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Resumen

Estudios DFT de sistemas modelo de complejos Fe?t/3t-A3 y propiedades anti-
agregantes de polifenoles y carotenoides en la enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer, una compleja afecciéon multifactorial, implica una serie de
factores entre los cuales destaca la hipotesis del papel del hierro en los procesos de neuro-
degeneracion y en la formacion de placas amiloides. En este contexto, el presente estudio se
enfoco en el uso de métodos computacionales para predecir el potencial estandar de reducciéon
y la generacién de especies reactivas mediante complejos Fe-A3. Los resultados incluyen el
desarrollo de una metodologia avanzada para el tratamiento de complejos de hierro, asi como
una propuesta sobre la reactividad y la formacion de HyO5. Ademas, se elaboré una meto-
dologia especifica para investigar el potencial antiagregante de derivados de curcumina. Esta
misma técnica se aplicd para evaluar la actividad antiagregante de varios carotenoides pre-
sentes en el mamey rojo, ampliando asi el espectro de posibles intervenciones terapéuticas en
la lucha contra la enfermedad de Alzheimer. Estos avances representan un paso significativo
en la comprension y tratamiento de esta enfermedad, abriendo nuevas vias de investigacién
para combatir sus efectos neurodegenerativos..

Alzheimer, DFT, Hierro, Dinamica Molecular, Acoplamiento molecular, Productos

naturales.
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Abstract

DFT studies of Fe?t/3t_A$ model systems and antiaggregation properties of
polyphenols and carotenoids in Alzheimer’s disease

Alzheimer’s disease, a complex multifactorial condition, involves a series of factors among
which the hypothesis of iron’s role in neurodegeneration processes and amyloid plaque for-
mation stands out. In this context, the present study focused on the use of computational
methods to predict the standard reduction potential and the generation of reactive species
through Fe-A S complexes. The results include the development of an advanced methodology
for the treatment of iron complexes, as well as a proposal on reactivity and the forma-
tion of HyO,. Additionally, a specific methodology was developed to investigate the anti-
aggregating potential of curcumin derivatives. This same technique was applied to evaluate
the anti-aggregating activity of various carotenoids present in red mamey, thus expanding
the spectrum of possible therapeutic interventions in the fight against Alzheimer’s disease.
These advances represent a significant step in the understanding and treatment of this di-
sease, opening new avenues of research to combat its neurodegenerative effects.

Keywords: Alzheimer, DFT, Iron, Molecular Dynamics, Molecular Docking, Natural

products
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1. Introduccion

En la antigiiedad, todos los trastornos neurodegenerativos se asociaban a una misma enfer-
medad conocida como demencia senil. Esta enfermedad se caracterizaba por la pérdida de la
memoria, la pérdida de las funciones cognitivas y motoras, y de cambios en la personalidad.
El nombre “demencia” proviene del latin demens, que significa “fuera de si mismo”. El sufijo
13 1 . .

senil”se refiere a la edad, ya que esta enfermedad afecta principalmente a las personas ma-
yores. [9]

Hoy en dia, se sabe que la demencia senil es causada por una variedad de factores, incluyendo
la enfermedad de Alzheimer, la demencia vascular, la demencia frontotemporal y la demencia
por cuerpos de Lewy. [9] Estas enfermedades se caracterizan por el deterioro progresivo de
las neuronas, lo que lleva a la pérdida de la memoria, el lenguaje, el juicio, la orientacion,
la resolucion de problemas, la personalidad y la capacidad de realizar actividades de la vida
diaria.

1.1. Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa progresiva e irrever-
sible, la cual es una de las principales causas de demencia senil en la poblacién mundial. Esta
patologia representa aproximadamente del 60-80 % de los casos de demencia diagnosticados
con aproximadamente 50 millones pacientes reportados en todo el mundo. [10] Colombia no
es un caso aislado a esta realidad, con una prevalencia de demencia senil del 1.8% en la
poblacién general y de 3.4 % en grupos de pacientes de entre 65 y 75 anos. [11] Adicional-
mente, en Yarumal (Antioquia) se encuentra la poblacién de alzhéimer juvenil (menor a 50
anos) mas grande del mundo debido a una mutacién genética la cual causa degradacién en
la proteina precursora de amiloide (APP). [12]

El nombre de la enfermedad es en honor al médico alemén Alois Alzheimer, quien en 1906
describié por primera vez la sintomatologia neurolégica en una paciente, ademas de la for-
macién de placas seniles que se conocen actualmente como agregados amiloides y ovillos
neurofibrilares de proteina (7). [13] Desde entonces, la investigaciéon ha avanzado significati-
vamente, pero todavia no se ha descubierto una cura definitiva. A medida que la esperanza
de vida de la poblacién mundial aumenta, la prevalencia de la enfermedad también se in-
crementa, convirtiéndola en un desafio importante para la salud piblica con una alta carga
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para los sistemas de atencién médica.

La EA se desarrolla gradualmente y sus sintomas iniciales pueden ser sutiles y confundirse
con el envejecimiento normal o el estrés. La pérdida de memoria a corto plazo es uno de los
primeros signos distintivos, y con el tiempo, los individuos pueden tener dificultades para
recordar eventos recientes, nombres y ubicaciones familiares. Ademas, pueden tener dificul-
tades para encontrar las palabras adecuadas para expresarse y enfrentar problemas en la
planificacién y organizacién de tareas cotidianas. [14]

Para poder explicar el origen de la enfermedad se han propuesto varias hipotesis. Las de
relevancia para estre trabajo, debido al papel que tienen los cationes metélicos en ellas, se
describen a continuacion.

