Casa abierta al tiempo .
m UNIVERSIDAIEJ AUTONOMA METROPOLITANA
Unidad Iztapalapa
Division de Ciencias Basicas e Ingenieria

ESTUDIO TEORICO DE LA INTERACCION
DE CU (I1) CON LOS PEPTIDOS HUMANINA
Y BETA AMILOIDE: IMPLICACIONES
EN EL MAL DE ALZHEIMER

Tesis que presenta
Jennifer Laureano Ramirez
Para obtener el grado de
MAESTRA EN CIENCIAS (QUIMICA)

ASESORA:

Dra. Annia Galano Jiménez

Jurado Calificador:
Presidente: Dra. Annia Galano Jiménez
Secretario: Dr. Fernando Cortes Guzman

Vocal: Dr. Joel Ireta Moreno

Ciudad de México, Abril 2017.



Dedicada a mi familia:

Para la persona mds importante en vida y el motor que
me hace seguir dia a dia. Mi hija Luna Zoe que sin ella
nada estaria completo.

A mis padres Marisoly Fortunato por apoyarme en todo
momento y que me enseriaron a alcanzar mis metas.

In especial a mi madre por sev un pilar en vida, por todo
SU amor, su carino, su paciencia y su ayuda.

Agradezco a mis hermanos: Jovany y Jonathan, mds Joni
que me ha ayudado en este camino.



d@g’cadecimientos en especial

A mi asesora, Dra. Annia por su apoyo, sus ensefianzas, su tiempo y su
paciencia.

A a los amigos que han estado en todo momento.
A mis compafieros que conoci durante mi estancia en la Universidad.

A Erendida por ser una gran amiga y la mejor compariera durante la
universidad.

A CONACYT por la beca de Maestria otorgada para la realizacion de este
proyecto.

Al Laboratorio de Super computo y Visualizacion en Paralelo de la UAM-
Iztapalapa (LSVP) por las facilidades otorgadas para realizar este proyecto.



indice

=T 8]0 0[] o PP PP PPPPTPPPRRN 2
FAY o1 Lot SRR 3
AADEVIATUIGS .o eiiiee ettt ettt e et e e e et e e e e e ba e e e eebteeesaabtaeeeaabaeeeaanseaeeeaastaaeeabeaaeeastneeeaseaeaeanns 4
(@7 o 11 U] Fo X0 N [ o1 oo [0 of o Yo WS 5
1.1 La enfermedad 0 mal de AlZNEIMET .......ooouiiii i e 7
1.2 [ 18 o =TT o - I PP PPPPPPPPPPPPPPRE 9

(@ o { U] (o T Y o | =T ol =Te 11 ) (Y-SR 12
R o] o S 13
2.2 La enfermedad de Alzheimer y su relacidon con Cobre. ......ccvviiiriicieeeciiee e 13
Capitulos 3y 4. Hipotesis Y ODJELIVOS ...eiiiiciiiii ittt e ree e e ree e s e ebee e e s 17
T o 11 o =T PR 18
0] o<1 4 1Yo TSP 18
B @ ] Y= Vol CT=Y o V=T =Y RSP 18
4.2 ObjetiVos ESPECIICOS . uuiiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e s e e e s ate e e e s abae e s esnbeeeeeearees 18
Capitulo 5. Metodologia de CAICUIO ........ccoiiiiiiiiiiie e e e 19
Capitulo 6. ReSUAdOS ¥ DISCUSION.....cuuiiieiciieeeceiiee ettt et e e e rre e et e e e e bee e e eeabaee s e enbeaeeennees 25
6.1 M0odelo reducido (QM). ....eeieecreeeeeieee ettt et eeree e e eebe e e ee e e e esabae e e eetaaeeeeearaeeeennareee s 26

6. 1.1 RULA RAD .ottt ettt sttt ettt ettt ettt e st e e st e e s aba e e abe e s ba e e abeesabeesbaeesabeeenaean 28
B.1.2 RULA RADA ...ttt ettt et ettt et e s e st e e s bt e s abee e abeesabaeesabeesabeesbaeesabeeenaean 31

Lo RS Vo =1 1 [PPSRt 33

6.2. Modelo ComPleto (ONIOM). ...ttt e e et e e e e atr e e e eeaas e e e esasaeeesnsanaans 35
Capitulo 7. CONCIUSIONES ......viiieeeiiee ettt ettt e ettt e e e et e e e e et ee e e e ebe e e e e e beeeeeeabeeeeesabaeeeenssaeeeeanseeeeennsens 38
LS TR =T £ 1=t L V- 41
Y =Y =Y o o = TP PP 43

F Y 1) o 50



Resumen

En el presente trabajo tedrico se estudié una posible causa de la capacidad protectora del
péptido Humanina (HN) en relacion con la enfermedad del mal de Alzheimer (EA). Para
ello se investigd el poder quelante de dicho péptido hacia Cu (Il), que se ha observado
como el principal metal que se acumula en el cerebro de pacientes con EA. Se enfatizé el
estudio en aquellos aminodcidos que no estdn presentes en la secuencia del péptido beta
amiloide (BA), el cual para este estudio se considera como responsable de la EA. En la
primera etapa se usé un modelo reducido para representar los residuos de aminoacidos
presentes en HN cuando forman complejos con el ion metdlico Cu (Il). Este modelo se usé
para encontrar el sitio mds probable de acuerdo a su energia de formacidn. Se encontrd
que la cisteina, que esta presente en la HN pero no en el BA, forma el complejo mas
estable (excluyendo a los complejos bidentados con grupos carboxilatos, que estan
presentes en ambos péptidos). En la segunda etapa se llevé a cabo un estudio ONIOM
(M05/6-31+G(d):PM6+SMD//M05/6-31+G(d):UFF), incluyendo el péptido HN completo.
Los resultados obtenidos con el modelo completo confirmaron los resultados obtenidos
utilizando residuos aislados. Esto permitié proponer que la mayor capacidad quelante de
la HN, comparada con el BA puede ser una de las causas del efecto protector de la HN
contra la EA. Se sugiere que la presencia de cisteina en la composicién de HN es un factor

estructural clave para este comportamiento.




Abstract

This theoretical work explores a possible cause for the protection exerted by the peptide
humanine (HN) against the Alzheimer disease (AD). To that purpose the Cu(ll) chelating
ability of HN was investigated. This metal was chosen because it has been identified as
the main metal that accumulates in the brain of patients with AD. Special attention was
paid to those amino acid residues that are present in HN but not in the B-amyloid peptide
(BA), which is considered responsible for AD. A reduced model was used in the first stage
of the study to represent the amino acid residues in HN, when they form complexes with
Cu (I). This model was used to identify the most likely chelation site, according to the
chelation energies. It was found that cysteine, which is present in HN but not in BA, is
involved in the formation of the most stable complex (excluding bi-dentated complexes
with carboxylate moieties, which are present in both peptides). The second part of the
investigation was carried out using ONIOM (M05/6-31+G(d):PM6+SMD//MO05/6-
31+G(d):UFF) and including the complete HN peptide. The results obtained with the
complete model confirmed those obtained from the calculations with the isolated
residues. This agreement allowed to propose that the greater chelating ability of HN,
compared to that of BA, might be one of the reasons why HN has protecting effects
against AD. The presence of Cys in HN is suggested as the crucial structural factor that

promotes such a behavior.
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Ala, A
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RAD
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Ser, S
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Capitulo 1.
Introduccion




Gracias a los avances alcanzados en diferentes areas de la salud, la esperanza de vida de
la poblacién mundial y la de México en particular crece sistematicamente. En 1950, la
proporcién de personas mayores de 60 afios era del 8%; en 2000, del 10%; y en 2050 se
proyecta que llegard al 21%.' Si bien esto es un logro también representa un
envejecimiento demografico, o lo que es lo mismo que la proporcién de adultos mayores
aumenta de forma relativa. Esto ha hecho que ciertas enfermedades sean cada vez mas
frecuentes, en particular las neurodegenerativas. Estas enfermedades se caracterizan por
la muerte progresiva de neuronas en diferentes regiones del sistema nervioso, que
muchas veces conllevan a la muerte del paciente. Debido a la pérdida progresiva de las
células nerviosas aparecen los signos y sintomas neuroldgicos caracteristicos de dichas
enfermedades. La estimulacion cognitiva es el primer paso para contrarrestar los efectos;
ya que el avance y deterioro en la salud de los pacientes con este tipo de enfermedades
es inevitable. Lo que si se puede conseguir es ralentizar el deterioro cognitivo y funcional
en los pacientes para mejorar asi su calidad de vida. Algunas de las enfermedades mas
importantes son: la demencia, el mal de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, entre

otras.’

