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Resumen

Titulo en espanol: Estructura Electronica y Molecular de Complejos de Ami-
loide Beta (A3) con Fe?*=3* (Fe?*=3*-A3) Asociados a la Enfermedad de Alzheimer

La interaccién entre el hierro y el péptido amiloide § (AS) ha sido objeto de gran atencién
en la investigacién de la enfermedad de Alzheimer (EA) debido a sus posibles implicacio-
nes en el desarrollo de esta patologia. Mientras que los estudios previos han investigado las
preferencias de coordinacién del hierro y el péptido AB; 42, no se ha estudiado la contri-
bucién de la parte peptidica dentro de la estabilizacion de estos sistemas. En este trabajo
se utilizo una serie de herramientas computacionales que combinan técnicas de modelado
por homologia con cédlculos de mecanica cuantica (DTF-xTB) para construir y evaluar los
modelos 3D plausibles de Fe?*™3*-AB; 4. Ademds, se evalué un conjunto de ligandos ti-
po salen como potenciales agentes farmacologicos con afinidad por los iones de hierro que
puedan competir para coordinar el hierro con el Af; 45. Nuestros resultados revelaron la
formacién de complejos Fe?*™3*-AB; 4, bien definidos, tanto en la fraccién metdlica como
en la peptidica, y se caracterizaron las interacciones moleculares que estabilizan estos com-
plejos al elucidar los entornos de coordinaciéon y las preferencias de union de los mismos,
destacando la importancia de la parte peptidica para estabilizar los complejos. En cuanto
a los ligandos, se han identificado tres mecanismos de accién, de acuerdo con los valores de
potencial estandar de reduccién y las afinidades obtenidas para los complejos metal-ligando:
antioxidante, distribuidor y regulador, este tltimo propuesto en este trabajo. Finalmente,
los modelos propuestos junto con los ligandos evaluados ofrecen valiosa informacion sobre
el papel del hierro en la patologia de la EA y en futuras estrategias para interferir en las
reacciones redox promovidas por los complejos Fe?*™+-AB; 4.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, Iones de hierro, Estrés oxidativo,
Agentes multifuncionales, DFT, xTB-GFIN2.



XVi

Abstract

Titulo en Inglés: Electronic and Molecular Structure of Beta-Amyloid (Af)
Complexes with Fe?*=3* (Fe?*=3*-A3) Associated to Alzheimer’s Disease.

Interaction between iron and amyloid S peptide (Af) 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 AfB; 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 Fe?*=3*-AB; 4. 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 Ay 4 peptide. Our results revealed the formation of well-defined
Fe?**3*_AB; 4, 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 Fe?*=3*-A3; 4 complexes.

Keywords: Alzheimer’s disease, Iron ions, Oxidative stress, Multifunctional agents,
DFT, xTB-GFN2.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Contexto historico 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 danos en las células del cerebro y afectan significativamente la calidad de vida
de las personas que la padecen y de sus cuidadores.® Esta expresion tiene sus raices en el
latin “dementia” cuyo prefijo \de" (ausencia), \mente" (mente o razén) y el sufijo \ia"
(condicién o estado), lo cual podria significar “condicién en la cual se pierde la mente”, y
cuyo primer registro de su uso se asocia en el ano 600 A.C. a San Isidro arzobispo de Sevilla.?

Un breve recuento de la historia de la demencia nos ubica, desde antes de usar el término,
en el antiguo Egipto 2000 anos A.C., donde ya se asociaba la pérdida de la memoria con
el aumento de la edad.® En la antigua Grecia, pensadores destacados como Pitdgoras (570-
495 a.C.) clasificaron la vida humana en seis etapas: infancia (0-6 afos), adolescencia (7-21
anos), adultez (22-49 anos), madurez (50-62 anos), senescencia (63-79 anos) y vejez ( > 80
anos). Las dos tultimas fases eran vistas como etapas de declive tanto fisico como mental.
Se creia que quienes superaban estas etapas sufririan una neurodegeneracion tan severa que
su mente adulta terminaria por asemejarse a la de un infante, volviéndose completamente
dependientes y, finalmente, perdiendo su capacidad cognitiva por completo.* Por otro lado,
Hipdcrates (460-370 A.C.) consideraba que las heridas cerebrales causaban desordenes cog-
nitivos, mientras que Platén (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 Cicerén (10643 A.C.) abo-
gado, filésofo y politico romano consideraba que la edad no siempre era la responsable del
rendimiento mental, excepto para aquellos que posefan una voluntad débil.?
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Varios siglos después, Areteo de Capadocia (Siglo IT D.C.) presenté con gran precisiéon
en el detalle los sintomas y el caracter diagnostico de muchas enfermedades, destacando sus
ideas sobre trastornos neurolégicos 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.> Posterior
a la caida del imperio Romano y el inicio de la Edad Media muchos avances cientificos fue-
ron limitados debido a la imposiciéon de la teocracia por parte de la iglesia catdlica quienes
describian las enfermedades neurolégicas como un castigo divino a partir del pecado original.®

Posterior a la Edad Media, el médico britanico Thomas Willis (1621-1675) fue un pione-
ro en el campo de la neuroanatomia. En su obra Cerebri Anatome (1664), Willis present
detalladas descripciones del cerebro y sus vasos sanguineos.’” Aunque no acuné 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

condicién asociada a danos en los vasos sanguineos del cerebro. Esta obra fue fundamental
8

para el desarrollo de la neurociencia moderna.

AMSTELODAMI ° 1
Apud GERBRANDUM SCHAGEN. M.DC.IXV:

Figura 1.1. Fotograma alusivo a la celebracion del 350 aniversario de la publicacion de
Cerebri Anatome. Ilustracién de Martha Riley.®
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Poco més de un siglo después, Philippe Pinel (1745-1826) y su discipulo Jean Etienne
Dominique Esquirol (1772-1840) fueron figuras clave en la transformacién 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 mas humanitario y cientifico. Pinel, en particular, es reconocido por haber
iniciado la reforma de los hospitales psiquiatricos en Francia. En su obra "Traite Medico-
Philosophique sur I’alienation mentale™ (1801), propuso una clasificacién de las enfermedades
mentales basada en criterios clinicos mas 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-
prensiéon de la demencia y, en particular, de la enfermedad que hoy lleva el nombre del
primero. Alzheimer, a principios del siglo XX, describié por primera vez los cambios pa-
tologicos caracteristicos en el cerebro de una paciente con pérdida de memoria progresiva.
Estos hallazgos histopatolégicos, como las placas seniles y los ovillos neurofibrilares, se con-
virtieron en los marcadores patolégicos de la enfermedad de Alzheimer. Por su parte, Emil
Kraepelin, un psiquiatra aleméan, desarrollé un sistema de clasificacién de las enfermedades
mentales que incluia la demencia precoz, término que posteriormente se asociaria con la es-
quizofrenia. Sin embargo, Kraepelin también reconocié la importancia de la descripcién de
Alzheimer y la separé de la demencia senil, estableciendo asi las bases para una clasificacién
més precisa de las demencias.?

La evolucion histérica de la comprension de la demencia refleja un notable avance desde
concepciones misticas hacia un enfoque cientifico y biomédico. Este cambio ha permitido
identificar y clasificar diversas formas de demencia, cada una con sus propias caracteristicas
patoldgicas y clinicas. Entre estas, la enfermedad de Alzheimer destaca por su prevalencia y
complejidad. En las siguientes secciones, profundizaremos en los aspectos clinicos, neuropa-
tolégicos y neurobioldgicos de esta enfermedad.

1.2. Enfermedad de Alzheimer (EA)

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma més comin de demencia entre las perso-
nas mayores de 65 anos, representando hasta el 65 % de los casos. La EA es una enfermedad
neurodegenerativa progresiva e incurable de origen multifactorial que afecta actualmente a
mas de 50 millones de personas en todo el mundo.*? Para 2050, se prevé que el niimero de
casos supere los 100 millones, en parte debido al aumento de la esperanza de vida. En las
dos ultimas 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



1.3. HIPOTESIS DE LA CASCADA AMILOIDE 5

la sanidad publica y la sociedad debido a los considerables gastos asociados a su cuidado
y tratamiento, estimados en US$ 355.000 millones de dolares anuales sélo en EE.UU., y
las previsiones indican un aumento continuado. Ademas, existen importantes costes fisicos,
emocionales y econémicos 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.'#

Su gran impacto, tanto social como econémico, junto con la estimacién de los casos para
los proximos anos, 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 investigacién
para la comunidad cientifica, 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.’® A pesar de las diversas lineas de investigacién sobre la EA, la
hipétesis de la cascada del 3 amiloide (Af3),!® el desequilibrio homeoestésico de iones metali-
cost’ y el estrés oxidativo®® son algunas de las més estudiadas. En las préximas secciones se
tratan los aspectos mas relevantes de estas, que son de interés en esta tesis.

1.3. Hipodtesis de la Cascada Amiloide

Esta hipdtesis plantea que el proceso neurodegenerativo se inicia debido a una cadena
de sucesos asociados a la formacién, agregaciéon y depdsito del péptido amiloide beta (AfS).
La formacion de este péptido se debe al procesamiento, en condiciones patoldgicas, de la
proteina precursora del amiloide (APP, del inglés Amyloid Precursor Protein) por la accién
de una familia de enzimas secretasas («, f y 7), las cuales escinden la proteina en unidades
monoméricas cuyo tamaiio oscila entre 39 y 43 aminoacidos.!® Siendo la isoforma A3, 4 la
de mayor proporcion e hidrofilica, mientras que AfS; 4, es la mas abundante en las placas se-
niles e hidrofébica.'®?° Por lo tanto, hace a esta ultima la més propensa a agregarse, ademés
de representar la especie més patégena de los AB.2122

Posteriormente a la formacion, continiia la agregacién mediante la formacion de oligéme-
ros, seguida de fibrillas y, finalmente, la formaciéon de placas que se acumulan en la region
intracraneal, provocando la interrupcion de la sinapsis, la disminucién de la plasticidad y
la induccién de estrés oxidativo.!®?? La Figura 1.2 muestra las rutas de metabolismo de la
APP por accion de las enzimas secretasas.
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Figura 1.2. Rutas de procesamiento de la APP por accién de las enzimas secretasas. Hacia
la izquierda se describe la ruta de formacion del péptido soluble P3. Hacia la derecha se
describe la formacién del péptido AS.

1.4. Propiedades del péptido A5, 4

El péptido A1 42 presenta una estructura regional distintiva (Figura 1.3). Su region
N-terminal (Aspl-Lys16) posee una alta afinidad por metales como cobre, hierro y zinc, gra-
cias a la presencia de residuos aminoacidicos con grupos funcionales polares y nitrogenados
capaces de quelar estos iones.?3° Un nicleo hidrofébico central (Vall8-Ala21), compues-
to principalmente por aminoacidos apolares, conecta esta region N-terminal con un segun-
do ntcleo polar (Glu22-Lys28) que también presenta residuos con capacidad de quelacién
metalica. Finalmente, la regién C-terminal (Gly29-Ala42), rica en aminoacidos hidrofébicos,
desempeiia un papel crucial en los procesos de agregacién y formacién de fibrillas amiloides.!

En cuanto a su estructura secundaria es un péptido muy flexible que de acuerdo con el
medio puede adoptar conformaciones donde la proporcion de a-hélices o colas aleatorias pue-
de variar.3?3% Por otro lado, existe un amplio debate respecto al papel que tiene el péptido
Af en la neurodegeneracién de los enfermos con la EA dado que se desconoce si su produc-
cién es una causa o una consecuencia de algin desbalance al interior del organismo. Se ha
reportado propiedades, tanto antioxidantes como téxicas, para las unidades monoméricas del
péptido AB.343% Ademas, el mecanismo que relaciona al AB con el dafio celular no esté bien
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Figura 1.3. Secuencia del péptido AfB; 42 descrita por regiones. Azul: extremo N-terminal
con residuos afines a unirse a iones metalicos. : nucleo central hidrofébico.

nicleo central polar con afinidad a ciertos iones metdlicos. Rojo: cola hidrofébica C-terminal
de gran importancia en procesos de agregacion.

definido ya que formas monoméricas, oligomeros solubles, oligémeros y fibrillas insolubles de
amiloide se encuentra en equilibrio dindmico en el cerebro.3®

Finalmente, es importante destacar que la presencia de agregados de A es un biomar-
cador importante en el diagndstico de la EA dado que estd presente en todos los casos de
neurodegeneracion. Sin embargo, se ha detectado la presencia de estas placas en individuos
sanos que no han sufrido neurodegeneracion alguna, lo cual indica que no es el unico factor
asociado al desarrollo de la EA 3¢

1.5. Iones metalicos en la EA

Los iones metalicos desempenian un papel fundamental en los procesos bioldgicos, actuan-
do como cofactores enzimaticos, transportadores de electrones y estabilizadores de estructu-
ras proteicas. Sin embargo, alteraciones en la homeostasis de estos metales se han asociado
con diversas patologias del sistema nervioso central, incluyendo la EA, Parkinson, demencia
con cuerpos de Lewy, trastornos bipolares y depresiéon.3’ Lo anterior, ha puesto el foco en
analizar como se relacionan estas afecciones con los procesos regulatorios de metales tales
como el cobre, hierro y zinc.3*® Ademds, se ha evidenciado en el andlisis post-mortem de ce-
rebros de pacientes que han sufrido neurodegeneracion por la EA que las concentraciones de
estos se encuentran més altas de los normal (Cu®*: 5.7, Fe®*: 2.8, Zn?*: 3.1 veces mas alto).®

La etiologia del desequilibrio de iones metélicos en la EA es compleja y multifactorial.
Factores ambientales, genéticos y el envejecimiento podrian contribuir de manera individual o
sinérgica a este fenomeno. Ademas, se ha sugerido que la interaccion entre los iones metalicos
y el A3, desempefia un papel crucial en la progresién de la enfermedad.**® 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.3%43-46
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A continuacion, se presentan las caracteristicas mas importantes del hierro cuya accién
en el cerebro se ha encontrado relacionada con el desarrollo de la EA, asi como algunos tra-
bajos que estan enfocados en la determinacion de sus estructuras y propiedades moleculares
asociadas.