1.2. Cascada [-amiloide

La proteina precursora de amiloide (APP) es una proteina de membrana que puede degra-
darse mediante dos rutas: la via amiloidogénica y la no amiloidogénica (Figura 1-1). En la
ruta no amiloidegénica se produce un corte de la APP mediante la accién de la a-secretasa
generando fragmentos de «APPs que desempenan funciones de neuroproteccién, regulacién
de la excitabilidad celular, plasticidad sinaptica y homeostasis de iones metalicos. Sin em-
bargo, cuando existen fallas en la biosintesis de la APP procede la ruta amiloidogénica. En
esta ruta la APP es cortada por la 5 y v secretasa creando péptidos de 39 a 42 aminodcidos
conocidos como S-amiloides (AfJ). [3]

Hidrofébica

B-secretasa a-secretasa y-secretasa

V12 6 1314 16Y 40m2v
KMDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIATVI

Figura 1-1.: Secuencia del péptido [-amiloide (AfS;_42) donde se indican las regiones
hidrofobicas y afines a metales. Ademads, se muestra el sitio de corte de las
secretasas. [3]

Los péptidos (AS) son insolubles en el medio extracelular formando agregados téxicos en
forma de oligémeros, fibras y placas amiloides los cuales interrumpen la sinapsis neuronal
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causando neurodegeneracion. [15] Estos péptidos poseen 2 regiones de gran relevancia: la
region hidrofébica y la regién de afinidad con iones metélicos, en donde las histidinas y la
tirosina desempenan un papel clave en la formacion de complejos de cationes metdlicos tales
como Fe?*/3+  Cul*/?* y Zn?*, como se observa en la Figura 1-1.

1.3. Hipétesis de los iones metalicos

Los iones metélicos juegan un papel vital en el cuerpo humano. Son necesarios para la funcién
de muchos sistemas bioldgicos, incluyendo el sistema nervioso y neurolégico. Sin embargo,
los metales también pueden ser toxicos en altas concentraciones. En el andlisis postmortem
de cerebros de pacientes con la EA, se han encontrado niveles de varios metales mas altos
de lo normal. Estos metales incluyen cationes de cobre, hierro y zinc. [3] A continuacién, se
presentan los principales metales relacionados con esta hipotesis:

Cobre: Los niveles estandar de Cu en el cerebro rondan entre 100-150 1M cuando se conside-
ra el 6rgano en su totalidad. Desde una perspectiva celular, durante la transmisién sinéptica,
el Cu es liberado por las vesiculas neuronales, alcanzando concentraciones cercanas a los 15
M [16]. Investigaciones han mostrado un incremento en las concentraciones de Cu con la
edad en cerebros de ratones. A pesar de no contar con investigaciones similares en seres
humanos, [17] la semejanza en la regulacién del Cu entre humanos y ratones sugiere que,
en humanos, los niveles de Cu podrian incrementarse con la edad. En cerebros afectados
por la EA, se han detectado niveles atipicos de Cu, Zn y Fe en dreas subcorticales como el
hipocampo, la amigdala y el bulbo olfatorio, asi como en la neocorteza. Mediante el analisis
de emisién de rayos X inducido por microparticulas (micro-PIXE) de las dreas corticales y
nticleos basales accesorios de la amigdala, se encontré una notable acumulacién (de 3 a 5
veces) de Cu y otros metales en las zonas de neuropilo de cerebros afectados por la EA| en
comparacién con cerebros control. [18] Estos metales se encontraban especialmente presentes
en las areas cerebrales mas impactadas por la patologia de la EA. A pesar de la falta de
informacion sobre las variaciones de los niveles de Cu en el cerebro a lo largo de la EA, es-
tudios realizados en plasma de pacientes con EA senalan que la alteracién en la homeostasis
de los metales persiste durante toda la evolucion de la enfermedad. [19]

Zinc: Se considera que la concentracién promedio de Zn en el cerebro ronda los 150 uM.
[20] Pese a que es probable que la concentracién intracelular normal de Zn libre sea menor
al nanomolar, se estima que la concentracion extracelular alcance cerca de 500 nM. [21] No
obstante, en el espacio sinaptico, los niveles de Zn son sorprendentemente elevados, llegando
a estimaciones superiores a 1 mM. [22] Esto posiciona al Zn en una concentracién de uno
a dos 6rdenes de magnitud por encima del Cu sindptico, subrayando que el Zn no es mera-
mente un elemento traza, sino un importante regulador iénico en la transmision sindptica y
en otras funciones neuronales. Las concentraciones mas altas de Zn también se han asociado
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con regiones cerebrales mas afectadas en la patologia de la EA, incluyendo el hipocampo,
neocorteza y amigdala. [23] Dado que la recaptacién de Zn después de la liberacién sindptica
es un proceso que depende de la energia, la deplecién de energia asociada con el cerebro con
la EA podria contribuir aiin mas a elevar los niveles extracelulares de Zn.