Se sabe que son diversas las causas y factores de riesgo que provocan y estimulan este
tipo de enfermedades, entre ellas estan factores ambientales, sociales, alimenticios, la
edad y el género.3 Se sabe que la acumulacidn de ciertas sustancias en el cerebro provoca
alteraciones en el mismo, como es el caso de los metales. Por ejemplo, se ha observado
que la acumulacién de cobre en el cerebro conlleva a dafios en este 6rgano.” Asi mismo,
este metal estd involucrado en el llamado dafio oxidativo o estrés oxidativo, que es un
dafo quimico causado por un desbalance en los procesos que producen especies

oxidantes (principalmente radicales libres) y aquellos que las consumen.

La acumulacién de dichas especias provoca dafios a moléculas de importancia biolégica
como lipidos, proteinas y ADN. El cuerpo humano, cuando estd sano, mantiene un
balance de 6xido-reduccion constante, preservando el equilibrio entre la produccion de
pre-oxidantes que se generan como resultado del metabolismo celular y los sistemas de

defensa antioxidantes.” La pérdida en este balance de éxido-reduccién lleva a un estado




de estrés oxidativo que se caracteriza por un aumento en los niveles de radicales libre y
especies reactivas, que no alcanza a ser compensado por los sistemas de defensa
antioxidantes del cuerpo. Debido a esto ocurren alteraciones en los sistemas bioldgicos

que pueden llegar hasta la muerte celular.®

Muchos de los oxidantes presentes en organismos vivos son radicales libres. Estos se
pueden definir, desde el punto de vista quimico, como especies que pueden estar
cargadas o no y que presentan un electrén desapareado (o numero impar de electrones)
en el orbital mas externo. Esta caracteristica los hace especialmente reactivos, lo que
puede conducir a cambios estructurales de moléculas de alta importancia bioldgica. >’
Estos cambios se han asociado a mal funcionamiento de enzimas y (de no ser reparados

antes de la replicacién) a mutaciones permanentes de ADN.

En el caso particular de la enfermedad de Alzheimer (EA), es inevitable mencionar al
cobre como un factor de alto riesgo para su desarrollo, junto al dafio oxidativo que se
produce en el cerebro y que se relaciona directamente con dafo cerebral. Es por ello que
se es de suma importancia el estudio que relacione la especie reactiva de cobre con el
entorno.? En los ultimos afios se ha incrementado el interés por buscar, descubrir y
desarrollar terapias nuevas contra enfermedades neurodegenerativas, como es caso de la
EA. Muchas de ellas involucran nuevos péptidos que puedan quelar al cobre, para su
estudio y posible tratamiento, en donde se pretende resarcir el dafio cerebral causado

por el deterioro y avance de esta enfermedad.’

1.1 La enfermedad o mal de Alzheimer

La Enfermedad o mal de Alzheimer (EA) es quizd el desorden neurolégico mas estudiado
ya que en los ultimos anos se han incrementado los registros de pacientes afectados por
esta enfermedad. Los efectos que provoca esta enfermedad son alteraciones en el
comportamiento, se manifiesta por una lenta pero progresiva pérdida de memoria que es
el sintoma inicial, después se alteran otras funciones cognitivas. Llegando hasta la

demencia senil donde el enfermo pierde autonomia para las actividades diarias mas




elementales y es dependiente de otra persona.'® Lo mas frecuente es que afecte a

personas mayores de 60 afos, aunque también se han presentado casos de inicio

temprano. Se sabe poco sobre el mecanismo que causa la EA ya que los estudios a los

pacientes sélo se pueden realizar postmorten. Sin embargo se conoce que el factor de

riesgo principal es la edad y que puede llegar a ser hereditario, de hecho la herencia
Sy . 11 . .

genética aumenta el riesgo de padecer esta enfermedad.”” También se incrementa el

riesgo de padecer EA por factores ambientales y por el estilo de vida.

Se han considerado ciertas hipdtesis posibles para tratar de describir la neuropatologia de
la enfermedad. Por una parte, se encuentra la produccidn del péptido 3 amiloide (BA) en
cantidades mayores que las normales. Este se deposita en el cerebro de forma
extracelular, con lo que se lesiona progresivamente a las neuronas. Es por ello se
relaciona a este péptido con el origen de la EA,*? de hecho se considera un marcador de
ésta. Las placas seniles aparecen como consecuencia del dafio infligido del péptido BA en
el cerebro y provocan que se limite la comunicacién entre neuronas perdiendo funciones

normales como lo es la memoria.>*

Otra hipodtesis de la aparicidon de esta enfermedad
. . .., , , 14

sugiere que se debe a la fosforilacion anédmala de la proteina Tau,”" lo que conlleva a que

esta se deposite en forma de ovillos neurofibrilares. Estos son un conglomerado de

proteinas insolubles que constituyen una lesién intracelular y pueden comprometer las

funciones normales de las neuronas. Esto trae como consecuencia que se pierda la

capacidad de transmitir mensajes nerviosos, y provoca los sintomas que caracterizan a la

EAlS

Se ha centrado mas el estudio, en la produccidon de cantidades excesivas del péptido
amiloide, entre las causas primeras de la enfermedad. También este péptido se ve
alterado cuando existe dafio oxidativo. Siendo un estado de estrés oxidativo en donde se
induce en la célula efectos toxicos por oxidacién de proteinas y carbohidratos, lo cual
. s 16
produce acumulacién de agregados que puede llegar a la muerte celular de neuronas.
Este dafio oxidativo es comun en las enfermedades neurodegenerativas y aun no estd
claro si contribuye iniciando el proceso o es una consecuencia del mismo. Los radicales

libres son en realidad agentes nocivos que causan muerte celular u otras formas de danos




irreversibles. Los B-amiloides en presencia de metales de transiciéon producen también

radicales libres. ¥’

En la EA existen dos lesiones o neuropatologias distinguibles en los estudios de pacientes,
antes mencionadas, que son la aparicién de ovillos neurofibrilares y la formacién de
placas seniles.'® Se ha visto en la Quimica asociada a la EA,* asi como en este trabajo, se
identifica al péptido BA como causante directo de la neuropatologia de esta enfermedad.
Este péptido proviene de las fibras amiloides que son depdsitos proteicos normales
fibrosos y se encuentran en los tejidos.?’ La forma mas frecuente del péptido BA, la cual
tiene relacion directa con el mal de Alzheimer, esta compuesta por 42 aminoacidos*
(H2N-Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr-Glu-Val-His-His-GIn-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-
Ala-Glu-Asp-Val-Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-Ala-lle-lle-Gly-Leu-Met-Val-Gly-Gly-Val-Val-lle-Ala-
COOH). Aunque este péptido es soluble en agua en su forma helicoidal, se ha propuesto
gue su desdoblamiento andmalo en hojas beta es el causante de que se vuelva insoluble

en este medio.?

En estudios recientes se ha demostrado que la acumulacién del péptido BA en el cerebro
puede ser inducida por la presencia de Cu(ll), ya que este metal puede actuar como
puente de unidn entre varias unidades de péptido llevando a la agregacic’m.23 Se ha
establecido una relacién directa entre la neurotoxicidad y la acumulacién de este ién
metalico en el cerebro. Es por ello que algunos quelantes especificos, con alta afinidad
por el Cu(ll) se consideran como una posible alternativa terapéutica para el tratamiento

de la EA.%

1.2 Humanina

Recientemente se ha reportado que la neutoxicidad 2 del péptido BA se pude atenuar en
presencia de otro péptido conocido como Humanina (HN). Este ha mostrado efectos
neuro-protectores ante los embates de la EA, lo que lo ha hecho de gran interés para la
comunidad cientifica.?® El péptido HN fue descubierto hace aproximadamente una década

. ;.. . . ~ . , . 2
y se caracterizé como un péptido mitocondrial pequefio formado por 24 aminoacidos?’




(H2N-Met-Ala-Pro-Arg-Gly-Phe-Ser-Cys-Leu-Leu-Leu-Leu-Thr-Ser-Glu-lle-Asp-Leu-Pro-Val-
Lys-Arg-Arg-Ala-COOH). Como es comun en péptidos, HN contiene la regidon N-terminal de
carga positiva, la regién hidréfoba central y la regidn C-terminal de carga negativa.”® El
descubrimiento de la HN se hizo en el Laboratorio de Nishimoto® durante un estudio
postmortem al cerebro de un paciente con la EA, mientras se buscaban factores de
supervivencia en la seccién del cerebro afectada. Los estudios se hicieron en cultivo
celular, donde se buscaron genes que podrian resistir la muerte celular de neuronas

inducida por una forma mutante de la proteina precursora amiloide (PPA).

