
d -9.59 P 3.40 | 66.54 2.76 | 34.80 | 65.95
e -9.59 P 3.41 | 66.54 34.89 66.06
f -9.24 A 3.48 | 178.71 10.66 | 10.70 | 99.60
g -9.04 A 3.43 | 100.73 | 11.03 | 92.04 | 92.73 | 8.38
h -8.79 A 3.43 | 126.61 95.04 | 94.93 | 26.16
1 -7.78 A 3.41 | 21.72 | 24.27 | 31.85 4.29
j -6.29 P 3.50 2.84 2.28 | 62.57 12.07

Tabla 4.2: Valores de la energia y parametros geométricos de las posibles
configuraciones de los dimeros apilados de teobromina.E: Energia del mini-
mo en kcal/mol; C : Arreglo del minimo donde A es Antiparalela y P es

Paralela; D : Distancia interplanar (A), 0,: Angulo entre dipolos de ambas

moléculas de teobromina (°); T: Traslape entre los anillos correspondientes
de las moléculas de teofilina ( %).

De la tabla 4.2 podemos ver que el minimo global de los dimeros apila-
dos de teobromina (minimo a) tiene un valor de energia de interaccion
de -10.06 kcal /mol, el cual es el dimero més estable, y se encuentra en
configuracion anti paralela, con una distancia interplanar de 3.42A y
con un angulo entre dipolos de 73.98°. Podemos notar que el minimo b)
tiene un valor de energia practicamente similar al minimo méas profun-
do, solo mayor en 0.11kcal/mol (en valor absoluto), aunque este valor
es muy pequeno, esto no significa que el minimo a) sea igual al minimo
b), pues de la tabla vemos que este tiene una configuracion paralela.
Incluso los minimos d) y e), que tienen el mismo valor de energé, la
misma configuraciéon, el mismo &ngulo entre dipolos y una distancia
interplanar ligeramente diferente no son los mismos, pues el traslape es
diferente para cada uno de estos minimos. Las superficies de traslape
no parecen estar correlacionadas con el valor de la energia, se puede
ver que en el minimo global existe un traslape casi total que se ve en
el traslape entre los anillos 61- 62 (97.02 %) y 51- 52 (67.65 %), sin em-
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bargo en el minimo b) como se observa en la Figura 4.10 el traslape es
aproximadamente la mitad. Por otro lado los minimos g) y h) presentan
significativos traslapes entre anillos opuestos (51-62 y 61-52 con mas
del 92 % para ambos) en cambio sus energias estan en valores de 1.02
a 1.27 kcal/mol por debajo del minimo global respectivamente.

c d)
E=-0.64 E=-0.50

9) h)

E=-0.04 E=-8.79

E=-10.06 E=-9.95

E=-9.59 E=-924

i) )
E=7.78 E=-6.20

i

Figura 4.10: Dimeros apilados de teobromina. Los minimos corresponden con
la Tabla 4.2. La molécula inferior se ilumino para distinguir el traslape.

Se puede observar que el minimo menos energético (minimo j) en valor
absoluto, le corresponde a un angulo entre dipolos de 2.84° es decir
sus dipolos estan casi alineados completamente, en cambio al minimo
més energético (en valor absoluto) le corresponde un angtlo entre di-
polos mayor (73.98°), el minimo més significativo es el minimo b) con
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un angulo de casi 180°, es decir apuntan en direcciones contrarias. Los
dimeros con mayor y menor energia se encuentran separados por apro-
ximadamente 3.77 Kcal /mol, el cual es un valor relativamente pequeno.

En un trabajo experimental (por resonancia de ionizacion de dos fo-
tones (R2PI) y espectroscopia de doble resonancia IR-UV) y teorico
(DFT, con la aproximacion B3LYP con un funcional hibrido y con una
base 6-3114+ G(2d,p) ) se realizo el calculo de los dimeros de tofili-
na, teobromina y cafeina utilizando las geometrias tautomericas en el
equilibrio por cada xantina metilada [15], en dicho trabajo se encontro
que el dimero mas probable para la teobromina estd en una configu-
racion apilada paralela, mientras que en nuestro trabajo encontramos
que el minimo mas probable para la teobromina se encuentra en su
configuracion plana con dos enlaces de hidrogeno.