Hierro: El Fe se acumula en el cerebro hasta llegar a un pico alrededor de la mediana edad,
momento en el cual su nivel se estabiliza. Tal como ocurre con el Cu y Zn, un incremento
atipico de Fe en el cerebro se relaciona con la EA. [24] Se observa una elevada concentracion
de Fe en las placas seniles (alcanzando hasta 1 mM) y en los ovillos neurofibrilares (NFTSs).
[18] Hay una correlacién entre las dreas cerebrales con mayores niveles de Fe y aquellas con
un mayor riesgo de desarrollar patologias relacionadas con la EA. [25] En cerebros afectados
por la EA, un aumento en la acumulacién de Fe se asocia con danos oxidativos a lipidos,
proteinas y acidos nucleicos. Las proteinas que se asocian al Fe muestran alteraciones me-
tabdlicas en la EA. Se ha detectado un aumento significativo de los niveles de oxigeno de
hemo en neuronas y astrocitos localizados en el hipocampo y la corteza de cerebros con EA.
[26] Adicionalmente, en cerebros con EA, la transferrina se localiza més en células gliales y
es notoria la presencia de microglia y placas ricas en ferritina.

El papel exacto de los metales en la EA atn no se conoce completamente. Sin embargo, es
posible que los metales desempetien un papel en la patogénesis de la enfermedad al promover
la formacion de placas amiloides y ovillos neurofibrilares, danar las neuronas y aumentar la
inflamacién cerebral. Teniendo en cuenta esto, los tratamientos dirigidos a los iones metales
pueden ser una estrategia prometedora para tratar la EA. [27]

1.4. Estrés oxidativo

La ultima hipotesis en la cual se centra esta tesis doctoral plantea la neurodegeneracion de-
bido al estrés oxidativo promovida por los complejos Fe-A3. Se entiende el estrés oxidativo
como un desequilibrio entre los agentes antioxidantes y los radicales libres en el cuerpo. Los
radicales libres son moléculas altamente reactivas que pueden danar las células, incluidas las
neuronas. Generalmente el 1 a 3% del estrés oxidativo en el cerebro proviene de los procesos
de respiracion celular en las mitocondrias, generando principalmente especies reactivas de
oxigeno (ROS en inglés Reactive Oxygen Specie) y éstas son eliminados por la accién de los
antioxidantes como el acido ascérbico, enzimas como el glutation peroxidasa y la superéxido
dismutasa. Teniendo en cuenta el desequilibrio de iones metalicos y el exceso de especies
oxidantes en el tejido cerebral, se ha observado que los iones metélicos son relevantes en
la formacién de ROS mediante reacciones tipo Fenton. [28] A continuacién se describen las
ecuaciones tipo Fenton y Haber-Weiss en las que participan los cationes de hierro:
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Fe*™ + HyOy — Fe*™ + HOO + Ht (1-1)

F€2++H202 — F€3++OH7+OH' (1—2)

Cuando existe un desequilibrio entre la cantidad de antioxidantes y agentes oxidantes, se
generan ROS que producen dano a nivel neuronal.[3]

1.5. Papel del hierro en la EA

El hierro desempena un papel fundamental para el funcionamiento del cuerpo humano en los
procesos de transporte y distribucién de oxigeno por parte de la hemoglobina. En el cerebro
juega un papel importante en la sintesis de mielina, cascada electrénica de la mitocondria
y en la sintesis de neurotransmisores. [29] Sin embargo, un desequilibrio en la homeostasis
de hierro por fallas en los métodos de regulacién de sus cationes Fe?*/3* (APP, ferritina,
transferrina) desencadenan procesos de neurodegeneraciéon como la generacién de ROS y
la cascada de senalizacién de ferroptosis (muerte celular por exceso de hierro). [29] En el
entorno intracelular el Fe** promueve la fosforilacién de las citoquinas desencadenando la
cascada de senalizacién de procesos inflamatorios en el cerebro. Este proceso conlleva a la
fosforilacion de las proteinas 7 desestabilizando los microtibulos y degraddndolos. Ademas,
estas proteinas generan agregados fibrilares generando neurotoxicidad. [30]

El hierro ademas, se encuentra involucrado en la producciéon de la APP mediante activacién
de las senalizaciones de biosintesis en el mRNA. Dada las funciones de modulacién y regu-
lacién de iones Fe?T un exceso de este ion a nivel intracelular induce la sobreexpresién de la
APP generando posteriormente péptidos Aj. [31]

Otro de los procesos en los que intervienen los cationes de hierro es la generacion de ROS
mediante reacciones de Fenton y Haber-Weiss. Estas ROS generan peroxidacion de lipidos,
danos en el ADN y oxidaciéon de proteinas, lo cual conlleva a la muerte neuronal. Experi-
mentalmente se ha observado el efecto de hierro en la agregacion del péptido AS a través del
tiempo y la reduccién de Fe*T a Fe*™ por efectos de este monémero. [32] Dentro de las estra-
tegias de diseno de moléculas capaces de frenar el dano oxidativo mediado por complejos de
hierro y otros cationes métalicos se han usado moléculas derivadas de productos naturales,
la cuales se describen en la siguiente seccion.

1.6. Productos naturales en la EA

Actualmente ha tomado gran relevancia el estudio de productos naturales como bases estruc-
turales para generar nuevos farmacos para la EA en que se espera que inhiban las distintas
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vias de neurodegeneracion descritas anteriormente, ya sea como agentes quelantes de metales
o inhibiendo la formacién de ROS, ayudando con esto a evitar o revertir la agregaciéon del
péptido Af. [33] Estas propiedades han sido observadas en experimentos in vitro en poli-
fenoles [34] y carotenoides [1, 2] siendo una base trascendental para proponer andlogos que
mejoren estas funciones biolégicas.