La Humanina tiene la capacidad de adquirir una conformacion helicoidal en entornos
hidréfobos. Se ha visto que la regién de Pro3 a Pro19 de la HN es una region activa de
neuro-proteccion ante la EA. Los residuos Pro3, Ser 7, Cys8, Leu9, Leul2, Thr13, Serl14 y
Pro19 han sido propuestos como esenciales para la neuro-proteccion que exhibe este
péptido.30 Los residuos asumidos como esenciales para la neuro-proteccién fueron
identificados en base a que la mutacién de cualquiera de ellos por alanina condujo a la
eliminacion de dicha actividad. Por el contrario los demas residuos (no esenciales) se
pueden sustituir con alanina sin efecto sobre dicha actividad.>' También se ha visto que
un cambio conformacional en la estructura del péptido, puede estar relacionado con la
actividad neuroprotectora de HN.?® Igualmente se encontré que la neuroproteccién de
HN no solo es contra la EA, sino que protege de otras lesiones neuronales, y depende de

. . . .z 2
la estructura primaria que involucra la regién Cys8 - Ser14.?

En estudios previos se muestra claramente el papel esencial para la neuro-proteccion de
Cys8 en HN. Han mostrado que la actividad neuroprotectora potente de HN requiere la
presencia de un grupo tiol libre, que lo proporciona la cisteina. También se ha estudiado
la posibilidad de sustituir a la cisteina con Lisina o Arginia, debido a que a veces el grupo
tiol de la cisteina puede limitar la funcién de la HN.” De la misma manera se ha
propuesto que la capacidad protectora de HN, ante la EA, puede estar dada porque
interactua directamente con los BA cambiando la morfologia de los agregados BA.33 Con

todos estos detalles se corrobora la capacidad neuro-protectora que ofrece la HN, lo que

10



justifica el interés de la comunidad cientifica en este péptido dada su capacidad de evitar

la muerte neuronal inducida en especial por el mal de Alzheimer.*

Se sabe que los niveles de Humanina tienden a disminuir con la edad tanto en ratas como
en seres humanos. En base a esto se ha sugerido que la HN puede desempefar un papel
en el proceso de envejecimiento.’® Ademas este péptido tiene otras aplicaciones en

enfermedades crénicas como esclerosis y diabetes.*

11



Capitulo 2.
Antecedentes




2.1 Cobre
Los metales son de gran importancia para el buen funcionamiento del cuerpo humano.

Anteriormente se comentd sobre la relacién de cobre con la EA, caso en el cual la
presencia de este metal se considera un factor de riesgo. Sin embargo, al mismo tiempo,
este metal es esencial para el organismo humano. Por ejemplo el cobre es responsable del
buen funcionamiento de varias enzimas,?’ ademas de participar en procesos genéticos.*
Se ha mostrado que el Cu (ll) es necesario para el crecimiento de los nifios, estd
involucrado en mecanismos de defensa, ayuda a la formacién de los huesos, interviene en
el metabolismo del colesterol y la glucosa y en el desarrollo del cerebro.*® Las principales
fuentes de Cu(ll) en la dieta humana son carne (en especial higado), mariscos (ostras),
leche, pan integral, frutos secos (nueces y almendras), papas y huevo. Ademads el agua

potable que se ingiere tiene cierta cantidad de este metal, la cual depende de si se

transporta o no por tuberias de cobre.*

Por el contrario, cuando se encuentra en exceso puede llegar a ser téxico. Una de las
causas de su toxicidad es la capacidad oxidante que tiene debido al papel que desempeia
en la formacion de radicales libres téxicos como el ion radical hidroxilo.** El exceso de Cu
se ha relacionado no solo con el mal de Alzheimer sino también con la enfermedad de

Wilson y con problemas hepéticos.42

2.2 La enfermedad de Alzheimer y su relacion con cobre.

Se sabe que algunos metales como aluminio, hierro, cobre y zinc estan involucrados en la
EA porque se han detectado en altos niveles en el cerebro de pacientes con esta
enfermedad.*® En especifico los complejos de cobre son de gran interés en la quimica de
la EA por ser de alta afinidad, es por ello que la comunidad cientifica requiere desarrollar
guelantes especificos que se acomplejen con este metal para prevenir los efectos
negativos asociados al mismo." De modo que las terapias con agentes quelantes son una

alternativa terapéutica.

La participacion de cobre en la EA puede deberse a que puede actuar como un catalizador

en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS).** Ademas hay un sitio de unién

13



entre la proteina precursora de amiloide (PPA) y cobre, que modifica a la molécula de
esta proteina.45 Cuando sucede la unién de cobre con PPA ocurre la reduccion de Cu(ll) a
Cu(l) , entonces el electrén restante puede estar implicado en la produccién de radicales
hidroxilo. Existen trabajos donde proponen que el BA provee de un electrén al Cu(ll)

unido al péptido para formar Cu(l). *°

Otros estudios han caracterizado al BA (1-42) como un péptido que puede formar
complejos con metales como cobre y zinc. Este péptido se asume como un quelante
selectivo hacia Cu(ll). Presenta alta afinidad de unién a BA-42 y ademds muestra
tendencia a la agregacion en solucién acuosa.*’ Del mismo modo se ha estudiado el
complejo formado con tres histidinas, His6, His13 e His14, las cuales se sitlan en la parte
hidrofilica del BA N-terminal, que se unen a Cu(ll). Algunas investigaciones indican que los
residuos de histidina son importantes para la agregacion del BA. Esto se debe a que la
ausencia de histidinas, o la modificacién de estos residuos, disminuyen notablemente la

agregacion del BA promovida por el cobre, zinc o hierro. *

En estudios tedricos anteriores han analizado complejos de Cu(ll) y Cu(l) con BA, en
concreto con el residuo metionina, donde se concluye que los complejos tetra
coordinados son los mas estables, por tanto son los considerados relevantes para la EA.*
De acuerdo con estudios espectroscépicos EPR, los residuos Hisl3 e His14 estan
involucrados en la coordinacién con Cu(ll). Por otra parte His6 y los N- terminal son parte
de la esfera de coordinacion para Cu(ll) y BA lo que implica un patrén de coordinacién N4,
es decir, cobre enlaza a 4 ligandos siendo mas estable la forma tetra coordinada.>® Se ha
visto que Cu(ll) coordinado acidifica a una amida N-H, debido a esto uno o dos grupos
amida cercnos al ion Cu(ll) pueden ser desprotonados y por tanto se coordinan a cobre a

pH fisiolégico.19

Se han realizado investigaciones del acomplejamiento de cobre con BA dentro del marco
de la teoria de funcionales de la densidad (DFT). Uno de ellos combind los estudios de
dindmica molecular (DM) con DFT y encontraron que la estructura del complejo se

distorsiona en forma tetraédrica y se enlaza a cuatro ligantes. Adicionalmente, calcularon

14



las energias de complejos de Cu(ll)-BA que se unian a tres His, y el cuarto ligando
cambiaria entre Asp, Glu, GIn, Ser y Tyr. El resultado fue que Asp1 y Tyr10 son los residuos
mas probables para ser el cuarto ligando. > Otros han estudiado la coordinacién del Cu(ll)
con un BA modelo de 16 aminoacidos, BA (1-16) incluyendo diferentes sitios de
coordinacion. La estructura tridimensional propuesta consiste en el Cu(ll) tetra-
coordinado, siendo los ligantes las histidinas 6, 13 y 14 y el grupo carbonilo (CO) de la
alanina 2.>> También se ha planteado un modelo de 17 aminoacidos, PA (1-17), para el
cual la configuracién del complejo de menor energia depende del pH, e involucra a His6,
His14, el N terminal y el grupo carbonilo (CO) o carboxilato (COO-) del Asp1.>® Debido a su
estrecha relacion con el estrés oxidativo se realizaron estudios enfocados a estimar
potenciales redox de los complejos Cu(ll)-BA. También se han estudiado los cambios
estructurales ocasionados por la reduccién del Cu(ll), tanto en el sitio metalico como en la

