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5.4. Conservación de la cola hidrofóbica presente en la región entre Gly29 y Ala42. La
región hidrofóbica entre Gly29 y Ala42 se señala dentro del recuadro azul. . . . 57
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están en angstroms (Å). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 85



vi

5.25. Modelo más estable para la esfera de coordinación IX (IXb 1δ) junto con las
distancias al centro de coordinación del complejo Fe3+-Aβ1�42. Las distancias
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NR*= No refinamiento de loops. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 140



xi

B.6. Evaluación de los modelos más representativos para la coordinación III para Fe3+.
El valor en negrillas es la estructura de menor enerǵıa del modelo representativo.
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tativo. NR*= No refinamiento de loops. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 148

B.14.Evaluación de los modelos más representativos para la coordinación VII para
Fe3+. El valor en negrillas es la estructura de menor enerǵıa del modelo represen-
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Resumen

T́ıtulo en español: Estructura Electrónica y Molecular de Complejos de Ami-
loide Beta (Aβ) con Fe2+=3+ (Fe2+=3+-Aβ) Asociados a la Enfermedad de Alzheimer

La interacción entre el hierro y el péptido amiloide β (Aβ) ha sido objeto de gran atención
en la investigación de la enfermedad de Alzheimer (EA) debido a sus posibles implicacio-
nes en el desarrollo de esta patoloǵıa. Mientras que los estudios previos han investigado las
preferencias de coordinación del hierro y el péptido Aβ1�42, no se ha estudiado la contri-
bución de la parte pept́ıdica dentro de la estabilización de estos sistemas. En este trabajo
se utilizó una serie de herramientas computacionales que combinan técnicas de modelado
por homoloǵıa con cálculos de mecánica cuántica (DTF-xTB) para construir y evaluar los
modelos 3D plausibles de Fe2+=3+-Aβ1�42. Además, se evaluó un conjunto de ligandos ti-
po salen como potenciales agentes farmacológicos con afinidad por los iones de hierro que
puedan competir para coordinar el hierro con el Aβ1�42. Nuestros resultados revelaron la
formación de complejos Fe2+=3+-Aβ1�42 bien definidos, tanto en la fracción metálica como
en la pept́ıdica, y se caracterizaron las interacciones moleculares que estabilizan estos com-
plejos al elucidar los entornos de coordinación y las preferencias de unión de los mismos,
destacando la importancia de la parte pept́ıdica para estabilizar los complejos. En cuanto
a los ligandos, se han identificado tres mecanismos de acción, de acuerdo con los valores de
potencial estándar de reducción y las afinidades obtenidas para los complejos metal-ligando:
antioxidante, distribuidor y regulador, este último propuesto en este trabajo. Finalmente,
los modelos propuestos junto con los ligandos evaluados ofrecen valiosa información sobre
el papel del hierro en la patoloǵıa de la EA y en futuras estrategias para interferir en las
reacciones redox promovidas por los complejos Fe2+=3+-Aβ1�42.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, Iones de hierro, Estrés oxidativo,
Agentes multifuncionales, DFT, xTB-GFN2.
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Abstract

T́ıtulo en Inglés: Electronic and Molecular Structure of Beta-Amyloid (Aβ)
Complexes with Fe2+=3+ (Fe2+=3+-Aβ) Associated to Alzheimer’s Disease.

Interaction between iron and amyloid β peptide (Aβ) has been the subject of much
attention in Alzheimer’s disease (AD) research because of its possible implications in the de-
velopment of this patology.While prior studies have examined the coordination preferences of
iron and Aβ1�42 peptide, the contribution of the peptidic moeity in stabilising these systems
remains uninvestigated. In this work, a set of computational tools combining homology mo-
deling techniques with quantum mechanical calculations (DTF-xTB) were used to built and
evaluate several 3D models of Fe2+=3+-Aβ1�42. In addition, a set of salen-like ligands were
evaluated as potential pharmacological agents with affinity for iron ions that can compete
to coordinate iron with Aβ1�42 peptide. Our results revealed the formation of well-defined
Fe2+=3+-Aβ1�42 complexes in both the metal and peptide moieties, and the molecular in-
teractions that stabilize these complexes were characterized by elucidating the coordination
environments and binding preferences of the complexes, emphasizing the importance of the
peptide moiety in stabilizing the complexes. As for the ligands, three mechanisms of ac-
tion have been identified, according to the standard reduction potential values and affinities
obtained for the metal-ligand complexes, antioxidant, distributor and regulator, the latter
proposed in this work. Finally, the proposed models together with the ligands evaluated
provide valuable insights into the role of iron in the pathogenesis of AD and future strategies
to interfere with the redox reactions promoted by Fe2+=3+-Aβ1�42 complexes.

Keywords: Alzheimer’s disease, Iron ions, Oxidative stress, Multifunctional agents,
DFT, xTB-GFN2.
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Parte I

Aspectos generales
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Caṕıtulo 1

Introducción

1.1. Contexto histórico sobre la demencia

La demencia es un término general que engloba un conjunto de trastornos que se caracte-
rizan por un deterioro progresivo de las funciones cognitivas, como la memoria, el lenguaje,
el pensamiento y la capacidad para realizar actividades cotidianas. Estas alteraciones se
deben a daños en las células del cerebro y afectan significativamente la calidad de vida
de las personas que la padecen y de sus cuidadores.1 Esta expresión tiene sus ráıces en el
lat́ın “dementia” cuyo prefijo \de" (ausencia), \mente" (mente o razón) y el sufijo \ia"
(condición o estado), lo cual podŕıa significar “condición en la cual se pierde la mente”, y
cuyo primer registro de su uso se asocia en el año 600 A.C. a San Isidro arzobispo de Sevilla.2

Un breve recuento de la historia de la demencia nos ubica, desde antes de usar el término,
en el antiguo Egipto 2000 años A.C., donde ya se asociaba la pérdida de la memoria con
el aumento de la edad.3 En la antigua Grecia, pensadores destacados como Pitágoras (570-
495 a.C.) clasificaron la vida humana en seis etapas: infancia (0-6 años), adolescencia (7-21
años), adultez (22-49 años), madurez (50-62 años), senescencia (63-79 años) y vejez ( > 80
años). Las dos últimas fases eran vistas como etapas de declive tanto f́ısico como mental.
Se créıa que quienes superaban estas etapas sufriŕıan una neurodegeneración tan severa que
su mente adulta terminaŕıa por asemejarse a la de un infante, volviéndose completamente
dependientes y, finalmente, perdiendo su capacidad cognitiva por completo.4 Por otro lado,
Hipócrates (460–370 A.C.) consideraba que las heridas cerebrales causaban desordenes cog-
nitivos, mientras que Platón (428–347) consideraba que la principal causa de la edad misma
debido a que el rendimiento mental estaba destinado finalmente a decaer. Contrario a lo
expresado por estos grandes pensadores griegos, Marco Tulio Cicerón (106–43 A.C.) abo-
gado, filósofo y poĺıtico romano consideraba que la edad no siempre era la responsable del
rendimiento mental, excepto para aquellos que poséıan una voluntad débil.2
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Varios siglos después, Areteo de Capadocia (Siglo II D.C.) presentó con gran precisión
en el detalle los śıntomas y el carácter diagnóstico de muchas enfermedades, destacando sus
ideas sobre trastornos neurológicos anticipando nociones de los siglos XIX y XX. Areteo, al
igual que Galeno (129-216), consideraba que el cerebro era el centro de salud humana (enfa-
locentricidad), por lo cual buscaba el \spiritus animalis" (alma) dentro de este.5 Posterior
a la cáıda del imperio Romano y el inicio de la Edad Media muchos avances cient́ıficos fue-
ron limitados debido a la imposición de la teocracia por parte de la iglesia católica quienes
describ́ıan las enfermedades neurológicas como un castigo divino a partir del pecado original.6

Posterior a la Edad Media, el médico británico Thomas Willis (1621-1675) fue un pione-
ro en el campo de la neuroanatomı́a. En su obra Cerebri Anatome (1664), Willis presentó
detalladas descripciones del cerebro y sus vasos sangúıneos.7 Aunque no acuñó el término
”Neurolog��a”, se le reconoce por haber realizado importantes contribuciones al estudio del
sistema nervioso, incluyendo una de las primeras descripciones de la demencia vascular, una
condición asociada a daños en los vasos sangúıneos del cerebro. Esta obra fue fundamental
para el desarrollo de la neurociencia moderna.8

Figura 1.1. Fotograma alusivo a la celebración del 350 aniversario de la publicación de
Cerebri Anatome. Ilustración de Martha Riley.9
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Poco más de un siglo después, Philippe Pinel (1745-1826) y su disćıpulo Jean Étienne
Dominique Esquirol (1772-1840) fueron figuras clave en la transformación del cuidado de las
personas con enfermedades mentales. En una época en la que los enfermos mentales eran fre-
cuentemente encadenados y recluidos en condiciones inhumanas, Pinel y Esquirol abogaron
por un enfoque más humanitario y cient́ıfico. Pinel, en particular, es reconocido por haber
iniciado la reforma de los hospitales psiquiátricos en Francia. En su obra "Trait�e M�edico-
Philosophique sur l’ali�enation mentale" (1801), propuso una clasificación de las enfermedades
mentales basada en criterios cĺınicos más objetivos que los utilizados anteriormente. En su
trabajo describieron la demencia como \una serie de discapacidades en el discernimiento, la
capacidad intelectual y la voluntad debidas a enfermedades cerebrales, y es perder la alegr��a
disfrutada y es que los ricos se empobrecen".10

Finalmente, Alois Alzheimer y Emil Kraepelin fueron figuras fundamentales en la com-
prensión de la demencia y, en particular, de la enfermedad que hoy lleva el nombre del
primero. Alzheimer, a principios del siglo XX, describió por primera vez los cambios pa-
tológicos caracteŕısticos en el cerebro de una paciente con pérdida de memoria progresiva.
Estos hallazgos histopatológicos, como las placas seniles y los ovillos neurofibrilares, se con-
virtieron en los marcadores patológicos de la enfermedad de Alzheimer. Por su parte, Emil
Kraepelin, un psiquiatra alemán, desarrolló un sistema de clasificación de las enfermedades
mentales que inclúıa la demencia precoz, término que posteriormente se asociaŕıa con la es-
quizofrenia. Sin embargo, Kraepelin también reconoció la importancia de la descripción de
Alzheimer y la separó de la demencia senil, estableciendo aśı las bases para una clasificación
más precisa de las demencias.11

La evolución histórica de la comprensión de la demencia refleja un notable avance desde
concepciones mı́sticas hacia un enfoque cient́ıfico y biomédico. Este cambio ha permitido
identificar y clasificar diversas formas de demencia, cada una con sus propias caracteŕısticas
patológicas y cĺınicas. Entre estas, la enfermedad de Alzheimer destaca por su prevalencia y
complejidad. En las siguientes secciones, profundizaremos en los aspectos cĺınicos, neuropa-
tológicos y neurobiológicos de esta enfermedad.

1.2. Enfermedad de Alzheimer (EA)

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma más común de demencia entre las perso-
nas mayores de 65 años, representando hasta el 65% de los casos. La EA es una enfermedad
neurodegenerativa progresiva e incurable de origen multifactorial que afecta actualmente a
más de 50 millones de personas en todo el mundo.12 Para 2050, se prevé que el número de
casos supere los 100 millones, en parte debido al aumento de la esperanza de vida. En las
dos últimas décadas, los casos de EA han aumentado aproximadamente un 145%, lo que
la convierte en la quinta causa de muerte en EE. UU. Esto plantea importantes retos para
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la sanidad pública y la sociedad debido a los considerables gastos asociados a su cuidado
y tratamiento, estimados en US$ 355.000 millones de dólares anuales sólo en EE.UU., y
las previsiones indican un aumento continuado. Además, existen importantes costes f́ısicos,
emocionales y económicos asociados a la carga que supone el cuidado de las personas con
la enfermedad de Alzheimer, que recae principalmente en los familiares o amigos cercanos.13,14

Su gran impacto, tanto social como económico, junto con la estimación de los casos para
los próximos años, ha provocado que esta enfermedad se convierta en un verdadero proble-
ma para los sistemas de salud. Es por ello que constituye una prioridad en la investigación
para la comunidad cient́ıfica, con el fin de resolver los mecanismos involucrados en su des-
encadenamiento. En la actualidad, existe un consenso sobre el origen multifactorial de esta
enfermedad, la cual responde a una serie de factores de riesgo, entre los que se destacan la
edad, el género, los factores ambientales, los genéticos, las enfermedades cardiovasculares, el
estilo de vida, entre otros.15 A pesar de las diversas ĺıneas de investigación sobre la EA, la
hipótesis de la cascada del β amiloide (Aβ),16 el desequilibrio homeoestásico de iones metáli-
cos17 y el estrés oxidativo18 son algunas de las más estudiadas. En las próximas secciones se
tratan los aspectos más relevantes de estas, que son de interés en esta tesis.

1.3. Hipótesis de la Cascada Amiloide

Esta hipótesis plantea que el proceso neurodegenerativo se inicia debido a una cadena
de sucesos asociados a la formación, agregación y depósito del péptido amiloide beta (Aβ).
La formación de este péptido se debe al procesamiento, en condiciones patológicas, de la
protéına precursora del amiloide (APP, del inglés Amyloid Precursor Protein) por la acción
de una familia de enzimas secretasas (α, β y γ), las cuales escinden la protéına en unidades
monoméricas cuyo tamaño oscila entre 39 y 43 aminoácidos.16 Siendo la isoforma Aβ1�40 la
de mayor proporción e hidrof́ılica, mientras que Aβ1�42 es la más abundante en las placas se-
niles e hidrofóbica.19,20 Por lo tanto, hace a esta última la más propensa a agregarse, además
de representar la especie más patógena de los Aβ.21,22

Posteriormente a la formación, continúa la agregación mediante la formación de oligóme-
ros, seguida de fibrillas y, finalmente, la formación de placas que se acumulan en la región
intracraneal, provocando la interrupción de la sinapsis, la disminución de la plasticidad y
la inducción de estrés oxidativo.19,20 La Figura 1.2 muestra las rutas de metabolismo de la
APP por acción de las enzimas secretasas.
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Figura 1.2. Rutas de procesamiento de la APP por acción de las enzimas secretasas. Hacia
la izquierda se describe la ruta de formación del péptido soluble P3. Hacia la derecha se
describe la formación del péptido Aβ.