1.6. Hierro y estrés oxidativo en la EA

El hierro, el metal de transicion mas abundante en el cuerpo humano, se concentra espe-
cialmente en 6rganos como el higado y el cerebro. Este ultimo, con mas de 40 mg de hierro
no hemo, depende en gran medida de este elemento para llevar a cabo funciones esenciales
como la sintesis de mielina, la neurotransmisién y la produccién de energia.*’ La capacidad
del hierro para cambiar de estado de oxidacion lo convierte en un cofactor clave en reacciones
redox, lo que lo hace especialmente relevante en un ambiente celular tan activo metabdli-
camente como el cerebro. Sin embargo, su reactividad también lo convierte en un agente
potencialmente dafiino, ya que la especie reducida Fe?* puede participar en la formacién
de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés Reactive Oxigen Species),
contribuyendo al estrés oxidativo y al dafio neuronal.*®

En condiciones normales, el hierro se almacena como ferrihidrita, una especie redox inac-
tiva, dentro de la proteina ferritina, la cual va liberandolo controladamente de acuerdo con
las necesidades.*® Sin embargo, en condiciones patoldgicas se ha observado una liberacién
descontrolada, la cual provoca una acumulacién de hierro en zonas del cerebro como la
amigdala y en las placas seniles descritas anteriormente.***® Esto sugerirfa que las placas
seniles funcionarian como depdsitos de hierro. Investigaciones posteriores han demostrado la
presencia tanto de Fe* como Fe?*, de este tiltimo se desconoce la fuente de origen. Ademads,
podria representar una fuente de produccién de ROS a través de reacciones tipo Fenton.!

1.7. Interaccién entre AS y hierro

La coordinacién de iones metalicos al péptido A induce una amplia gama de cambios
estructurales y funcionales. Estas modificaciones, impuestas por las restricciones geométricas
y electrénicas de los iones metalicos, influyen significativamente en la propension del A5 a
agregarse® y en su capacidad para generar especies reactivas de oxigeno (ROS), debido a la
actividad redox de los metales como el hierro.>>3

La region N-terminal de A, rica en residuos como aspartato (Aspl y Asp7), glutamato
(Glu3 y Glull) e histidina (His6, His13 e His14), facilita la coordinacién de diversos iones
metalicos, incluyendo cobre, zinc y hierro. Estas interacciones metal-proteina son de gran
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interés debido a su implicacion en la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas. Si
bien los complejos Cu-AS y Zn-ApS han sido ampliamente estudiados, la caracterizacion de
los complejos Fe-Af es ain limitada, a pesar de la relevancia del hierro en la generacion de
especies reactivas de oxigeno y en la progresién de la enfermedad de Alzheimer 39444552

La interaccién entre el hierro y AS se ha convertido en un drea de intenso estudio en
la investigacion de la EA. Algunas evidencias sugieren que esta interaccién y formacién de
estructuras mas complejas podria desempenar un papel crucial en la generacién de estrés
oxidativo, un proceso patogénico clave en la EA. Estudios in vitro han demostrado que la
coexistencia entre hierro y Af disminuye la viabilidad de la célula, confirmando de esta
manera un incremento en la toxicidad.®*®® En el préximo apartado se presentaran algunos
estudios que se han llevado a cabo para elucidar la coordinacién del hierro al Af.

1.8. Estado del arte

Una revisién literaria sobre los sistemas Fe?*™*-AB; 4, nos revela que la informacién

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 difraccion de rayos X. Ademas, de las dificultades para estabilizar el ion
Fe®* 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 continuacién, se describiran algunos de los estudios més relevantes sobre estos
sistemas hasta el momento.

Coordinacién de Fe** con AB; 15

Miura y col. llevaron a cabo uno de los primeros estudios experimentales para elucidar el
papel del Fe3* en la agregacién y neurotoxicidad del péptido AB; 1. Empleando espectros-
copia Raman, estos autores demostraron que la presencia de Fe3* induce una significativa
aceleracion en la formacién de agregados de A3, evidenciada por la formacién de precipitados
tanto a pH 5.8 como 7.4 (Figura 1.4.).%

Un analisis detallado de los espectros Raman revelé cambios caracteristicos en la inten-
sidad de la banda asociada al residuo de tirosina 10 (Tyr10), sugiriendo una coordinacién
directa del Fe** con el oxigeno fenélico de la cadena lateral de este aminoacido. Ademas, los
resultados indican que el Fe** también interacttia con los grupos carboxilato de residuos de
aspartato y glutamato. Sin embargo, no se obtuvo evidencia concluyente sobre la coordina-
cién del Fe®* con residuos de histidina.
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Figura 1.4. Espectros de Raman donde se observan las variaciones de la intensidad de las
senales asociadas a Tyr10. a) Espectro del péptido Af; 16 b) Espectro Raman del sobrena-
dante del sistema Fe-Af y ¢) Espectro Raman de precipitado donde se observa el aumento
de la senal asociada a Tyr10. Tomado de Miura y col.%®

La formacién de complejos entre el Fe3* y el AJ tiene importantes implicaciones en la
patogénesis de la enfermedad de Alzheimer. Se ha propuesto que estos complejos pueden
catalizar la formacién de especies reactivas de oxigeno, lo que a su vez puede danar las neu-
ronas y contribuir a la progresion de la enfermedad. Los resultados obtenidos por Miura y
col sugieren que la coordinacién del Fe* con residuos especificos del A podria ser un factor
clave en la toxicidad de estos agregados.
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Sistemas modelo Fe?*=3*  Ap

Ali-Torres y col emplearon célculos ab initio a nivel de calculo B3LYP/6-31G(d)//MP2/6-
311+G(2df,2dp) para evaluar la formacion, estabilidad y el potencial estdndar de reduccién
(E ) de sistemas modelos complejos formados entre iones Fe?*=3* y residuos clave del pépti-
do ApB (His6, Tyrl0 y la secuencia His13-His14). Para simular las condiciones bioldgicas, se
incluyeron efectos de solvatacién mediante el Modelo Continuo Polarizable (PCM) usando la
variante de Formalismo de Ecuacién Integral (IEFPCM). Para estas esferas de coordinacién
se exploraron diversas vias para determinar las interacciones mas favorables.®’

Los resultados indican que los tres (3) complejos mas 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 férmulas moleculares para ca-
da caso son a)[Fe?*=* (O HisHis)(H,0),])?*=*, b)[Fe?*=3* (O HisHis)(His)(H20)]>*=* y ¢)
el par [Fe?* (O HisHis)(PhO )(H,0)]*/[Fe** (N HisHis)(PhO )(H,0)]*, respectivamente.
La Figura 1.5 muestra la estructura de los complejos mas estables junto con el potencial
estandar de reduccién calculado (E ).

Estos resultados estan acordes con los resultados de Miura y col, en cuanto a la coor-
dinacién de la tirosina a Fe?*=3* 56 Ademds, se puede observar de manera notable, que la
coordinacion simultanea de tirosina e histidinas tiene un efecto significativo sobre las pro-
piedades redox del sistema, dado el E = 0.61 V es el més bajo de los tres sistemas. Ahora
bien, si se tiene en cuenta la desprotonacion del N al momento de la reduccién 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 Fe*.?” La disminucién del
potencial de reduccién sugiere una mayor facilidad para la interconversién entre los estados
de oxidacion del hierro, lo cual podria tener implicaciones importantes en la reactividad del
complejo y su capacidad para generar ROS.

Calculo del Potencial Estandar de Reducciéon E en Sistemas
Modelo Fe?*=*-Ap

El potencial estandar de reduccién (E ) es un pardmetro crucial para evaluar la capacidad
de un sistema de generar ROS. En el estudio de Orjuela y col®® se exploré una combinacién
optima de funcional y base en el marco de la DFT que permitiera reproducir con precision
valores experimentales de E a un costo computacional reducido. Tras evaluar diversas com-
binaciones, se determiné que el funcional MO6L, junto con las bases 6-31+G(d,p) para los
atomos ligeros y cc-pVDZ para el hierro, y el modelo de solvatacién SMD, proporcionaba los
resultados mas confiables. Esta combinacion fue validada comparando los valores calculados



1.8. ESTADO DEL ARTE 12

a) b)
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E°=1.12V E°=0.84 V E°=0.61V
E°'=0.20V

Figura 1.5. Estructuras optimizadas mas estables de los complejos estudiados por Ali-
Torres y col. Tomado de Ali-Torres y col.®’

de E con datos experimentales de complejos de hierro, incluyendo aquellos modelados por
Ali-Torres y col.>” Por ejemplo, el E experimental para el [Fe?*=*(H,0)e)?*=3* es de 0.77 V,
mientras que el calculado con la combinacion investigada es 0.74 V. En cuanto los resultados
de los modelos reportados por Ali-Torres y col los valores calculados bajo este protocolo
disminuyeron considerablemente tal como se pueden ver en la Figura 1.6.

Interaccién de Fe?*™3* con ApB

Ante la importancia de conocer cémo se lleva la interaccién de Fe?*=3* con A3 Hureau

y col., realizaron ensayos in Vvitro para determinar la coordinacién entre el péptido trun-
cado AB1 16 con Fe?™ empleando una combinacién de técnicas de Resonancia Magnética
Nuclear (RMN). Los resultados conllevaron a proponer un modelo hexacoordinado del com-
plejo Fe?*-Af en el que se podria coordinar con Aspl (CO, Ny y COO ), Glu3(COO ),
Phe4(CO), His6 (N , N, CO), His13(N , N ) e His14(N , N ).%°® En cuanto a la coordinacién
de Fe®* y Ap, los estudios de Lermyte y col. lograron estabilizar el ion férrico y mediante
espectrometria de masas de alto impacto lograron determinar que la afinidad de este ion con
Af3 se encuentra en el rango entre la Ser8 y Gly25.%° Estos resultados sirvieron de insumo
para proponer modelos para esta tesis.
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b)

E°=0.84'V °=(.50 V E°=0.27V

Figura 1.6. Potenciales estandares de reduccién (E ) calculados para los complejos repor-
tados por Ali-Torres y col. bajo el protocolo desarrollado Orjuela y col.58
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Capitulo 2

Justificacion y Objetivos

2.1. Justificacion

La enfermedad de Alzheimer representa una carga significativa a nivel social y econémico.
Descifrar los mecanismos moleculares que subyacen a su desarrollo, como las interacciones
entre el Fe?*™* y el A3 4, es fundamental para disenar estrategias terapéuticas mas efec-
tivas. Comprender la naturaleza de estos metalopéptidos, sus propiedades electronicas y su
papel en reacciones redox nos permitira identificar nuevos blancos moleculares y desarrollar
farmacos que puedan interrumpir los procesos patoldgicos asociados a la enfermedad.

A pesar de la importancia del hierro en la enfermedad de Alzheimer, la caracterizacién
estructural de los complejos Fe?*™3*-Af3; 4, ain no estd completamente resuelta. Esta te-
sis doctoral aborda esta probleméatica mediante el diseno y la caracterizacién de modelos
tridimensionales de estos sistemas, utilizando técnicas de modelado molecular y calculos de
estructura electronica. Ademas, se proponen nuevos ligandos con afinidad por el hierro como
potenciales agentes terapéuticos.

Los resultados obtenidos en esta investigacién 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 més detallados, tanto a nivel computacional como experimental,
y podrian tener implicaciones importantes para el desarrollo de nuevas terapias y estrategias
de diagnostico.
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2.2. Objetivos

Objetivo general

» Evaluar electrénica y molecularmente las estructuras de complejos Fe?*=3*-AB; 4, aso-
ciados a la enfermedad de Alzheimer.

Objetivos especificos

» Construir modelos plausibles para los sistemas Fe?*=3*-AfB; 4, a partir de esferas de

coordinacion propuestas mediante el empleo de estrategias computacionales.

» Evaluar la estructura electrénica de los modelos plausibles Fe?*=3*-A3; 4, empleando
GFN2-xTB.

= Proponer ligandos quelantes de hierro como potenciales agentes terapéuticos para la
enfermedad de Alzheimer basados en las esferas de coordinacién de los modelos Fe?+=3+-

ABy 4.
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Capitulo 3

Fundamentos tedricos

Este capitulo presenta una sintesis del marco tedrico que sustenta esta investigacion. Para
ello, se describe de forma secuencial los fundamentos tedricos que proporcionan las herra-
mientas conceptuales necesarias para comprender, no solamente la metodologia empleada,
sino también resultados obtenidos en cada seccién.