configuracion del péptido.>*

Por otra parte los estudios con HN se han incrementado, incluso se han realizado pruebas
experimentales en vivo para confirmar la protecciéon que ofrece contra la neurotoxicidad
del BA. En particular un estudio hecho a ratones donde se les inyectaba BA (25-35)
presentaba déficits de memoria en un plazo de tres semanas, mejoraron por el
tratamiento de inyecciones de humanina modificada (HNG).”> Ademas se vio que HNG
administrada a ratones de un afio de edad, por un tiempo aproximado de tres meses,
logré reducir los niveles de acumulacion de BA en el cerebro y por ende reducir déficits de

memoria para un modelo especifico de la EA.>>°

Estudios recientes han demostrado que S14G-Humanina (HNG), un derivado sintético de
la HN (en donde se sustituye a la Serl4 de HN por Gly), tiene una fuerte capacidad
neuroprotectora contra los efectos relacionados con la EA. Por este motivo previene los
deterioros cognitivos en modelos de animales con BA detectados. Igualmente la HN
ayudd a mejorar los déficits cognitivos en ratones de 9 meses de edad, con patologias de
acumulacion de BA, quienes presentaban una mejora en la memoria y una significativa

reduccién de acumulacion cerebral de BA. >’
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Asimismo se puede decir que HNG pudo suprimir el aumento de los niveles de BA
relacionado con la edad en el cerebro de ratones muestra.”’ Adicionalmente se ha
investigado la posibilidad de encontrar descriptores que puedan ser directamente
relacionados con la eficiencia potencial de agentes quelantes para prevenir la formacion
de los complejos Cu(ll)-BA, y por tanto ayudar a mantener la integridad quimica de este

péptido.”®
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Capitulos 3 y 4.
Hipotesis y Objetivos




3. Hipotesis

Asumiendo que la formacion de complejos con cobre esta directamente relacionada
con la agregacidn del péptido BA (y por lo tanto con la EA), si el péptido HN fuera mejor
quelante de Cu(ll) que el BA esto justificaria su capacidad neuro-protectora.

Se asume que un modelo reducido de aminoacidos, con terminacién amida, es
suficiente para estimar la energia de unidn, por sitio, entre cobre y los residuos de

aminodcidos en péptidos y proteinas.

4. Objetivos

4.1 Objetivo General:
Identificar los sitios de acomplejamiento mas probables de HN con Cu(ll) y estimar la

estabilidad relativa de estos complejos, con respecto a los complejos Cu(ll)-(His).

4.2 Objetivos Especificos
° Utilizar un modelo simplificado para las estructuras de los residuos a estudiar e

identificar todo los sitios posibles de enlace con Cu(ll) para cada uno de ellos.

° Calcular las energias del acomplejamiento de Cu(ll) con los AA presentes en la HN
utilizando los modelos simplificados.

° Identificar al complejo de Cu (Il) mas estable, de acuerdo a su energia.

. Utilizando el método hibrido ONIOM crear un modelo completo de HN, y recalcular
las energias de los complejos mas probables con este modelo.

° Comparar las energias de complejacién con Cu (ll) de HN y BA.
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Capitulo 5.
Metodologia de
Calculo




Para este trabajo se usaron dos tipos de modelos. El primero es un modelo simplificado
donde los extremos de cada AA corresponden a los grupos encontrados en los enlaces
peptidicos (amida), en lugar de las terminaciones acido y amino de los amino dacidos
libres. Este tipo de modelo, conocido como “realista” (Esquema 1) fue propuesto por el
grupo del Prof. Leo Radom>® y ha sido usado con éxito para investigar reactividad de sitio

para residuos de AA en proteinas y péptidos.®

cadena lateral

1

Esquema 1. Esquema representativo del modelo reducido para residuos en proteinas.

Aunque, a primera vista, este modelo pueda parecer demasiado simple, es adecuado para
investigar la reactividad de los sitios en la cadena lateral de residuos de aminodcidos, ya
que los diferentes residuos estan unidos por enlaces ¢ y por tanto los efectos de grupo no
se propagan a distancias mayores a dos enlaces. De modo que el modelo simplificado
tiene en cuenta la estructura local de cadena peptidica presente en proteinas y péptidos.
Para incluir en la modelacién el posible papel de las estructuras primaria, secundaria y
terciaria en la reactividad se usé el método hibrido QM/QM-MM vy el péptido de HN
completo. Esto se hizo luego de identificar los sitios de acomplejamiento mas probables

segln los resultados obtenidos para los modelos simplificados.

Los residuos estudiados con este modelo fueron ocho (Tabla 1), de los veinticuatro
presentes en la HN. Se escogieron para este estudio los aminoacidos que tuvieran
nitrogeno, oxigeno o azufre en su cadena lateral, ya que se sabe que estos son sitios de
complejaciéon mads probables que carbono. Adicionalmente se estudié la histidina, porque

se ha identificado con anterioridad que en los complejos de cobre con BA este es el sitio
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de coordinacién mas probable. Es importante notar, que en todos los casos se considerd
el grado de protonacion mas probable de los aminodcidos cuando se encuentran en
condiciones fisiolégicas, o sea en solucién acuosa a pH=7.4 que son las condiciones de
interés en este estudio. Para cada uno de los aminodcidos a estudiar se consideraron
todos los diferentes posibles sitios de acomplejamiento, asi como complejos tanto mono-

dentados como bidentados.

Tabla 1. Aminodcidos estudiados en este trabajo.

Carga Presente Presente Cadena Lateral

Nombre Acrénimos (oH=7.4) en HN en BA
(cid 0
Acido Aspdrtico Asp, D -1 Si Si S
g
. 0]
Acido Glutdamico Gly, E -1 Si Si )
/\/U\O
@®
NH>
Arginina Arg, R +1 Si Si
/\/\N)J\NHZ
H
H
N
Histidina His, H +1 No Si M j—/
HN
@
.. , . @
Lisina Lys, K +1 Si Si ~~o~-NH3
Metionina Met, M 0 Si Si /\/S\
Serina Ser, S 0 Si Si - OH
OH
Treonina Thr, T 0 Si No
Cisteina Cys, C 0 Si No ~"8H

El segundo modelo corresponde a la estructura completa de la HN. En este caso se uso
como estructura de partida la elucidada por Benaki y colaboradores?’ usando RMN y
refiere al péptido en soluciéon acuosa (Figura 1). Los calculos con este modelo se

realizaron usando un método hibrido conocido como ONIOM (Our own N-layered
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61-63

Integrated molecular Orbital and molecular Mechanics) qgue fue desarrollado por

Morokuma.®* En un método de este tipo un sistema grande se divide en multiples

fragmentos o capas, y se usan diferentes métodos tedricos para cada una de ellas. *>®°

Figura 1. Estructura del péptido HN, elucidada por Benaki y colaboradores.?’

En la figura 2 se muestra, como ejemplo, una representacién simplificada del método
ONIOM de dos capas (que es el usado en el presente trabajo). La parte interna es la
primera capa, o capa alta, que incluye la region molecular donde se lleva a cabo la
reaccidn quimica de interés y por lo tanto esta capa se trata con el nivel de teoria mas
alto (por ejemplo alguna aproximacion de la DFT). La segunda capa, que no esta implicada
directamente en la reaccién quimica pero puede influenciarla ya que se considera el
entorno quimico en el que ocurre la reaccién, se trata con el nivel mas bajo de teoria (por

ejemplo mecanica molecular o un método semiempirico).

La energia total de todo el sistema, Equmm, €S la suma de la energia de la capa alta
modelada con el método QM (Eqm), mas la energia de la capa baja obtenida con el

método de MM (Eymwm), menos la energia de interaccion (Equ-mm) entre las capas.

EQM/MM = EQM + Eyym — EQM—MM (1)
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Primera capa

Formaciony

rompimiento de Nivel Alto
enlaces. Usaun
método de "alto nivel”
Sistema real
Segunda capa
Nivel Bajo

Efectos de la primera
capa. Usa un método de
"bajo nivel” (L).

Figura 2. Representacidon esquematica de las diferentes capas en un modelado por el

método ONIOM.

En este trabajo para el modelo completo primeramente se realizaron las optimizaciones
de geometria y los calculos de frecuencia con la aproximacion ONIOM QM/MM, en
particular utilizando M05/6-31+G(d) para la capa de mas alto nivel y el campo de fuerzas
UFF®” para la capa de menor nivel. Las regiones que componen a ambas capas se
muestran en la seccidon de Resultados y discusidn. Las capas se seleccionaron luego de
usar el modelo reducido para identificar el sitio de complejacién mas probable. Ademas
se realizaron calculos de punto simple, para mejorar las energias, a nivel ONIOM (MO05/6-

31+G(d):PM6) y usando el modelo continuo SMD*®® para incluir el solvente (agua).