1.4. Propiedades del péptido Aβ1�42

El péptido Aβ1�42 presenta una estructura regional distintiva (Figura 1.3). Su región
N-terminal (Asp1-Lys16) posee una alta afinidad por metales como cobre, hierro y zinc, gra-
cias a la presencia de residuos aminoaćıdicos con grupos funcionales polares y nitrogenados
capaces de quelar estos iones.23-30 Un núcleo hidrofóbico central (Val18-Ala21), compues-
to principalmente por aminoácidos apolares, conecta esta región N-terminal con un segun-
do núcleo polar (Glu22-Lys28) que también presenta residuos con capacidad de quelación
metálica. Finalmente, la región C-terminal (Gly29-Ala42), rica en aminoácidos hidrofóbicos,
desempeña un papel crucial en los procesos de agregación y formación de fibrillas amiloides.31

En cuanto a su estructura secundaria es un péptido muy flexible que de acuerdo con el
medio puede adoptar conformaciones donde la proporción de α-hélices o colas aleatorias pue-
de variar.32,33 Por otro lado, existe un amplio debate respecto al papel que tiene el péptido
Aβ en la neurodegeneración de los enfermos con la EA dado que se desconoce si su produc-
ción es una causa o una consecuencia de algún desbalance al interior del organismo. Se ha
reportado propiedades, tanto antioxidantes como tóxicas, para las unidades monoméricas del
péptido Aβ.34,35 Además, el mecanismo que relaciona al Aβ con el daño celular no está bien
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Figura 1.3. Secuencia del péptido Aβ1�42 descrita por regiones. Azul: extremo N-terminal
con residuos afines a unirse a iones metálicos. Verde: núcleo central hidrofóbico. Naranja:
núcleo central polar con afinidad a ciertos iones metálicos. Rojo: cola hidrofóbica C-terminal
de gran importancia en procesos de agregación.

definido ya que formas monoméricas, oligómeros solubles, oligómeros y fibrillas insolubles de
amiloide se encuentra en equilibrio dinámico en el cerebro.36

Finalmente, es importante destacar que la presencia de agregados de Aβ es un biomar-
cador importante en el diagnóstico de la EA dado que está presente en todos los casos de
neurodegeneración. Sin embargo, se ha detectado la presencia de estas placas en individuos
sanos que no han sufrido neurodegeneración alguna, lo cual indica que no es el único factor
asociado al desarrollo de la EA.36

1.5. Iones metálicos en la EA

Los iones metálicos desempeñan un papel fundamental en los procesos biológicos, actuan-
do como cofactores enzimáticos, transportadores de electrones y estabilizadores de estructu-
ras proteicas. Sin embargo, alteraciones en la homeostasis de estos metales se han asociado
con diversas patoloǵıas del sistema nervioso central, incluyendo la EA, Parkinson, demencia
con cuerpos de Lewy, trastornos bipolares y depresión.37 Lo anterior, ha puesto el foco en
analizar cómo se relacionan estas afecciones con los procesos regulatorios de metales tales
como el cobre, hierro y zinc.37-40 Además, se ha evidenciado en el análisis post-mortem de ce-
rebros de pacientes que han sufrido neurodegeneración por la EA que las concentraciones de
estos se encuentran más altas de los normal (Cu2+: 5.7, Fe3+: 2.8, Zn2+: 3.1 veces más alto).39

La etioloǵıa del desequilibrio de iones metálicos en la EA es compleja y multifactorial.
Factores ambientales, genéticos y el envejecimiento podŕıan contribuir de manera individual o
sinérgica a este fenómeno. Además, se ha sugerido que la interacción entre los iones metálicos
y el Aβ, desempeña un papel crucial en la progresión de la enfermedad.41-43 Existen amplias
revisiones en la literatura que documentan el papel del cobre y el zinc en estos procesos,
pero muy limitada para el caso del hierro.39,43-46



1.6. HIERRO Y ESTR�ES OXIDATIVO EN LA EA 8

A continuación, se presentan las caracteŕısticas más importantes del hierro cuya acción
en el cerebro se ha encontrado relacionada con el desarrollo de la EA, aśı como algunos tra-
bajos que están enfocados en la determinación de sus estructuras y propiedades moleculares
asociadas.

1.6. Hierro y estrés oxidativo en la EA

El hierro, el metal de transición más abundante en el cuerpo humano, se concentra espe-
cialmente en órganos como el h́ıgado y el cerebro. Este último, con más de 40 mg de hierro
no hemo, depende en gran medida de este elemento para llevar a cabo funciones esenciales
como la śıntesis de mielina, la neurotransmisión y la producción de enerǵıa.47 La capacidad
del hierro para cambiar de estado de oxidación lo convierte en un cofactor clave en reacciones
redox, lo que lo hace especialmente relevante en un ambiente celular tan activo metabóli-
camente como el cerebro. Sin embargo, su reactividad también lo convierte en un agente
potencialmente dañino, ya que la especie reducida Fe2+ puede participar en la formación
de especies reactivas de ox́ıgeno (ROS, por sus siglas en inglés Reactive Oxigen Species),
contribuyendo al estrés oxidativo y al daño neuronal.48

En condiciones normales, el hierro se almacena como ferrihidrita, una especie redox inac-
tiva, dentro de la protéına ferritina, la cual va liberándolo controladamente de acuerdo con
las necesidades.49 Sin embargo, en condiciones patológicas se ha observado una liberación
descontrolada, la cual provoca una acumulación de hierro en zonas del cerebro como la
amı́gdala y en las placas seniles descritas anteriormente.43,50 Esto sugeriŕıa que las placas
seniles funcionaŕıan como depósitos de hierro. Investigaciones posteriores han demostrado la
presencia tanto de Fe3+ como Fe2+, de este último se desconoce la fuente de origen. Además,
podŕıa representar una fuente de producción de ROS a través de reacciones tipo Fenton.51

1.7. Interacción entre Aβ y hierro

La coordinación de iones metálicos al péptido Aβ induce una amplia gama de cambios
estructurales y funcionales. Estas modificaciones, impuestas por las restricciones geométricas
y electrónicas de los iones metálicos, influyen significativamente en la propensión del Aβ a
agregarse52 y en su capacidad para generar especies reactivas de ox́ıgeno (ROS), debido a la
actividad redox de los metales como el hierro.51,53

La región N-terminal de Aβ, rica en residuos como aspartato (Asp1 y Asp7), glutamato
(Glu3 y Glu11) e histidina (His6, His13 e His14), facilita la coordinación de diversos iones
metálicos, incluyendo cobre, zinc y hierro. Estas interacciones metal-protéına son de gran
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interés debido a su implicación en la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas. Si
bien los complejos Cu-Aβ y Zn-Aβ han sido ampliamente estudiados, la caracterización de
los complejos Fe-Aβ es aún limitada, a pesar de la relevancia del hierro en la generación de
especies reactivas de ox́ıgeno y en la progresión de la enfermedad de Alzheimer.39,44,45,52

La interacción entre el hierro y Aβ se ha convertido en un área de intenso estudio en
la investigación de la EA. Algunas evidencias sugieren que esta interacción y formación de
estructuras más complejas podŕıa desempeñar un papel crucial en la generación de estrés
oxidativo, un proceso patogénico clave en la EA. Estudios in vitro han demostrado que la
coexistencia entre hierro y Aβ disminuye la viabilidad de la célula, confirmando de esta
manera un incremento en la toxicidad.54,55 En el próximo apartado se presentarán algunos
estudios que se han llevado a cabo para elucidar la coordinación del hierro al Aβ.

1.8. Estado del arte

Una revisión literaria sobre los sistemas Fe2+=3+-Aβ1�42 nos revela que la información
respecto a este tipo de sistemas es muy limitada. Esto en parte se debe a la escasez de re-
sultados experimentales por la dificultad obtener estructuras cristalinas para ser estudiadas
por técnicas como la difracción de rayos X. Además, de las dificultades para estabilizar el ion
Fe3+ en experimentos in vitro. Lo anterior ha llevado al empleo de una serie de herramientas
computacionales para tratar de elucidar las estructuras, propiedades y reactividad de estos
sistemas. A continuación, se describirán algunos de los estudios más relevantes sobre estos
sistemas hasta el momento.

Coordinación de Fe3+ con Aβ1�16

Miura y col. llevaron a cabo uno de los primeros estudios experimentales para elucidar el
papel del Fe3+ en la agregación y neurotoxicidad del péptido Aβ1�16. Empleando espectros-
copia Raman, estos autores demostraron que la presencia de Fe3+ induce una significativa
aceleración en la formación de agregados de Aβ, evidenciada por la formación de precipitados
tanto a pH 5.8 como 7.4 (Figura 1.4.).56

Un análisis detallado de los espectros Raman reveló cambios caracteŕısticos en la inten-
sidad de la banda asociada al residuo de tirosina 10 (Tyr10), sugiriendo una coordinación
directa del Fe3+ con el ox́ıgeno fenólico de la cadena lateral de este aminoácido. Además, los
resultados indican que el Fe3+ también interactúa con los grupos carboxilato de residuos de
aspartato y glutamato. Sin embargo, no se obtuvo evidencia concluyente sobre la coordina-
ción del Fe3+ con residuos de histidina.
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Figura 1.4. Espectros de Raman donde se observan las variaciones de la intensidad de las
señales asociadas a Tyr10. a) Espectro del péptido Aβ1�16 b) Espectro Raman del sobrena-
dante del sistema Fe-Aβ y c) Espectro Raman de precipitado donde se observa el aumento
de la señal asociada a Tyr10. Tomado de Miura y col.56

La formación de complejos entre el Fe3+ y el Aβ tiene importantes implicaciones en la
patogénesis de la enfermedad de Alzheimer. Se ha propuesto que estos complejos pueden
catalizar la formación de especies reactivas de ox́ıgeno, lo que a su vez puede dañar las neu-
ronas y contribuir a la progresión de la enfermedad. Los resultados obtenidos por Miura y
col sugieren que la coordinación del Fe3+ con residuos espećıficos del Aβ podŕıa ser un factor
clave en la toxicidad de estos agregados.
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Sistemas modelo Fe2+=3+ � Aβ
Aĺı-Torres y col emplearon cálculos ab initio a nivel de cálculo B3LYP/6-31G(d)//MP2/6-

311+G(2df,2dp) para evaluar la formación, estabilidad y el potencial estándar de reducción
(E �) de sistemas modelos complejos formados entre iones Fe2+=3+ y residuos clave del pépti-
do Aβ (His6, Tyr10 y la secuencia His13-His14). Para simular las condiciones biológicas, se
incluyeron efectos de solvatación mediante el Modelo Continuo Polarizable (PCM) usando la
variante de Formalismo de Ecuación Integral (IEFPCM). Para estas esferas de coordinación
se exploraron diversas v́ıas para determinar las interacciones más favorables.57

Los resultados indican que los tres (3) complejos más estables, lo cuales involucran en
todos lo casos la secuencia His13-His14, son pentacoordinados. En el primer caso, solo esta
coordinado por His13-His14 completando la esfera con moléculas de agua, en el segundo caso
se reemplaza una molécula de agua con una histidina (His6) y finalmente para el tercer caso,
la molécula de agua es reemplazada por fenolato (Tyr10). Las fórmulas moleculares para ca-
da caso son a)[Fe2+=3+(O�HisHis)(H2O)2]

2+=3+, b)[Fe2+=3+(O�HisHis)(His)(H2O)]2+=3+ y c)
el par [Fe2+(O�HisHis)(PhO�)(H2O)]+/[Fe3+(N�HisHis)(PhO�)(H2O)]+, respectivamente.
La Figura 1.5 muestra la estructura de los complejos más estables junto con el potencial
estándar de reducción calculado (E �).

Estos resultados están acordes con los resultados de Miura y col, en cuanto a la coor-
dinación de la tirosina a Fe2+=3+.56 Además, se puede observar de manera notable, que la
coordinación simultánea de tirosina e histidinas tiene un efecto significativo sobre las pro-
piedades redox del sistema, dado el E � = 0.61 V es el más bajo de los tres sistemas. Ahora
bien, si se tiene en cuenta la desprotonación del N al momento de la reducción el potencial
formal (E �’= 0.20 V). Este valor es similar al reportado por Jiang y col, quienes obtuvieron
un valor experimental de 0.23 V, después de estabilizar el ion Fe3+.27 La disminución del
potencial de reducción sugiere una mayor facilidad para la interconversión entre los estados
de oxidación del hierro, lo cual podŕıa tener implicaciones importantes en la reactividad del
complejo y su capacidad para generar ROS.

Cálculo del Potencial Estándar de Reducción E � en Sistemas

Modelo Fe2+=3+-Aβ

El potencial estándar de reducción (E �) es un parámetro crucial para evaluar la capacidad
de un sistema de generar ROS. En el estudio de Orjuela y col58 se exploró una combinación
óptima de funcional y base en el marco de la DFT que permitiera reproducir con precisión
valores experimentales de E � a un costo computacional reducido. Tras evaluar diversas com-
binaciones, se determinó que el funcional M06L, junto con las bases 6-31+G(d,p) para los
átomos ligeros y cc-pVDZ para el hierro, y el modelo de solvatación SMD, proporcionaba los
resultados más confiables. Esta combinación fue validada comparando los valores calculados
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Figura 1.5. Estructuras optimizadas más estables de los complejos estudiados por Aĺı-
Torres y col. Tomado de Ali-Torres y col.57

de E � con datos experimentales de complejos de hierro, incluyendo aquellos modelados por
Aĺı-Torres y col.57 Por ejemplo, el E � experimental para el [Fe2+=3+(H2O)6]

2+=3+ es de 0.77 V,
mientras que el calculado con la combinación investigada es 0.74 V. En cuanto los resultados
de los modelos reportados por Aĺı-Torres y col los valores calculados bajo este protocolo
disminuyeron considerablemente tal como se pueden ver en la Figura 1.6.

Interacción de Fe2+=3+ con Aβ

Ante la importancia de conocer cómo se lleva la interacción de Fe2+=3+ con Aβ Hureau
y col., realizaron ensayos in vitro para determinar la coordinación entre el péptido trun-
cado Aβ1�16 con Fe2+ empleando una combinación de técnicas de Resonancia Magnética
Nuclear (RMN). Los resultados conllevaron a proponer un modelo hexacoordinado del com-
plejo Fe2+-Aβ en el que se podŕıa coordinar con Asp1 (CO, Nter y COO�), Glu3(COO�),
Phe4(CO), His6 (N�, N�, CO), His13(N�, N�) e His14(N�, N�).

59 En cuanto a la coordinación
de Fe3+ y Aβ, los estudios de Lermyte y col. lograron estabilizar el ion férrico y mediante
espectrometŕıa de masas de alto impacto lograron determinar que la afinidad de este ion con
Aβ se encuentra en el rango entre la Ser8 y Gly25.60 Estos resultados sirvieron de insumo
para proponer modelos para esta tesis.
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Figura 1.6. Potenciales estándares de reducción (E �) calculados para los complejos repor-
tados por Aĺı-Torres y col. bajo el protocolo desarrollado Orjuela y col.58
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Caṕıtulo 2

Justificación y Objetivos

2.1. Justificación

La enfermedad de Alzheimer representa una carga significativa a nivel social y económico.
Descifrar los mecanismos moleculares que subyacen a su desarrollo, como las interacciones
entre el Fe2+=3+ y el Aβ1�42, es fundamental para diseñar estrategias terapéuticas más efec-
tivas. Comprender la naturaleza de estos metalopéptidos, sus propiedades electrónicas y su
papel en reacciones redox nos permitirá identificar nuevos blancos moleculares y desarrollar
fármacos que puedan interrumpir los procesos patológicos asociados a la enfermedad.

A pesar de la importancia del hierro en la enfermedad de Alzheimer, la caracterización
estructural de los complejos Fe2+=3+-Aβ1�42 aún no está completamente resuelta. Esta te-
sis doctoral aborda esta problemática mediante el diseño y la caracterización de modelos
tridimensionales de estos sistemas, utilizando técnicas de modelado molecular y cálculos de
estructura electrónica. Además, se proponen nuevos ligandos con afinidad por el hierro como
potenciales agentes terapéuticos.

Los resultados obtenidos en esta investigación contribuyen a ampliar nuestro conocimien-
to sobre el papel del hierro en la enfermedad de Alzheimer y establecen las bases para futuras
investigaciones en este campo. Los modelos estructurales generados pueden servir como pun-
to de partida para estudios más detallados, tanto a nivel computacional como experimental,
y podŕıan tener implicaciones importantes para el desarrollo de nuevas terapias y estrategias
de diagnóstico.
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2.2. Objetivos

Objetivo general

Evaluar electrónica y molecularmente las estructuras de complejos Fe2+=3+-Aβ1�42 aso-
ciados a la enfermedad de Alzheimer.

Objetivos espećıficos

Construir modelos plausibles para los sistemas Fe2+=3+-Aβ1�42 a partir de esferas de
coordinación propuestas mediante el empleo de estrategias computacionales.

Evaluar la estructura electrónica de los modelos plausibles Fe2+=3+-Aβ1�42 empleando
GFN2-xTB.