Experimentalmente se ha comprobado el efecto de los productos naturales como agentes
neuroprotectores ante enfermedades neurodegenerativas [35, 36] los cuales tienen un gran
potencial para bloquear las diferentes vias de progresién de la EA. Un ejemplo claro de esto
es el uso de polifenoles. donde se utiliza el caso de la curcumina, la cual posee propiedades
quelantes de iones de Fe?*/3+ como ligante bidentado. Ademds, actia como agente reductor
evitando la propagacién de las reacciones de Fenton y Haber-Weiss.[37] Adicionalmente, la
formacion de complejos metal-A S-polifenol pueden bloquear la formacion de fibras amiloides
debido a las propiedades antiagregantes y quelantes que poseen.

Teniendo en cuenta las propiedades quelantes y reductoras de los carotenoides y curcuminoi-
des, estas deben ser evaluadas mediante calculos de estructura electrénicas para conocer su
potencial de reduccién estandar (SRP, por sus siglas en inglés) el cual es un pardmetro im-
portante para determinar la propiedad del ligante ya sea como agente quelante o reductor. Si
un complejo [Fe(L),] (L = polifenol o carotenoide) tiene un SRP superior a la formacién de
O2/H204 (0.30 V) la reduccion del complejo estara favorecida sobre la reduccién del oxigeno,
evitando asi la formacién de ROS. Ademas de esto, teniendo el cambio de la energia libre
de la reaccion de formacion de los complejos [Fe(L),] se puede determinar la afinidad de los
ligantes con el hierro la cual debe ser suficieentemente alta para competir por los cationes de
cobre con el AS pero no excesivamente alta para remover el hierro de procesos bioquimicos
importantes. [38] Sin embargo, la falta de una metodologia adecuada para el célculo de SRP
de complejos de hierro dificulta el diseno o modificaciones racionales de este tipo de ligandos.

Varios estudios sobre polifenoles dan nuevas esperanzas de actividad neuroprotectora contra
la EA. [39, 40] Una de estas moléculas de uso extendido es la curcumina, un producto natural
con potentes propiedades terapéuticas y el potencial de generar nuevas terapias alternativas
contra la EA. La curcumina se encuentra en el rizoma de la Curcuma longa y se considera una
molécula pleiotrdpica (que tiene miltiples efectos terapéuticos). Sin embargo, la curcumina
tiene una escasa biodisponibilidad debido a su baja solubilidad en agua y a su inestabilidad
a pH fisiolégico, momento en el que la molécula se transforma en acido ferrilico, vainillina,
dehidrozingerona y glucurénido de curcumina. Estos factores plantean retos en el descubri-
miento de farmacos con curcumina. [41, 42, 43] A pesar de estas dificultades, la curcumina
ha demostrado multiples propiedades terapéuticas por lo cual nos hemos centrado en las
propiedades antiagregantes para explorar vias de accién contra la EA. [2]
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La curcumina y sus derivados han demostrado resultados interesantes que pueden mejorarse
si podemos determinar qué interacciones quimicas son cruciales para la actividad antiagre-
gante. En esta tesis, presentamos estudios de acoplamiento molecular y dindmica molecular
clasica (MD) sobre la interaccién de nueve nuevos derivados de la curcumina sintetizados por
nuestros colaboradores con monémeros de A4 v AB4s vy de fibrillas de A, para identificar
moléculas que puedan bloquear la agregaciéon del péptido [-amiloide.

1.7. Estudios computacionales

La quimica computacional es una rama de la quimica que utiliza métodos computacionales
para estudiar la estructura, propiedades y reactividad de las moléculas. Esta hace uso de
computadoras para resolver ecuaciones matematicas que describen el comportamiento de las
moléculas. Estas ecuaciones pueden ser muy complejas y las computadoras son necesarias
para resolverlas rapidamente.

Teniendo en cuenta la dificultad a nivel experimental para conocer las interacciones a desde
una perspectiva molecular de los péptidos AS con los cationes de hierro y con moléculas
derivadas de productos naturales (dificultades para realizar monocristales en difraccién de
rayos X y los problemas de solubilidad del péptido para estudios de RMN) es imprescin-
dible recurrir a métodos de quimica computacional para conocer parametros energéticos y
estructurales, los cuales nos permitiran explicar de forma atomistica los procesos molecula-
res implicados en la neurodegeneracion. Esto es de gran importancia al momento de disenar
moléculas para el tratamiento de la EA de forma racional.