Para ambos modelos se realizaron optimizaciones completas de geometria, sin ningln
tipo de restricciones, calculos de frecuencia y de energia. Todos los calculos se realizaron
con el paquete de programas Gaussian 09.% Para los modelos simplificados de los
residuos de HN se usd el funcional MO5 y el conjunto de funciones de base 6-31+G(d), o
sea el mismo nivel de teoria que el usado en la capa alta de ONIOM. Este funcional se
escogid porque produce mejores resultados para calores de formacién, geometrias,
descripcién de los enlaces de hidrégeno y esta re-parametrizado para distintos elementos

incluyendo el cobre.”
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Se sabe que MO05 es un funcional clasificado como meta-GGA el cual incorpora la
densidad de espin-electrdn, el gradiente de la densidad, el laplaciano de la densidad, la
densidad de la energia cinética y el intercambio exacto o Hartree-Fock (HF).”* En general
este funcional se recomienda para aplicaciones termoquimicas, cinética e interacciones
no-covalentes entre elementos metélicos y no metélicos.”? Por otra parte, SMD”® 7* se
eligid para incluir los efectos de solvente debido a que puede ser utilizado de forma
consistente para cualquier soluto con carga o sin ella, y en cualquier disolvente o medio

liquido. 3Cabe sefialar que sus desarrolladores afirman que SMD puede ser utilizado con

éxito para calculos tanto de optimizacion de geometrias como de frecuencias en solucién.

Los minimos locales se identificaron por la ausencia de las frecuencias imaginarias. Las
energias relativas se calcularon incluyendo correcciones termodinamica a 298.15 K. Todas
las energias de reaccién se reportaran para estado estdndar 1M. Los iones Cu (ll) se
modelaron coordinados a moléculas de agua ya que en fase acuosa, como es el caso de
sistemas bioldgicos, asi se espera encontrar a los iones cobre “libres”. De modo que este
modelo es mas adecuado para representar al Cu(ll) en las condiciones de interés que si se

usaran iones desnudos.””

Se eligieron cuatro moléculas de agua para la capa de
coordinacidn, debido a que se conoce que la configuracién mas probable para complejos
de Cu(ll) en solucién acuosa se corresponde a una geometria tetra-coordinada cuadrado

plana.76
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Capitulo 6.
Resultados y
Discusion




6.1 Modelo reducido (QM).

Las estructuras correspondientes a las geometrias optimizadas de los aminoacidos
estudiados con el modelo reducido se muestran en la Figura 3. Muchos de ellos presentan
atomos de H en su cadena lateral que pueden comportarse como H acidos. Teniendo esto

en cuenta, para la formacién de complejos con Cu(ll) se propusieron dos rutas diferentes:

(i) Ruta de acomplejamiento directo (RAD) los amino &cidos (tal como se
encuentran al pH de interés, Tabla 1) substituyen al agua como ligante en la esfera
de coordinacién de cobre, sin que exista ningln otro proceso simultaneo.

(ii) Ruta de acomplejamiento y deprotonacion acoplados (RADA). Al acercarse
el cobre al amino dcido que actia como ligante (en un sitio de acomplejamiento con
caracteristicas de acido de Bronstead) ocurren simultdneamente el proceso de
acomplejamiento y la deprotonacion del sitio. En el caso particular de los complejos
bidentados de Arg también se da el caso donde se deprotona dos sitios acidos

simultaneamente al formarse el complejo.

A continuacion se muestran las reacciones quimicas ajustadas para la formacion de
algunos complejos a través de las diferentes rutas, usando como ejemplo la especie H.X

gue representa a un aminodcido:
() RAD: Cu (H,0)%" + H,X - [Cu (H,0)3H,X]?* + H,0

(i)  RADA: Cu (H,0)?*+ H,X - [Cu(H,0)3H,_1 X'+ H,0 +H*

Como se observa en estos equilibrios, la ruta RAD no esta influenciada por el pH (no
aparece el protéon explicitamente en el equilibrio). Por el contrario el i6n H* aparece
explicitamente en la ruta RADA, es decir estos equilibrios estan influenciados por el pH
del medio. Si este hecho no se tiene en cuenta, los valores de energias libres de Gibbs de
reaccion (AG) calculados corresponderian a condiciones estandar, o sea a pH=0, cuando lo

gue realmente nos interesa son los valores de AG a pH=7.4.
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Figura 3. Geometrias optimizadas para los modelos reducidos.

Por eso se debe hacer correcciones correspondientes a la energia, para ilustrar cdmo se
realiza dicha correccion usaremos la reaccién tipo mostrada anteriormente (ii). En este
caso la constante de equilibrio estandar para la ruta RADA, con una sola desprotonacion,
seria:

Cu (Hy0)3 Hp—1 X *|[HT AR
Keapa = u[CuZ(HzO;i:][HnL[] L= estaoa/er @)

Sin embargo se puede definir una constante de equilibrio condicional para cualquier pH
amortiguado, en nuestro caso nos interesa pH=7.4, lo que implica [H1=10"" =3.98x10®

M. Esta constante seria:

—AGs ’
Krapa € “Graba-n/RT _AGpapa-n
= = RT

Krapa = [H] = 10-PH =e 3)

De lo cual se hace evidente que el valor de AG condicional (AG’) se puede obtener como:
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RADA: AG' = AG” — 2.303RT (pH) (4)

En el caso de la ruta RADA que involucra doble deprotonacién se modifica la constante de

equilibrio de la siguiente forma:

[Cu (H,0)3H,_ X 1[H*]?

K n= = e_AG;?ADA/RT 5
RADA=D = T (1,002 [y X] ®
K _ Krapa-pp _ € ~AGrapa-p/RT _ _Aaég?A—D 6
RADA-D — [H+]2 - 2 . 10—]91'1 = * e ( )
Y por lo tanto:
RADA — D: AG' = AG’ — 2 * 2.303RT (pH) (7)

Las ecuaciones (4) y (7) muestran claramente que la ruta RADA se favorece con el
aumento del pH. Es importante hacer notar que para estos calculos se utilizaron los
valores experimentales para las energias del protén, que en solucién acuosa son AGyqs(H")
= -4.39 kcal/mol, and AGsonatacisn(H) = -265.89 kcal/mol y por lo tanto AGscisn(H')= -
270.28 kcal/mol. Estos valores se tomaron siguiendo las recomendaciones de Camaioni y
Schwerdtfeger.”” Se usaron valores experimentales y no calculados en este caso, debido a
gue se conoce que estos ultimos tienen grandes errores para la energia de solvatacion del

protén.

6.1.1 Ruta RAD

En la Figura 4 se muestran las estructuras de los complejos formados por la ruta RAD, que
en total fueron 11. Los complejos monodentados corresponden a acido aspartico (C1),
acido glutamico (C2), arginina enlazando a N1 (C3), arginina enlazando a N3 (C4), histidina
enlazando a N1 (C5), metionina (C6), serina (C7), treonina (C8) y cisteina (C9). Los
complejos bidentados se forman con acido aspartico (C10) y acido glutamico (C11). En
todos los casos aunque se probaron diferentes conformaciones posibles, aqui sélo se

reportaran las que corresponden a las de menor energia.
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Figura 4 Geometrias optimizadas para los complejos formados con Cu (Il) mediante la

c9

ruta RAD. El cddigo de colores para los atomos es blanco para H, gris para C, azul para N,

rojo para O, rosa/naranja para Cu y amarillo para S.

Las geometrias optimizadas para los complejos formados con cisteina, metionina, serinay
treonina son todos monodentados ya que las cadenas laterales de estos aminodacidos solo
tienen un sitio probable de ligadura. En el caso de cisteina y metionina este es un S,
mientras que para serina y treonina es un O. Comparando las distancias de enlace del
mismo tipo de atomo (cisteina con metionina y serina con treonina) no se observan

diferencias marcadas. Por el contrario, para los ligantes con sitio de ligadura N, la
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distancia de enlace de His es mucho menor que las de Arg, lo que indica que His se enlaza

a Cu(ll) mas fuertemente.

En el complejo C5, que corresponde a histidina, el enlace involucra al sitio N1 y no al N2
debido a que este ultimo estd protonado y por tanto no puede formar nuevos enlaces (a
no ser que pierda un protdn, ver la seccion siguiente). Una situacidn similar se da con esta
ruta y los complejos monodentados de arginina. Estos se pueden formar solo con los
nitrégenos N1 y N3, debido a la misma razén (que N2 estd protonado a pH fisioldgico).
Ademas se encontrd que para el complejo de arginina (C4) en la posicidn 3 la distancia de
enlace metal ligante es significativamente mayor que para el sitio 1, a pesar de que
ambos sitios de ligadura involucran atomos de N. Esto se debe a los efectos estéricos que

presenta la posicién 3 y que no tiene el sitio 2, por ser terminal.