Proponer ligandos quelantes de hierro como potenciales agentes terapéuticos para la
enfermedad de Alzheimer basados en las esferas de coordinación de los modelos Fe2+=3+-
Aβ1�42.
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Caṕıtulo 3

Fundamentos teóricos

Este caṕıtulo presenta una śıntesis del marco teórico que sustenta esta investigación. Para
ello, se describe de forma secuencial los fundamentos teóricos que proporcionan las herra-
mientas conceptuales necesarias para comprender, no solamente la metodoloǵıa empleada,
sino también resultados obtenidos en cada sección.

Las temáticas estarán descritas de la siguiente forma: primero, los métodos de estructu-
ra electrónica que sirven de base para la evaluación de los sistemas modelos Fe2+=3+-Aβ y
los ligandos afines para Fe2+=3+ aśı como los cálculos de las propiedades de nuestro interés.
Segundo, se abordarán los conceptos asociados a los métodos de modelado por homoloǵıa
con restricciones y los métodos de mecánica molecular empleados para evaluación para la
construcción 3D de los modelos de Fe2+=3+-Aβ1�42. Finalmente, se abordan los fundamentos
del método semi-emṕırico GFN2-xTB, el cuál permitió la evaluación y caracterización de los
modelos 3D de Fe2+=3+-Aβ1�42.

3.1. Métodos de Estructura Electrónica

El objetivo principal de los métodos de estructura electrónica es resolver la ecuación de
Schrödinger no relativista e independiente del tiempo, proporcionando aśı una descripción
detallada de la enerǵıa de sistemas atómicos y moleculares. Esta información es fundamental
para predecir propiedades tales como la enerǵıa, la geometŕıa molecular, entre otras propie-
dades.61 La Ec. (3.1) muestra la ecuación de Schrödinger independiente del tiempo.

ĤΨ(r;R) = EΨ(r;R) (3.1)

Donde Ψ(r;R) representa la función de onda que depende de las coordenadas electrónicas

(r) y nucleares (R), E es la enerǵıa descrita por Ψ y Ĥ es el operador Hamiltoniano del
sistema. Ahora, asumiendo que los electrones y los núcleos son part́ıculas con carga y masa
puntuales la ecuación anterior se puede describir de la siguiente manera:
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H = TN + Te + VNN + VNe + Vee (3.2)

de forma desarrollada:

H = �ℏ2P
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(3.3)

En la Ec.(3.3) los śımbolos α y β hace referencia a los núcleos. Mientras que i y j a
los electrones. El primer término es el operador de la enerǵıa cinética de los núcleos T n, el
segundo es el operador de la enerǵıa cinética de los electrones T e, el tercero es el operador
de la enerǵıa potencial debida a la repulsión de los núcleos V NN , el cuarto es el operador
del potencial de atracción núcleo-electrón V Ne y el quinto es el operador del potencial de
repulsión entre los electrones V ee.

La resolución de la ecuación de Schrödinger resulta compleja para moléculas debido a la
existencia de múltiples núcleos y electrones que interactúan entre śı, lo cual resulta imposible
de resolver de manera anaĺıtica, incluso para moléculas relativamente pequeñas. La comple-
jidad se incrementa a medida que aumenta el número de part́ıculas, debido al incremento
en las posibles configuraciones electrónicas y a la necesidad de tener en cuenta correlaciones
electrónicas. Por lo anterior, se recurre a métodos aproximados y cálculos numéricos para
obtener soluciones acertadas a la ecuación de Schrödinger molecular. Uno de estos procedi-
mientos es la aproximación de Born-Oppenheimer, la cual se detalla a continuación.

Aproximación de Born-Oppenheimer. Esta aproximación permite separar el movi-
miento electrónico del nuclear en la molécula. Por lo cual, al ser los electrones mucho más
livianos que los núcleos se considera como si estos últimos permanecieran fijos. Al conside-
rar los núcleos fijos, despreciamos su enerǵıa cinética y asumimos que su repulsión mutua
es constante. De esta manera, obtenemos el Hamiltoniano electrónico, el cual describe la
enerǵıa de los electrones en el campo creado por los núcleos fijos.62 Este Hamiltoniano se
representa en la Ec.(3.4).
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De esta manera, la expresión de la ecuación electrónica de Schrödinger queda reducida a
la parte electrónica y se describe de la siguiente forma:

HelecΨelec = EelecΨelec (3.5)

Donde la función de onda electrónica es:

Ψelec = Ψelec(ri;RA) (3.6)
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Esta función de onda describe el movimiento de los electrones y depende expĺıcitamente
de las coordenadas de los electrones ri. Sin embargo, depende paramétricamente de las coor-
denadas nucleares RA.

Función de onda electrónica. El Hamiltoniano electrónico depende únicamente de las
coordenadas espaciales de los electrones. Sin embargo, para que una función de onda sea
completa debe tener una parte que es función de las coordenadas espaciales (x,y,z) y otra
de la función de esṕın se representan como α y β. Adicionalmente, para que la función de
onda pueda ser empleada para un sistema multielectrónico ésta deber ser antisimétrica. Esto
quiere decir que si intercambiamos las coordenadas de dos electrones cambia el signo de la
función de onda:62

Ψ(r1r2...rirj..rn) = �Ψ(r1r2...rjri..rn) (3.7)

Por otro lado, el principio de exclusión de Pauli establece que dos electrones en un
átomo no pueden poseer los mismos cuatro números cuánticos. Esta indistinguibilidad de los
electrones en sistemas multielectrónicos se refleja en la construcción de funciones de onda
antisimétricas, las cuales se obtienen mediante determinantes de Slater.63 Un ejemplo de
estas funciones es un determinante formado por espines-orbitales:

Ψ(r1r2...rn) =

���������
ϕ(1)(r1) ϕ(2)(r1) � � � ϕ(n)(r1)
ϕ(1)(r2) ϕ(2)(r2) � � � ϕ(n)(r2)

...
...

. . .
...

ϕ(1)(rn) ϕ(2)(rn) � � � ϕ(n)(rn)

��������� (3.8)

Cada columna en este determinante contiene un esṕın-orbital, mientras que las coorde-
nadas se ubican a lo largo de cada renglón. El siguiente paso, es buscar los orbitales ϕ que
permitan construir los orbitales moleculares y calcular la enerǵıa del sistema. Para lograr
este objetivo Roothaan y Hall propusieron una aproximación que consiste en expandir los
orbitales ϕ como una combinación lineal de funciones base. En el próximo apartado se hace
una mayor descripción de esta propuesta.

Funciones de base. Al modelar sistemas cuánticos como átomos o moléculas, es fun-
damental contar con un conjunto de funciones de partida, denominadas funciones de base
u orbitales atómicos χ(s) que sirven para construir los orbitales moleculares. Roothaan64

y Hall65 establecieron en 1951 que los orbitales moleculares pueden expresarse como una
combinación lineal de de un conjunto finito de funciones de base, también conocido como
combinación lineal de orbitales atómicos (CLOA). Lo ideal seŕıa emplear una base completa
para esta construcción, pero es imposible porque esta seŕıa infinita. Es por esto que en los
programas de cálculo se emplean entonces bases finitas, lo que implica un balance entre la
precisión deseada del resultado y coste computacional; teniendo en cuenta que este costo
escala n4 veces para métodos basados en función de onda y n3 para los métodos basados
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en densidad electrónica. La representación de esta combinación viene dada de la siguiente
forma:

ϕ1 =
X
s=i

Csiχs (3.9)

A pesar que existen numerosas funciones capaces de describir la forma de un orbital
atómico, en la práctica computacional, las funciones de tipo Slater (STO) y Gaussianas
(GTO) han predominado debido a sus propiedades y a las ventajas que ofrecen en los cálcu-
los cuánticos. A continuación se describe cada una de ellas.

Orbitales Tipo Slater. Los orbitales atómicos de tipo Slater (STO, del inglés Slater
Type Orbitals), propuestos por Zener66 y Slater,67 se utilizan para describir la parte radial
de los orbitales atómicos y tienen la siguiente forma:

χ�;n;l;m(r, θ, φ) = NYl;m(θ, φ)r
n�1e��r (3.10)

Siendo rn�1e��r la parte radial, �ζr es el exponente orbital, N la constante de norma-
lización y Yl;m(θ, φ) son los armónicos esféricos. Además, n, l y m representan los números
cuánticos principal, azimutal y magnético, respectivamente.

Los STO se destacan por su capacidad de describir de manera precisa la distribución
electrónica en un átomo. Estos orbitales satisfacen la condición de cúspide, lo que implica que
la densidad electrónica tiende a infinito cuando la distancia al núcleo se acerca a cero. Esta
caracteŕıstica es fundamental para representar correctamente la interacción electrón-núcleo,
especialmente en la región cercana al núcleo. Además, los STO decaen exponencialmente a
grandes distancias, lo que refleja la disminución de la probabilidad de encontrar el electrón
lejos del núcleo.

Los STO ofrecen una descripción cualitativa satisfactoria de los orbitales atómicos, al
compartir muchas de las caracteŕısticas de los orbitales hidrogenoides. No obstante, su falta
de nodos radiales intŕınsecos puede ser una limitación en algunos casos. Aunque esta defi-
ciencia se puede remediar mediante combinaciones lineales, el costo computacional asociado
al uso de STO es considerablemente mayor que el de otros tipos de orbitales. Por esta razón,
los STO se emplean principalmente en sistemas pequeños y en cálculos donde la precisión
de la descripción de la región cercana al núcleo es de suma importancia.

Orbitales Tipo Gaussiana. los orbitales tipo gaussiana (GTO, del inglés Gaussian
Type Orbitals) son las funciones más empleadas en cálculos computacionales moléculares.
Estos fueron propuestos por Boys68 y McWeeny,69 los cuales pueden escribirse tanto en
coordenadas cartesianas (Ec. (3.11)) y polares (Ec. 3.12)).

χ�;lx;ly ;lz(x, y, z) = Nxlxylyzlze��r
2

(3.11)
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χ�;lx;ly ;lz(r, θ, φ) = NYl;m(θ, φ)r
2n�2�le��r (3.12)

La amplia adopción de las funciones gaussianas en cálculos qúımicos se fundamenta en
su propiedad de cierre bajo multiplicación. Esto significa que el producto de dos funciones
gaussianas centradas en diferentes puntos es otra función gaussiana, centrada en un punto
intermedio. Esta propiedad matemática simplifica considerablemente el cálculo de integrales
multicéntricas, ya que permite expresar cualquier integral de múltiples centros como una
combinación lineal de integrales de una sola gaussiana.

Por otro lado, la condición de cúspide, es un aspecto crucial en la descripción precisa de
los orbitales atómicos. Si bien las funciones gaussianas primitivas (pGTO) no satisfacen esta
condición, las funciones gaussianas contráıdas (cGTO) ofrecen una solución al expresar una
cGTO como una combinación lineal de múltiples pGTO. De esta forma se puede ajustar
la forma de la función resultante para reproducir la cúspide electrónica, mejorando aśı la
precisión de los cálculos.

Figura 3.1. a) Comparación entre los orbitales tipo Slater (STO) y Gaussiana (GTO). b)
Aproximación a una STO a partir de la combinación de funciones gaussianas primitiva a
través del procedimiento STO-NG. Adaptado de Majundar y col.70

Además de las funciones mencionadas anteriormente, existen dos tipos de funciones adi-
cionales: las funciones de polarización y las funciones difusas, que pueden añadirse al conjunto
de base. Estas funciones permiten una descripción más flexible de la densidad electrónica,
especialmente en aquellas regiones en las que los electrones experimentan una mayor po-
larización o están más alejados del núcleo. Es aśı como las funciones de polarización son
funciones que no están ocupadas en el estado fundamental del átomo, pero que permiten la
polarización de la densidad electrónica hacia las zonas del enlace en la molécula haciendo
que el orbital cambie de tamaño, pero no de forma. Estas suelen ser estar representadas por
una gaussiana, poseen el mismo número cuántico principal, pero un mayor número cuántico
magnético. Lo anterior con la finalidad de describir la distorsión de la distribución electrónica
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debido al enlace.71

Mientras que, las funciones difusas son funciones de bajo momento angular que tienen
el mismo momento angular que las ocupadas. Es decir, tienen un coeficiente ζ pequeño. Es-
tas son difusas porque se extienden a zonas mas lejanas del núcleo y sirve para representar
la densidad electrónica en aniones, complejos débiles y estados excitados de las moléculas.
Además, son necesarias para considerar las interacciones de Van der Waals en complejos que
se enlazan por dispersión.71

3.2. Teoŕıa del Funcional de la Densidad

Aspectos generales de la Teoŕıa del Funcional de la Densidad.

La Teoŕıa del Funcional de la Densidad (DFT, del inglés Density Functional Theory)
se erige como una herramienta fundamental para el estudio de sistemas moleculares al cen-
trarse en la densidad electrónica ρo como magnitud principal. Esta se construye alrededor
de la premisa que la enerǵıa de un sistema electrónico puede ser definida en términos de la
densidad de probabilidad de electrones, ρo. Para un sistema de n de electrones, ρo(r) repre-
senta la densidad electrónica total en un punto particular del espacio r. De acuerdo con el
formalismo DFT, la enerǵıa electrónica E es considerada como un funcional de la densidad
electrónica E [ρo], en el sentido que para una función ρo(r) dada le corresponde una enerǵıa.

72

El tratamiento de sistemas cuánticos mediante el uso de DFT otorga ciertas ventajas
en comparación con las aproximaciones basadas en la función de onda. Una de las razones
radica en la simplificación de los sistemas, dado que los métodos basados en la función de
onda establecen tres coordenadas espaciales por cada electrón, y una más si se considera
el esṕın. Mientras que la densidad electrónica solo depende de tres coordenadas, indepen-
dientemente del número de electrones que posea el sistema.73 Además, los métodos basados
en la densidad son mucho menos demandantes computacionalmente que otros métodos con
una exactitud similar, siendo capaces incluir correlación electrónica en los cálculos con una
fracción del tiempo que le tomaŕıa a metodoloǵıas Post-Hartree-Fock.72

Teoremas de Hohenberg-Kohn. La publicación de los teoremas de Hohenberg-Kohn
en 1964 sirvieron como pilares para el desarrollo de lo que hoy es la DFT moderna.74 En el
primer teorema se establece que el potencial externo ν(ri) es un funcional de ρo(r), ya que, a
su vez, determina el Ĥ. Por tanto, el estado fundamental de un sistema de muchas part́ıculas
es funcional de ρo(r). Lo anterior quiere decir que, la enerǵıa del estado fundamental Eo no
degenerado es funcional de ρo(r) y que a partir de alĺı se pueden determinar todas las
propiedades del sistema. Entonces, se puede expresar como:
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Eo = Eo[ρo] (3.13)

Si se considera el Hamiltoniano para un sistema de n electrones se expresa como:

H = �1
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(3.14)

y el potencial externo VNe lo describe el término:

VNe =
nX
i=1

ν(ri) (3.15)

donde ν(ri) se expresa como:

ν(ri) = �
X
�

Z�
ri�

(3.16)

Una vez establecido el Vne y el número de electrones del sistema N, se puede determinar
la enerǵıa del sistema al solucionar la ecuación de Schrödinger. Teniendo en cuenta cada
una de las contribuciones del hamiltoniano descrito en la ecuación 3.14, entonces podemos
representar cada una de estas como funcionales de la densidad electrónica de la siguiente
manera:

Eo = E[ρo] = T [ρo] + Vne[ρo] + Vee[ρo] (3.17)

De acuerdo con la Ec.(3.17), Vne es la sumatoria de las interacciones núcleo-electrón
del sistema, la cual se puede expresar en términos de densidad electrónica quedando de la
siguiente forma:

Vne =

Z
ρo(r)ν(r)dr (3.18)

Reemplazando la ecuación 3.18 en 3.17 se obtiene:

E[ρo] =

Z
ρo(r)ν(r)dr + T [ρo] + Vee[ρo] (3.19)

Sin embargo, la forma exacta de los funcionales T [ρo] y Vee[ρo], que corresponden a la
enerǵıa cinética de los electrones y a la interacción electrón-eletrón respectivamente, no se
conoce.