1.7.1. Estructura y reactividad de complejos Fe-A3

Dada la relevancia de los complejos de Fe?t/2t-A B y Cu*t/1+ — AB se han realizado cdlculos
computacionales para conocer la estructura y reactividad de estos complejos en la generacion
de ROS. Estos estudios han sido reportados previamente en la literatura, [6] en donde se
describié la esfera de coordinacién de los complejos Cu?t/1*-A S explorando las interacciones
con los aminoacidos afines a metales y luego generando la estructura completa del péptido
Cu?*/'*-AB,_1 y su reactividad con oxigeno, como se observa en la Figura 1-2. [4]

Teniendo en cuenta las esferas de coordinacion descritas por Ali-Torres et al. [6] se realizé el
estudio de la formacién catalitica de ROS mediada por los complejos Cu?t/+—A 3 usando
el sistema modelo de la esfera de coordinacion y el modelo completo. Ademas, se explord
la viabilidad de diversos ciclos cataliticos en donde se esquematiza a nivel computacional la
formacién de ROS. [4]
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Figura 1-2.: Modelo de la esfera de coordinacién de los complejos Cu?t/1*-A S reaccionando
con oxigeno tomado de Mirats et al. [4]

Estos mecanismos han sido ampliamente estudiados de forma computacional agregando dife-
rentes variables como la formacién de complejos con el ascorbato, donde mediante estudios a
nivel DFT y dindmica molecular se exploré la superficie de energia potencial en los distintos
pasos cataliticos. [44]

Sin embargo, la reactividad de los complejos de Fe?t/3* —A 3 no ha sido explorada compu-
tacionalmente a profundidad debido a la complejidad de la estructura electrénica de los
complejos de hierro la cual da lugar a diversas configuraciones de espin. Con base en lo an-
terior, se han planteado mecanismos de reaccion asociados a la formacion de ROS mediado
por iones de hierro siguiendo las siguientes reacciones propuestas por Lane et al. en 2018. [45]

Reaccion de Fenton para la produccién de ROS:

Fe*" + HyOy — Fe*t + HO + OH~ (1-3)

Reduccién del oxigeno mediado por Fe?* para generar iones superéxido:

Fe*™ + 0y — Fe*™ + 05 (1-4)

El ion superdxido es dismutado por la actividad del superédxido dismutasa:

202_ + 2HT — HQOQ + 02 (1-5)
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Como este superéxido se produce de manera catalitica, es factible que el ion Fe3* sea rege-
nerado por accion del ion superoxido que no fue degradado por la superéxido dismutasa:

Fe’t + 05 — Fe*™ + 0, (1-6)

La suma de la ecuacion 1-3 con la ecuacion 1-6 nos genera la ecuaciéon de Haber-Weiss con
el hierro como catalizador:

_ Fe2t/3+ _
En esta ecuacion se muestra que la existencia de cantidades cataliticas de iones de hierro

en el tejido cerebral puede generar ROS en presencia de agentes reductores como lo son el
ascorbato, el a-tocoferol y el glutation.

Fe2*-APB Fe3*-Af3 l
_ | VitaminaC Fe** l
e Colesterol
Acido ascérbico Peroxidacién de lipidos
Citocromo B Agregacién de proteinas
AB Modificacidn de proteinas

Figura 1-3.: Representacion del ciclo catalitico de la formacién de ROS mediada por com-
plejos Fe?*/3+* —AB (adaptado de Ali-Torres [5]).

De acuerdo con la Figura 1-3 y las reacciones 1-3 y 1-7, la determinacion experimental del
SRP de complejos de hierro es crucial para entender el mecanismo de la formacion de ROS.
Sin embargo, esta determinacion experimental es dificil de llevar a cabo, debido a la poca
solubilidad en agua de los complejos de hierro. La quimica computacional puede ayudarnos
en esta tarea. No obstante, el calculo de los SRP de los complejos de hierro es desafiante
dado los efectos de la estructura electronica en los procesos de reduccion del hierro y la
descripcion de los efectos del solvente, entre otros. Muchos complejos de hierro han sido
tratados computacionalmente mediante DFT y métodos altamente correlacionados.[46, 47]
Sin embargo, la seleccion del método computacional y el conjunto de funciones base para
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la correcta descripcion de la estructura electronica del hierro sigue siendo un reto dado la
naturaleza de capa abierta de estos sistemas y sus varios estados de espin. [48] Ademsés,
otros efectos como el entrecruzamiento de espin que pueden ocurrir.[49] El uso de métodos
altamente correlacionados (como CCSD(T)) proporcionan buenos resultados en la energia y
la descripcién de espin del estado basal.[46] No obstante, estos métodos son costosos compu-
tacionalmente para ser aplicados en sistemas bioinorganicos de méas de 60 atomos. En este
caso, los métodos basados en la DFT proporcionan un buen balance entre precisién y costo
computacional teniendo en cuenta que esta teoria ha sido aplicada en el calculo de SRP en
otros complejos de metales de transicién.[6, 50, 51, 52] En el caso de sistemas de hierro, re-
cientemente Horch ha usado aproximaciones basadas en DF'T para estudiar las propiedades
redox de metaloezimas de hierro.[53]

[Fe3*(O-HisHis)(H,0),]%* [Fe3*(O-HisHis)(Im)(H,0),]?* [Fe3*(N-HisHis)(PhO")(H,0)]**

b)

[FeZ*(O-HisHis)(H,0),]** [Fe2*(O-HisHis)(Im)(H,0),]* [FeZ*(O-HisHis)(PhO")(H,0)]**

Figura 1-4.: Estructura de los sistemas modelo m4ds estables a) Fe?™-Ag3 y b) Fe?T—Ap.
Rojo (oxigeno), morado (hierro), gris (carbono) y blanco (hidrégeno) . Adap-
tado de Ali-Torres et al.[6]

Previamente se determinaron las estructuras més favorables formadas entre el Fe?t y Fe3*
con fragmentos de aminoécidos del péptido AS. [6] En donde los complejos mds estable
contiene los aminoécidos His13-His14 y fenolato de Tyr10 de forma pentacordinada [Fe?*(O-
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HisHis)(PhO™)(H,0)]" y [Fe?T(N-HisHis)(PhO~)(H,O)]T. Por otra parte, se encontré que
la coordinacién simultanea de la tirosina y el fragmento de His13-His14 a los iones de Fe?*/3+
es termodinamicamente favorable en agua a pH fisiolégico. La estructura de estos complejos
se observa en la Figura 1-4. En ese trabajo el cdlculo del SRP de los complejos Fe-Ap fue
realizado con la energia de Gibbs calculada con el nivel de teoria MP2 para el proceso de
reduccién de Fe3t 4 e~ — Fe?t. Sin embargo, este protocolo implica llevar a cabo célculos

MP2 los cuales son costosos a nivel computacional.