Las tematicas estaran descritas de la siguiente forma: primero, los métodos de estructu-
ra electrénica que sirven de base para la evaluacién de los sistemas modelos Fe?*=*-Af3 y
los ligandos afines para Fe?*=3* asi como los célculos de las propiedades de nuestro interés.
Segundo, se abordaran los conceptos asociados a los métodos de modelado por homologia
con restricciones y los métodos de mecanica molecular empleados para evaluacién para la
construccién 3D de los modelos de Fe?*=3*_-AB3; .. Finalmente, se abordan los fundamentos
del método semi-empirico GFN2-xTB, el cudl permitio la evaluacion y caracterizacion de los

modelos 3D de Fe?*=3*-AB; 4.

3.1. Métodos de Estructura Electrdonica

El objetivo principal de los métodos de estructura electrénica es resolver la ecuacion de
Schrodinger no relativista e independiente del tiempo, proporcionando asi una descripciéon
detallada de la energia de sistemas atomicos y moleculares. Esta informacién es fundamental
para predecir propiedades tales como la energia, la geometria molecular, entre otras propie-
dades.®! La Ec. (3.1) muestra la ecuacién de Schrodinger independiente del tiempo.

ﬁqj(r;R) = E¥R) (3.1)

Donde V(.gy representa la funcién de onda que depende de las coordenadas electrénicas
(r) y nucleares (R), E es la energfa descrita por ¥ y H es el operador Hamiltoniano del
sistema. Ahora, asumiendo que los electrones y los ntcleos son particulas con carga y masa
puntuales la ecuacién anterior se puede describir de la siguiente manera:
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H="1TN+Te+ VNN + Ve + Vee (3.2)

de forma desarrollada:

2 p2 X XXgz2 XXg2 XX,2

He B L 2y 22 ‘4 © (33
m 2me . T I . Tii
i > i i j=i Y

En la Ec.(3.3) los simbolos a y § hace referencia a los nicleos. Mientras que i y j a
los electrones. El primer término es el operador de la energia cinética de los nicleos T, el
segundo es el operador de la energia cinética de los electrones T, el tercero es el operador
de la energia potencial debida a la repulsién de los nicleos V NN, €l cuarto es el operador
del potencial de atraccién nucleo-electron V ne v el quinto es el operador del potencial de
repulsion entre los electrones V ge.

La resolucion de la ecuacion de Schrodinger resulta compleja para moléculas debido a la
existencia de multiples ntcleos y electrones que interactian entre si, lo cual resulta imposible
de resolver de manera analitica, incluso para moléculas relativamente pequenas. La comple-
jidad se incrementa a medida que aumenta el nimero de particulas, debido al incremento
en las posibles configuraciones electrénicas y a la necesidad de tener en cuenta correlaciones
electrénicas. Por lo anterior, se recurre a métodos aproximados y calculos numéricos para
obtener soluciones acertadas a la ecuacién de Schrodinger molecular. Uno de estos procedi-
mientos es la aproximacién de Born-Oppenheimer, la cual se detalla a continuacién.

Aproximaciéon de Born-Oppenheimer. Esta aproximacion permite separar el movi-
miento electrénico del nuclear en la molécula. Por lo cual, al ser los electrones mucho mas
livianos que los nucleos se considera como si estos ultimos permanecieran fijos. Al conside-
rar los nucleos fijos, despreciamos su energia cinética y asumimos que su repulsiéon mutua
es constante. De esta manera, obtenemos el Hamiltoniano electrénico, el cual describe la
energia de los electrones en el campo creado por los nicleos fijos.?? Este Hamiltoniano se
representa en la Ec.(3.4).

X XXz e XX 2
Hoee = -  —T? + — (3.4)

2. m i i i>j '

De esta manera, la expresion de la ecuacion electréonica de Schrodinger queda reducida a
la parte electrénica y se describe de la siguiente forma:

Helec\Ijelec = Eelec\llelec (3~5)

Donde la funcién de onda electronica es:

Welee = \I/elec(rﬁ RA) (3'6>
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Esta funcién de onda describe el movimiento de los electrones y depende explicitamente
de las coordenadas de los electrones rj. Sin embargo, depende paramétricamente de las coor-
denadas nucleares Ra.

Funcién de onda electrénica. El Hamiltoniano electrénico depende tinicamente de las
coordenadas espaciales de los electrones. Sin embargo, para que una funcién de onda sea
completa debe tener una parte que es funcién de las coordenadas espaciales (x,y,z) y otra
de la funcién de espin se representan como « y (3. Adicionalmente, para que la funcién de
onda pueda ser empleada para un sistema multielectrénico ésta deber ser antisimétrica. Esto
quiere decir que si intercambiamos las coordenadas de dos electrones cambia el signo de la
funcién de onda:®?

U(rirp...rirj..rn) = U (rir...rjri..rn) (3.7)

Por otro lado, el principio de exclusiéon de Pauli establece que dos electrones en un
atomo no pueden poseer los mismos cuatro nimeros cuanticos. Esta indistinguibilidad de los
electrones en sistemas multielectrénicos se refleja en la construccion de funciones de onda
antisimétricas, las cuales se obtienen mediante determinantes de Slater.®® Un ejemplo de
estas funciones es un determinante formado por espines-orbitales:

by(r1) d@(r) Py (r1)

oy (r2)  d@)(r2) Py (r2)

U(riry...rn) = (3.8)

o (tn) ¢@)(rn) Pery(rn)

Cada columna en este determinante contiene un espin-orbital, mientras que las coorde-
nadas se ubican a lo largo de cada renglén. El siguiente paso, es buscar los orbitales ¢ que
permitan construir los orbitales moleculares y calcular la energia del sistema. Para lograr
este objetivo Roothaan y Hall propusieron una aproximacion que consiste en expandir los
orbitales ¢ como una combinacién lineal de funciones base. En el proximo apartado se hace
una mayor descripcion de esta propuesta.

Funciones de base. Al modelar sistemas cuanticos como dtomos o moléculas, es fun-
damental contar con un conjunto de funciones de partida, denominadas funciones de base
u orbitales atémicos x(s) que sirven para construir los orbitales moleculares. Roothaan®
y Hall® establecieron en 1951 que los orbitales moleculares pueden expresarse como una
combinacion lineal de de un conjunto finito de funciones de base, también conocido como
combinacién lineal de orbitales atémicos (CLOA). Lo ideal serfa emplear una base completa
para esta construccién, pero es imposible porque esta seria infinita. Es por esto que en los
programas de calculo se emplean entonces bases finitas, lo que implica un balance entre la
precision deseada del resultado y coste computacional; teniendo en cuenta que este costo
escala n* veces para métodos basados en funcién de onda y n® para los métodos basados
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en densidad electrénica. La representacion de esta combinacion viene dada de la siguiente
forma:

X
1= CsiXs (3.9)
S=l1
A pesar que existen numerosas funciones capaces de describir la forma de un orbital
atémico, en la practica computacional, las funciones de tipo Slater (STO) y Gaussianas
(GTO) han predominado debido a sus propiedades y a las ventajas que ofrecen en los célcu-
los cuanticos. A continuacién se describe cada una de ellas.

Orbitales Tipo Slater. Los orbitales atémicos de tipo Slater (STO, del inglés Slater
Type Orbitals), propuestos por Zener® y Slater,®’ se utilizan para describir la parte radial
de los orbitales atomicos y tienen la siguiente forma:

X ;n;I;m<7’7 0, SO) = NYI;m(Q; @)Tn e F (3.10)

Siendo r " la parte radial, (r es el exponente orbital, N la constante de norma-
lizacién y Yim(6, ¢) son los arménicos esféricos. Ademads, n, | y m representan los nimeros
cuanticos principal, azimutal y magnético, respectivamente.

nl6

Los STO se destacan por su capacidad de describir de manera precisa la distribucion
electrénica en un atomo. Estos orbitales satisfacen la condicién de cuspide, lo que implica que
la densidad electrénica tiende a infinito cuando la distancia al nticleo se acerca a cero. Esta
caracteristica es fundamental para representar correctamente la interaccién electréon-ntcleo,
especialmente en la regién cercana al nicleo. Ademas, los STO decaen exponencialmente a
grandes distancias, lo que refleja la disminucién de la probabilidad de encontrar el electréon
lejos del ntcleo.

Los STO ofrecen una descripcion cualitativa satisfactoria de los orbitales atémicos, al
compartir muchas de las caracteristicas de los orbitales hidrogenoides. No obstante, su falta
de nodos radiales intrinsecos puede ser una limitacion 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 razén,
los STO se emplean principalmente en sistemas pequenios y en célculos donde la precisién
de la descripcion de la region cercana al nicleo es de suma importancia.

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

X eyt (7,9, 2) = Nabyalze (3.11)



3.1. METODOS DE ESTRUCTURA ELECTRONICA 20

La amplia adopcion de las funciones gaussianas en calculos quimicos se fundamenta en
su propiedad de cierre bajo multiplicacion. Esto significa que el producto de dos funciones
gaussianas centradas en diferentes puntos es otra funciéon gaussiana, centrada en un punto
intermedio. Esta propiedad matematica simplifica considerablemente el calculo de integrales
multicéntricas, ya que permite expresar cualquier integral de multiples centros como una
combinacion lineal de integrales de una sola gaussiana.

Por otro lado, la condicion de cuspide, es un aspecto crucial en la descripcién precisa de
los orbitales atémicos. Si bien las funciones gaussianas primitivas (pGTO) no satisfacen esta
condicién, las funciones gaussianas contraidas (cGTO) ofrecen una solucién al expresar una
c¢GTO como una combinacion lineal de multiples pGTO. De esta forma se puede ajustar
la forma de la funcion resultante para reproducir la cuspide electronica, mejorando asi la
precision de los calculos.

1

STO
GTO o

05

0 1 1 J
0 1 2 3 4 5

Radio (u.a)) Radio (u.a.)

Figura 3.1. a) Comparacion entre los orbitales tipo Slater (STO) y Gaussiana (GTO). b)
Aproximacién a una STO a partir de la combinacion de funciones gaussianas primitiva a
través del procedimiento STO-NG. Adaptado de Majundar y col.”

Ademas de las funciones mencionadas anteriormente, existen dos tipos de funciones adi-
cionales: las funciones de polarizacién y las funciones difusas, que pueden anadirse al conjunto
de base. Estas funciones permiten una descripciéon mas flexible de la densidad electroémica,
especialmente en aquellas regiones en las que los electrones experimentan una mayor po-
larizacién o estdan més alejados del ntcleo. Es asi como las funciones de polarizacion son
funciones que no estan ocupadas en el estado fundamental del dtomo, pero que permiten la
polarizaciéon de la densidad electrénica hacia las zonas del enlace en la molécula haciendo
que el orbital cambie de tamano, pero no de forma. Estas suelen ser estar representadas por
una gaussiana, poseen el mismo nimero cuantico principal, pero un mayor nimero cuantico
magnético. Lo anterior con la finalidad de describir la distorsién de la distribucion electrénica
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debido al enlace.”

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 ¢ pequeno. Es-
tas son difusas porque se extienden a zonas mas lejanas del nicleo y sirve para representar
la densidad electrénica en aniones, complejos débiles y estados excitados de las moléculas.
Ademsds, son necesarias para considerar las interacciones de Van der Waals en complejos que
se enlazan por dispersién.’

3.2. Teoria del Funcional de la Densidad

Aspectos generales de la Teoria del Funcional de la Densidad.

La Teoria 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 electrénica p, como magnitud principal. Esta se construye alrededor
de la premisa que la energia de un sistema electrénico puede ser definida en términos de la
densidad de probabilidad de electrones, p,. Para un sistema de n de electrones, po(r) repre-
senta la densidad electrénica total en un punto particular del espacio r. De acuerdo con el
formalismo DFT), la energia electronica E es considerada como un funcional de la densidad
electrénica E [po], en el sentido que para una funcién pe(r) dada le corresponde una energia.

El tratamiento de sistemas cuanticos mediante el uso de DFT otorga ciertas ventajas
en comparacion con las aproximaciones basadas en la funciéon de onda. Una de las razones
radica en la simplificacion de los sistemas, dado que los métodos basados en la funcién de
onda establecen tres coordenadas espaciales por cada electron, y una mas si se considera
el espin. Mientras que la densidad electréonica solo depende de tres coordenadas, indepen-
dientemente del ntimero de electrones que posea el sistema.” Ademés, los métodos basados
en la densidad son mucho menos demandantes computacionalmente que otros métodos con
una exactitud similar, siendo capaces incluir correlacion electronica en los calculos con una
fraccién del tiempo que le tomaria a metodologias Post-Hartree-Fock.?

Teoremas de Hohenberg-Kohn. La publicacion de los teoremas de Hohenberg-Kohn
en 1964 sirvieron como pilares para el desarrollo de lo que hoy es la DFT moderna.”* En el
primer teorema se establece que el potencial externo v(r) es un funcional de po(r), ya que, a
su vez, determina el H. Por tanto, el estado fundamental de un sistema de muchas particulas
es funcional de po(r). Lo anterior quiere decir que, la energia del estado fundamental E, no
degenerado es funcional de po(r) y que a partir de alli se pueden determinar todas las
propiedades del sistema. Entonces, se puede expresar como:
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Eo = FEq [Po] (3.13)

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

1 X X XX 1
H= - ri+ v+ — (3.14)
2 . . .= Tij
=1 i=1 i i=j
y el potencial externo Ve lo describe el término:
X
Ve = v(ri) (3.15)
i=1
donde v(rj) se expresa como:
Xz
v(ri) = — (3.16)

i

Una vez establecido el Vi y el nimero de electrones del sistema N, se puede determinar
la energia del sistema al solucionar la ecuacion de Schrodinger. Teniendo en cuenta cada
una de las contribuciones del hamiltoniano descrito en la ecuacién 3.14, entonces podemos
representar cada una de estas como funcionales de la densidad electrénica de la siguiente
manera:

Eo = E[po] = T[po] + Vnelpo] + Vee[po] (3.17)

De acuerdo con la Ec.(3.17), Vhe es la sumatoria de las interacciones ntcleo-electrén
del sistema, la cual se puede expresar en términos de densidad electronica quedando de la
siguiente forma:

VA
Vae = pol(r)v(r)dr (3.18)
Reemplazando la ecuacién 3.18 en 3.17 se obtiene:
Z
Elpo) = po(r)v(r)dr + T[po] + Vee[po (3.19)

Sin embargo, la forma exacta de los funcionales T'[po] ¥ Veelpo), que corresponden a la
energia cinética de los electrones y a la interaccion electrén-eletron respectivamente, no se
conoce.