0.4 14 17
21 27

5249

5 || =
e o] [t |

Figura 4.11: Energia relativa en Kcal/mol para el dimero de teobromina
calculada por el método DTF al nivel B3LYP /6-311+G(2d,p) de la referencia

I15].

Podemos observar de los resultados presentados por este trabajo ex-
perimental en la Figura 4.9 que este minimo globlal coincide con el
minimo encontrado por nosotros (Figura 4.8 minimo b), pero que en
nuestro caso no es el minimo global. Es posible que para el observador
no sea tan claro verlo, esto es porque nuestro caso se muestra ademaés el
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traslape. Por otro lado el minimo menos probable (Minimo menos esta-
ble) encontrado mediante DFT coincide con el minimo apilado menos
estable j) de la tabla 4.2 (Figura 4.10 j), pero que no representa nues-
tro minimo menos probable. La diferencia energética entre los minimos
més y menos estables reportados por este método experimental para
la teobromina es de 6.0 kcal/mol, mientras que la diferencia energética
entre los dimeros mas estable y menos estable reportado por nosotros
es de apenas 3.94 kcal/mol. En este trabajo se reporto ademés la exis-
tencia de tres dimeros planos de teofilina mediante calculos DFT, las
cuales se encuentran separadas inicamente por 5.64 kcal /mol.

4.4. Posibles Configuraciones de los dime-
ros de la molécula de Teofilina

4.4.1. Dimeros planos de teofilina
E ) d
? O — H7 | Og — N7 | Hr — Og | N7 — Og
a -13.44 | 179.94 1.89 2.90 1.89 2.90
b -7.98 | 44.81 1.90 2.89
C -7.80 | 52.70 1.90 2.89

Tabla 4.3: Valores de la energia y pardmetros geométricos de los posibles
minimos de interacciéon de los dimeros de teofilina en su configuracion plana
E: Energia del minimo en kcal/mol; 6,: Angulo entre los dipolos de las dos
moléculas de teofilina (°); d: distancias interatomicas entre los atomos que
forman el enlaces A.

Los resultados obtenidos son tres configuraciones planas para los dime-
ros de teofilina, al igual que los resultados encontrados usando DF'T,
con la aproximacién B3LYP con un funcional hibrido y con una base
6-311+ G(2d,p) [15].

Podemos ver de la tabla 4.3 que el dimero méas estable presenta una
energia de -13.44 kcal/mol, con un angulo entre dipolos de 179.94°%;
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Mientras que el dimero con mayor energia es de -7.80Kcal /mol con un
angulo entre dipolos de 52.70°. La diferencia de energfa entre el dimero
mas estable y el menos estable es de 5.64Kcal/mol.

a) b)
E=13.44 E=7.88

T ¥

E=7.80

Figura 4.12: Dimeros planos de teofilina. L.os minimos corresponden con los
de la tabla 4.3

El dimero con menor energia se encuentra en su configuraciéon plana con
un valor de -13.44 kcal/mol y el dimero con mayor energia se encuen-
tra en su configuracion apilada con un valor de -6.33 kcal/mol. Estos
dimeros se encuentran separados por una diferencia de 7.11 kcal /mol,
valor relativamente pequeno. La magnitud del momento dipolar que
encontramos para la teofilina es de 3.21D, el cual como mencionamos
anteriormente no cambia y se mantiene constante.

Experimentalmente, la teofilina existe como un cristal monohidrato y
cinco polimorfos anhidro (sin agua) identificados de la Forma I a V
(Forma I, II y II, reportadas en [18]). Un polimorfo es una fase sélida
distinta con una disposicién estructural diferente. Las propiedades fi-
sicas de los polimorfos y formas de hidrato pueden diferir. Las Formas
anhidras T a IV se han descrito en un articulo de Seton et al., [19] y la
Forma V fue identificada por cristalizacion a partir del CO2 supercriti-
co y también ha sido preparado por cristalizacion a partir de metanol.
Hasta la fecha, estructuras cristalinas completas se han reportado sélo
para las Formas I, IT y IV.
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En un trabajo [17] se reporta la estructura de dispersion de neutrones
de un solo cristal de teofilina monohidratado y célculos de energia de
red del hidrato, asf como las formas anhidras I y II.