1.7.2. Acoplamiento molecular de compuestos antiagregantes y
dinamica molecular

Entender los modos conformacionales de los péptidos A es una pieza clave para conocer
con detalle las transiciones a oligémeros y fibras. Esto es de gran relevancia para compren-
der la progresién de enfermedades neurodegenerativas y diseno de farmacos. Debido a los
problemas de solubilidad que presentan los péptidos amiloides muchos modelos teéricos, de
dindmica molecular y de grano grueso (coarse grain) han sido utilizados para entender estos
mecanismos de agregacién.[54] Sin embargo, estos estudios estan ligados a las condiciones de
los experimentos computacionales y la parametrizacién de los atomos por lo cual se vuelve un
trabajo computacionalmente costoso, aunque necesario para el posterior diseno de farmacos
con posible actividad terapéutica.[55] En este sentido, nuestro interés en este trabajo serd el
estudio de los monémeros del péptido ApS.



2. Justificacion y Objetivos

2.1. Justificacion

Los casos de pacientes con la enfermedad de Alzheimer han aumentado globalmente en los
ultimos anos debido al aumento de la esperanza de vida de la poblacién mundial.[10] Se
estima que existen 50 millones de reportes de la EA en el mundo en la actualidad [1] y en
Colombia esta cifra es de cerca del 3.4% de la poblacién mayor de 65 anos, lo que gene-
ra costos de aproximadamente 9 millones al ano en tratamientos paliativos por paciente.
[10] Este ndmero se espera que crezca en los préximos afos si no se encuentra una cura o
tratamiento preventivo. Por este motivo es de gran relevancia estudiar los diversos factores
que promueven la neurodegeneracién para proponer terapias eficaces que busquen detener o
revertir la EA.

Esta tesis doctoral se enfoca en el estudio de la estructura y reactividad de los complejos
Fe?t/3*_AB v su papel en la formacién de ROS, de gran relevancia en la neurodegeneracién
observada en la EA. Hasta la fecha, el papel de los complejos de hierro en el desarrollo de
la enfermedad ha sido poco estudiado de forma atomistica. Con este andlisis se contempla
ampliar la frontera del conocimiento sobre la generacién de ROS a nivel cerebral mediada
por complejos Fe?t/3+_Ap.

Adicionalmente, se ha encontrado que las propiedades antiagregante/antioxidante y redox de
los productos naturales pueden ser utilizados como inspiracién para el diseno de moléculas
con potencial aplicacién en la EA. Por lo descrito anteriormente se plantean los siguientes
objetivos.

2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo general

Evaluar mediante herramientas computacionales la formacién de ROS catalizadas por com-
plejos Fe?t/3t_Af, asi como estudiar las propiedades antiagregantes de polifenoles y carote-
noides en la enfermedad de Alzheimer.
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2.2.2. Objetivos especificos

= Desarrollar un protocolo computacional apropiado para la descripcién de la estructura
electrénica de los complejos de Fe>t/3+—Ap.

= Proponer mecanismos plausibles para la formaciéon de ROS catalizadas por complejos
Fe?t/3+ —Ap.

» Caracterizar mediante dindmica molecular los distintos estados conformacionales del

péptido Ap.

» Evaluar mediante herramientas computacionales (dindmica molecular, acoplamiento
molecular y calculos DFT) las propiedades antiagregantes de carotenoides y polifenoles.



3. Métodos de la quimica computacional

La quimica computacional es una disciplina dentro de la quimica que emplea métodos ma-
tematicos y herramientas informéaticas para resolver problemas quimicos. Esta area se fun-
damenta en principios de la fisica cudntica, mecanica estadistica y fisica clasica, orientados
a simular y determinar propiedades y estructuras moleculares. Ademas de predecir como los
sistemas reaccionan en diferentes condiciones.

Segin la magnitud de los sistemas quimicos de nuestro interés, se eligen las estrategias y
recursos computacionales idoneos para analizar sus propiedades fisicas y quimicas. Entre
estas estrategias, los métodos de estructura electronica ofrecen informacién sobre el compor-
tamiento de los electrones en atomos o moléculas y su influencia en la estructura, reactividad
y termodinamica, pero estan limitados en cuanto a la cantidad de atomos que pueden abor-
dar. Por otro lado, los métodos de dindmica molecular clasica (DM) nos facilitan el estudio
de sistemas mas grandes, como péptidos y proteinas en solucion a lo largo del tiempo, aunque
no proporcionan una descripcion detallada de la estructura electrénica del sistema.