El segundo teorema de Hohenberg-Kohn establece que aplicando el principio variacional
se puede obtener la enerǵıa del sistema molecular a partir de una densidad de prueba ρ̃ y
que esta enerǵıa resultante será mayor o igual que la enerǵıa del estado fundamental E[ρo].

74

De esta forma se puede expresar como:
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E[� o] � E [~� ] = T[~� ] + Vne[~� ] + Vee[~� ] (3.20)

A pesar de que te�oricamente es posible calcular la energ��a sin recurrir a la funci�on de onda,
este teorema de Hohenberg-Kohn no especi�ca un procedimiento concreto para obtenerla a
partir de � o. Fue entonces, cuando Kohn y Sham propusieron un esquema computacional, co-
nocido como la aproximaci�on de Kohn-Sham, que permite determinar la densidad electr�onica
y, consecuentemente, obtener la energ��a del sistema. Este formalismo ser�a abordado en mayor
profundidad en el siguiente apartado.

Aproximaci�on de Kohn-Sham - Sistema de Referencia no Interactuante. Este
m�etodo consiste en proponer un sistema �cticio de electrones no interactuantes que expe-
rimentan el mismo potencial externo� s(r i ), que fue elegido de tal manera que la densidad
de prueba� s sea igual a la densidad electr�onica exacta de la mol�ecula en estudio� o.75 Esta
aproximaci�on permite simpli�car los c�alculos para obtener las propiedades electr�onicas del
sistema en estudio.

� s = � o (3.21)

Ahora se puede establecer un hamiltoniano del sistema no interactuante, al cu�al se le
introduce � s(r i ) quedando la expresi�on:

Ĥs =
nX

i =1

�
�

1
2

r 2
i + � s(r i )

�
=

nX

i =1

hks
i (3.22)

dondehks
i representa el operador de Kohn-Sham para un electr�on. Consecuentemente, la

funci�on de onda del sistema de referencia del estado basal se representa por un determinante
de Slater de esp��n-orbitales de Kohn-Sham' ks. Entonces, estos �ultimos son determinados
por la ecuaci�on:

hks
i ' ks = � ks

i ' ks (3.23)

donde � ks
i representa la energ��a del orbital de Kohn-Sham. Por otro lado, tengamos en

cuenta que existen diferencias entre el sistema �cticio planteado y el real. Para el caso del
operadorT, tenemos que:

� T[� ] = T[� ] � T[� s] (3.24)

De la Ec.(3.24) se puede decir que el funcionalT[� s] es conocido, mientras queT[� ]
que contiene la energ��a cin�etica de los electrones cuando hay interacciones entre ellos no es
conocido. Por otro lado, en cuanto al potencial electr�on-electr�on tambi�en existen diferencias
entre los sistemas. Es as�� que:

� Vee[� ] = V[� ] � Vs[� s] (3.25)
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Para este caso, el funcionalVs[� ], dado que los electrones no interact�uan entre ellos,
contiene las expresiones de repulsiones cl�asicas. Por lo tanto, se representa con el funcional
Coulombico cl�asico J[� ]. En lo que respecta al funcionalV [� ], contiene un conjunto de in-
teracciones no cl�asicas como la correcci�on de autointeracci�on, intercambio y correlaci�on. De
este tampoco se conoce su forma.

Ahora si reemplazamos 3.24 y 3.25 en la Ec.(3.17) surge la expresi�on:

E[� ] = � T[� ] + Ts[� ] + Vne[� ] + J [� ] + � Vee[� ] (3.26)

Agrupamos los funcionales �Vee[� ] y � T[� ] en uno nuevo llamado funcional de intercam-
bio - correlaci�on Exc[� ]. Con esta sustituci�on la expresi�on deE[� ] que queda es:

E[� ] = Ts[� ] + Vne[� ] + J [� ] + Exc[� ] (3.27)

El �unico problema que presenta esta �ultima ecuaci�on es que no se conoce la forma exacta
del funcional Exc[� ]. Por lo tanto, el desarrollo de aproximaciones para este funcional es el
coraz�on de los c�alculos basados en DFT.

Aproximaciones al Funcional de Correlaci�on - Intercambio

Aproximaci�on Local de la Densidad. La aproximaci�on local de la densidad (LDA,
por sus siglas en ingl�esLocal Density Aproximation) constituye la representaci�on m�as sencilla
del funcional de correlaci�on-intercambio Exc[� ]. Se fundamenta en un sistema hipot�etico de
un gas uniforme de electrones no interactuantes, en el que tanto el n�umero de electrones
como el volumen del gas tienden a in�nito.76 Sin embargo, la densidad permanece �nita
y constante en todas partes. De acuerdo con esto, se asume que Exc[� ] es funcional de la
densidad electr�onica y se expresa como:

E LDA
xc [� ] =

Z
� (~r)� xc(� (~r))d~r (3.28)

Donde� xc es la energ��a de intercambio-correlaci�on para un electr�on del gas de electrones.
Esta aproximaci�on permite separar las contribuciones como la suma de cada una de ellas:

� xc(� (~r)) = � x (� (~r)) + � c(� (~r)) (3.29)

El primer funcional LDA para la energ��a de intercambio fue propuesto por Dirac para
aplicarlo junto con el modelo de Thomas-Fermi en el m�etodo Thomas-Fermi-Dirac.77 La
expresi�on de este funcional es la siguiente:

E LDA;Dirac
x [� ] = �

3
4

�
3
�

� 1=3 Z
� 4=3(~r)d~r (3.30)

Los resultados obtenidos a partir de este funcional de intercambio fueron poco precisos
debido a las aproximaciones que se tuvieron en cuenta para las contribuciones asociadas
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al funcional de la energ��a cin�etica del modelo de Thomas-Fermi. Sin embargo, Weizs•acker
incluy�o correcciones a este a trav�es de gradientes, logrando as�� mejoras en los c�alculos.78

En cuanto al desarrollo de los funcionales de correlaci�on, no hay una expresi�on expl��cita
para ello, dado las di�cultades de obtener una expresi�on separada de la energ��a de intercam-
bio. No obstante, se han empleado modelos de interpolaci�on calculados a partir de diferentes
densidades de gas homog�eneo de electrones. Entre los m�as empleados, destacan el desarro-
llado por Vosko, Wilk y Nusair (VWN)79 y el funcional de correlaci�on de Perdew.80

Finalmente, es importante destacar que los funcionales LDA describen muy bien las
propiedades estructurales de sistemas de capa cerrada y de aquellos cuya densidad var��a
muy lentamente. Sin embargo, tienden a subestimar la energ��a del estado fundamental y
de ionizaci�on. Por el contrario, las energ��as de enlace son sobreestimadas. Adem�as, se ha
evidenciado que algunos buenos resultados est�an asociados a la cancelaci�on de errores sis-
tem�aticos. De acuerdo con esto, la LDA subestima la energ��a de intercambioEx y sobrestima
la energ��a de correlaci�onEc, lo que da como resultado buenos valores de energ��as de corre-
laci�on-intercambio Exc.

Aproximaci�on Local de la Densidad de Esp��n. Abreviada como LSDA (del ingl�es,
Local Spin Density Aproximation), reconoce la existencia del esp��n electr�onico (� y � ) e
introduce su dependencia en el funcional de correlaci�on-intercambio. De esta forma, dos
electrones que ocupen el mismo orbital espacial pueden ser representados por funciones di-
ferentes.76 Entonces, el funcional se puede representar de la siguiente forma:.

E LSDA
x [� ] = � 21=3 3

4

�
3
�

� 1=3 Z
(� 4=3

� + � 4=3
� )d~r (3.31)

Esta aproximaci�on describe muy bien los sistemas de capa abierta donde existen diferen-
tes n�umeros de electrones� y � . Ademas, de aquellos se ven afectados por la presencia de
campos magn�eticos exteriores, que son polarizados y aquellos donde los efectos relativistas
son importantes.

Aproximaci�on del Gradiente Generalizado. Los sistemas moleculares suelen pre-
sentar diferencias considerables en la distribuci�on de la densidad electr�onica y no se ajustan
al modelo de electrones no interactuantes tratados en la LDA y LSDA. Es decir, que su
distribuci�on de densidad electr�onica no es homog�enea. Por este motivo, los m�etodos de apro-
ximaci�on de gradiente generalizado (GGA, del ingl�esGeneralized Gradient Aproximation)
tienen en cuenta que la energ��a de correlaci�on-intercambio dependa tanto de la densidad�
electr�onica como del gradiente de la densidadr � .62
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dondef es una funci�on de densidad de esp��n y sus gradientes.

Dentro del formalismo GGA, se han dise~nado funcionales tanto de intercambio como de
correlaci�on, adaptados a diferentes tipos de sistemas qu��micos y propiedades de inter�es, que
incorporan aspectos tanto te�oricos como emp��ricos para ofrecer un equilibrio entre exacti-
tud y e�ciencia computacional. Algunos de los funcionales de intercambio m�as comunes son
Becke 88 (B),81 Perdew-Wang(PW),82 Perdew86(P)83 y Perdew-Burke-Ernzerhof (PBE).84

Por su parte, los funcionales de correlaci�on que se destacan son Becke 88 (B88),85 Perdew-
Wang91(PW91)86 y Lee-Yang-Parr (LYP).87 Adem�as, esta aproximaci�on permite combinar
los funcionales de intercambio y correlaci�on como es el caso del BLYP(Intercambio de Becke
y correlaci�on de Lee-Yang-Parr).

En general, los m�etodos GGA tienden a dar mejores resultados para energ��as totales, de
atomizaci�on, de diferencias estructurales y barreras energ�eticas en comparaci�on con las apro-
ximaciones locales. Esto se debe en parte a que describe mucho mejor los enlaces qu��micos,
aunque falla a la hora de describir interacciones no covalentes (Van de Waals).

Funcionales H��bridos de la Densidad. Los funcionales h��bridos (H-GGA, del ingl�es
Hybrid Generalized Gradient Aproximation) tienen como principal caracter��stica que com-
binan el funcional de intercambio y correlaci�on de los m�etodos GGA con un porcentaje de
intercambio Hartree-Fock. Adem�as, optimiza el factor de peso de algunos coe�cientes y de los
funcionales al incluir par�ametros emp��ricos, de manera que los valores calculados se ajusten
a los valores experimentales de energ��as de atomizaci�on, potenciales de ionizaci�on, a�nidades
prot�onicas, entre otros.88 Algunos de los funcionales h��bridos m�as empleados son B3P86,89

B3PW91,86 mPW3LYP90 y el m�as empleado de todos el funcional B3LYP.91

Ventajas y desventajas de las metodolog��as DFT en el c�alculo de propiedades
electr�onicas . En general, se ha evidenciado que las ventajas de emplear metodolog��as DFT
para evaluar las propiedades electr�onicas de los sistemas son mayores que las limitaciones o
desventajas que poseen. Algunas de las desventajas de estos m�etodos son:

El desconocimiento de la forma exacta del funcional de correlaci�on-intercambio tiene
como consecuencia que la �unica forma de mejorar el desempe~no de los c�alculos sea
mejorando el funcional. Adem�as, la energ��a DFT no es variacional con respecto a este
cambio.

En el caso de las mol�eculas cargadas muy negativamente, los orbitales moleculares apa-
recen ocupados de forma arti�cial y desplazados hacia arriba. En general, las brechas
HOMO-LUMO son menores en el nivel DFT que en los m�etodos basados en funci�on
de onda.
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En cuanto a sus ventajas, adem�as de las ya descritas, como su coste computacional o la
inclusi�on de efectos de correlaci�on electr�onica con un solo nivel m�as bajo que los m�etodos
Post-Hartree-Fock, se tiene que sumar que la densidad electr�onica es un observable, lo cual
permite que esta pueda ser medida experimentalmente.

Finalmente, en cuanto a nuestro inter�es investigativo las aplicaciones del DFT en siste-
mas de metales de transici�on con hierro est�an establecidas con diferentes combinaciones de
funcionales y funciones de base para las distintas propiedades estudiadas tales como estados
de multiplicidad de esp��n,92 geometr��as,30,58,93 pK a,94 predicciones de estados fundamenta-
les,94 formaci�on de clusters de Fe4S4 en sistemas biol�ogicos95 y predicci�on de potenciales de
reducci�on.57,58,96 En esta tesis se emplearon estos conceptos Cap��tulos 3 y 5.

3.3. Modelos de Solvataci�on

Los modelos de solvataci�on desempe~nan un papel relevante en la descripci�on de los sis-
temas en fases condensadas, ya que permiten la realizaci�on de simulaciones y c�alculos con
el objetivo de incorporar las interacciones soluto-solvente, las cuales pueden ser aplicadas a
diversos procesos en soluci�on. No obstante, estas aproximaciones son complejas y todav��a
presentan m�ultiples fuentes de errores para intentar comprender los efectos del solvente a
escala microsc�opica.97En consecuencia, se han dise~nado diversos modelos que pueden clasi�-
carse en dos categor��as: expl��citos e impl��citos.

Los modelos expl��citos examinan minuciosamente las interacciones de cada mol�ecula del
solvente en una simulaci�on, de esta manera se tienen en cuenta los efecto de corto alcance. Si
se utilizaran su�cientes capas de solvente junto con un alto nivel de c�alculo mec�anico-cu�anti-
co, las interacciones de largo alcance tambi�en se tienen en cuenta. Lo anterior permite una
mayor similitud con un sistema real y una mayor exactitud de los resultados.98 Sin embargo,
son computacionalmente m�as costosos, lo cual di�culta su utilizaci�on, aunque se ha empleado
en sistemas cu�anticos peque~nos. En cuanto a los modelos de solvataci�on impl��cita (tambi�en
conocidos como modelos continuo), el primer paso para caracterizar el sistema, es describir
solvente como un medio continuo homog�eneo, polarizable y con una constante diel�ectrica, en
el que el soluto est�a encapsulado dentro de una cavidad. Por ende, la distribuci�on de carga
del soluto interacciona con el campo diel�ectrico del solvente en la super�cie de la cavidad,
polarizando el medio y provocando as�� la polarizaci�on del soluto, esto se conoce como Campo
de Reacci�on Autoconsistente (SCRF, del ingles,Self-Consistent Reaction Field).99 Este pro-
cedimiento permite que estos modelos sean computacionalmente menos costosos, comparado
con los expl��citos, lo que ha permitido su uso de forma m�as amplia.

Ahora, el pr�oximo paso en la descripci�on del sistema es determinar la energ��a libre de
solvataci�on � Gsolv en los modelos continuos, para ello se debe dividir el proceso en tres
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etapas: la etapa inicial consiste en la creaci�on de una cavidad en la que se incluir�a el soluto,
la segunda consiste en la incorporaci�on de la cavidad con el soluto no cargado en el solven-
te, y �nalmente, la tercera etapa consiste en la distribuci�on de la carga del soluto.100 En
consecuencia, la energ��a libre de solvataci�on �Gsolv puede calcularse como:

� Gsolv = � Gcav + � Gvw + � Gelect (3.33)

Donde � Gcav es la energ��a libre de creaci�on de la cavidad donde se alojar�a el soluto, �Gvw

es la energ��a asociada a las contribuciones repulsivas y dispersivas, y �nalmente �Gelect est�a
asociada la contribuciones electrost�aticas.