La Forma I se cristaliza en el grupo espacial ortorrémbico Pna2l con
una molécula en la unidad asimétrica (Z '= 1). La propia molécula
THEO es plana, con los sustituyentes metilo en plano con el anillo de
purina. Un enlace de hidrégeno corto se puede detectar que implica
el grupo NH del anillo de cinco miembros de una molécula (N4-H4)
como donante y un grupo carbonilo del anillo de seis miembros de la
siguiente molécula como aceptor (C2 = 02), debido a esta interaccion,
que conecta los grupos funcionales en los extremos opuestos de la mo-
lécula, se forman cadenas con enlaces de hidréogeno como una cadena
de perlas en el plano. Las cadenas con enlaces de hidrégeno forman
apilamientos tipo 7 - - -7 en otra cadena superior con una distancia de
3,37A (una distancia tipica para este tipo de compuesto) que resulta en
capas dentro de la estructura que tiene la misma orientacioén, en la Fi-
gura 4.13(izquierda) mostramos la cadena del poliformo de tipo I, este
corresponde con el minimo b) y ¢) encontrados en nuestros calculos.

La forma II anhidra de la teofilina ha sido considerada como la forma
més estable a temperatura ambiente. La forma III es considerada como
una forma altamente metaestable que se convierte facilmente a la Forma
II. La estructura se muestra en la Figura 4.13(derecha).

" 1
] o
H4
@ riann -
N 02
| 3 . 5
W A, »

Figura 4.13: Estructura experimental de la Teofilina de la Forma anhidra I y
IT reportada en la referencia [17].

Estructuras cristalinas de un nuevo polimorfo de teofilina se reportaron
recientemente [20], en esta los planos son méas paralelos que en la Forma
IT normal, en la Figura 4.14 mostramos esta estructura.
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Figura 4.14: Dos vistas de la estructura cristalina del nuevo poliformo del
tipo II reportado en |20].

En un trabajo de Sun y col. En 2012 [21] se describe la estructura
monohidratada de la teofilina, la cual consiste en dimeros teofilina co-
nectados a través de un centro de inversion. Esto da como resultado la
formacion de dos enlaces de hidrogeno a partir de N4-H4 a O1 con una
distancia H --- O de 1.7324 a 120 K y 1,762 A a 20 K. En ambos casos
estas interacciones son muy direccionales con angulos entre NH--- O
de 167,9 °y 163,5 °, respectivamente. Esta dimerizacion es tinica en las
estructuras cristalinas de teofilina y se puede suponer que desempe-
nan un papel importante en la formaciéon del hidrato, ya que expone al
atomo de nitrégeno N3 fuertemente basico. Los dimeros se encuentran
en capas a lo largo del eje cristalogréafico, que muestran una distancia
interplanar de 3,26/1 y por lo tanto se puede suponer que interactuan a
través de apilamiento 7 --- 7. Esta estructura se muestra en la Figura
4.15.
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Figura 4.15: Dimero de la Teofilina monohidratada obtenida de la referencia

21].

Podemos observar que estos enlaces se presentan en la formacion de
dimeros de teofilina en su configuracion plana presentados en la figura

412 (a, by ¢).