Tabla 2. Energias libres de Gibbs (Kcal mol™) y constantes de equilibrio (K), a 298 K, para
las reacciones de acomplejamiento a través de las rutas RAD, usando los modelos
simplificados.

Complejo Residuo Isiéggudrea AG K

Monodentado
C1l Asp @) -10.04 2.3E+07
C2 Glu @) -6.31 4.2E+04
C3 Arg N1 13.49 1.3E-10
C4 Arg N3 10.51 2.0E-08
C5 His N1 7.06 6.6E-06
C6 Met S 6.21 2.8E-05
C7 Ser OH 3.63 2.2E-03
C8 Thr OH 1.38 9.7E-02
C9 Cys S 8.53 5.6E-07

Bidentado

C10 Asp 0] -16.34 9.4E+11
Cl1 Glu @) -16.36 9.8E+11
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En la Tabla 2 se resumen las energias obtenidas de los complejos formados por esta ruta,
asi como el sitio donde ocurre el enlace con Cu(ll). Podemos apreciar que los valores de
energia calculados en su mayoria son positivos, es decir, son procesos endergdnicos. Las
Unicas reacciones exergénicas que se encontraron con la ruta RAD fueron las que
involucran a residuos de Asp y Glu como ligantes. Para estos residuos las energias libres
de Gibbs calculadas son negativas tanto para complejos monodentados como bidentados.
Sin embargo estos ultimos estan mas favorecidos. La mayor reactividad de Asp y Glu, via
RAD, hacia Cu(ll) parece deberse a que solo para estos residuos los sitios de ligadura

estdn cargados negativamente.

6.1.2 Ruta RADA

Las estructuras de los complejos obtenidos, segun la ruta RADA, se muestran en la Figura
5. Se obtuvieron 10 posibles complejos, de los cuales seis son monodentados y cuatro
bidentados. Los complejos monodentados corresponden a arginina enlazando a N2 (C12),
histidina enlazando a N2 (C13), lisina (14), serina (C15), treonina (C16) y cisteina (C17). Los
complejos bidentados se encontraron para arginina enlazando a N1 y N2 (C18), arginina
enlazando a N2 y N3 (C19) y complejos donde ocurre doble deprotonacién al formarse

con arginina enlazando a N1y N2 (C20) y arginina enlazando a N2 y N3 (C21).

Al igual que para la ruta RAD, se probaron diferentes conformaciones posibles, aunque
solo se reportaran las que corresponden a las de menor energia. Se encontré que las
distancias de enlace Cu-N en los complejos bidentados son sistematicamente mas cortas
gue en los monodentados, lo que sugiere ligaduras mas fuertes. Esta caracteristica
geométrica entonces sugiere que la arginina se acompleja con cobre de manera

bidentada preferentemente a monodentada.

Sin embargo, en el caso de la ruta RADA, las distancias de enlace para cada tipo de dtomo
unido a Cu(ll) son muy similares en la mayoria de los casos. Por lo que el andlisis de
resultados se centrd esencialmente en las energias de reaccion (Tabla 3). A diferencia de

los resultados obtenidos para la ruta RAD, para la ruta RADA se encontrd que todas las
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reacciones son exergdnicas. De modo que puede decirse, que la ruta RADA es mas
probable que la ruta RAD para la formacién de complejos de Cu(ll) con la mayoria de los

residuos aminodcidos en proteinas (que a pH fisiolégico se encuentran tiene carga 0 o0 1).
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Figura 5 Geometrias optimizadas para los complejos formados con Cu (ll) mediante la
ruta RADA. El cddigo de colores para los &tomos es blanco para H, gris para C, azul para

N, rojo para O, rosa/naranja para Cu y amarillo para S.
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Por otra parte, la ruta propuesta como viable siempre da lugar a complejos en los que el
(o los) sitio(s) de ligadura se encuentran deprotonados. Esto se cumple tanto para
complejos monodentados como para complejos bidentados

Tabla 3. Energias libres de Gibbs (Kcal mol™) y constantes de equilibrio (K), a 298 K, para
las reacciones de acomplejamiento a través de las rutas RADA, usando los modelos
simplificados.

Complejo  Residuo Isiéggfrg (pI—A|S7’. 4) K’ (pH=7.4)
Monodentado
Ci12 Arg N2 -2.51 6.9E+01
C13 His N2 -11.46 2.5E+08
Cl4 Lys N -6.58 6.6E+04
C15 Ser O -5.41 9.2E+03
C16 Thr @) -6.16 3.3E+04
C17 Cys S -14.19 2.5E+10
Bidentado
C18 Arg N1,N2 -1.06 6.0E+00
C19 Arg N2,N3 -2.03 3.1E+01
C20 Arg N1,N2 -3.55 4.0E+02
Cc21 Arg N2,N3 -5.48 1.0E+04

6.1.3 Analisis

Considerando de manera conjunta todos los resultados obtenidos con el modelo reducido
puede proponerse que los residuos que actian como mejores ligantes para Cu(ll) son
aquellos en los que el sitio enlazado a cobre se encuentra deprotonado. Esto se cumple,
ya sea que el complejo se haya formado por la ruta RAD o en la ruta RADA. Para el primer
caso, que involucra a las especies acido-base dominantes a pH fisioldgico, los Unicos
complejos termodindmicamente estables son aquellos que tienen a los residuos Asp y Glu
como ligantes. Estos residuos estan deprotonados al pH de interés, de modo que el sitio
de ligadura se corresponde a un grupo carboxilato (anidnico). En el caso de la ruta RADA

(que no es viable para Asp y Glu porque ya no tienen protones acidos a pH=7.4) todos los
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complejos con sitio de ligadura deprotonado son también termodindmicamente estables,

independientemente de que la deprotonacién haya ocurrido en O, N o S.

Para poder comparar simultdneamente los resultados obtenidos para las dos rutas de
formacién de complejos RAD y RADA, se construyé una grafica que muestra de manera
conjunta los resultados para todas las reacciones exergdnicas se muestran en la figura 6.
Conjuntamente se sefialan los residuos de aminoacidos que actian como ligantes en la
figura. De acuerdo a los resultados obtenidos, los complejos bidentados con residuos que
presentan al grupo carboxilato como sitio de ligadura (Asp y Glu) son los de menor
energia relativa. Sin embargo estos residuos se encuentran tanto en BA como en HN. De
modo que su presencia no explica el por qué NH puede ofrecer la neuroproteccion de BA,

evitando su agregacion.
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Figura 6. Energias libres de Gibbs para las reacciones de formacién de complejos
exergodnicas. Codigo de colores: gris claro para residuos que se encuentran tanto en HN
como en BA, gris medio para residuos que se encuentran en BA pero no en HN, gris

obscuro para residuos que se encuentran en HN pero no en BA.

Los aminoacidos en los que se diferencian estos dos péptidos son His (presente en BA

pero no en HN), Thr y Cys (presentes en HN pero no en BA). Es interesante notar que los
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complejos que siguen (segun la tendencia de menores energias) son RADA-C17 y RADA-
C13, en los que el ligante se corresponde a residuos de Cys e His, respectivamente. La
diferencia de estabilidad relativa entre estos dos compuestos puede ser relevante en el
contexto de esta tesis. Segun los resultados calculados, la formacién del complejo con Cys
como ligante cuesta alrededor de 3 kcal/mol menos que la formacion del complejo
equivalente pero con His como ligante. Esto sugiere que la afinidad de HN por Cu(ll) a

través de su residuo Cys, es mayor que la del BA a través de sus sitios de His.

6.2. Modelo Completo (ONIOM).

El método ONIOM ofrece una amplia aplicacién en el andlisis de la quimica de sistemas de
tamafio grande. Algunos ejemplos son complejos metalicos, sistemas orgdnicos,
reacciones quimicas en cluster y solucién, materiales, nanoquimica y procesos
enzimaticos.”® Debido al tamafio del sistema que nos interesa en este trabajo (HN) se
hace imposible realizar calculos de alto nivel de teoria para el sistema completo. Sin
embargo, seria interesante ver si los valores de energias obtenidos con los sistemas
reducidos cambian significativamente o no al considerar todo el sistema. Ese fue el
objetivo principal de esta parte de la investigacion, para la que se empleé el método

ONIOM (QM/QM).