Los m�etodos de solvataci�on continuos, generalmente representados por el M�etodo Con-
tinuo Polarizable (PCM, del ingl�es Continum Polarizable Model) se aplican generalmente a
trav�es de dos modelos: el modelo de Poisson-Boltzmann (PB),100 y el modelo de Born Gene-
ralizado (GB).101 Cada uno de estos tienen sus ventajas de acuerdo al tipo de sistema que se
aplica y a la idoneidad de la cavidad usada para ubicar el soluto alrededor del solvente ideal.
Finalmente, se pueden destacar los siguientes modelos solvataci�on impl��cita m�as empleados:
PCM y sus variables, el modelo basado en densidad (SMD, del ingl�esSolvation Model Based
on Density)102y el Modelo Generalizado de Born con Super�cie Accesible (GBSA, del ingles
Generalized Born Surface Access).103 En la presente tesis, el modelo SMD fue empleado para
calcular � Gsolv y as�� obtener el potencial de est�andar de reducci�on de los sistemas modelo.
Mientras que el modelo GBSA fue empleado como modelo de solvataci�on en la evaluaci�on
de los sistemas de Fe2+ =3+ -A� 1� 42 mediante xTB-GFN2.

3.4. Modelado por Homolog��a

El modelado por homolog��a es una herramienta computacional que permite construir y
predecir estructuras de prote��nas a partir de hom�ologos. En otras palabras, las secuencias
proteicas que se encuentran vinculadas evolutivamente poseen una estructura 3D similar.
En consecuencia, la elaboraci�on de un modelo 3D de una prote��na de inter�es se puede lle-
var a cabo mediante la utilizaci�on de prote��nas relacionadas con estructuras conocidas que
tengan una similitud signi�cativa en su secuencia. Asimismo, se ha constatado que en casos
de mutaciones o sustituciones conservativas la conformaci�on estructural de una prote��na se
mantiene. Esto implica que peque~nos y medianos cambios en la secuencia solo se traducir�an
en peque~nos cambios en la conformaci�on.104

En t�erminos generales, el protocolo para la construcci�on de modelos 3D por homolog��a
consta de cinco pasos (ver Figura 3.2):
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1. Obtenci�on de la secuencia objetivo y b�usqueda de hom�ologos. Se establece
la secuencia objetivo del modelo a construir para realizar la b�usqueda de hom�ologo(s)
estructural(es) en bases como el PDB (del ingl�es,Protein Data Bank)105 y CCDC (del
ingl�es, Cambridge Crystallographic Data Center).106 Se seleccionan plantillas con al
menos 50 % de identidad para asegurar la calidad del modelo generado.

2. Selecci�on de plantillas, alineamiento de secuencias e introducci�on de restric-
ciones geom�etricas. En este paso se establece el alineamiento de la secuencia objetivo
y la(s) plantilla(s) seleccionada(s). Existen diversos m�etodos que permiten realizar un
alineamiento de manera m�as precisa, tales como el an�alisis de per�les, comparaci�on
de per�les y b�usqueda de secuencias intermedias. Algunos programas, como el PSI-
BLAST 107 usando estas metodolog��as, pueden llevar a cabo la b�usqueda de hom�ologos,
alinear sus secuencias y otorgar una puntuaci�on adecuada para una mejor selecci�on.

3. Construcci�on de los modelos. Existen diferentes herramientas computacionales que
permiten construir los modelos con diversas metodolog��a. En el caso de esta tesis se
emple�o el paquete Modeller v10.2,108 que construye los modelos mediante restricciones
geom�etricas manteniendo restringidas las regiones que son de inter�es.

4. Inspecci�on visual y evaluaci�on del modelo. Se realiza una inspecci�on visual para
detectar posibles anomal��a estructurales y si no hay presencia de las mismas, se procede
a realizar la evaluaci�on del modelo, En nuestro caso se emple�o una funci�on de potencial
estad��stico conocida como DOPE (del ingl�es,Discrete Optimized Potential Energy), la
cual viene incluida en el paquete Modeller.

5. Re�namiento y an�alisis del modelo. Finalmente, se realiza el re�namiento estruc-
tural en caso de ser necesario. Con el modelo completamente evaluado �nalmente se
realiza la caracterizaci�on del mismo analizando la presencia de interacciones de inter�es.
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Figura 3.2. Protocolo para la construcci�on de modelo 3D de sistemas proteicos mediante
homolog��a con restricciones geom�etricas.
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Modelado por Homolog��a Empleando Restricciones Geom�etricas con Mode-
ller. Modeller es un programa inform�atico que modela estructuras tridimensionales de pro-
te��nas y sus agrupaciones mediante restricciones espaciales. Es el paquete m�as utilizado para
construir modelos por homolog��a, en el que el usuario proporciona una secuencia de alinea-
miento con una estructura conocida y el programa construye de forma autom�atica un modelo
sin hidr�ogenos. El proceso anterior se lleva a cabo en 3 pasos: 1) el alineamiento de la se-
cuencia objetivo con la estructura conocida (plantilla), 2) la extracci�on de las restricciones
espaciales y 3) la construcci�on de un modelo que las satisfaga.

Figura 3.3. Modelado por homolog��a con restricciones espaciales. Primero, la secuencia ob-
jetivo y la secuencia de plantilla 3D conocida es alineada, segundo se extraen las restricciones
espaciales, tanto de la plantilla como de la base de datos del programa y tercero se obtiene
un modelo que satisfaga todas las restricciones posibles. Adaptado de Saliy col.108

Una vez alineadas las secuencias, se procede a establecer las restricciones espaciales,
tales como �angulos, diedros y distancias de pares at�omicos, que se obtienen, en su gran
mayor��a, a partir de la(s) plantilla(s) suministrada(s) por el usuario. Estas restricciones se
extraen mediante un an�alisis estad��stico de las relaciones entre muchos pares de estructuras
hom�ologas de la base de datos de Modeller, que contiene 105 familias proteicas alineadas
que incluyen m�as de 400 prote��nas con estructuras 3D conocidas, la cu�al es explorada para
obtener correlaciones tales como distancias equivalentes C� -C� , �angulos diedros, relaciones
entre la cadena principal y la cadena lateral, enlace de hidr�ogeno, entre otras. Estas relaciones
se expresan como funciones de densidad de probabilidad (pdf, del ingl�esprobability density
functions), la cual se expresa como:

p(x1 � x � x2) =
Z x2

x1

p(x)dx (3.34)
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La Ec.(3.34) ofrece mucha m�as informaci�on sobre posibles valores asociados a la res-
tricci�on que una media de valores �unicamente, dado que se pueden presentar casos en los
que las distancias de pares puedan estar subestimadas o sobrestimadas. Por otro lado, estas
funciones pueden resolverse de forma anal��tica usando mec�anica cl�asica o estad��stica, o va-
lores emp��ricos de la base de datos. Es importante destacar que esta base de datos contiene
estructuras secundarias representativas de diferentes combinaciones entre h�elices� y hojas� .

A continuaci�on, las restricciones espaciales y los t�erminos de energ��a de CHARMM que
imponen una estereoqu��mica adecuada son combinados en una funci�on objetivo, la cu�al es
optimizada en espacio cartesiano mediante una combinaci�on de gradientes conjugados y
din�amica molecular, junto con el algoritmo meta-heur��stico conocido comosimulated anne-
ling.108

Finalmente, el modelo obtenido trata de cumplir con todas o la mayor��a de las restriccio-
nes impuestas y se eval�ua mediante la funci�on descore DOPE, que es una funci�on derivada
de un an�alisis de estructuras proteicas almacenadas en elprotein data bank. DOPE se basa
en un modelo de referencia mejorado que corresponde a �atomos que no interact�uan en una
esfera homog�enea cuyo radio depende de la estructura nativa de la muestra. De esta forma,
tiene en cuenta la forma �nita y esf�erica de las estructuras nativas.109

Ventajas y desventajas del modelado por homolog��a. Como todo procedimiento,
el modelado por homolog��a presenta una serie de ventajas y desventajas, que se describen a
continuaci�on:

Desventajas

Las plantillas usualmente no est�an disponibles o fragmentadas : En algunos
casos la identidad no supera el 30 % y en otros las plantillas obtenidas por cristalograf��a
de rayos X pueden tener residuos ausentes.

La presencia de gaps en la secuencia de alineaci�on: La presencia de estos es una
fuente de error en la construcci�on del modelo. Si elgap es muy grande es probable que
haya p�erdida de residuos o en posiciones incorrectas. En este caso, la regi�on faltante
debe ser modeladade novo.

Posici�on incorrecta de algunas cadenas laterales : Se ha evidenciado que a pesar
que la secuencia y el plegamiento de la cadena principal sea correcto, la posici�on de los
rot�ameros de las cadenas laterales pueden estar en una posici�on equivocada. Sobretodo
aquellas que est�an cargadas, las cuales evitan las repulsiones electrost�aticas y en otros
casos se evitan los impedimentos est�ericos.
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Ventajas

Emplea informaci�on acerca de la evoluci�on de estructuras de prote��nas conocidas para
predecir estructuras similares.

Es factible proporcionar modelos de alta resoluci�on en breves intervalos de tiempo.

Es capaz de abordar secuencias objetivo complejas, como las de baja similitud de se-
cuencia.

Se pueden imponer restricciones con estructuras experimentales o calculados a un ma-
yor nivel de teor��a.

Esta metodolog��a fue empleada en el Cap��tulo 5 de esta tesis para lograr construir los
modelos Fe2+ =3+ -A� 1� 42 tomando como parte pept��dica la estructura de c�odigo 1IYT y para
la regi�on de coordinaci�on met�alica los sistemas modelo evaluados en el Cap��tulo 4.

3.5. M�etodo Semi-Emp��rico de Evaluaci�on de la
Estructura Electr�onica - GFN-xTB

Los m�etodos xTB (del ingl�es, Extended Tight Binding) representan una aproximaci�on
semi-emp��rica fundamentada en KS-DFT que se basa en una expansi�on de las perturbaciones
al funcional de la densidad de los electrones en t�erminos de 
uctuaciones de varios ordenes,
similar al modelo de enlace estricto DFTB. Esto implica la reducci�on de las ecuaciones de
KS a una forma de enlace estricto relacionado con el funcional de Harris-Foulkes, donde
la energ��a se obtiene en funci�on de las densidades electr�onicas de partes aisladas. En esta
aproximaci�on, la energ��a del funcional var��a mucho menos que en el caso del funcional de KS a
medida que la densidad se aleja de la densidad convergente.110 El funcional de Harris-Foulkes
se describe la siguiente forma:

EHarris � F oulkes [� o] =
X

i

� i �
Z

dr3Vxc[� o](r )

�
1
2

Z
dr3VH [� o](r ) + Exc[� o]

(3.35)
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dondeVxc y VH son el potencial externo y de Hartree respectivamente, construidos sobre
una densidad electr�onica aproximada� o. Finalmente, Exc[� o] representa el funcional de co-
rrelaci�on-intercambio.

Ahora bien, la derivaci�on de la expresi�on de energ��a para los m�etodos xTB se inicia desde
un funcional que incluya correlaci�on no-local como punto de partida del tipo VV10,111 con
contribuciones de correlaci�on, y se representa por:

E tot = Enn +
NMOX

i

ni

Z
 �

i (r )
�
T̂ (r ) + Vn (r ) + � LDA

xc [� (r )]

+
1
2

Z �
1

jr � r 0j
+ � NL

c (r; r 0)
�

� (r 0)dr0
�
 i (r )dr

(3.36)

Aqu��,  i representa el orbital molecular ocupado,̂T(r ) el operador de la energ��a cin�eti-
ca, Vn (r ) es el operador coulombico debido a la interacci�on con el n�ucleo �jo.� LDA

xc [� (r )] es
la energ��a de correlaci�on-intercambio por part��cula y � NL

c (r; r 0) contiene las interacciones
coulumbicas y la correlaci�on no-local. Con la inclusi�on del �ultimo t�ermino se asegura una
descripci�on de las interacciones por dispersi�on que se pueden presentar en el sistema.

Ahora, la Ec.( 3.36) se reformula en t�erminos de� o, donde esta se aproxima a la densidad
de convergencia� y a una variaci�on de la misma � � , entonces� = � o + � � . La aproxima-
ci�on anterior nos permite descomponer la energ��a en t�erminos de Hartree a una densidad de
referencia, as�� como una diferencia de energ��a de Hartree debido a la variaci�on de la den-
sidad. Asimismo, del t�ermino no separable de energ��a de correlaci�on-intercambio local y la
correlaci�on no-local. Entonces, la expresi�on deE tot queda reducida a:

E tot = E H
o + � E H + E LDA

xc [� ] + E NL
c [�; � 0] (3.37)

En �ultima instancia, se puede resolver la ecuaci�on 3.37 de forma auto-consistente si
se encuentra un �� �optimo. De lo contrario, la ecuaci�on 3.37 corresponde a una expre-
si�on de dispersi�on corregida del funcional de Harris-Foulkes110 que se resuelve de forma
no-autoconsistente descrita en la Ec.(3.35).

Una vez de�nida la expresi�on para Etot , el objetivo ahora es determinar las variaciones
funcional de la densidad, lo cual se consigue mediante una expansi�on de una serie de Taylor
alrededor de � � .

E [� ] = E 0[� o] + E 1[� o; �� ] + E 2[� o; (�� )2] + E 3[� o; (�� )3] + : : : (3.38)

Se aplican estas 
uctuaciones� �unicamente a los orbitales de valencia y, en funci�on
de hasta qu�e punto se trunca la expansi�on, se van so�sticando las variantes de los m�eto-
dos GFNn-xTB. Se trunca el primer orden en el caso de GFN0-xTB,112 mientras que para
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GFN1-xTB,113 y GFN2-xTB,114 se trunca el tercer orden. La versi�on GNF2-xTB es la m�as
avanzada hasta el momento y la que se emplea en esta tesis con el prop�osito de evaluar la
estructura electr�onica de los complejos Fe2+ =3+ -A� 1� 42. La raz�on del empleo de estos m�eto-
dos es que permiten abordar grandes sistemas de forma adecuada debido que por m�etodos
basados en DFT nos result�o inabordables al sobrepasar las capacidades de nuestros recursos
computacionales.

El Hamiltoniano GFN2-xTB. Esta es la �ultima versi�on liberada hasta el momento,
la cual se trunca hasta un tercer orden teniendo diferentes tipos de contribuciones producto
de la expansi�on. La expresi�on de energ��a para GFN2-xTB viene dada por:

EGF N 2� xT B = E (0)
rep + E (0) ;(1) ;(2)

disp + E (1)
EHT + E (2)

IES + IXC + E (2)
AEs + AXC + E (3)

IES + IXC (3.39)

reagrupando los t�erminos la ecuaci�on queda de la siguiente forma:

EGF N 2� xT B = Erep + E D 40

disp + EEHT + EAEs + E 
 + EAXC + E GF N 2
� (3.40)

donde Erep es la energ��a de repulsi�on de orden cero,E D 40

disp contiene todas las contribu-
ciones de las interacciones de dispersi�on dependientes de carga encontradas en diferentes
ordenes,EEHT es la contribuci�on de la energ��a extendida de H•uckel, la cual esencialmente
es la responsable del enlace covalente. Por otro lado, las contribuciones electroest�aticas se
clasi�can en tres:EAES anisotr�opicas, E 
 isotr�opicas y E GF N 2

� correcci�on de tercer orden que
adem�as incluye un t�ermino de correlaci�on-intercambio de tercer orden. Finalmente,EAXC

contiene las contribuciones a la energ��a de correlaci�on-intercambio de segundo orden.