El segundo teorema de Hohenberg-Kohn establece que aplicando el principio variacional
se puede obtener la energia del sistema molecular a partir de una densidad de prueba p y
que esta energfa resultante serd mayor o igual que la energfa del estado fundamental E|[p,].”
De esta forma se puede expresar como:
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E[ o] E[d= T[d+ Vhe[d+ Vel (3.20)

A pesar de que teoricamente es posible calcular la energa sin recurrir a la funcon de onda,
este teorema de Hohenberg-Kohn no especi ca un procedimiento concreto para obtenerla a
partir de ,. Fue entonces, cuando Kohn y Sham propusieron un esquema computacional, co-
nocido como la aproximacon de Kohn-Sham, que permite determinar la densidad electonica
Yy, consecuentemente, obtener la energa del sistema. Este formalismo sera abordado en mayor
profundidad en el siguiente apartado.

Aproximacon de Kohn-Sham - Sistema de Referencia no Interactuante. Este
nmetodo consiste en proponer un sistema cticio de electrones no interactuantes que expe-
rimentan el mismo potencial externo s(rj), que fue elegido de tal manera que la densidad
de prueba ¢ sea igual a la densidad electonica exacta de la mokcula en estudig” Esta
aproximacon permite simpli car los @lculos para obtener las propiedades electonicas del
sistema en estudio.

s o (3.21)

Ahora se puede establecer un hamiltoniano del sistema no interactuante, al cwal se le
introduce (r;) quedando la expreson:

X0 1 X0
A = SPE+ s(m) = h (3.22)
i=1 i=1
dondeh!® representa el operador de Kohn-Sham para un electon. Consecuentemente, la
funcon de onda del sistema de referencia del estado basal se representa por un determinante
de Slater de espn-orbitales de Kohn-Sharh*s. Entonces, estos ultimos son determinados

por la ecuacon:

hist ks = kst ks (3.23)

donde ks representa la energa 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:

TLI=T0] T[4 (3.24)

De la Ec.(3.24) se puede decir que el funcion@l s] es conocido, mientras qud | ]
gue contiene la energa ciretica de los electrones cuando hay interacciones entre ellos no es
conocido. Por otro lado, en cuanto al potencial electon-electon tambéen existen diferencias
entre los sistemas. Es as que:

Veel 1= V[ 1 V[ 4] (3.25)
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Para este caso, el funcionaVs[ ], dado que los electrones no interacuan entre ellos,
contiene las expresiones de repulsiones chsicas. Por lo tanto, se representa con el funcional
Coulombico chsico J[]. En lo que respecta al funcionaV/[ ], contiene un conjunto de in-
teracciones no chsicas como la correccon de autointeraccon, intercambio y correlacon. De
este tampoco se conoce su forma.

Ahora si reemplazamos 3.24 y 3.25 en la Ec.(3.17) surge la expreson:

E[ 1= TLI+ T[]+ Ve[ 1+ I3[ ]+ Ved | (3.26)

Agrupamos los funcionales Ve[ ]y T[ ] en uno nuevo llamado funcional de intercam-
bio - correlacon E,.[ ]. Con esta sustitucon la expreson deE[ ] que queda es:

E[]1=Ts[ 1+ Vie[ 1+ J[ ]+ Exc[ ] (3.27)

Elunico problema que presenta estaultima ecuacbn es que no se conoce la forma exacta
del funcional E,[ ]. Por lo tanto, el desarrollo de aproximaciones para este funcional es el
coramn de los @lculos basados en DFT.

Aproximaciones al Funcional de Correlacon - Intercambio

Aproximacon Local de la Densidad. La aproximacon local de la densidad (LDA,
por sus siglas en ingesocal Density Aproximation) constituye la representacon mas sencilla
del funcional de correlacon-intercambio k[ ]. Se fundamenta en un sistema hipottico de
un gas uniforme de electrones no interactuantes, en el que tanto el rumero de electrones
como el volumen del gas tienden a in nitd® Sin embargo, la densidad permanece nita
y constante en todas partes. De acuerdo con esto, se asume gug Ees funcional de la
densidad electonica y se expresa como:

Z

Ex [1= () «( (£)dr (3.28)

Donde ,. es la energa de intercambio-correlacon para un electon del gas de electrones.
Esta aproximacbn permite separar las contribuciones como la suma de cada una de ellas:

x( (F) = x( M)+ ( () (3.29)

El primer funcional LDA para la energa de intercambio fue propuesto por Dirac para
aplicarlo junto con el modelo de Thomas-Fermi en el metodo Thomas-Fermi-Dirdé.La
expreson de este funcional es la siguiente:

1=3Z

3 3 (¢ dr (3.30)

4

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

E)I(_DA;Dirac [ ]=
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al funcional de la energa ciretica del modelo de Thomas-Fermi. Sin embargo, Weizsacker
incluyo correcciones a este a trawes de gradientes, logrando as mejoras en los @lculds.

En cuanto al desarrollo de los funcionales de correlacon, no hay una expresbn explcita
para ello, dado las di cultades de obtener una expreson separada de la energa de intercam-
bio. No obstante, se han empleado modelos de interpolacon calculados a partir de diferentes
densidades de gas homogeneo de electrones. Entre los mas empleados, destacan el desarro-
llado por Vosko, Wilk y Nusair (VWN)® y el funcional de correlacon de Perdew®

Finalmente, es importante destacar que los funcionales LDA describen muy bien las
propiedades estructurales de sistemas de capa cerrada y de aquellos cuya densidad vara
muy lentamente. Sin embargo, tienden a subestimar la energa del estado fundamental y
de ionizacon. Por el contrario, las energas de enlace son sobreestimadas. Adenas, se ha
evidenciado que algunos buenos resultados esan asociados a la cancelacon de errores sis-
tematicos. De acuerdo con esto, la LDA subestima la energa de intercambiify y sobrestima
la energa de correlaconEg, lo que da como resultado buenos valores de energas de corre-
lacon-intercambio E,.

Aproximacon Local de la Densidad de Espn. Abreviada como LSDA (del ingks,
Local Spin Density Aproximation), reconoce la existencia del espn electonico (y ) e
introduce su dependencia en el funcional de correlacon-intercambio. De esta forma, dos
electrones que ocupen el mismo orbital espacial pueden ser representados por funciones di-
ferentes’® Entonces, el funcional se puede representar de la siguiente forma..

1=3Z

3 3 ( =+ yde (3.31)

ELSDA[ | = 21:3Zr

Esta aproximacon describe muy bien los sistemas de capa abierta donde existen diferen-
tes rumeros de electrones y . Ademas, de aquellos se ven afectados por la presencia de
campos magreticos exteriores, que son polarizados y aquellos donde los efectos relativistas
son importantes.

Aproximacon del Gradiente Generalizado. Los sistemas moleculares suelen pre-
sentar diferencias considerables en la distribucon de la densidad electonica y no se ajustan
al modelo de electrones no interactuantes tratados en la LDA y LSDA. Es decir, que su
distribucon de densidad electonica no es homogenea. Por este motivo, los metodos de apro-
ximacon de gradiente generalizado (GGA, del ingesGeneralized Gradient Aproximatior)
tienen en cuenta que la energa de correlacon-intercambio dependa tanto de la densidad
electonica como del gradiente de la densidad .62
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Z
E)((BCGA : = f N or (332)

dondef es una funcon de densidad de espn y sus gradientes.

Dentro del formalismo GGA, se han disenado funcionales tanto de intercambio como de
correlacon, adaptados a diferentes tipos de sistemas qumicos y propiedades de intees, que
incorporan aspectos tanto teoricos como empricos para ofrecer un equilibrio entre exacti-
tud y e ciencia computacional. Algunos de los funcionales de intercambio mas comunes son
Becke 88 (B)®' Perdew-Wang(PW)22 Perdew86(P¥® y Perdew-Burke-Ernzerhof (PBE)%

Por su parte, los funcionales de correlacon que se destacan son Becke 88 (B8&grdew-
Wang91(PW91f® y Lee-Yang-Parr (LYP).8” Adenmas, esta aproximacon permite combinar
los funcionales de intercambio y correlacon como es el caso del BLYP(Intercambio de Becke
y correlacon de Lee-Yang-Parr).

En general, los metodos GGA tienden a dar mejores resultados para energas totales, de
atomizacon, de diferencias estructurales y barreras energeticas en comparacon con las apro-
ximaciones locales. Esto se debe en parte a que describe mucho mejor los enlaces qumicos,
aunque falla a la hora de describir interacciones no covalentes (Van de Waals).

Funcionales Hbridos de la Densidad. Los funcionales hbridos (H-GGA, del inges
Hybrid Generalized Gradient Aproximation) tienen como principal caracterstica que com-
binan el funcional de intercambio y correlacon de los nmetodos GGA con un porcentaje de
intercambio Hartree-Fock. Ademas, optimiza el factor de peso de algunos coe cientes y de los
funcionales al incluir pammetros empricos, de manera que los valores calculados se ajusten
a los valores experimentales de energas de atomizacon, potenciales de ionizacon, a nidades
probnicas, entre otros® Algunos de los funcionales hbridos mas empleados son B3P&b,
B3PW9125 mPW3LYP® y el nas empleado de todos el funcional B3LYP:

Ventajas y desventajas de las metodologas DFT en el @lculo de propiedades
electonicas . En general, se ha evidenciado que las ventajas de emplear metodologas DFT
para evaluar las propiedades electonicas de los sistemas son mayores que las limitaciones o
desventajas que poseen. Algunas de las desventajas de estos nmetodos son:

= El desconocimiento de la forma exacta del funcional de correlacon-intercambio tiene
como consecuencia que launica forma de mejorar el desempeno de los @lculos sea
mejorando el funcional. Adenas, la energa DFT no es variacional con respecto a este
cambio.

= En el caso de las mokculas 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 netodos basados en funcon
de onda.
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En cuanto a sus ventajas, adenas de las ya descritas, como su coste computacional o la
inclusbn de efectos de correlacon electonica con un solo nivel mas bajo que los netodos
Post-Hartree-Fock, se tiene que sumar que la densidad electonica es un observable, lo cual
permite que esta pueda ser medida experimentalmente.

Finalmente, en cuanto a nuestro intees investigativo las aplicaciones del DFT en siste-
mas de metales de transicon con hierro estin establecidas con diferentes combinaciones de
funcionales y funciones de base para las distintas propiedades estudiadas tales como estados
de multiplicidad de espn 2 geometras30-°89 pK ,,°* predicciones de estados fundamenta-
les?* formacon de clusters de FgS, en sistemas biobgico¥ y prediccon de potenciales de
reduccbn.”:58% En esta tesis se emplearon estos conceptos Captulos 3y 5.

3.3. Modelos de Solvatacon

Los modelos de solvatacon desempefan un papel relevante en la descripcon de los sis-
temas en fases condensadas, ya que permiten la realizacon de simulaciones y @lculos con
el objetivo de incorporar las interacciones soluto-solvente, las cuales pueden ser aplicadas a
diversos procesos en solucon. No obstante, estas aproximaciones son complejas y todava
presentan multiples fuentes de errores para intentar comprender los efectos del solvente a
escala microsopic&’En consecuencia, se han disenado diversos modelos que pueden clasi -
carse en dos categoras: explcitos e implcitos.

Los modelos explcitos examinan minuciosamente las interacciones de cada mokcula del
solvente en una simulacon, 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 @alculo meanico-canti-
co, las interacciones de largo alcance tamben se tienen en cuenta. Lo anterior permite una
mayor similitud con un sistema real y una mayor exactitud de los resultadd%Sin embargo,
son computacionalmente mas costosos, lo cual di culta su utilizacon, aunque se ha empleado
en sistemas cuanticos pequenos. En cuanto a los modelos de solvatacon implcita (tamben
conocidos como modelos continuo), el primer paso para caracterizar el sistema, es describir
solvente como un medio continuo homogeneo, polarizable y con una constante diekctrica, en
el que el soluto estr encapsulado dentro de una cavidad. Por ende, la distribucon de carga
del soluto interacciona con el campo diekctrico del solvente en la super cie de la cavidad,
polarizando el medio y provocando as la polarizacon del soluto, esto se conoce como Campo
de Reaccon Autoconsistente (SCRF, del inglesSelf-Consistent Reaction Fiel)l.®°® Este pro-
cedimiento permite que estos modelos sean computacionalmente menos costosos, comparado
con los explcitos, lo que ha permitido su uso de forma mas amplia.