Mas alla de los métodos ya descritos, existen enfoques que recurren a la estadistica para
estimar la disposicion espacial y las interacciones entre moléculas, péptidos o proteinas, un
proceso conocido como acoplamiento molecular o molecular docking en inglés. Estas estra-
tegias desempenan un papel esencial en el diseno de medicamentos, pues ofrecen una visién
detallada de procesos bioquimicos relacionados con blancos farmacolégicos y posibilitan la
modulacion de interacciones moleculares para potenciar o bloquear rutas metabdlicas.

En esta seccién abordaremos los aspectos conceptuales mas importantes de los métodos
computacionales usados en esta tesis.

3.1. Ecuacién de Schrodinger independiente del tiempo

La ecuacién de Schrodinger independiente del tiempo es una pieza fundamental de la mecani-
ca cuantica. Esta ecuacion proporciona una descripcion matematica del estado estacionario
de un sistema cudntico. [56] En su forma estédndar, la ecuacién se representa como:

~

Hy(r) = Ey(r) (3-1)



3.2 Método de Hartree-Fock (HF) 15

Aqui, H denota el operador hamiltoniano del sistema 1(r) es la funcién de onda del sistema,
que encapsula toda la informacién del mismo y FE es la energia asociada con esa funcién de
onda especifica. Para un sistema compuesto por varias particulas (nucleos y electrones) y si
se asume que los nicleos y electrones son particulas puntuales con masa y carga el operador
hamiltoniano se puede expresar como:

R S N AT PO DD D) D LD B DD B DL
2 — My > 2m, - ! ~ 5o Tap — 7 Tia sy T

En esta ecuacién los indices v y 8 se refieren a los nticleos mientras que 7 y j a los electro-
nes, h representa la constante de Planck reducida, m es la masa de la particula, y V2 es el
operador laplaciano, relacionado con la segunda derivada espacial. El primer termino en el
hamiltoniano es el operador de la energia cinética de los nicleos; el segundo es el operador
de energia cinética de los electrones; el tercero se refiere a la energia potencial debido a los
nucleos a y 3, donde 7,4 es la distancia entre los nicleos a y 8 con numero atémico Z. El
cuarto termino corresponde a la energia potencial de atraccién ntcleo electrén, donde 7y, es
la distancia entre electron i y el nicleo a. Y el ultimo termino corresponde a la energia po-
tencial de repulsion entre los electrones con r;; como la distancia entre los electrones i y j. [57]

La solucién de la ecuacion de Schrodinger proporciona las funciones de onda permitidas para
un sistema y sus correspondientes energias. Estas funciones de onda no tienen significado
fisico, sin embargo su cuadrado representa la probabilidad de encontrar una particula en un
lugar determinado. Por su parte, las energias asociadas representan los niveles de energia
permitidos del sistema. [57]

Los estados descritos por la ecuacion 3-2 son estacionarios, lo que significa que no evolucionan
con el tiempo. Cada funcién de onda y su energia asociada definen un estado estacionario
particular del sistema. Por lo tanto, la ecuacién de Schrodinger independiente del tiempo
es esencial para comprender el comportamiento estatico y las propiedades de los sistemas
cuanticos.

3.2. Método de Hartree-Fock (HF)

El método Hartree-Fock (HF) es un método fundamental en la mecanica cuantica para sis-
temas multi-electrénicos. La esencia de este método radica en la aproximacion de que cada
electron se mueve en un campo promedio producido por todos los demas electrones, simplifi-
cando asi la compleja tarea de tratar interacciones electrén-electrén directas (Ecuacién 3-2).
Aunque no es exacto, el método HF ofrece una base sélida sobre la cual se han construido
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muchos métodos més avanzadas en quimica cudntica. [57]

La funcién de onda del método Hartree-Fock se describe mediante un determinante anti-
simétrico conocido como determinante de Slater. Esta eleccion asegura que la funcién de
onda cumpla con el principio de exclusion de Pauli.

Q

L | 9Wai(M) de(Doa(l)  on(l)on(l)
\/ﬁ 1(2)01(2)  $2(2)02(2) 0N (2)01(2) (3-3)

W(ryrg...ry) = 1
P1(N)o1(N)  ¢2(N)on(N) ...on(N)on(N)

Donde cada columna en este determinante contiene a un espin orbital (7)) = ¢(7 )o(w) la

primera parte corresponde a las coordenadas espaciales y otra que es funcién del espin.

Las ecuaciones de Hartree-Fock surgen al minimizar la energia del determinante de Slater
sujeto a ciertas restricciones, resultando en una serie de ecuaciones para determinar los
orbitales 6ptimos.

F(1>¢z‘(1) = €i¢i(1) (3‘4)

Aqui, F es el operador de Fock y ¢; la energia de los orbitales. El operador de Fock incorpora
los efectos del campo promedio sobre un electrén debido a todos los demés electrones. Esta
compuesto por un término cinético, un término potencial y los términos de interaccién entre
electrones: el término de Coulomb, que representa la repulsion promedio entre electrones, y
el término de intercambio, que es una correccién cuantica unica para sistemas de fermiones.
Matematicamente, el operador de Fock, a , se define por:

F(1) = h(1) + Y [2J5(1) — K;(1)] (3-5)

Donde h es el operador monoelectronico y los operadores jj y K ; representan, respectiva-
mente, los operadores de Coulomb y de intercambio.