El modelo escogido incluye en la primera capa a los atomos que corresponden al sitio de
ligadura mas probable, segln los resultados de la estrategia de modelos reducidos. De
modo que esta capa incluye la cadena lateral de la cisteina y sus dos enlaces peptidicos.
En la segunda capa se encuentran los demds atomos correspondientes al resto del
péptido (Figura 8). La ruta de formacién de complejos escogida es RADA, ya es la mas

probable, segun los resultados mostrados en la seccién anterior.
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Figura 8. Capas empleadas en los calculos ONIOM para el péptido HN completo.
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Figura 9. Complejo de Cu(ll) con el residuo Cys de HN, obtenido con ONIOM.

Tanto para la humanina como para el complejo de Cu(ll) se optimizaron completamente
las geometrias. La distancia de enlace S-Cu obtenida con ONIOM es idéntica a la del
complejo con el modelo reducido, lo que indica que este es apropiado. La diferencia
estructural mas importante es que una de las aguas ligadas a cobre forma un puente de H

con el O de un enlace peptidico vecino cuando la modelacidon se hace con ONIOM,
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mientras que esta interaccion no aparece con el modelo reducido. Esta diferencia se debe
a la conformaciéon que adquiere el entorno quimico de la cadena lateral de Cys en el
péptido, que no se aprecia en el modelo reducido, debido a que solo involucra al residuo

y no todo el péptido.

La energia libre de Gibbs calculada usando el modelo ONIOM para la formacién del
complejo de Cu(ll) con el residuo Cys fue de -15.05 kcal/mol. Este valor es solamente 0.86
kcal/mol menor al que se obtuvo con el modelo reducido. La diferencia es menor a la
exactitud quimica (1 kcal/mol) y parece deberse a la formacion del puente de H descrito
anteriormente. De modo que puede decirse que hay una buena concordancia entre los
resultados obtenidos para el modelo completo y los obtenidos con el modelo reducido.
Este acuerdo sugiere que los resultados obtenidos con este ultimo son confiables para el
estudio de reactividad de sitio en péptidos y proteinas, siempre y cuando esta dependa

mayormente de la estructura primaria.
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Capitulo 7.
Conclusiones




En este trabajo se estudid, mediante la quimica computacional, la capacidad quelante del
peptido HN que tiene hacia el metal Cu(ll). Para ello se utilizaron dos modelos de
diferente complejidad: el modelo reducido y el modelo completo. Para el primero se
utilizé la DFT y para el segundo el método ONIOM donde se combind los métodos de MM

y QM.

Se consideraron dos tipos de reacciones para la formacion de los complejos de Cu(ll): la
ruta de acomplejamiento directo (RAD) y la ruta de acomplejamiento y deprotonacién
acoplados (RADA). Ambas tomando como referencia a la especie dcido-base mads

abundante de los aminodcidos estudiados a pH fisioldgico.

Se identificé a la RADA como la ruta mas probable para la mayor parte de los residuos
estudiados ya que presentan complejos favorables debido a su energia de Gibbs es
negativa y por tanto son reacciones espontaneas. Las Unicas excepciones fueron Asp y
Glu, para los cuales el sitio de ligadura, que se corresponde al grupo carboxilo, ya se

encuentra deprotonado al pH de interés.

Segun las energias libre de Gibbs de reaccion para la formacién de los complejos de Cu(ll),
los sitios que se enlazan mds fuertemente son justamente los carboxilatos que es
aproximadamente -16 kcal/mol. Sin embargo estos estan presentes tanto en HN como en
BA. Por lo tanto no son responsables de la diferencia de reactividad de estos dos péptidos

hacia cobre.

Se encontré que el sitio de ligadura mas probable en la HN (después de los carboxilatos)
es el grupo tiol del residuo de Cys con aproximadamente -14 kcal/mol, que estda presente
en la HN pero no en BA. La energia correspondiente a la formacion del complejo Cu(ll)-
Cys es ~ 3 kcal/mol mas baja que la del complejo Cu(ll)-His, que es el sitio de ligadura

identificado previamente como mas probable en BA.
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El valor obtenido con ONIOM para la formacién del complejo Cu(ll)-Cys se diferencia del
obtenido con el modelo reducido en menos de 1 kcal/mol. Este buen acuerdo soporta la

confiabilidad del modelo reducido para la investigacidn realizada en este trabajo.

Finalmente la mayor afinidad de Cys, comparada con His, hacia Cu(ll) permite sugerir a
HN como un mejor quelante de Cu(ll) que BA, lo que justificaria (al menos en parte) su
mayor caracteristica estudiada en este trabajo que es la capacidad neuro-protectora. Esto
asumiendo que la formacidon de complejos con cobre estd directamente relacionada con

la agregacion del péptido A, y por ende se relaciona directamente con la EA.
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8. Perspectivas




El trabajo realizado podria extenderse incluyendo los siguientes aspectos de interés:

Explorar otras posibilidades de acomplejamiento para HN con Cu (ll) enlazado
a mas de un residuo. Esto se puede realizar tanto con el modelo reducido
como con el completo. Para ello se usaria los residuos mas probables
encontrados en el modelo reducido.

Estudiar la formacion de complejos entre otros iones metdlicos y HN, sélo que
se debe verificar antes si la metodologia de trabajo propuesta es la idénea
para el metal que se elija.

Investigar la posibilidad de que Cu(ll) se enlace al residuo no solo de la forma
tetra coordinada, sino que pueda enlazarse como penta coordinado o sexta

coordinado.
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Anexos

Anexo I. Teoria de los Funcionales de la Densidad.

La teoria de funcionales de la densidad (DFT, del inglés Density Functional Theory) se
usa frecuentemente para describir a moléculas sistemas quimicos. Se considera como
una opcidon mas econdmica computacionalmente que los métodos tradicionales

basados en la funcién de onda.

La idea primordial en la cual se basa esta teoria se debe a que la energia del estado
fundamental de un sistema poli electronico depende solamente de la funcién de
densidad electrdnica, U(r), de manera que no es necesario conocer la funcién de onda
gue describa al sistema. La funcion de densidad electrénica supone la probabilidad de

encontrar un electrén en un volumen con espin arbitrario.

Los origenes de esta teoria se encuentran en un modelo desarrollado por Thomas y
Fermi a finales del af01920. Pero fue hasta mediado del afio 1960 con las
contribuciones de Hohenberg, Kohn y Sham se establecieron el formalismo tedrico en

el que se basa esta teoria.

El primer teorema de Hohenberg y Kohn, establece que la densidad electrdnica del
estado fundamental, U(r), no puede derivar de dos potenciales distintos, salvo que
ambos difieran por una constante. En particular, Hohenberg y Kohn mostraron que la
energia es un funcional de la densidad a través de la relacion donde representa la
funcional universal que contiene a la energia cinética, y la interaccion electron-

electron.

Z,
v(inp)=— ) — Ec. 1
l T
@ a
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Con un segundo teorema se demuestra que la densidad electrénica del estado basal es
aquella que minimiza al funcional de energia y por lo tanto define el correcto potencial

externo. 0< [U]
Ey, < E,[p(r)] Ec. 2

Desde el punto de vista numérico, la funcion de onda es un objeto muy complejo de
manipular, pues para N particulas es una funcién de 3N variables, mientras que la
densidad es mas facil de manejar pues es siempre una funcién de 3 variables,

independientemente del nimero de particulas.
Modelo de Kohn y Sham.!

Kohn y Sham, por su parte dieron una forma de aproximar el funcional universal,
donde un sistema poli electrénico descrito por una densidad puede ser sustituido por
otro sistema que contenga electrones no interactuantes y que tengan la misma
densidad. Con esto se puede representar al sistema por medio de un determinante
siendo uno de Slater, en donde se representa a los electrones del sistema con
funciones. Asi la energia cinética corresponde a una suma de energias cinéticas

individuales y la densidad corresponde a la suma de las mismas.

Por tanto se puede obtener la densidad mediante la solucidon de las ecuaciones que
presentan la relacion entre energia y densidad. Esa ecuacion que satisface esa

relacione en al siguiente.

<—%V2 + ExC(T)> ¢i(r) = &¢;(r)  Ec.3

donde ¢; representa los llamados orbitales de Kohn-Sham y E,c presenta la energia de
intercambio y correlacion. El ultimo término en lo que se diferencian las diferentes

aproximaciones de la DFT.

1Kohn W, Sham L. Self-Consistent Equations Including Exchange and Correlation Effects. J. Phys.
Rev. 1965, 140, A1133

51



Intercambio y correlacién.