Ahora, el poximo paso en la descripcon del sistema es determinar la energa libre de
solvatacon Ggo, €n los modelos continuos, para ello se debe dividir el proceso en tres
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etapas: la etapa inicial consiste en la creacon de una cavidad en la que se incluia el soluto,
la segunda consiste en la incorporacon de la cavidad con el soluto no cargado en el solven-
te, y nalmente, la tercera etapa consiste en la distribucon de la carga del solut® En
consecuencia, la energa libre de solvatacon G, puede calcularse como:

Gsov = Geavt Gt  Geleat (3.33)

Donde G, es la energa libre de creacon de la cavidad donde se alojaa el solutoG,,
es la energa asociada a las contribuciones repulsivas y dispersivas, y nalment€. est
asociada la contribuciones electrosaticas.

Los netodos de solvatacon continuos, generalmente representados por el Metodo Con-
tinuo Polarizable (PCM, del inges Continum Polarizable Mode) se aplican generalmente a
traves de dos modelos: el modelo de Poisson-Boltzmann (PB?,y el modelo de Born Gene-
ralizado (GB).1°! Cada uno de estos tienen sus ventajas de acuerdo al tipo de sistema que se
aplicay a la idoneidad de la cavidad usada para ubicar el soluto alrededor del solvente ideal.
Finalmente, se pueden destacar los siguientes modelos solvatacon implcita mas empleados:
PCM vy sus variables, el modelo basado en densidad (SMD, del ingBslvation Model Based
on Density)1%%y el Modelo Generalizado de Born con Super cie Accesible (GBSA, del ingles
Generalized Born Surface Acce$s® En la presente tesis, el modelo SMD fue empleado para
calcular Ggqy Y as obtener el potencial de esaindar de reduccon de los sistemas modelo.
Mientras que el modelo GBSA fue empleado como modelo de solvatacon en la evaluacon
de los sistemas de B&é=3*-A ; 4, mediante XTB-GFN2.

3.4. Modelado por Homologa

El modelado por homologa es una herramienta computacional que permite construir y
predecir estructuras de protenas a partir de honologos. En otras palabras, las secuencias
proteicas que se encuentran vinculadas evolutivamente poseen una estructura 3D similar.
En consecuencia, la elaboracon de un modelo 3D de una protena de intees se puede lle-
var a cabo mediante la utilizacon de protenas 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 conformacon estructural de una protena se
mantiene. Esto implica que pequefos y medianos cambios en la secuencia solo se traducian
en pequenos cambios en la conformacdff.

En erminos generales, el protocolo para la construccon de modelos 3D por homologa
consta de cinco pasos (ver Figura 3.2):
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1. Obtencon de la secuencia objetivo y lusqueda de honologos. Se establece
la secuencia objetivo del modelo a construir para realizar la lusqueda de honologo(s)
estructural(es) en bases como el PDB (del inge®rotein Data Bank)% y CCDC (del
inges, Cambridge Crystallographic Data Center!% Se seleccionan plantillas con al
menos 50 % de identidad para asegurar la calidad del modelo generado.

2. Seleccon de plantillas, alineamiento de secuencias e introduccon de restric-
ciones geonetricas. En este paso se establece el alineamiento de la secuencia objetivo
y la(s) plantilla(s) seleccionada(s). Existen diversos nmetodos que permiten realizar un
alineamiento de manera nas precisa, tales como el aralisis de per les, comparacbn
de perles y lusqueda de secuencias intermedias. Algunos programas, como el PSI-
BLAST %7 usando estas metodologas, pueden llevar a cabo la lusqueda de honologos,
alinear sus secuencias y otorgar una puntuacon adecuada para una mejor seleccon.

3. Construccon de los modelos.  Existen diferentes herramientas computacionales que
permiten construir los modelos con diversas metodologa. En el caso de esta tesis se
empleo el paquete Modeller v10.298 que construye los modelos mediante restricciones
geonetricas manteniendo restringidas las regiones que son de intees.

4. Inspeccon visual y evaluacon del modelo. Se realiza una inspeccon visual para
detectar posibles anomala estructurales y si no hay presencia de las mismas, se procede
a realizar la evaluacon del modelo, En nuestro caso se empleo una funcon de potencial
estadstico conocida como DOPE (del ingesDiscrete Optimized Potential Energy, la
cual viene incluida en el paquete Modeller.

5. Re namiento y aralisis del modelo. Finalmente, se realiza el re namiento estruc-
tural en caso de ser necesario. Con el modelo completamente evaluado nalmente se
realiza la caracterizacon del mismo analizando la presencia de interacciones de intees.
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Figura 3.2. Protocolo para la construccon de modelo 3D de sistemas proteicos mediante
homologa con restricciones geonetricas.
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Modelado por Homologa Empleando Restricciones Geonetricas con Mode-

ller. Modeller es un programa informatico que modela estructuras tridimensionales de pro-
tenas y sus agrupaciones mediante restricciones espaciales. Es el paquete mas utilizado para
construir modelos por homologa, en el que el usuario proporciona una secuencia de alinea-
miento con una estructura conocida y el programa construye de forma automatica un modelo
sin hidiogenos. 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 extraccon de las restricciones
espaciales y 3) la construccon de un modelo que las satisfaga.

Figura 3.3. Modelado por homologa 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 Balbl 1%

Una vez alineadas las secuencias, se procede a establecer las restricciones espaciales,
tales como angulos, diedros y distancias de pares abmicos, que se obtienen, en su gran
mayora, a partir de la(s) plantilla(s) suministrada(s) por el usuario. Estas restricciones se
extraen mediante un aralisis estadstico de las relaciones entre muchos pares de estructuras
honologas de la base de datos de Modeller, que contiene 105 familias proteicas alineadas
gue incluyen mas de 400 protenas con estructuras 3D conocidas, la cwal es explorada para
obtener correlaciones tales como distancias equivalentes-C ,angulos diedros, relaciones
entre la cadena principal y la cadena lateral, enlace de hidiogeno, entre otras. Estas relaciones
se expresan como funciones de densidad de probabilidad (pdf, del ingiesbability density
functions), la cual se expresa como:

Z

X2

(X1 X Xp) = p(x)dx (3.34)

X1
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La Ec.(3.34) ofrece mucha mas informacon sobre posibles valores asociados a la res-
triccon que una media de valores unicamente, dado que se pueden presentar casos en los
gue las distancias de pares puedan estar subestimadas o sobrestimadas. Por otro lado, estas
funciones pueden resolverse de forma analtica usando me@nica chsica o estadstica, o va-
lores empricos de la base de datos. Es importante destacar que esta base de datos contiene
estructuras secundarias representativas de diferentes combinaciones entre telicg$ojas

A continuacon, las restricciones espaciales y los erminos de energa de CHARMM que
imponen una estereoqumica adecuada son combinados en una funcon objetivo, la cwal es
optimizada en espacio cartesiano mediante una combinacon de gradientes conjugados y
diramica molecular, junto con el algoritmo meta-heurstico conocido comsimulated anne-
ling.108

Finalmente, el modelo obtenido trata de cumplir con todas o la mayora de las restriccio-
nes impuestas y se evalia mediante la funcon dscore DOPE, que es una funcon derivada
de un aralisis de estructuras proteicas almacenadas enpgbtein data bank DOPE se basa
en un modelo de referencia mejorado que corresponde aatomos que no interactian en una
esfera homogenea cuyo radio depende de la estructura nativa de la muestra. De esta forma,
tiene en cuenta la forma nita y eskrica de las estructuras nativa&®®

Ventajas y desventajas del modelado por homologa. Como todo procedimiento,
el modelado por homologa presenta una serie de ventajas y desventajas, que se describen a
continuacon:

Desventajas

» Las plantillas usualmente no esan disponibles o fragmentadas : En algunos
casos la identidad no supera el 30% y en otros las plantillas obtenidas por cristalografa
de rayos X pueden tener residuos ausentes.

» La presencia de gaps en la secuencia de alineacon: La presencia de estos es una
fuente de error en la construccon del modelo. Si glap es muy grande es probable que
haya perdida de residuos o en posiciones incorrectas. En este caso, la regon faltante
debe ser modeladae novo

= Posicon incorrecta de algunas cadenas laterales  : Se ha evidenciado que a pesar
gue la secuencia y el plegamiento de la cadena principal sea correcto, la posicon de los
roameros de las cadenas laterales pueden estar en una posicon equivocada. Sobretodo
aguellas que estn cargadas, las cuales evitan las repulsiones electroshaticas y en otros
casos se evitan los impedimentos eskricos.
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Ventajas

= Emplea informacon acerca de la evolucon de estructuras de protenas conocidas para
predecir estructuras similares.

= Es factible proporcionar modelos de alta resolucon 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 teora.

Esta metodologa fue empleada en el Captulo 5 de esta tesis para lograr construir los
modelos F&*=**-A ; 4, tomando como parte peptdica la estructura de odigo 1IYT y para
la regbn de coordinacon metlica los sistemas modelo evaluados en el Captulo 4.

3.5. Metodo Semi-Emprico de Evaluacon de la
Estructura Electonica - GFN-XTB

Los netodos xXTB (del ingkes, Extended Tight Binding representan una aproximacon
semi-emprica fundamentada en KS-DFT que se basa en una expanson de las perturbaciones
al funcional de la densidad de los electrones en erminos de uctuaciones de varios ordenes,
similar al modelo de enlace estricto DFTB. Esto implica la reduccon de las ecuaciones de
KS a una forma de enlace estricto relacionado con el funcional de Harris-Foulkes, donde
la energa se obtiene en funcon de las densidades electonicas de partes aisladas. En esta
aproximacon, la energa del funcional vara mucho menos que en el caso del funcional de KS a
medida que la densidad se aleja de la densidad convergéefeEl funcional de Harris-Foulkes
se describe la siguiente forma:

X Z
Enarris  Foulkes[ o] = i dr3vxc[ ol(r)
12 i (3.35)
é drgvH[ o](r)+ Exc[ 0]
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dondeV,. y V4 son el potencial externo y de Hartree respectivamente, construidos sobre
una densidad electonica aproximada ,. Finalmente, E,.[ o] representa el funcional de co-
rrelacon-intercambio.

Ahora bien, la derivacon de la expreson de energa para los metodos XTB se inicia desde
un funcional que incluya correlacon no-local como punto de partida del tipo VV18! con
contribuciones de correlacon, y se representa por:

Yo £
Eot = Em+ M () T+ Va()+ 22 ()]
7 (3.36)
1 NL /- 0
+5 T— + N9 (%adr® (r)dr
Aqu, ; representa el orbital molecular ocupaddf'(r) el operador de la energa cireti-

ca, V, (r) es el operador coulombico debido a la interaccon con el rucleo jd2” [ (r)] es
la energa de correlacbn-intercambio por partcula y Nt (r;r9 contiene las interacciones
coulumbicas y la correlacon no-local. Con la incluson delultimo ermino se asegura una
descripcbn de las interacciones por disperson que se pueden presentar en el sistema.

Ahora, la Ec.( 3.36) se reformula en erminos de,, donde esta se aproxima a la densidad
de convergencia y a una variacon de la misma , entonces = , + . La aproxima-
con anterior nos permite descomponer la energa en erminos de Hartree a una densidad de
referencia, as como una diferencia de energa de Hartree debido a la variacon de la den-
sidad. Asimismo, del rmino no separable de energa de correlacon-intercambio local y la
correlacon no-local. Entonces, la expreson d&; queda reducida a:

Etot:Eg"" EH"'EJZEA[]"'E(’;\‘L[; 9 (3.37)

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

Una vez de nida la expresbn para E, €l objetivo ahora es determinar las variaciones
funcional de la densidad, lo cual se consigue mediante una expanson de una serie de Taylor
alrededor de

E[1=ET o+ E' o 1+ EX [ o( )]+ Eo( )1+ 1 (3.38)

Se aplican estas uctuaciones unicamente a los orbitales de valencia y, en funcon
de hasta que punto se trunca la expanson, se van so sticando las variantes de los neto-
dos GFNn-xTB. Se trunca el primer orden en el caso de GFNO-xTB? mientras que para
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GFN1-xTB,*® y GFN2-xTB,!* se trunca el tercer orden. La versbn GNF2-xTB es la nas
avanzada hasta el momento y la que se emplea en esta tesis con el propsito de evaluar la
estructura electonica de los complejos F&=*-A | 4. La raon del empleo de estos neto-

dos es que permiten abordar grandes sistemas de forma adecuada debido que por netodos
basados en DFT nos resulb inabordables al sobrepasar las capacidades de nuestros recursos
computacionales.

El Hamiltoniano GFN2-xTB. Esta es laultima verson liberada hasta el momento,
la cual se trunca hasta un tercer orden teniendo diferentes tipos de contribuciones producto
de la expansbn. La expreson de energa para GFN2-xTB viene dada por:

— (0 0):(1):(2 1) @) (@) (3)
Ecrnz x18 = Er(e|)o + Edisp + EEHT + EIES+IXC + EAEs+AXC + EIES+IXC (3.39)

reagrupando los erminos la ecuacon queda de la siguiente forma:

EcEnz xtB = Erep + Eclﬁs:*' Eenr + Eags + E + Eaxc + ECFN? (3.40)

donde E,¢, es la energa de repulson de orden cercE('ﬁs“: contiene todas las contribu-
ciones de las interacciones de disperson dependientes de carga encontradas en diferentes
ordenes,Egyt es la contribucon de la energa extendida de Hdckel, la cual esencialmente
es la responsable del enlace covalente. Por otro lado, las contribuciones electroestticas se
clasi can en tres:E g5 anisotopicas, E isotopicas y E®FN?2 correccon de tercer orden que
aderas incluye un ermino de correlacon-intercambio de tercer orden. Finalmentekaxc
contiene las contribuciones a la energa de correlacon-intercambio de segundo orden.