Caracter��sticas del M�etodo GFN2-xTB. El objetivo principal de este m�etodo es
determinar las propiedades del sistema en un m��nimo de energ��a, algunas de ellas como la
geometr��a molecular, frecuencias vibracionales e interacciones no covalentes. En lo que res-
pecta a las energ��as de reacci�on, estas son sobrestimadas debido a que la descripci�on de los
orbitales es muy limitada. GFN2-xTB utiliza como base una base m��nima de cGTO que
se aproximan a las funciones STO. En el caso de presencia de �atomos de la segunda �la o
posterior, se a~naden funciones de polarizaci�on que son cruciales para describir estados hiper-
valentes, mientras que para los �atomos de H se les asigna una funci�on �unica.112

Es importante destacar que este m�etodo es el primero en incorporar interacciones elec-
trost�aticas y efectos de correlaci�on intercambio hasta un segundo orden en una expansi�on
multipolar. No se a~naden correcciones adicionales para describir enlaces de hidr�ogeno o
hal�ogenos, y su parametrizaci�on se ajusta a los par�ametros globales o espec���cos de los ele-
mentos. No se emplean criterios espec���cos de pares de elementos.
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Parte II

Dise~no, Construcci�on y Evaluaci�on de
Sistemas Fe 2+=3+-A � 1� 42
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Cap��tulo 4

Sistemas modelo

El punto de partida de esta investigaci�on comenz�o desde la propuesta sistemas modelos
para los complejos de Fe2+ =3+ -A� , teniendo en cuenta la informaci�on de las esferas de coor-
dinaci�on reportadas en la literatura. A pesar de la limitada informaci�on disponible sobre
estos sistemas, se logr�o hallar algunos reportes referentes a dichas estructuras. Para el caso
de Fe2+ -A� se encontraron los resultados de Hureauy col.59 donde de acuerdo con los resul-
tados experimentales, se proponen complejos hexacoordinados con residuos ubicados entre
Asp1 e His14 que interact�uan con el centro met�alico. All�� se destacan algunos residuos como
Asp1, Glu3, Phe4, His6, Asp7, His13 e His14. Mientras que para el dise~no de sistemas mode-
lo de Fe3+ -A� se propusieron desde los resultados experimentales de Lermytey col.60 cuyos
resultados planteaban que la coordinaci�on de los grupos asociados a los diferentes residuos
se produc��a entre los residuos de Ser8 y Asp23. Basados en estos resultados, se dise~naron
sistemas modelo con diferentes modo de coordinaci�on, los cuales se describen a continuaci�on.

Detalles Computacionales de los Sistemas Modelo Fe 2+=3+ -A � .

Para estudiar la esfera de coordinaci�on de los diferentes complejos Fe2+ =3+ -A� 1� 42, se
construyeron sistemas modelo formados por el cati�on met�alico y sus ligandos de coordina-
ci�on, considerando residuos como Asp (D), Glu (E), His (H), Tyr (Y), entre otros, cuyas
cadenas laterales u otros grupos de �atomos de la cadena pept��dica sean capaces de coordi-
narse. Por lo anterior, esta construcci�on tuvo en cuenta algunos resultados, tales como los
resultados de Miuray col.56 que resalta la coordinaci�on a trav�es del fenolato de la Tyr10;
los resultados de Nakamuray col.115 que estudiaron la coordinaci�on a trav�es de las His (6,
13 y 14); y los modelos computacionales descritos por Al��-Torresy col.57 donde se destaca
tanto la coordinaci�on de la secuencia His13-His14 como la coordinaci�on de Tyr10 al centro
met�alico. Finalmente, se tuvieron en cuenta los resultados experimentales de los modelos
propuestos por Hureauy col.59 para Fe2+ -A� y de la secuencia de coordinaci�on de Fe3+ -A�
descrita por Lermyte y col.60 En total, se propusieron 12 complejos, denominados QM y
numerados del 1 al 12 para ambos estados de oxidaci�on del hierro, tal como se muestra en
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la Figura 4.1. Los 8 primeros modelos se coordinan con residuos situados entre Ser8-Asp23
y los 4 �ultimos entre Asp1-Lys16. Con estos modelos, se realizaron c�alculos de la estructura
electr�onica basados en la teor��a del funcional de la densidad (DFT) utilizando el paquete
Guassian16.116 La optimizaci�on geom�etrica y el an�alisis de frecuencias (a 298.15 K) se lle-
varon a cabo utilizando el funcional de Minnesota M06L y el conjunto de bases de Pople117

6-31+G (d,p) para los �atomos de C, H, N y O, mientras que para el Fe se emple�o un conjunto
de bases de correlaci�on consistente en cc-pVDZ.118 Este protocolo fue previamente validado
en nuestro grupo de investigaci�on por Orjuelay col.58

Diez de los complejos estudiados fueron hexacoordinados y 2 pentacoordinados, los cuales
se muestran en la Tabla 1 junto con el modo de coordinaci�on de cada sistema modelo. Dado
que el hierro es un sistema de capa abierta, se evaluaron diferentes estados de esp��n para los
complejos de Fe2+ -A� (singlete, triplete y quintuplete). Mientras que para los complejos de
Fe3+ -A� (doblete, cuartete y sextete). Todos los c�alculos se realizaron utilizando el forma-
lismo de esp��n no restringido para sistemas de capa abierta. En todos los casos, los estados
de alto esp��n fueron los estados de menor energ��a.

Tabla 4.1. Coordinaciones propuestas para los sistemas modelo QM1-12 Fe2+ =3+ -A� .

Sistemas Modelo
Coordinaciones

xNyO
Sistemas Modelo

Coordinaciones
xNyO

QM1 1N5O QM7 2N4O
QM2 2N4O QM8 2N4O
QM3 3N3O QM9 2N4O
QM4 6O QM10 3N3O
QM5 2N4O QM11 3N2O
QM6 3N3O QM12 3N2O
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Figura 4.1. Sistemas modelo (QM1-12) evaluados y empleados posteriormente para la cons-
trucci�on de los complejos Fe2+ =3+ -A� 1� 42.



CAP�ITULO 4. SISTEMAS MODELO 40

C�alculo del potencial est�andar de reducci�on de los sistemas
modelo Fe 3+=2+ -A � .

El c�alculo del potencial est�andar de reducci�onEo es muy relevante para determinar la
posibilidad de que estos sistemas puedan participar en la formaci�on de ROS y su consecuente
da~no en la EA. De acuerdo con lo expuesto por Orjuelay col. el procedimiento isod�esmico
es adecuado para calcular el potencial est�andar de reducci�on en sistemas de hierro.58 No
obstante, es necesario contar con esferas de coordinaci�on similares a las evaluadas junto
con sus potenciales est�andar de reducci�on reportados experimentalmente, lo cual no siempre
es posible. En consecuencia, debe calcularse mediante el m�etodo directo usando un ciclo
termodin�amico, ya que la optimizaci�on estructural de complejos en fase condensada suele ser
dif��cil de alcanzar. El protocolo empleado para el c�alculo deEo para sistemas de Fe3+ =2+ -A�
fue validado en nuestro grupo de investigaci�on e involucra los siguientes pasos:

1. C�alculo de la energ��a libre de reducci�on en fase gaseosa ( � Ggas): Los valores
de las contribuciones a la energ��a libre de cada complejo fueron tomados del an�alisis
de frecuencias descrito en el apartado anterior.

2. C�alculo de la energ��a libre de solvataci�on de las especies [Fe 3+ =2+ (L) n (g)]:
El c�alculo de la energ��a libre de solvataci�on de oxidaci�on y reducci�on (� Gsolv;ox y
� Gsolv;red , respectivamente) fue llevado a cabo al realizar unsingle pointa la estructura
optimizada del paso anterior empleando el modelo de solvataci�on impl��cita basada en
densidad (SMD, del ingl�esSolvation Model based on Density) al mismo nivel de teor��a.

3. C�alculo de la energ��a libre de solvataci�on ( � Gsol): Para el c�alculo de la energ��a
libre de reducci�on en fase acuosa �Gsol se emple�o el ciclo termodin�amico descrito en
la Figura 4.2.

�
Fe3+ (L)n

�
(g)

+ e�
�
Fe2+ (L)n

�
(g)

�
Fe3+ (L)n

�
(ac)

+ e�
�
Fe2+ (L)n

�
(ac)

� Gsolv;ox

� Ggas

� Gsol

� Gsolv;red

Figura 4.2. Ciclo termodin�amico para el c�alculo de la energ��a libre en soluci�on �Gsol de la
reacci�on de reducci�on de los sistemas modelos evaluados.
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De acuerdo con el ciclo, �Gsol, ignorando el electr�on, se puede calcular como:

� Gsol = � Ggas + � Gsolv;red � � Gsolv;ox (4.1)

4. C�alculo de Eo para los sistemas evaluados. El valor de Eo relativo al electro-
do est�andar de hidr�ogeno (SHE, del ingl�esStandard Hydrogen Electrode) se calcul�o
empleando la siguiente ecuaci�on:

E� = �
�

� Gsol � � GSHE

nF

�
(4.2)

donde � GSHE es la energ��a libre de reducci�on de hidr�ogeno cuyo valor es de� 99.9
kcal/mol, F es la constante de Faraday cuyo valor es 26.06 kcal/mol V yn es el
n�umero de electrones involucrados en la reacci�on de reducci�on. Finalmente, se realiza
una correcci�on emp��rica teniendo en cuenta el par [Fe3+ =2+ (H2O)6]3+ =2+ cuyo valor
experimental reportado es 0.77 V.

4.1. An�alisis y Discusi�on de Resultados.

Aspectos generales

Energ��a relativas de los diferentes estados de esp��n. El primer aspecto a resaltar
de la evaluaci�on de la estructura electr�onica de los sistemas modelos es que aquellos con el
estado de esp��n m�as alto son los estados fundamentales y, por tanto, poseen las energ��as m�as
bajas. En este caso, los estados quintuplete y sextete, para Fe2+ y Fe3+ , respectivamente.
Las Tablas A.1 y A.2 del Ap�endice A se muestran las energ��as relativas por estado de mul-
tiplicidad de esp��n y sistema modelo.

Plantillas moleculares de los sistemas modelo. Se han utilizado plantillas molecu-
lares que representan los residuos para comprender mejor la estructura y el comportamiento
de los sistemas evaluados. Estas pueden ser una cadena lateral, una parte de esta, una parte
del residuo o el residuo completo, en funci�on del caso. Esto permiti�o evaluar los sistemas
de manera m�as sencilla, pero sin descuidar las propiedades que se eval�uan en cada sistema.
Como se muestra en la Figura 4.3, cada plantilla empleada seg�un el residuo.
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Figura 4.3. Plantillas empleadas que representan las cadenas laterales de los residuos del
p�eptido A � que se coordinan con el Fe2+ =3+ .
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Una vez evaluado los sistemas modelo se observ�o que la mayor��a de las geometr��as pro-
puestas se conservaron, excepto los modelos QM8 y QM12. En cuanto a las distancias de
coordinacion de los ligandos con el centro met�alico para los sistemas de Fe3+ -A� son m�as
cortas que los sistemas Fe2+ -A� , lo cual se debe que al aumentar la carga del centro met�alico
hay un aumento de las interacciones electrost�aticas. En el caso espec���co del sistema QM8
para el complejo de Fe2+ -A� , se observ�o que el anillo imidaz�olico correspondiente a His13
no se coordina. Sin embargo, cuando el centro met�alico se oxida se vuelve a llenar la vacante
coordinativa con este residuo (ver Figura 4.4).

Figura 4.4. Sistemas modelos QM8a) Complejo pentacoordinado (pir�amide base cuadrada)
de Fe2+ con la vacante coordinativa del Im que corresponde a His13b) Complejo hexacoor-
dinado (octa�edrico) para Fe3+ . Las distancias est�an en angstrom�A.

En cuanto al sistema QM12, es un caso particular, ya que la propuesta de Hureauy col.
planteaba un modelo hexacoordinado con un Asp1 tridentado. Sin embargo, al evaluar su es-
tructura electr�onica, esta era muy r��gida y no se obtuvo una estructura molecular. Entonces,
se plante�o que el modelo fuese pentacoordinado y se dio libertad completa al grupo CO de
Asp1. Como resultado, se obtuvo un modelo pentacoordinado para Fe2+ y hexacoordinado
para Fe3+ . Es decir, que de acuerdo con esta evaluaci�on, es probable que el complejo que
propusieron para Fe2+ sea estable para Fe3+ . En la Figura 4.5 se describen los modelos junto
con las distancias de los grupos coordinados.

Todas estas distancias y �angulos de cada sistema modelo fueron empleados como restric-
ciones geom�etricas para la construcci�on de los sistemas 3D mediante modelado por homo-
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Figura 4.5. Sistemas modelos QM12a) Complejo pentacoordinado (Pir�amide base cuadra-
da) de Fe2+ con la vacante coordinativa del grupo CO que corresponde a Asp1b) Complejo
hexacoordinado (octa�edrico) para Fe3+ . Las distancias est�an en angstrom�A.

log��a, las distancias entre los ligandos y el centro met�alico de todos los sistemas se encuentran
descritos en el Ap�endice A.

Energ��a Libre de Formaci�on de los Sistemas Modelos.

Se calcul�o la energ��a libre de formaci�on en fase acuosa de cada complejo al estudiar la
reacci�on de desplazamiento de las mol�eculas de agua de los complejos de [Fe2+ H2O)6]2+ y
[Fe3+ H2O)6]3+ por parte de los diferentes residuos. Adem�as, se tuvo en cuenta el estado de
protonaci�on de los ligandos a pH �siol�ogico (pH = 7.4). A continuaci�on se describen los
resultados.

Energ��a libre de formaci�on de los sistemas modelos de Fe 2+ -A � . Antes de iniciar
la discusi�on, se debe tener en cuenta que los modelos desde QM1 hasta QM8 se basan en los
resultados de Lermytey col.60 obtenidos en complejos de Fe3+ . Por lo tanto, una vez mode-
lados estos sistemas, cambiamos el estado de oxidaci�on del hierro para modelar el sistema
reducido y as�� calcular el potencial de reducci�on. En cuanto a los modelos del QM9 al QM12,
se basan en los modelos propuestos para Fe2+ a partir de los resultados experimentales de
Hureau y col.59 En este caso, una vez obtenidos los modelos de Fe2+ cambiamos el estado
de oxidaci�on del metal para obtener el correspondiente modelo oxidado. Una vez establecido
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lo anterior, se observa que el proceso de formaci�on del sistema QM1 es exerg�onico, con un
valor de � Gsol de � 5.6 kcal/mol, siendo el m�as favorable de todos los evaluados. Tambi�en se
observ�o que el modelo QM9 muestra favorabilidad con un valor de �Gsol de � 0.6 kcal/mol.
Por su parte, el proceso de formaci�on del modelo QM12 es ligeramente enderg�onico, con un
valor de � Gsol de 5.1 kcal/mol.

Por otro lado, las energ��as libres de formaci�on de los modelos QM4, QM5, QM6 y QM8,
los cuales tienen en com�un la coordinaci�on de Ser8, se observ�o que son menos favorecidos
dado que su proceso es enderg�onico con valores de �Gsol que oscilan entre 35.8 y 87.8 kca-
l/mol. Lo anterior, podr��a deberse a que la coordinaci�on de Ser8 requiere la desprotonaci�on
previa de la cadena lateral y este puede que sea un proceso que energ�eticamente no sea fa-
vorable para este residuo. Por otro lado, es posible que la coordinaci�on del ion met�alico con
el azufre de la Met35 no sea favorable para el Fe2+ . Esto podr��a deberse a que se encuentra
en una regi�on altamente hidrof�obica, ausente de grupos oxigenados o nitrogenados. Adem�as,
la cadena lateral de la Met35 se clasi�ca como una base blanda de acuerdo con la teor��a
de Pearson y no tendr��a a�nidad por unirse tanto al Fe2+ , que se clasi�ca como un �acido
intermedio. En la Tabla 4.2 se describen las reacciones y las diferentes contribuciones a la
energ��a de estos sistemas.