Se sabe que cuando el planteamiento de Kohn y Sham es exacto, hasta el
momento el funcional de intercambio y correlaciéon exacto, Exc, es desconocido y

por lo tanto son necesarias aproximaciones a este funcional.

Eyclp]l = Tlp] — Tslp] + Veelp] —JIp] ~ Ec.4

Donde un elemento adicional en el modelo de Kohn y Sham es la aproximacién a la
interaccion electrén-electron V,.[p], ya que proponen como parte principal de ésta a
la interaccién couldmbica que se define por J[p]. Incluye a la energia cinética T[p]
universal, asi como la suma de energias cinética que corresponde a cada orbital de

Slater T,[p].

La clasificacion a estas aproximaciones se puede encontrar en la escalera de Jacob
definida por John. P. Perdew. La primera aproximacion conocida como Aproximacion
de Densidad Local (LDA) es el primer eslabén a la escalera de Jacob y la manera
mas sencilla posible para calcular la energia de correlacidn e intercambio. Consiste
en suponer que en cada punto, la energia de intercambio y correlacion depende sélo
de la densidad en ese punto. Este valor se considera como el que tendria un gas de
electrones libres de esa densidad. Se obtienen resultados sorprendentemente

precisos para algunas propiedades.

El segundo peldafio de la escalera de Jacob es la Aproximacion de Gradiente
Generalizado (GGA), estas son semilocales, ya que consideran en cada punto el valor
de la densidad y sus gradientes. Un ejemplo de esta aproximacidon es el funcional

reportado por Perdew, Burke y Ernzerhof. Para algunas propiedades estas
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aproximaciones dan mejores resultados que LDA, en particular para geometrias
moleculares y energias del estado fundamental, aunque para otras no representan

una mejora sustancial .

Aln con esta aproximacién, no se conoce la forma funcional para las energias
de correlacion electrénicas y energia de intercambio. Estas corresponden a la
interaccion cuantica entre electrones, la primera debido a la parte cuantica de la
repulsién coulombica y la segunda debido al principio de exclusién de Pauli entre
electrones del mismo espin. Una solucién a este problema es el desarrollo de
métodos hibridos como el B3LYP, pero existen otros métodos dentro de la propia

teoria del funcional de la densidad.

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

funcionales es que computacionalmente son mas costosos de tratar.
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Anexo II. Conjuntos de funciones de base
Al conjunto de funciones matematicas a partir de las cuales se construye la funcién de
onda, se le conoce como conjunto de funciones de base. Se sabe que se puede
obtener la expresion exacta de la funcién de onda sdélo para dtomos hidrogenoides. Sin
embargo con estos se pueden construir funciones mdas complejas como lo son
orbitales moleculares. Los conjuntos de bases mdas grandes constituyen una
aproximacion mas exacta de los orbitales por imponer menos restricciones sobre la
localizacion de los electrones en el espacio. Los conjuntos de base para calculos de
estructura electrdnica son combinaciones lineales de funciones para formar cada
orbital. El éxito de los calculos esta directamente relacionado con la correcta eleccion

de la base. Las expresiones matematicas para orbitales atomicos se define como:

qtPznim = (r,0, ¢) = Rn.l(r)ym.l(er ¢) Ec.4

Donde el primer término corresponde a la parte radial y el segundo a la parte angular.
Hay dos tipos de funciones que son las funciones tipo Slater (STO, por sus siglas en
inglés: Slater Type Orbitals) y las funcione tipo Gausianas (GTO, por sus siglas en

ingles: Gaussian Type Orbitals).

Las STO son los tipos de funciones de base que describen mejor las caracteristicas de
los orbitales atémicos, la cuspide nuclear y la forma asintética correcta. Sin embargo,
se usan mas las de tipo GTO, debido a que son computacionalmente menos costosas.
Se utilizan funciones obtenidas como combinacién lineal de GTOs de manera que su
forma sea lo mas similar posible a una STO para describir mejor a los orbitales. Para las
GTOs existen dos tipos: las gaussianas primitivas que se representa por una sola
funcién GTO y las gausianas contraidas que son una combinacion lineal de gaussianas
primitivas. Los conjuntos de funciones de base se pueden clasificar de la siguiente

forma:

1. Base minima. Comprende el nimero minimo de funciones de base necesarias

para cada atomo, este conjunto incluye los orbitales internos y de valencia. El
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conjunto de bases llamado STO-nG corresponde a una base minima donde cada

orbital es una funcién gaussiana contraida formada por n gaussianas primitivas.

2. Bases dobles y triples. Las bases dobles utilizan 2 funciones contraidas por cada
orbital atdmico y las bases triples requieren del uso de 3 funciones contraidas por

cada orbital.

3. Bases de valencia desdoblada. Cada electrén de la capa interna se describe con
una funcién contraida, una combinacidn lineal de 3 o 6 funciones primitivas GTO:
Los electrones de la capa de valencia se describe con 2 funciones, una interna
formada por combinacion lineal de 2 o mas funciones primitivas y una externa

que es una funciéon primitiva multiplicada por un coeficiente.

4. Bases con polarizacion. A cada dtomo diferente del atomo de hidrégeno, se le
afiade un conjunto de orbitales d o f. Para bases con doble polarizacion
adicionalmente a lo anterior, para cada dtomo de hidrégeno se afiaden un

conjunto de orbitales p.

5. Bases con funciones difusas. Se afiade un conjunto de funciones difusas (con
densidades electrdnicas a distancias lejanas a los nucleos), las cuales tienen

coeficientes orbitales muy pequefios.
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Anexo III. Calculos termodinamicos con el programa Gaussian

Para los calculos de las energias de formacidn, se incluyeron las correcciones
termodinamicas a 298.15 K, las cuales se obtienen con el programa Gaussian mediante
los componentes de las funciones de particion las cuales son: traslacional (qt),

electrodnica (ge), rotacional (qr) y vibracional (qv).

Estas se definen como:

2mmKgT\>/? K5 T
q: = ( )

= > Ec.4
ge = la multiplicidad =25+ 1 Ec.5
w2 mlKyT L.
q, = —Qnz (para especie lineales Ec.6
812 (811, 151c)2 (KyT)2
(8> I4151-)2(KzT)2
q, = A;l; 5~ (Para especies no lineales) Ec.7
1
Qv = 1—[ Qvi = 1_[ ('1 _ e—hvi/KBT) Ec.8
i i
1
1 (Kf\2
Siendo Vi = —— (_f)z Ec.9
2T \mpg

Para las componentes de la entropia (S) y la energia (E), se obtiene de la siguiente forma:

5
St =R (lnqt + E) Ec.10
Se =R(Ingq,) Ec.11
S, = R(Ingq, + 1) para especies lineales Ec.12
3 , :
St =R (ln q, + E) para especies no lineales Ec.13
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hvi 1 L
Sy, = RZSW- =RZ ((KBT) (e_hm./KBT — 1) —In(1—e ’“”/KBT)> Ec.14
2 12

3
E, = ERT Ec.15
E, =0para Tgmp = 298.15K Ec.16
E, = RT para especies lineales Ec.17
3 : .
E, = =RT para especies no lineales Ec.18

2

hviy /1 1
Er = RZEW' =Rz (K—B> (E-I_—ehvi/KBT — 1) Ec.19
i i

Asi la entalpia (H) y la energia libre de Gibbs (G) seran:

Heorr = Etor + KpT Ec.20

Georr = Heorr — TStot Ec.21
Donde

Etor = E¢ + E, + E; + E, Ec.20

Stot =S¢ +Se + 5, + E, Ec.21
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Anexo IV. Parametros optimizados de M05.2

MO5

Parametros ai Ccap,i Ccoo,i
0 1.00000 1.00000 1.00000
1 0.08151 3.78569 3.77344
2 -0.43956 -14.15261 -26.04463
3 -3.22422 -7.46589 30.69913
4 2.01819 17.94491 -9.22695
5 8.79431
6 -0.00295
7 9.82029
8 -4.82351
9 -48.17574
10 3.64802
11 34.02248
X 28

a;i = Coeficientes de intercambio meta-GGA

Ccag,i = Coeficientes de correlacidn de espin opuesto
Ccoo,i = Coeficientes de correlacidn de espin paralelo
X= % de intercambio exacto

2 Zhao, Y.; Schultz, N. E.; Truhlar, D. G. Design of Density Functionals by Combining the Method of Constraint
Satisfaction with Parametrization for Thermochemistry, Thermochemical Kinetics, and Noncovalent
Interactions. J. Chem. Theory Comput. 2006, 2, 364
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