Caractersticas del Metodo GFN2-xTB. El objetivo principal de este netodo es
determinar las propiedades del sistema en un mnimo de energa, algunas de ellas como la
geometra molecular, frecuencias vibracionales e interacciones no covalentes. En lo que res-
pecta a las energas de reaccbn, estas son sobrestimadas debido a que la descripcon de los
orbitales es muy limitada. GFN2-xTB utiliza como base una base mnima de cGTO que
se aproximan a las funciones STO. En el caso de presencia deatomos de la segunda la o
posterior, se anaden funciones de polarizacon que son cruciales para describir estados hiper-
valentes, mientras que para losatomos de H se les asigna una funconunitg.

Es importante destacar que este netodo es el primero en incorporar interacciones elec-
trosthticas y efectos de correlacon intercambio hasta un segundo orden en una expanson
multipolar. No se anaden correcciones adicionales para describir enlaces de hidogeno o
habgenos, y su parametrizacon se ajusta a los paametros globales o espec cos de los ele-
mentos. No se emplean criterios espec cos de pares de elementos.
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Captulo 4

Sistemas modelo

El punto de partida de esta investigacon comena desde la propuesta sistemas modelos
para los complejos de F&é=3*-A | teniendo en cuenta la informacon de las esferas de coor-
dinacon reportadas en la literatura. A pesar de la limitada informacon disponible sobre
estos sistemas, se logo hallar algunos reportes referentes a dichas estructuras. Para el caso
de F¢*-A se encontraron los resultados de Hureaucol.>® donde de acuerdo con los resul-
tados experimentales, se proponen complejos hexacoordinados con residuos ubicados entre
Aspl e His14 que interacuan con el centro mealico. All se destacan algunos residuos como
Aspl, Glu3, Phe4, His6, Asp7, His13 e His14. Mientras que para el diseno de sistemas mode-
lo de F€*-A se propusieron desde los resultados experimentales de Lermytol.f° cuyos
resultados planteaban que la coordinacon de los grupos asociados a los diferentes residuos
se produca entre los residuos de Ser8 y Asp23. Basados en estos resultados, se disenaron
sistemas modelo con diferentes modo de coordinacon, los cuales se describen a continuacon.

Detalles Computacionales de los Sistemas Modelo Fe  2*=3*-A

Para estudiar la esfera de coordinacon de los diferentes complejos™Fé"-A | 4, Se
construyeron sistemas modelo formados por el caton metlico y sus ligandos de coordina-
con, considerando residuos como Asp (D), Glu (E), His (H), Tyr (Y), entre otros, cuyas
cadenas laterales u otros grupos deatomos de la cadena peptdica sean capaces de coordi-
narse. Por lo anterior, esta construccon tuvo en cuenta algunos resultados, tales como los
resultados de Miuray col>® que resalta la coordinacon a trawes del fenolato de la Tyr10;
los resultados de Nakamurgy col.!'®> que estudiaron la coordinacbn a trawes de las His (6,

13 y 14); y los modelos computacionales descritos por Al-Torrgscol.>’ donde se destaca
tanto la coordinacon de la secuencia His13-His14 como la coordinacon de Tyrl10 al centro
metlico. Finalmente, se tuvieron en cuenta los resultados experimentales de los modelos
propuestos por Hureaw col.>® para F&*-A y de la secuencia de coordinacbn de Fe-A
descrita por Lermytey colf® En total, se propusieron 12 complejos, denominados QM vy
numerados del 1 al 12 para ambos estados de oxidacon 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 4ultimos entre Aspl-Lys16. Con estos modelos, se realizaron @lculos de la estructura
electonica basados en la teora del funcional de la densidad (DFT) utilizando el paquete
Guassian16-® La optimizacbn geonetrica y el aralisis de frecuencias (a 298.15 K) se lle-
varon a cabo utilizando el funcional de Minnesota MO6L y el conjunto de bases de Péfle
6-31+G (d,p) para losatomos de C, H, Ny O, mientras que para el Fe se emple un conjunto
de bases de correlacon consistente en cc-pVDBZ. Este protocolo fue previamente validado

en nuestro grupo de investigacon por Orjuely col.>8

Diez de los complejos estudiados fueron hexacoordinados y 2 pentacoordinados, los cuales
se muestran en la Tabla 1 junto con el modo de coordinacon de cada sistema modelo. Dado
gue el hierro es un sistema de capa abierta, se evaluaron diferentes estados de espn para los
complejos de F& -A (singlete, triplete y quintuplete). Mientras que para los complejos de
Fe*-A (doblete, cuartete y sextete). Todos los @lculos se realizaron utilizando el forma-
lismo de espn no restringido para sistemas de capa abierta. En todos los casos, los estados
de alto espn fueron los estados de menor energa.

Tabla 4.1. Coordinaciones propuestas para los sistemas modelo QM1-12"F& -A .

Sistemas Modelo Coordinaciones Sistemas Modelo Coordinaciones
XNyO XNyO
QM1 IN50 QM7 2N40
QM2 2N40 QM8 2N40
QM3 3N30 QM9 2N40
QM4 60 QM10 3N30
QM5 2N40 QM11 3N20

QM6 3N30 QM12 3N20
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Figura 4.1. Sistemas modelo (QM1-12) evaluados y empleados posteriormente para la cons-
truccon de los complejos F&"=3* -A | .
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Qlculo del potencial esandar de reduccon de los sistemas
modelo Fe 3*72* -A

El alculo del potencial esandar de reducconE° es muy relevante para determinar la
posibilidad de que estos sistemas puedan participar en la formacon de ROS y su consecuente
dano en la EA. De acuerdo con lo expuesto por Orjueyacol. el procedimiento isodesmico
es adecuado para calcular el potencial esandar de reduccon en sistemas de hiétrdlo
obstante, es necesario contar con esferas de coordinacon similares a las evaluadas junto
con sus potenciales esandar de reduccon reportados experimentalmente, lo cual no siempre
es posible. En consecuencia, debe calcularse mediante el metodo directo usando un ciclo
termodiramico, ya que la optimizacon estructural de complejos en fase condensada suele ser
difcil de alcanzar. El protocolo empleado para el alculo d&° para sistemas de R =" -A
fue validado en nuestro grupo de investigacon e involucra los siguientes pasos:

1. Gilculo de la energa libre de reduccon en fase gaseosa ( Gyas): Los valores
de las contribuciones a la energa libre de cada complejo fueron tomados del aralisis
de frecuencias descrito en el apartado anterior.

2. Gilculo de la energa libre de solvatacon de las especies [Fe 322+ (L) 1 (9)]:
El alculo de la energa libre de solvatacon de oxidacon y reduccon ( Geson:ox Y
Gsolvired , respectivamente) fue llevado a cabo al realizar weingle pointa la estructura
optimizada del paso anterior empleando el modelo de solvatacon implcita basada en
densidad (SMD, del ingesSolvation Model based on Densijyal mismo nivel de teora.

3. Gilculo de la energa libre de solvatacon ( Gsol): Para el alculo de la energa
libre de reduccon en fase acuosa Gs, se empleo el ciclo termodiramico descrito en
la Figura 4.2.
Fe** (L), . + e Goes Fe** (L)
" (9) " (9
Gsolv;ox Gsolv;red
GsoI

Fe3* (L), (et € Fe** (L) (0

Figura 4.2. Ciclo termodiramico para el @alculo de la energa libre en solucon Gg, de la
reaccon de reduccon de los sistemas modelos evaluados.
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De acuerdo con el ciclo, Gy, ignorando el electon, se puede calcular como:

C':‘sol = C':‘gas + Gsolv;red Gsolv;ox (4- 1)

4. Glculo de E° para los sistemas evaluados. El valor de E° relativo al electro-
do esandar de hidiogeno (SHE, del ingesStandard Hydrogen Electrodg se calcub
empleando la siguiente ecuacon:

Gsol GSHE
E = 4.2
nF (4.2)

donde Gspe es la energa libre de reduccon de hidiogeno cuyo valor es de99.9
kcal/mol, F es la constante de Faraday cuyo valor es 26.06 kcal/mol V1y es el
rumero de electrones involucrados en la reaccon de reduccon. Finalmente, se realiza
una correccon emprica teniendo en cuenta el par [F&=2* (H,0)¢]>* 2" cuyo valor
experimental reportado es 0.77 V.

4.1. Anlisis y Discuson de Resultados.

Aspectos generales

Energa relativas de los diferentes estados de espn. El primer aspecto a resaltar
de la evaluacon de la estructura electonica de los sistemas modelos es que aquellos con el
estado de espn nas alto son los estados fundamentales y, por tanto, poseen las energas nas
bajas. En este caso, los estados quintuplete y sextete, par&*Fg Fe3*, respectivamente.
Las Tablas A.1 y A.2 del Apendice A se muestran las energas relativas por estado de mul-
tiplicidad de espn 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 funcon del caso. Esto permito evaluar los sistemas
de manera mas sencilla, pero sin descuidar las propiedades que se evalian en cada sistema.
Como se muestra en la Figura 4.3, cada plantilla empleada segun el residuo.
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Figura 4.3. Plantillas empleadas que representan las cadenas laterales de los residuos del
eptido A que se coordinan con el B&=3*,
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Una vez evaluado los sistemas modelo se obseno que la mayora de las geometras pro-
puestas se conservaron, excepto los modelos QM8 y QM12. En cuanto a las distancias de
coordinacion de los ligandos con el centro metlico para los sistemas dé'FA son nas
cortas que los sistemas Pe-A |, lo cual se debe que al aumentar la carga del centro meslico
hay un aumento de las interacciones electrosaticas. En el caso espec co del sistema QM8
para el complejo de F& -A , se obseno que el anillo imidaolico correspondiente a His13
no se coordina. Sin embargo, cuando el centro metlico se oxida se vuelve a llenar la vacante
coordinativa con este residuo (ver Figura 4.4).

Figura 4.4. Sistemas modelos QM8) Complejo pentacoordinado (piamide base cuadrada)
de F&* con la vacante coordinativa del Im que corresponde a Hisih Complejo hexacoor-
dinado (octaedrico) para Fe*. Las distancias esan en angstrona.

En cuanto al sistema QM12, es un caso particular, ya que la propuesta de Hureacol.
planteaba un modelo hexacoordinado con un Aspl tridentado. Sin embargo, al evaluar su es-
tructura electionica, esta era muy rgida y no se obtuvo una estructura molecular. Entonces,
se planteo que el modelo fuese pentacoordinado y se dio libertad completa al grupo CO de
Aspl. Como resultado, se obtuvo un modelo pentacoordinado para2¥Fe/ hexacoordinado
para Fe*. Es decir, que de acuerdo con esta evaluacbn, es probable que el complejo que
propusieron para Fé&" sea estable para R . En la Figura 4.5 se describen los modelos junto
con las distancias de los grupos coordinados.

Todas estas distancias yangulos de cada sistema modelo fueron empleados como restric-
ciones geonetricas para la construccon de los sistemas 3D mediante modelado por homo-
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Figura 4.5. Sistemas modelos QM13) Complejo pentacoordinado (Piamide base cuadra-
da) de F&* con la vacante coordinativa del grupo CO que corresponde a Asipjl Complejo
hexacoordinado (octaedrico) para F& . Las distancias esan en angstronA.

loga, las distancias entre los ligandos y el centro mealico de todos los sistemas se encuentran
descritos en el Agendice A.

Energa Libre de Formacon de los Sistemas Modelos.

Se calcub la energa libre de formacbn en fase acuosa de cada complejo al estudiar la
reaccon de desplazamiento de las mokculas de agua de los complejos dé* [#g0)s]** vy
[Fe** H,O)6]3* por parte de los diferentes residuos. Adenas, se tuvo en cuenta el estado de
protonacon de los ligandos a pH siobgico (pH = 7.4). A continuacon se describen los
resultados.

Energa libre de formacon de los sistemas modelos de Fe 2*.A . Antes de iniciar
la discuson, se debe tener en cuenta que los modelos desde QM1 hasta QM8 se basan en los
resultados de Lermytey col.?° obtenidos en complejos de E&. Por lo tanto, una vez mode-
lados estos sistemas, cambiamos el estado de oxidacon del hierro para modelar el sistema
reducido y as calcular el potencial de reduccon. En cuanto a los modelos del QM9 al QM12,
se basan en los modelos propuestos par&*Fe partir de los resultados experimentales de
Hureauy col.®® En este caso, una vez obtenidos los modelos dé*Feambiamos el estado
de oxidacon del metal para obtener el correspondiente modelo oxidado. Una vez establecido
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lo anterior, se observa que el proceso de formacon del sistema QM1 es exergnico, con un
valor de Gg, de 5.6 kcal/mol, siendo el nmas favorable de todos los evaluados. Tamben se
obseno que el modelo QM9 muestra favorabilidad con un valor deGg, de 0.6 kcal/mol.

Por su parte, el proceso de formacon del modelo QM12 es ligeramente endergonico, con un
valor de Gg, de 5.1 kcal/mol.