4.4.2. Dimeros apilados de teofilina

En la Tabla 4.4 se presentan doce configuraciones apiladas de los dime-
ros de teofilina, con valores de energia en sus minimos mas profundos.
La descripcion de la Tabla es similar a la que se hizo para teobromi-
na. En la Figura 4.14 se muestran los minimos correspondientes con
la tabla 4.4. Podemos observar que la energia mas pequena para los
dimeros de teofilina apilados es -11.55 kcal/mol, con un é&ngulo entre
dipolos de 179.92°, el dimero se encuentra en su configuracion paralela,
mientras que el la energia mas grande es -6.33kcal /mol, con un angulo
entre dipolos de 0.034°, el dimero se encuentra también en configuracion
paralela. La diferencia de energia entre los minimos mayor y menor en
valor absoluto es de 5.22kcal/mol. Los minimos mas favorables son los
menos energéticos, los cuales forman dos enlaces de hidrogeno entre las

dos moléculas de teofilina (del a - d).
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Al igual que en teobromina las distancias interplanares son consistentes
con las distancias entre cristales. Los minimos mas energéticos en valor
absoluto (a, by ¢) tienen dipolos en direcciones opuestas (7180°). En
cambio los menos energéticos en valor absoluto (1) y menos favorables
a pesar de tener sus dipolos orientados paralelamente (~ 0 ©) presentan
traslapes cercanos a cero.

T

£ ¢ b O 51-52 | 51-62 | 61-52 | 61-62
a -11.55 A 3.57 | 141.529 3.61 | 3.62 | 85.65
b -10.44 P 3.40 | 179.92 44.00 | 43.99 | 37.58
c -9.82 A 3.49 | 173.12 9.17 | 9.15 | 98.24
d -9.79 A 3.40 62.24 | 29.41 44.09 | 46.64
e -9.76 A 3.41 64.37 37.30 | 37.38 | 63.99
f -9.71 P 3.40 67.15 40.65 52.07
g -9.09 P 3.37 96.55 | 21.16 | 13.58 | 72.39 | 23.69
h -9.09 P 3.37 96.44 | 21.20 | 72.24 | 13.66 | 23.75
i -8.95 A 3.38 | 100.19 | 79.90 | 1.68 | 24.63 | 31.90
j -8.28 A 3.48 | 148.42 5.49 3.60
k -7.61 A 3.35 17.42 3.60 | 19.86
1 -6.33 P 3.47 0.03 0.88 39.55 | 10.59

Tabla 4.4: Valores de la energia y pardmetros geométricos de las posibles

configuraciones de los dimeros apilados de teofilina.E: Energia del minimo en
kcal/mol; C : Arreglo del minimo donde A es Antiparalela y P es Paralela;

D : Distancia interplanar (A), 6,: Angulo entre dipolos de ambas moléculas

de teofilina (°); T: Traslape (%) entre los anillos correspondientes de las
moléculas de teofilina.

Obtuvimos doce dimeros de teofilina en su configuracion apilada. El mi-
nimo mas profundo tiene configuracion paralela al igual que el minimo
més profundo de teobromina, sin embargo la diferencia entre este y el
minimo que le sigue en energia es de 0.62 kcal /mol, el cual es antipara-
lelo; Mientras que para teobromina esta diferencia es de 0.11 kcal /mol.
En todos los minimos las distancias interplanares se encuentran dentro
de valor reportado en cristales de teofilina no-hidratada [17].
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c) ad)

E=0.79

E=-8.95 E=8.28 E=T81 E=6.33

Figura 4.16: Dimeros apilados de teofilina. Los minimos corresponden con los
de la tabla 4.4. La molécula inferior se ilumino para distinguir el traslape.

La diferencia de energia en valor absoluto entre el dimero mayor y
menor es 5.22 kcal /mol.
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Conclusion

1. Se ha realizado un analisis de todas las configuraciones posibles para
los dimeros de teofilina y teobromina. Los resultados muestran que
para estas xantinas los minimos globales corresponden a los dimeros
en configuracion plana que se forman con dos enlaces de hidrégeno.

2. La energia de los minimos apilados para teobromina resultd ser muy
cercana al minimo global plano con una diferencia de 0.34 kcal /mol,
mientras que para la teofilina esta diferencia es significante, de 1.89
kcal /mol.

3. En el caso los minimos apilados de teofilina y teobromina, los mi-
nimos mas favorables tienen la orientacion mutua de los momentos
dipolares en los angulos mayores a 70°, siendo mayoria entre 150° y
180°.

4. La magnitud del momento dipolar encontrado para teobromina es
3.40D y para teofilina 3.21D.
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