Tabla 4.2. Energ��as libres de reacci�on (kcal/mol) de formaci�on para los complejos de Fe2+

Reacciones �G�
(g) � H �

(g) T� S(g) �� G�
(solv) � G(sol)

1 C1 + PhOH + Im + 2Ac � ! [Fe2+ (Ac� )2(Im)(PhO � )]� + H + + 6H 2O 6.0 18.5 12.5 � 11.8 -5.8

2 C1 + PhOH + 2Im + 2Ac � ! [Fe2+ (Ac � )2(Im) 2(PhO� )]� + H + + 6H 2O 13.2 4.1 � 9.1 9.6 22.9

3* C1 + PhOH + N-HisHis + Ac � ! [Fe2+ (Ac� )( N-HisHis� )(PhO � )]� + 2H + + 6H 2O 357.2 376.9 19.7 � 323.9 33.8

4 C1 + PhOH + EtOH + 2Ac � ! [Fe2+ (Ac� )2(EtO � )(PhO � )]2� + 2H + + 6H 2O 410.4 422.4 12.0 � 362.3 48.1

5 C1 + PhOH + 2Im + Ac � + EtOH ! [Fe2+ (Ac� )(Im) 2(EtO � )(PhO � )]� + 2H + + 6H 2O 366.9 366.9 0.0 � 325.3 41.6

6 C1 + PhOH + N-HisHis + Ac � + EtOH ! [Fe2+ (Ac� )( N-HisHis� )(EtO � )(PhO � )]2� + 3H + + 6H 2O 778.4 784.8 6.4 � 690.6 87.8

7** C 1 + PhOH + O-HisHis + Ac � ! [Fe2+ (Ac� )( O-HisHis)(PhO� )] + H + + 6H 2O 29.0 47.9 18.9 � 13.6 15.4

8 C1 + PhOH + O-HisHis + Ac � + EtOH ! [Fe2+ (Ac� )( O-HisHis)(EtO � )(PhO � )]� + 2H + + 6H 2O 362.9 369.9 7.0 � 312.4 50.5

9 C1 + Ac � + His6 +Asp1 ! [Fe2+ (Ac � )( Asp1)(His6)]+ + H + + 6H 2O � 12.9 4.5 17.4 12.3 � 0.6

10 C1 + Asp1 + His6 +Im + Phe4 ! [Fe2+ ( Asp1)(His6)(Im)(Phe4)]+ + H + + 6H 2O 120.5 126.2 5.7 � 52.0 68.5

11*** C 1 + Asp1 + His6 +Im ! [Fe2+ ( Asp1)(His6)(Im)]+ + H + + 6H 2O 144.0 161.7 17.7 125.0 19.0

12**** C 1 + Asp1 + His6 +Im ! [Fe2+ ( Asp1)(His6)(Im)]+ + H + + 6H 2O 127.3 145.0 17.7 � 122.2 5.1

C1 =Fe 2+ (H 2O) 6 ]2+ , Im = His13 or His14, *N-HisHis tridentado (His13/14, N � / � , NBB ), *O-HisHis tridentado (His13/14,
N� / � , OBB )***Asp1 bidentado (CO, N ter ), ****Asp1 bidentado (COO � , N ter ).

Energ��a libre de formaci�on de los sistemas modelos de Fe 3+ -A � . En cuanto a
los modelos de Fe3+ se observ�o que 5 de los 8 modelos, que van desde QM1 hasta QM8, sus
procesos de formaci�on son energ�eticamente favorables. Siendo el modelo QM1 nuevamente
el m�as favorable con un valor de �Gsol de � 34.4 kcal/mol. Mientras que para el modelo
QM4 su formaci�on es ligeramente enderg�onica con un valor de 2.0 kcal/mol, lo cu�al indica
que es muy probable su formaci�on. En este caso, aunque un poco m�as reducido, se observa
que los modelos que tiene Ser8 coordinada (QM6 y QM8) son los menos favorecidos. Por
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otro lado, que los modelos QM9 y QM12 tienen favorabilidad de formaci�on dado que tienen
un valor de � Gsol de � 12.7 y � 7.6 kcal/mol. La Tabla 4.3 muestra de forma detallada las
contribuciones energ�eticas para cada sistema modelo.

Tabla 4.3. Energ��as libres de reacci�on (kcal/mol) de formaci�on para los complejos de Fe3+

Reacciones �G�
(g) � H �

(g) T� S(g) �� G�
(solv) � G(sol)

1 C1 + PhOH + Im + 2Ac � ! [Fe3+ (Ac� )2(Im)(PhO � )] + H + + 6H 2O � 333.2 � 359.3 � 26.1 299.2 � 34.4

2 C1 + PhOH + 2Im + 2Ac � ! [Fe3+ (Ac� )2(Im) 2(PhO� )] + H + + 6H 2O � 330.0 � 368.1 � 38.1 310.2 � 19.8

3* C1 + PhOH + N-HisHis + Ac � ! [Fe3+ (Ac� )( N-HisHis� )(PhO � )] + 2H + + 6H 2O 20.6 3.7 � 16.9 � 26.0 � 5.4

4 C1 + PhOH + EtOH + 2Ac � ! [Fe3+ (Ac� )2(EtO � )(PhO � )] + 2H + + 6H 2O � 4.9 � 30.0 � 25.1 7.5 2.6

5 C1 + PhOH + 2Im + Ac � + EtOH ! [Fe3+ (Ac� )(Im) 2(EtO � )(PhO � )] + 2H + + 6H 2O 22.2 � 14.6 � 36.8 � 24.2 � 2.0

6 C1 + PhOH + N-HisHis + Ac � + EtOH ! [Fe3+ (Ac� )( N-HisHis� )(EtO � )(PhO � )]� + 3H + + 6H 2O 358.6 328.7 � 29.9 � 332.9 25.7

7** C 1 + PhOH + O-HisHis + Ac � ! [Fe3+ (Ac� )( O-HisHis)(PhO� )]+ + H + + 6H 2O � 235.7 � 251.9 � 16.2 216.5 � 19.2

8 C1 + PhOH + O-HisHis + Ac � + EtOH ! [Fe3+ (Ac � )( O-HisHis)(EtO � )(PhO � )] + 2H + + 6H 2O 42.0 11.8 � 30.2 � 22.0 20.0

9 C1 + Ac � + His6 +Asp1 ! [Fe3+ (Ac� )( Asp1)(His6)]2+ + H + + 6H 2O � 166.8 � 185.0 � 18.2 154.1 � 12.7

10 C1 + Asp1 + His6 +Im + Phe4 ! [Fe3+ ( Asp1)(His6)(Im)(Phe4)]2+ + H + + 6H 2O � 46.1 � 80.1 � 34.1 87.7 41.6

11*** C 1 + Asp1 + His6 +Im ! [Fe3+ ( Asp1)(His6)(Im)]2+ + H + + 6H 2O � 10.5 � 26.8 � 16.3 45.8 35.2

12**** C 1 + Asp1 + His6 +Im ! [Fe3+ ( Asp1)(His6)(Im)]2+ + H + + 6H 2O � 54.3 � 76.5 � 22.2 46.6 � 7.6

C1=Fe 3+ (H 2O) 6 ]3+ , Im = His13 or His14, *N-HisHis tridentado ( His13/14, N � / � , NBB ), *O-HisHis tridentado ( His13/14,
N� / � , OBB )***Asp1 bidentado (CO, N ter ), ****Asp1 bidentado (COO � , N ter ).

Es importante resaltar que los complejos QM1, QM9 y QM12 son favorables tanto para
el Fe2+ como para el Fe3+ En el pr�oximo apartado se discutir�an los valores de potencial de
reducci�on de estos sistemas.

Potencial de Reducci�on de los Sistemas Modelo

El c�alculo del potencial de reducci�on para estos sistemas es sumamente importante porque
nos puede dar indicios de que estos complejos pueden participar activamente en la formaci�on
de ROS. Para que esto ocurra las evidencias experimentales reportadas detallan que los va-
lores deE� deben estar por debajo de 0.30V que corresponden al par O2/H 2O2 y por encima
del potencial de los agentes reductores naturales cuyo valor l��mite es de� 0.32 V.

Los valores deE� calculados de acuerdo al protocolo descrito con anterioridad se mues-
tran en la Tabla 4.4. De aqu�� se puede observar que existen 5 modelos que se destacan sobre
los dem�as por su valor deE� , estos son: QM1 con un valor de� 0.80 V, QM7 con� 0.67 V,
QM9 con 0.13 V, QM11 con 0.19 y QM12 con 0.27 V. Estos tres �ultimos resultan ser los m�as
interesantes dado que sus valores de potencial se encuentra dentro del rango de las especies
que pueden participar en la formaci�on de ROS (ver Figura 4.6).

Cabe resaltar como el modelo QM11 puede tener un potencial de reducci�on que se en-
cuentra dentro del rango de su posible participaci�on en la formaci�on de ROS y a su vez sea
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Tabla 4.4. Potencial Estandar de Reducci�on en voltios (V)E� vs SHE de los sistemas
modelos QM calculados por el m�etodo directo.

Sistemas modelos �Gsol (kcal/mol) E vs SHE (V)

QM1 � 79.7 � 0.80
QM2 � 74.3 � 1.03
QM3 � 78.3 � 0.85
QM4 � 71.5 � 1.15
QM5 � 73.4 � 1.07
QM6 � 59.6 � 1.67
QM7 � 82.5 � 0.67
QM8 � 54.4 � 1.89
QM9 � 101.0 0.13
QM10 � 79.6 � 0.80
QM11 � 102.4 0.19
QM12 � 104.3 0.27

uno de los sistemas que cuya formaci�on de sus complejos sea enderg�onico. Esto quiere decir
que aunque la formaci�on de los complejos no se obtenga directamente, esto se podr��an ob-
tener v��a reducci�on u oxidaci�on del centro met�alico. Lo anterior, hace plantear la necesidad
de construir los modelos 3D de Fe2+ =3+ -A� 1� 42 para estudiar el efecto que podr��a tener la
parte pept��dica en la formaci�on y estabilidad de estos sistemas. De esta manera se puede ir
desentra~nando mucho mas sobre los mecanismos en que estos complejos podr��an participar
en la producci�on de ROS asociada la enfermedad de Alzheimer.
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Figura 4.6. Potenciales de reducci�on de los sistemas modelos m�as representativos.
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4.2. Conclusiones

En el presente cap��tulo se llev�o a cabo una exploraci�on y evaluaci�on de diversos sistemas
modelos que servir�an como fundamento para la primera esfera de coordinaci�on en la elabo-
raci�on de modelos plausibles 3D de complejos Fe2+ =3+ -A� 1� 42 , que puedan estar asociados
con la enfermedad de Alzheimer. Se procedi�o a dividir la coordinaci�on tanto de Fe2+ como
de Fe3+ en dos regiones, de acuerdo con los resultados experimentales, las cuales van desde
Asp1 hasta His14 y Ser8 hasta Asp23. Se estudiaron, por tanto, las reacciones de intercambio
de ligandos entre los complejos de [Fe2+ (H2O)6] y [Fe3+ (H2O)6] con acetato, aspartato, imi-
dazol, fenol, entre otros. Asimismo, se determin�o el potencial de reducci�on de estos sistemas
con el objetivo de determinar su posible participaci�on en reacciones que desencadenen la
formaci�on de ROS y, en consecuencia, en el incremento del estr�es oxidativo.

Los complejos de hierro estudiados mostraron consistentemente estados fundamentales de
alta multiplicidad de esp��n, con estados quintuplete y sextuplete para Fe2+ y Fe3+ , respectiva-
mente. En t�erminos de estabilidad, el complejo QM1, [Fe2+ (Ac� )2(Im)(PhO � )]� , coordinado
con dos acetatos, un imidazol y un fenolato, result�o ser el m�as favorable entre los residuos
Ser8 y Asp23. Por otro lado, el complejo QM9, [Fe2+ (Ac � )( Asp1)(His6)]+ , con un acetato,
un Asp y una His como ligandos bidentados, fue el m�as estable entre Asp1 e His14, concor-
dando con los modelos experimentales propuestos por Hureauy col. En lo que respecta a los
complejos de Fe3+ , tanto QM1 como QM9 resultaron m�as favorecidos en su formaci�on. No
obstante, se constat�o que m�as sistemas son termodin�amicamente favorables para su forma-
ci�on, por lo cual, se puede deducir que, al ser el Fe3+ un �acido duro, tiene una mayor a�nidad
por bases duras, de las cuales pertenecen los grupos oxigenados que representan las cadenas
laterales de los residuos que son empleados para estudiar la coordinaci�on de los sistemas.

En cuanto a el c�alculo del potencial de reducci�on de estos sistemas es muy relevante, ya
que podr��a indicar su participaci�on en reacciones de formaci�on de ROS, si el potencial est�a
por debajo de 0.30 V que corresponde al par O2/H 2O2 y por encima de� 0,39 V, relacio-
nado con el valor del potencial de agentes reductores naturales. En este aspecto, destacan
tres sistemas, QM9 (0.13 V), QM11 (0.19 V) y QM12 (0.27 V), cuyos valores se encuentran
dentro del rango. Estos valores son adecuados, sin embargo es necesario estudiar los sistemas
Fe2+ =3+ -A� 1� 42, caracterizarlos y establecer qu�e parte pept��dica in
uir��a en el c�alculo de esta
propiedad.

La caracterizaci�on electr�onica y geom�etrica de estos sistemas modelo sentar�a las bases
para la construcci�on de modelos 3D de Fe2+ =3+ -A� 1� 42 a trav�es del modelado por homolog��a
con restricciones geom�etricas. Esta aproximaci�on se justi�ca por la complejidad de evaluar
el sistema completo. Los detalles de este proceso se presentan en el siguiente cap��tulo.
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Cap��tulo 5

Sistemas Fe 2+=3+-A � 1� 42 Relevantes en
la Enfermedad de Alzheimer

Los modelos tridimensionales de metalop�eptidos son fundamentales para comprender su
estructura y reactividad. En este contexto, los m�etodos computacionales se han convertido en
una herramienta clave para abordar este desaf��o. Por ejemplo, estudios previos de Al��-Torres
y y col. han construido y evaluado modelos 3D de complejos Cu-A� 1� 16 , los cuales buscan
explicar su comportamiento y reactividad. Recientemente, un modelo experimental de este
complejo fue reportado, mostrando una similitud signi�cativa con el modelo calculado, lo que
demuestra la validez de la aproximaci�on. De forma an�aloga, Mujika yy col. han empleado
m�etodos computacionales para generar modelos tridimensionales de complejos Al-A� .119

En nuestro caso particular, comprender el papel de los complejos Fe2+ =3+ -A� 1� 42 en el
aumento del estr�es oxidativo asociado a la enfermedad de Alzheimer requiere de modelos
3D precisos. No obstante, hasta la fecha no se han reportado estructuras tridimensiona-
les experimentales de estos complejos met�alicos. Por lo tanto, se ha vuelto el prop�osito de
esta tesis en el que hemos publicado los modelos tridimensionales construidos y evaluados.120

En este cap��tulo, se presentan modelos computacionales 3D de complejos Fe2+ =3+ -A� 1� 42

construidos empleando una estrategia computacional que combina t�ecnicas de modelado por
homolog��a con restricciones geom�etricas con c�alculos cu�anticos semi-emp��ricos. El dise~no y
construcci�on de los modelos parte de los resultados del Cap��tulo 4, donde se caracteriz�o la
primera esfera de coordinaci�on y donde se extrajeron las restricciones geom�etricas. Posterior-
mente, se realiz�o una exploraci�on conformacional amplia con diferentes residuos coordinados
al centro met�alico para construir diversos complejos de Fe2+ =3+ -A� 1� 42, los cuales a trav�es de
un protocolo minucioso de selecci�on y evaluaci�on se seleccionan los mejores modelos. De for-
ma preliminar, los resultados revelan complejos bien de�nidos, tanto para los metales como
para los p�eptidos, y se discute las interacciones moleculares que estabilizan estos complejos.
Estos modelos constituyen herramientas valiosas para comprender el papel de los complejos
Fe2+ =3+ -A� 1� 42 en el desarrollo de la EA.
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5.1. Detalles Computacionales

Modelado por Homolog��a con Restricciones Geom�etricas. La construcci�on de los
modelos plausibles de Fe2+ =3+ -A� 1� 42 requiri�o el dise~no y la validaci�on de un protocolo que
empleaba una estrategia sin plantilla. Es decir, como hasta la fecha de realizaci�on de este
documento no se hab��a reportado en ninguna base de datos cristalogr�a�ca complejo alguno
de Fe2+ =3+ -A� 1� 42 o similares, este deb��a construirse uniendo la regi�on de coordinaci�on del
hierro con los residuos (complejos an�alogos al hierro) y el resto de la parte pept��dica que no
se coordina al centro met�alico (A� 1� 42) empleando modelado por homolog��a con restricciones
geom�etricas.