Por otro lado, las energas libres de formacon de los modelos QM4, QM5, QM6 y QMS,
los cuales tienen en comun la coordinacon de Ser8, se obseno que son menos favorecidos
dado que su proceso es endergonico con valores dé, que oscilan entre 35.8 y 87.8 kca-
I/mol. Lo anterior, podra deberse a que la coordinacon de Ser8 requiere la desprotonacon
previa de la cadena lateral y este puede que sea un proceso que energeticamente no sea fa-
vorable para este residuo. Por otro lado, es posible que la coordinacon del ion megalico con
el azufre de la Met35 no sea favorable para el¥ e Esto podra deberse a que se encuentra
en una regon altamente hidrobbica, ausente de grupos oxigenados o nitrogenados. Adeneas,
la cadena lateral de la Met35 se clasi ca como una base blanda de acuerdo con la teora
de Pearson y no tendra a nidad por unirse tanto al F€*, que se clasi ca como unacido
intermedio. En la Tabla 4.2 se describen las reacciones y las diferentes contribuciones a la
energa de estos sistemas.

Tabla 4.2. Energas libres de reaccon (kcal/mol) de formacon para los complejos de Fe

Reacciones Gy Hg T S Gison)  Gisol

1 Ci+PhOH +Im +2Ac ! [Fe?*(Ac )2(Im)(PhO )] +H* +6H,0 6.0 18.5 125 11.8 -5.8

2 Cy + PhOH +2Im + 2Ac ! [Fe?*(Ac )2(Im)2(PhO )] +H* +6H,0 13.2 4.1 9.1 9.6 229

3* C; + PhOH + N-HisHis + Ac ! [Fe** (Ac )( N-HisHis )(PhO )] +2H* + 6H,0 357.2 3769 197 323.9 33.8

Cy + PhOH + EtOH + 2Ac ! [Feé?* (Ac ),(EtO )(PhO )]> +2H* + 6H,0 4104 4224 120 362.3 48.1

Cy +PhOH +2Im + Ac  + EtOH ! [Fe?*(Ac )(Im)o(EtO )(PhO )] +2H* + 6H,0 366.9 366.9 0.0 325.3 41.6

C; + PhOH + N-HisHis + Ac  + EtOH ! [Fe?* (Ac )( N-HisHis )(EtO )(PhO )]?> +3H* +6H,0 778.4 784.8 6.4 690.6 87.8

7 C + PhOH + O-HisHis + Ac ! [Fe*" (Ac )( O-HisHis)(PhO )]+ H* + 6H,0 29.0 479 18.9 13.6 15.4

8 C; + PhOH + O-HisHis + Ac  + EtOH ! [Fe?* (Ac )( O-HisHis)(EtO )(PhO )] +2H* +6H,0 362.9 369.9 7.0 312.4 50.5

9 Cy+Ac + His6 +Aspl | [Fe?* (Ac )( Aspl)(His6)]* + H* + 6H,0 129 45 17.4 12.3 0.6

10 C, + Aspl + His6 +Im + Phe4 | [Fe?* ( Aspl)(His6)(Im)(Phe4)]* + H* + 6H,0 1205 126.2 5.7 52.0 68.5
11w C1 + Aspl + His6 +Im | [Fe?* ( Aspl)(His6)(Im)]* + H* + 6H,0 1440 1617 177 125.0 19.0

1 2%kk C 1+ Aspl + Hisé +Im | [Fe?* ( Aspl)(His6)(Im)]* + H* + 6H,0 1273 1450 177 122.2 5.1

C1 =Fe?* (H20)6]?", Im = His13 or His14, *N-HisHis tridentado (His13/14, N / , Ngg ), *O-HisHis tridentado (His13/14,
N / , Ogg )***Aspl bidentado (CO, N e ), ***Aspl bidentado (COO , Nter ).

Energa libre de formacon de los sistemas modelos de Fe 3*.A . En cuanto a
los modelos de F& se obseno que 5 de los 8 modelos, que van desde QM1 hasta QM8, sus
procesos de formacon son energeticamente favorables. Siendo el modelo QM1 nuevamente
el mas favorable con un valor de Gg, de 34.4 kcal/mol. Mientras que para el modelo
QM4 su formacon es ligeramente endergonica con un valor de 2.0 kcal/mol, lo cual indica
gue es muy probable su formacon. En este caso, aunque un poco nmas reducido, se observa
gue los modelos que tiene Ser8 coordinada (QM6 y QMS8) son los menos favorecidos. Por
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otro lado, que los modelos QM9 y QM12 tienen favorabilidad de formacon dado que tienen
un valor de Gy, de 12.7y 7.6 kcal/mol. La Tabla 4.3 muestra de forma detallada las
contribuciones energeticas para cada sistema modelo.

Tabla 4.3. Energas libres de reaccon (kcal/mol) de formacbn para los complejos de Fe

Reacciones G Hg T Sg Gsony  Gsol)

C; +PhOH +Im + 2Ac | [Fe® (Ac )2(Im)(PhO )]+ H* + 6H,0 3332 3593 261 299.2 34.4

2 C; + PhOH + 2Im + 2Ac | [Fe’* (Ac )2(Im)(PhO )] + H* + 6H,0 3300 3681 381 310.2 19.8
3* C; + PhOH + N-HisHis + Ac | [Fe*" (Ac )( N-HisHis )(PhO )] + 2H* + 6H,0 20.6 3.7 16.9 26.0 5.4
C; + PhOH + EtOH + 2Ac | [Fe’" (Ac )2(EtO )(PhO )]+ 2H* + 6H.0 4.9 300 251 7.5 2.6

C; +PhOH + 2Im+ Ac  + EtOH ! [Fe** (Ac )(Im)2(EtO )(PhO )] +2H* + 6H,0 222 146  36.8 242 2.0

6 C; + PhOH + N-HisHis + Ac  + EtOH ! [Fe’* (Ac )( N-HisHis )(EtO )(PhO )] +3H" +6H,O 358.6 328.7 29.9 332.9 25.7
T C; + PhOH + O-HisHis + Ac | [Fe’* (Ac )( O-HisHis)(PhO )]* + H* + 6H,0 2357 2519 162 216.5 19.2
8 C, + PhOH + O-HisHis + Ac  + EtOH ! [Fe*" (Ac )( O-HisHis)(EtO )(PhO )] + 2H* + 6H,0 42.0 11.8 30.2 22.0 20.0

9 Cy +Ac  +His6 +Aspl ! [Fe** (Ac )( Aspl)(His6)[** + H* + 6H,0 166.8 1850 18.2 154.1 127
10 Ci + Aspl + His6é +Im + Phe4 | [Fe* ( Aspl)(His6)(Im)(Phe4)]** + H* + 6H,0 46.1 801 341 87.7 41.6
110 Cy + Aspl + His6 +Im | [Fe** ( Aspl)(His6)(Im)]>* + H* + 6H,0 105  26.8 16.3 45.8 35.2
125wk C 1 + Aspl + Hisé +Im | [Fe** ( Aspl)(His6)(Im)]?* + H* + 6H,0 543 765 222 46.6 7.6

Ci=Fe3* (H20)6]®", Im = His13 or His14, *N-HisHis tridentado ( His13/14, N !, Ngg ), *O-HisHis tridentado ( His13/14,
N / , Ogg )***Aspl bidentado (CO, N e ), ***Aspl bidentado (COO , Nter ).

Es importante resaltar que los complejos QM1, QM9 y QM12 son favorables tanto para
el Fe* como para el F&" En el poximo apartado se discutian los valores de potencial de
reduccon de estos sistemas.

Potencial de Reduccon de los Sistemas Modelo

El alculo del potencial de reduccon para estos sistemas es sumamente importante porque
nos puede dar indicios de que estos complejos pueden participar activamente en la formacon
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 pa/kD,0, y por encima
del potencial de los agentes reductores naturales cuyo valor Imite es d@.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 demas 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 tresultimos resultan ser los mas
interesantes dado que sus valores de potencial se encuentra dentro del rango de las especies
gue pueden patrticipar en la formacon de ROS (ver Figura 4.6).

Cabe resaltar como el modelo QM11 puede tener un potencial de reduccon que se en-
cuentra dentro del rango de su posible participacon en la formacon de ROS y a su vez sea
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Tabla 4.4. Potencial Estandar de Reduccon en voltios (V)E vs SHE de los sistemas
modelos QM calculados por el netodo directo.

Sistemas modelos Ggy (kcal/mol) E vs SHE (V)

QM1 79.7 0.80
QM2 74.3 1.03
QM3 78.3 0.85
QM4 715 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 formacon de sus complejos sea endergonico. Esto quiere decir
gue aunque la formacon de los complejos no se obtenga directamente, esto se podran ob-
tener va reduccon u oxidacon del centro mealico. Lo anterior, hace plantear la necesidad

de construir los modelos 3D de B&=3*-A ; 4, para estudiar el efecto que podra tener la
parte peptdica en la formacon y estabilidad de estos sistemas. De esta manera se puede ir
desentranando mucho mas sobre los mecanismos en que estos complejos podran participar
en la produccon de ROS asociada la enfermedad de Alzheimer.
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Figura 4.6. Potenciales de reduccon de los sistemas modelos nas representativos.
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4.2. Conclusiones

En el presente captulo se llew a cabo una exploracon y evaluacon de diversos sistemas
modelos que servian como fundamento para la primera esfera de coordinacon en la elabo-
racbn de modelos plausibles 3D de complejos #&°*-A | 4, , que puedan estar asociados
con la enfermedad de Alzheimer. Se procedp a dividir la coordinacon tanto de e como
de Fé* en dos regiones, de acuerdo con los resultados experimentales, las cuales van desde
Aspl hasta His14 y Ser8 hasta Asp23. Se estudiaron, por tanto, las reacciones de intercambio
de ligandos entre los complejos de [FgH,0)¢] y [Fe** (H,0)g] con acetato, aspartato, imi-
dazol, fenol, entre otros. Asimismo, se determiro el potencial de reduccon de estos sistemas
con el objetivo de determinar su posible participacon en reacciones que desencadenen la
formacon de ROS y, en consecuencia, en el incremento del estes oxidativo.

Los complejos de hierro estudiados mostraron consistentemente estados fundamentales de
alta multiplicidad de espn, con estados quintuplete y sextuplete para Pé y Fe3*, respectiva-
mente. En £rminos de estabilidad, el complejo QM1, [F& (Ac ),(Im)(PhO )] , coordinado
con dos acetatos, un imidazol y un fenolato, resulb ser el mas favorable entre los residuos
Ser8 y Asp23. Por otro lado, el complejo QM9, [Fe(Ac )( Aspl)(His6)]", con un acetato,
un Asp y una His como ligandos bidentados, fue el mas estable entre Aspl e His14, concor-
dando con los modelos experimentales propuestos por Hurgacol. En lo que respecta a los
complejos de R, tanto QM1 como QM9 resultaron mas favorecidos en su formacon. No
obstante, se constab que nmas sistemas son termodiramicamente favorables para su forma-
cbn, por lo cual, se puede deducir que, al ser el Feunacido 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 coordinacon de los sistemas.

En cuanto a el alculo del potencial de reduccon de estos sistemas es muy relevante, ya
gue podra indicar su participacon en reacciones de formacon de ROS, si el potencial esa
por debajo de 0.30 V que corresponde al par,/®l,0, 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
Fe?* =" -A | 4, caracterizarlos y establecer que parte peptdica in uira en el @lculo de esta
propiedad.

La caracterizacon electonica y geonetrica de estos sistemas modelo sentaa las bases
para la construccon de modelos 3D de B&=3*-A ; 4, a trawes del modelado por homologa
con restricciones geonetricas. Esta aproximacon se justi ca por la complejidad de evaluar
el sistema completo. Los detalles de este proceso se presentan en el siguiente captulo.
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Captulo 5

Sistemas Fe 2t=3*-A ; 4o Relevantes en
la Enfermedad de Alzheimer

Los modelos tridimensionales de metalopeptidos son fundamentales para comprender su
estructura y reactividad. En este contexto, los netodos computacionales se han convertido en
una herramienta clave para abordar este desafo. Por ejemplo, estudios previos de Al-Torres
y y col. han construido y evaluado modelos 3D de complejos Cu-A 5 , 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 aproximacon. De forma araloga, Mujika y col. han empleado
metodos computacionales para generar modelos tridimensionales de complejos AR®

En nuestro caso particular, comprender el papel de los complejos'Fé*-A 1 4, en el
aumento del estes 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 metlicos. Por lo tanto, se ha vuelto el propsito de
esta tesis en el que hemos publicado los modelos tridimensionales construidos y evalug®los.

En este captulo, se presentan modelos computacionales 3D de complejos F&-A 1 4
construidos empleando una estrategia computacional que combina ecnicas de modelado por
homologa con restricciones geonetricas con @lculos cuanticos semi-empricos. El diseno y
construccon de los modelos parte de los resultados del Captulo 4, donde se caracterio la
primera esfera de coordinacon y donde se extrajeron las restricciones geonetricas. Posterior-
mente, se realin una exploracon conformacional amplia con diferentes residuos coordinados
al centro metlico para construir diversos complejos de F&™3*-A | 4, los cuales a trawes de
un protocolo minucioso de seleccon y evaluacon se seleccionan los mejores modelos. De for-
ma preliminar, los resultados revelan complejos bien de nidos, tanto para los metales como
para los peptidos, y se discute las interacciones moleculares que estabilizan estos complejos.
Estos modelos constituyen herramientas valiosas para comprender el papel de los complejos
Fe’*=*-A ; 4 en el desarrollo de la EA.
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5.1. Detalles Computacionales

Modelado por Homologa con Restricciones Geonetricas. La construccon de los
modelos plausibles de F&*-A | 4, requird el diseno y la validacon de un protocolo que
empleaba una estrategia sin plantilla. Es decir, como hasta la fecha de realizacon de este
documento no se haba reportado en ninguna base de datos cristaloga ca complejo alguno
de FE*=*-A | 4 o similares, este deba construirse uniendo la regon de coordinacon del
hierro con los residuos (complejos aralogos al hierro) y el resto de la parte peptdica que no
se coordina al centro metlico (A 1 4,) empleando modelado por homologa con restricciones
geonetricas.