Inicialmente, la estructura electr�onica de las 24 esferas de coordinaci�on de los sistemas
modelo (QM) fue evaluada al nivel de c�alculo DFT, de acuerdo con el protocolo descrito
en la secci�on anterior. De estas se extrajo toda la informaci�on molecular sobre la cual se
establecieron las restricciones, tales como distancias metal-ligando y �angulos. En cuanto a la
parte pept��dica del sistema, fue seleccionado el p�eptido A� 1� 42 de c�odigo 1IYT del Protein
Data Bank (PDB)32(ver Imagen 5.1). Este �ultimo se eligi�o porque el entorno �siol�ogico se
asemeja mucho a las condiciones en las que se resolvi�o la estructura.

Figura 5.1. Estructura del p�eptido A � 1� 42 de origen humano de c�odigo PDB 1IYT resuelta
en ambiente apolar, la cu�al fue empleada como plantilla para el fragmente pept��dico de los
complejos Fe2+ =3+ -A� .32
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De acuerdo con el modelo QM y el rango de coordinaci�on del hierro de los comple-
jos propuestos, se establecieron las diferentes modos de coordinaci�on que permiten realizar
la exploraci�on conformacional para cada complejo Fe2+ =3+ -A� 1� 42, lo que da un total de
224 modelos. Posteriormente, se construyeron 1000 modelos con restricciones geom�etricas
empleando Modeller v10.2 para cada coordinaci�on proveniente de la exploraci�on.121 Poste-
riormente, se organizaron en agrupaciones (clusters) utilizando el modulo ensamble cluster
de Chimera Tools.122 Desde este punto se seleccion�o a la estructura m�as cercana al centroide
geom�etrico de todas las estructuras delcluster para cada uno de las cinco agrupaciones m�as
pobladas y se evaluaron utilizando la funci�on de puntuaci�on DOPE incluido en el paquete
Modeller. Aquel conf�ormero con la energ��a m�as baja fue seleccionado para los c�alculos de
estructura electr�onica.

Figura 5.2. Protocolo computacional dise~nado para la construcci�on de los modelos de
Fe2+ =3+ -A� 1� 42. En este se especi�can algunos de los detalles m�as importantes que se tuvie-
ron en cuenta para la construcci�on de los modelos 3D.
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En los casos en los que hab��a bucles (loops), se llevaba a cabo un re�namiento de esa
regi�on generando 500 modelos adicionales, que primero se agruparon, despu�es se seleccion�o el
conf�ormero representativo, posteriormente se evalu�o con DOPE y �nalmente se eligi�o aquel
con la energ��a m�as baja energ��a para una posterior evaluaci�on de su estructura electr�onica.
Este protocolo, que permiti�o llevar a cabo una gran exploraci�on conformacional al construir
m�as de 300,000 estructuras, es descrito en la Figura 5.2

Evaluaci�on de la Estructura Electr�onica de los Complejos Fe 2+ =3+ -A � 1� 42. Los
modelos m�as estables obtenidos en el paso anterior se evaluaron utilizando el m�etodo semi-
emp��rico de mec�anica cu�antica GFN2-xTB. Se emplearon criterios ajustados para la opti-
mizaci�on geom�etrica con el �n de obtener un m��nimo y para el c�alculo de las frecuencias
vibracionales, �estas se obtuvieron utilizando el tratamiento de aproximaci�on del oscilador
arm�onico de rotor r��gido modi�cado (mRRHO) a 298.15 K. En el tratamiento mRRHO,
el valor de corte de rotaci�on est�andar se selecciona como 50 cm� 1, mientras que todas las
frecuencias imaginarias peque~nas (superiores a 20 cm� 1) se establecen como reales (multipli-
cadas por -i) y se incluyen de forma consistente en el tratamiento termoqu��mico.123 En estos
c�alculos, se emple�o el modelo de solvataci�on impl��cita Generalizado de Born con Super�cie
Accesible (GBSA, del ingl�esGeneralized Born Surface Access) , que es la con�guraci�on por
defecto en el programa xTB. En los casos en los que m�ultiples optimizaciones segu��an arro-
jando frecuencias imaginarias inferiores a 100 cm� 1, se calcularon individualmente las correc-
ciones entr�opicas para estas frecuencias y se incorporaron a la contribuci�on total. Adem�as,
se emplearon los c�alculos semiemp��ricos GFN2-xTB, ya que ofrecen un m�etodo �able para
calcular las frecuencias vibracionales de grandes sistemas con errores t��picamente inferiores
al 10 %.114 El error de superposici�on del conjunto de bases (BSSE, del inglesBasis Set Su-
perposition Error ) se realiz�o utilizando la Correcci�on Geom�etrica Counter-Poise (GCP, del
ingl�es Geometrial Counter-Poise) basada en xTB.124
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Modelo
Fe2+ =3+ -A� 1� 42

Evaluaci�on
empleando
GFN2-xTB

Optimizaci�on
Estructural

Frecuencias
Imaginarias

C�alculo de
Propiedades

Ajuste de
Criterios

Modelo
Evaluado

No

Si

Figura 5.3. Protocolo computacional dise~nado para el evaluaci�on de la estructura electr�oni-
ca de modelos 3D a trav�es de GFN2-xTB. Se emplearon restricciones en el centro de coor-
dinaci�on junto con el modelo de solvataci�on impl��cita GBSA.
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5.2. An�alisis y discusi�on de resultados

Modelos obtenidos por homolog��a. El modelado por homolog��a de los complejos de
Fe2+ =3+ -A� 1� 42 se llev�o a cabo utilizando restricciones geom�etricas obtenidas a partir de
c�alculos de estructura electr�onica de sistemas modelo dise~nados para reproducir la coordina-
ci�on de los residuos con el centro met�alico. Esta estrategia permiti�o restringir el movimiento
de la zona de coordinaci�on y dio m�as libertad al resto de la fracci�on pept��dica. El proceso
detallado para la selecci�on de los 224 modelos �nales (ver Tabla 5.1.) que incluye la poblaci�on
de losclusters, la energ��a y los re�namientos estructurales, se puede observar en las Tablas
(Tablas B hasta B.24) del Ap�endice B.

Tabla 5.1. Esfera de coordinaci�on para cada sistema modelo QM y su relaci�on con los
complejos Fe2+ =3+ -A� 1� 42.

QM Coordinaciones
No. modelos

Fe2+ Fe3+

1 Tyr10, His13 o His14, Glu11, Glu22, Asp23 12 12

2 Tyr10, His13,His14, Glu11, Glu22, Asp23 12 12

3 Tyr10, His13, NBB His14, His14, Glu11, Glu22, Asp23 12 12

4 Ser8, Tyr10, Glu11, Glu22, Asp23 3 3

5 Ser8, Tyr10, His13, His14, Glu11, Glu22, Asp23 12 12

6 Ser8, Tyr10, His13, NBB His14, His14, Glu11, Glu22, Asp23 12 12

7 Tyr10, His13, COBB His14, His14, Glu11, Glu22, Asp23 12 12

8 Ser8, Tyr10, His13, COBB His14, His14, Glu11, Glu22, Asp23 6 12

9 Asp1 (CO, Nter ), His6, Glu3, Asp7 4 4

10 Asp1(COO� , Nter ), Phe4, His6, His13, His14 8 8

11 Asp1 (CO, Nter ), His6, His13, His14 8 8

12 Asp1 (COO� , Nter ) , His6, His13, His14 8 8

Total 109 115

Una vez seleccionados los modelos, les fueron agregados los �atomos de hidr�ogeno de acuer-
do con el estado de protonaci�on del sistema a pH 7.4. Despu�es de esto, los complejos pasaron
a ser evaluados mediante GFN2-xTB y se caracterizaron las interacciones m�as importantes
presentes en estos sistemas.
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Evaluaci�on de los Complejos Fe 2+=3+ -A � 1� 42.

Aspectos generales. En esta secci�on, se presenta y discute los resultados de una eva-
luaci�on exhaustiva de los modelos Fe2+ =3+ -A� 1� 42 propuestos. Esta evaluaci�on se centr�o en
cada coordinaci�on espec���ca para analizar sistem�aticamente las interacciones clave que se
producen en estos complejos. Una exploraci�on exhaustiva de estos modelos permiti�o obtener
una comprensi�on integral de su comportamiento, proporcionando informaci�on valiosa que
tiene el potencial de abrir nuevas perspectivas en la comprensi�on de los factores moleculares
que impulsan la coordinaci�on met�alica y su impacto potencial en los procesos biol�ogicos rele-
vantes asociados con la enfermedad de Alzheimer. Para garantizar la correcta identi�caci�on
de los modelos, se utilizar�a la siguiente nomenclatura: la coordinaci�on se identi�ca mediante
n�umeros romanos, mientras que el estado de oxidaci�on del hierro se indica mediante la letra
a para Fe2+ y b para Fe3+ . Por otro lado, la coordinaci�on de las histidinas(6, 13 y 14) que
se da a trav�es del anillo imidaz�olico se identi�ca mediante el s��mbolo� o � . En el caso que
haya varias histidinas coordinadas los s��mbolos se asignar�an en orden ascendente al n�umero
de la histidina. Por ejemplo: si tenemos el complejo IVa�� con las His13 e His14, se re�ere al
modo de coordinaci�on 4 en la que Fe2+ est�a coordinado por el N� de His13 y el N� de His14.
Adicionalmente, en el caso que se emplee la secuencia His13-His14, la coordinaci�on tambi�en
puede ser con el grupo CO de His13 y NH de His14 de la cadena pept��dica. Por �ultimo,
el n�umero que precede a� o � indica un cambio de coordinaci�on para un residuo mientras
que el resto permanece inalterado. Es decir, si tenemos un complejo que codi�ca Ia1� , el
n�umero 1 indica coordinaci�on de His13. Mientras que en el caso del complejo Ia2� , el n�ume-
ro 2 indica coordinaci�on con His14. Lo anterior describe de coordinaci�on entre His13 y His14.

Para comprender el comportamiento de los modelos Fe2+ =3+ -A� 1� 42, se estudiaron todas
las posibles combinaciones de coordinaci�on de cada residuo, dependiendo del sistema mode-
lo. Para Asp1, se estudi�o la coordinaci�on por el N-terminal, el grupo CO del backbone y el
grupo COO� de la cadena lateral. El grupo COO� de la cadena lateral tambi�en se utiliz�o
para modelar las coordinaciones de Glu3, Glu11, Glu22, Asp7 y Asp23. Para His (6, 13 y
14), se explor�o la coordinaci�on por el N� y el N� , as�� como para la secuencia His13-His14.
Para este �ultimo, se explor�o adicionalmente la coordinaci�on del centro met�alico a trav�es del
grupo CO de His13 o del NH de His14, previa desprotonaci�on. Por �ultimo, Ser8 y Tyr10 se
coordinaron a trav�es del grupo OH, y Phe4 a trav�es del grupo CO de la cadena pept��dica. En
cada descripci�on de los modelos abordaron las energ��as relativas del Fe2+ =3+ -A� 1� 42 (� E ,
� H y � G), as�� como las contribuciones relativas, tanto del centro met�alico (�Emc), como
de la fracci�on pept��dica (� Epept). Estas energ��as relativas se calcularon a partir del complejo
Fe2+ =3+ -A� 1� 42, que presentaba la energ��a m�as baja. Adem�as, se detallaron las contribucio-
nes entr�opicas relativas (T� S). Por �ultimo, se incluyeron los enlaces de hidr�ogeno (distancia
de corte de� 2.1 (�A)), junto con los puentes salinos (distancia de corte de� 3.2 A), las
interacciones� � � y las interacciones� -cati�on.
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An�alisis estructural de los sistemas de Fe 2+ =3+ -A � 1� 42. El an�alisis estructural de
los modelos evaluados revel�o que poseen ciertas caracter��sticas en com�un, dentro de las cua-
les destacaron algunos aspectos, como un gran n�umero de enlaces de hidr�ogeno y un alto
porcentaje de� h�elices en la estructura monom�erica. Adem�as, no hay presencia de hojas� .
Por otro lado, se identi�c�o una regi�on hidrof�obica C-terminal altamente conservada entre los
residuos de Gly29 y Ala42, compuesta principalmente por residuos de glicina y valina (ver
Figura 5.4). Esta regi�on es relevante, ya que tiende a plegarse en hojas beta e induce a otros
mon�omeros a hacerlo en su proceso de nucleaci�on, para posteriormente agregarse en forma
de olig�omeros o �brillas.31

Figura 5.4. Conservaci�on de la cola hidrof�obica presente en la regi�on entre Gly29 y Ala42.
La regi�on hidrof�obica entre Gly29 y Ala42 se se~nala dentro del recuadro azul.

Otra caracter��stica importante son las interacciones no covalentes, en las que tambi�en se
observa la presencia de interacciones de largo alcance de tipo� . Se observan interacciones de
tipo � � � en las diferentes formas: frontal, desplazada y en forma de T, que habitualmente
involucran los anillos arom�aticos de Tyr10, His13, His14, Phe19 y Phe20. Otra interacci�on
presente es el tipo� -cati�on, como la presentada entre el N-terminal de Asp1 y el anillo
arom�atico de Phe4. Adem�as, la Lys16 tambi�en presenta algunas interacciones de este tipo
con la Tyr10, la Phe19 y la Phe20 (ver Figura 5.5).



5.2. AN�ALISIS Y DISCUSI �ON DE RESULTADOS 58

Figura 5.5. Interacciones no covalentes comunes en los diferentes modelos a) Interacci�on
� � � en forma de T entre Tyr10-Phe19 b) Interacci�on� � � entre Tyr10 y la secuencia
His13-His14 c) Interacci�on� -cati�on entre N-terminal de Asp1 y el anillo arom�atico de Phe4
d) Interacci�on tipo � -cati�on entre Arg5 e His6.

Otra interacci�on estabilizante es la formaci�on de puentes salinos (SB, del ingl�esSalt brid-
ge) entre grupos con cargas opuestas. En este aspecto se logra observar que la presencia
de estos es muy variada e incluso puede estar ausente en algunos modelos. Esta interacci�on
electrost�atica es muy importante dado que estabiliza la estructura secundaria aportando en
promedio {4.0 kcal/mol. El puente m�as com�un lo forman entre el Asp1 y Arg5, as�� como el
formado entre el N-terminal de Asp1 con el grupo COO� de Glu3. Adem�as, se pudo observar
que algunos de estos puentes salinos forman pseudociclos (ver Imagen 5.6).