Inicialmente, la estructura electonica de las 24 esferas de coordinacon de los sistemas
modelo (QM) fue evaluada al nivel de @lculo DFT, de acuerdo con el protocolo descrito
en la seccon anterior. De estas se extrajo toda la informacon molecular sobre la cual se
establecieron las restricciones, tales como distancias metal-ligando yangulos. En cuanto a la
parte peptdica del sistema, fue seleccionado el peptido A 4, de @digo 1IYT del Protein
Data Bank (PDB)3%?(ver Imagen 5.1). Este ultimo se eligp porque el entorno siobgico se
asemeja mucho a las condiciones en las que se resolvo la estructura.

Figura 5.1. Estructura del peptido A ; 4, de origen humano de @digo PDB 11YT resuelta
en ambiente apolar, la cwal fue empleada como plantilla para el fragmente peptdico de los
complejos Fé*="-A 32
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De acuerdo con el modelo QM y el rango de coordinacon del hierro de los comple-
Jos propuestos, se establecieron las diferentes modos de coordinacon que permiten realizar
la exploracon conformacional para cada complejo F&™=*-A ; 4, lo que da un total de
224 modelos. Posteriormente, se construyeron 1000 modelos con restricciones geonetricas
empleando Modeller v10.2 para cada coordinacbn proveniente de la exploracti.Poste-
riormente, se organizaron en agrupacioneslysters) utilizando el modulo ensamble cluster
de Chimera Tools!?? Desde este punto se selecciorp a la estructura nas cercana al centroide
geonetrico de todas las estructuras dedluster para cada uno de las cinco agrupaciones nmas
pobladas y se evaluaron utilizando la funcon de puntuacon DOPE incluido en el paquete
Modeller. Aquel conbrmero con la energa nmas baja fue seleccionado para los @lculos de
estructura electonica.

Figura 5.2. Protocolo computacional disenado para la construccon de los modelos de
Fe*=*-A | 4. En este se especi can algunos de los detalles nmas importantes que se tuvie-
ron en cuenta para la construccon de los modelos 3D.
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En los casos en los que haba bucleops), se llevaba a cabo un re namiento de esa
regon generando 500 modelos adicionales, que primero se agruparon, despLes se seleccioro el
conbrmero representativo, posteriormente se evalwo con DOPE y nalmente se eligd aquel
con la energa mas baja energa para una posterior evaluacon de su estructura electonica.
Este protocolo, que permito llevar a cabo una gran exploracon conformacional al construir
mas de 300,000 estructuras, es descrito en la Figura 5.2

Evaluacon de la Estructura Electonica de los Complejos Fe 24 A 4. LOS
modelos nmas estables obtenidos en el paso anterior se evaluaron utilizando el netodo semi-
emprico de me@anica cwantica GFN2-xTB. Se emplearon criterios ajustados para la opti-
mizacon geonetrica con el n de obtener un mnimo y para el alculo de las frecuencias
vibracionales, estas se obtuvieron utilizando el tratamiento de aproximacon del oscilador
arnonico de rotor rgido modi cado (MRRHO) a 298.15 K. En el tratamiento mRRHO,
el valor de corte de rotacon estindar se selecciona como 50 cinmientras que todas las
frecuencias imaginarias pequenas (superiores a 20 &nse establecen como reales (multipli-
cadas por -i) y se incluyen de forma consistente en el tratamiento termoqumié®’. En estos
@lculos, se empleo el modelo de solvatacon implcita Generalizado de Born con Super cie
Accesible (GBSA, del ingesGeneralized Born Surface Acceds que es la con guracon por
defecto en el programa XTB. En los casos en los que nultiples optimizaciones seguan arro-
jando frecuencias imaginarias inferiores a 100 cf se calcularon individualmente las correc-
ciones entopicas para estas frecuencias y se incorporaron a la contribucon total. Adenas,
se emplearon los @alculos semiempricos GFN2-xTB, ya que ofrecen un netodo able para
calcular las frecuencias vibracionales de grandes sistemas con errores tpicamente inferiores
al 10 %1% El error de superposicon del conjunto de bases (BSSE, del inglBasis Set Su-
perposition Error) se realio utilizando la Correccon Geonetrica Counter-Poise (GCP, del
inges Geometrial Counter-Poisg basada en xTB%4
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Modelo
Fe?" =" -A 1 42

Evaluacon
empleando
GFN2-xTB

Optimizacon
Estructural

|

Frecuencias
Imaginarias

Ajuste de
Criterios

Galculo de
Propiedades
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Figura 5.3. Protocolo computacional disenado para el evaluacon de la estructura electoni-
ca de modelos 3D a trawes de GFN2-xTB. Se emplearon restricciones en el centro de coor-
dinacon junto con el modelo de solvatacon implcita GBSA.
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5.2. Anlisis y discuson de resultados

Modelos obtenidos por homologa. El modelado por homologa de los complejos de
Fe?*=3*-A ;| 4 se llew a cabo utilizando restricciones geonetricas obtenidas a partir de
@lculos de estructura electonica de sistemas modelo disenados para reproducir la coordina-
con de los residuos con el centro metlico. Esta estrategia permitd restringir el movimiento
de la zona de coordinacon y dio mas libertad al resto de la fraccon peptdica. El proceso
detallado para la seleccon de los 224 modelos nales (ver Tabla 5.1.) que incluye la poblacon
de losclusters la energa y los re namientos estructurales, se puede observar en las Tablas
(Tablas B hasta B.24) del Agendice B.

Tabla 5.1. Esfera de coordinacon para cada sistema modelo QM y su relacon con los
complejos Fé" =" -A ;| ..

QM Coordinaciones No. modelos
Fe?t  Fe*
1 Tyr10, His13 o His14, Glull, Glu22, Asp23 12 12
2 Tyr10, His13,His14, Glull, Glu22, Asp23 12 12
3 Tyr10, His13, Nsg His14, His14, Glull, Glu22, Asp23 12 12
4 Ser8, Tyrl0, Glull, Glu22, Asp23 3 3
5 Ser8, Tyrl0, His13, Hisl4, Glull, Glu22, Asp23 12 12
6 Ser8, Tyrl0, His13, Ng His14, His14, Glull, Glu22, Asp23 12 12
7 Tyrl0, His13, CGsg His14, Hisl4, Glull, Glu22, Asp23 12 12
8  Ser8, Tyrl0, His13, C@g Hisl4, Hisl4, Glull, Glu22, Asp23 6 12
9 Aspl (CO, Ng), His6, Glu3, Asp7 4 4
10 Aspl(COO , N¢:), Phe4, His6, His13, His14 8 8
11 Aspl (CO, Ngr), His6, Hisl13, His14
12 Aspl (COO , Ngy) , His6, His13, His14

Total 109 115

Una vez seleccionados los modelos, les fueron agregados losatomos de hidiogeno de acuer-
do con el estado de protonacon del sistema a pH 7.4. DespLes de esto, los complejos pasaron
a ser evaluados mediante GFN2-xTB y se caracterizaron las interacciones nmas importantes
presentes en estos sistemas.
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Evaluacon de los Complejos Fe  2*=*-A | 4.

Aspectos generales. En esta seccon, se presenta y discute los resultados de una eva-
luacbn exhaustiva de los modelos F&=3*-A | 4, propuestos. Esta evaluacbn se cento en
cada coordinacbn espec ca para analizar sistematicamente las interacciones clave que se
producen en estos complejos. Una exploracon exhaustiva de estos modelos permitd obtener
una comprenson integral de su comportamiento, proporcionando informacon valiosa que
tiene el potencial de abrir nuevas perspectivas en la comprenson de los factores moleculares
gue impulsan la coordinacon metlica y su impacto potencial en los procesos biobgicos rele-
vantes asociados con la enfermedad de Alzheimer. Para garantizar la correcta identi cacon
de los modelos, se utiliza@a la siguiente nomenclatura: la coordinacon se identi ca mediante
rumeros romanos, mientras que el estado de oxidacon del hierro se indica mediante la letra
a para F¢* y b para Fe**. Por otro lado, la coordinacbn de las histidinas(6, 13 y 14) que
se da a trawes del anillo imidazlico se identi ca mediante el smbolo o . En el caso que
haya varias histidinas coordinadas los smbolos se asignaan en orden ascendente al rumero
de la histidina. Por ejemplo: si tenemos el complejo IVa con las His13 e His14, se re ere al
modo de coordinacbn 4 en la que B¢ esh coordinado por el N de His13 y el N de His14.
Adicionalmente, en el caso que se emplee la secuencia His13-His14, la coordinacon tambgen
puede ser con el grupo CO de Hisl3 y NH de His1l4 de la cadena peptdica. Por ultimo,
el rumero que precede a o indica un cambio de coordinacon para un residuo mientras
gue el resto permanece inalterado. Es decir, si tenemos un complejo que codi cd lael
rumero 1 indica coordinacon de His13. Mientras que en el caso del complejada, el ume-
ro 2 indica coordinacon con His14. Lo anterior describe de coordinacon entre His13 y His14.

Para comprender el comportamiento de los modelosF&** -A 1 4,, Se estudiaron todas
las posibles combinaciones de coordinacon de cada residuo, dependiendo del sistema mode-
lo. Para Aspl, se estudp la coordinacon por el N-terminal, el grupo CO del backbone y el
grupo COO de la cadena lateral. El grupo COO de la cadena lateral tamben se utili
para modelar las coordinaciones de Glu3, Glull, Glu22, Asp7 y Asp23. Para His (6, 13 y
14), se exploo la coordinacon por el N y el N, as como para la secuencia His13-His14.
Para esteultimo, se exploo adicionalmente la coordinacon del centro mealico a trawes del
grupo CO de His13 o del NH de His14, previa desprotonacon. Porultimo, Ser8 y Tyrl0 se
coordinaron a trawes del grupo OH, y Phe4 a trawes del grupo CO de la cadena peptdica. En
cada descripcbn de los modelos abordaron las energas relativas def'Fé*-A | 4 ( E,

H y G), as como las contribuciones relativas, tanto del centro mealico ( Eyc), como
de la fraccon peptdica ( Eept). EStas energas relativas se calcularon a partir del complejo
Fe?*=3*-A | 4, que presentaba la energa nas baja. Adenms, se detallaron las contribucio-
nes entopicas relativas (T S). Porultimo, se incluyeron los enlaces de hidogeno (distancia
de corte de 2.1 (A)), junto con los puentes salinos (distancia de corte de 3.2 A), las
interacciones y las interacciones -caton.
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Aralisis estructural de los sistemas de Fe 2+=3*_A ;| 4. El aralisis estructural de
los modelos evaluados reveb que poseen ciertas caractersticas en comun, dentro de las cua-
les destacaron algunos aspectos, como un gran rumero de enlaces de hidiogeno y un alto
porcentaje de lelices en la estructura mononerica. Adenmas, no hay presencia de hojas
Por otro lado, se identi @ una regon hidrobbica C-terminal altamente conservada entre los
residuos de Gly29 y Ala42, compuesta principalmente por residuos de glicina y valina (ver
Figura 5.4). Esta regon es relevante, ya que tiende a plegarse en hojas beta e induce a otros
moromeros a hacerlo en su proceso de nucleacon, para posteriormente agregarse en forma
de oligomeros o brillas.®!

Figura 5.4. Conservacon de la cola hidrobbica presente en la regon entre Gly29 y Ala42.
La regon hidrobbica entre Gly29 y Ala42 se senala dentro del recuadro azul.

Otra caracterstica importante son las interacciones no covalentes, en las que tamben se
observa la presencia de interacciones de largo alcance de tipdSe observan interacciones de
tipo en las diferentes formas: frontal, desplazada y en forma de T, que habitualmente
involucran los anillos aromaticos de Tyrl0, Hisl13, His14, Phel9 y Phe20. Otra interaccon
presente es el tipo -caton, como la presentada entre el N-terminal de Aspl y el anillo
aromatico de Phe4. Adenmas, la Lys16 tamben presenta algunas interacciones de este tipo
con la Tyrl0, la Phel9 y la Phe20 (ver Figura 5.5).
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Figura 5.5. Interacciones no covalentes comunes en los diferentes modelos a) Interaccon
en forma de T entre Tyrl0-Phel9 b) Interaccon entre Tyrl0 y la secuencia

His13-His14 c) Interaccon -caton entre N-terminal de Aspl y el anillo aromatico de Phe4

d) Interaccon tipo -caton entre Arg5 e His6.

Otra interaccbn estabilizante es la formacon de puentes salinos (SB, del ingE3alt 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 interaccon
electrosttica es muy importante dado que estabiliza la estructura secundaria aportando en
promedio {4.0 kcal/mol. El puente mas conmun lo forman entre el Aspl y Arg5, as como el
formado entre el N-terminal de Aspl con el grupo COOde Glu3. Adenas, se pudo observar
gue algunos de estos puentes salinos forman pseudociclos (ver Imagen 5.6).