En 1951 Roothaan propuso la clave para el célculo de orbitales moleculares el cual consiste

en la expansion de orbitales ¢; como una combinacién lineal de conjunto de funciones base
Xs de un electrén.

b
¢i = Z CsiXs (3'6)
s=1

Al reemplazar la ecuacion 3-6 en la ecuacién 3-4 se obtiene la ecuacion.
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b b
Z OsiFXs =€ Z CsiXS (3_7)
s=1 s=1

Para sistemas de capa abierta, donde los electrones no se encuentran asignados por pares
a los orbitales, se usa el método de espin no restringido (UHF), esta aproximacién asigna
diferentes orbitales a los electrones o y 5. De esta manera existen 2 conjuntos de orbitales.

0*(r) =D OX'(r) s ¢ =) CIX'(r) (3-8)
A pesar de las ventajas y la relevancia del método Hartree-Fock, tiene sus limitaciones
intrinsecas. Principalmente, no describe adecuadamente la correlacion electréonica dinamica.
Esta omisién ha llevado al desarrollo de métodos post-Hartree-Fock, como la teoria de per-
turbaciones Mgller-Plesset y Coupled Cluster que buscan incluir efectos de correlacién mas
alld de la aproximacién HF. [57]

3.3. Funciones de base

Las funciones base desempenan un papel crucial al aproximar las funciones de onda de
los sistemas moleculares. Estas funciones base consisten en un conjunto de funciones ma-
tematicas, cominmente centradas en los nicleos atémicos, que se utilizan para expandir los
orbitales moleculares en términos lineales. [57] Las funciones base més empleadas provienen
de soluciones analiticas del dtomo de hidrégeno, como las funciones tipo Slater (STOs) o las
funciones gaussianas (GTOs). En la practica, las GTOs son ampliamente preferidas debido
a su eficiencia computacional en operaciones de integracion. Sin embargo, para lograr una
precisién adecuada, a menudo se combinan multiples GTOs para imitar una STO. [58] A lo
largo del tiempo, se han desarrollado numerosos conjuntos de funciones base, como STO-3G,
6-31G, y cc-pVDZ, que varian en tamano y complejidad, y se han optimizado para distintas
aplicaciones, desde célculos rédpidos hasta estudios altamente precisos. [59]

3.3.1. Orbitales tipo Slater (STO)

Estas funciones fueron propuestas por John C. Slater y se caracterizan por su forma funcional
que refleja mas fielmente la forma esperada de un orbital atémico, especialmente cerca del
nucleo. Estas funciones emulan las soluciones del dtomo de hidrégeno y tienen la forma:

x(r) = Nyl (3-9)

Donde n es el numero cuantico principal, r es la distancia del electrén desde el nicleo atémi-
co, N es un factor de normalizacién y ( es un parametro que determina el alcance efectivo
de la funcién (exponente de Slater) los cuales se pueden determinar bien por las reglas de
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Slater o de forma variacional.

Las STO son particularmente efectivas para modelar la caida exponencial de la densidad
electrénica con la distancia desde el ntcleo, una caracteristica importante de los orbita-
les atomicos reales. Esto las hace mas realistas cerca del nicleo en comparaciéon con las
funciones Gaussianas. Sin embargo, Las integrales necesarias en los cdlculos de estructura
electronica son mas dificiles y costosas de calcular con funciones de Slater que con funciones
Gaussianas. [59]

Debido a estas desventajas computacionales, las STO puras se usan raramente en calculos
modernos de quimica cuantica. En su lugar, se utilizan aproximaciones basadas en funcio-
nes Gaussianas, como las bases de Pople (por ejemplo, STO-3G), donde varias funciones
Gaussianas se combinan para imitar la forma de una STO.[59]

3.3.2. Orbitales tipo gaussiano (GTO)

Se utilizan debido a la facilidad de trabajar con ellas en célculos computacionales, tienen la
forma:

(3-10)

Donde « es un parametro especifico para cada tipo de orbital y N es un factor de normali-
zacion. Sin embargo, estas funciones presentan problemas en el origen y en largas distancias
lo que hace necesario aumentar el conjunto de funciones base. A menudo, varias de estas
funciones se combinan (gausianas contraidas) para simular una funcién de Slater.[59]

L
¢“TO =N " Cig(r)FTO (3-11)
j=1

En la mayoria de las interacciones moleculares, los electrones de valencia juegan un papel
crucial en la formacién de enlaces. Basandose en este principio, es comun representar los
orbitales de valencia usando multiples funciones base. Cada una de estas funciones base puede
ser en si misma una combinacion lineal de funciones gaussianas primitivas. Los grupos de
funciones base que incluyen varias funciones para cada orbital atémico de valencia se conocen
como conjuntos de base doble, triple, cuadruple zeta, etc. (donde ”zeta”, (, solia representar
el exponente en una funcién base tipo STO). Esta variedad en los conjuntos de base permite
que la densidad electrénica se ajuste a la extension espacial especifica del entorno molecular.
Por otro lado, los conjuntos de base minima no ofrecen la misma flexibilidad para adaptarse
a variados entornos moleculares.[59]
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3.3.3. Funciones de polarizacion

Son un tipo de funcién base anadida a los conjuntos de funciones base estandar para au-
mentar la precision en la descripcion de los orbitales moleculares. Su propdsito principal
es permitir una mayor flexibilidad en la representacion de la densidad electronica, especial-
mente en términos de su capacidad para distorsionarse en respuesta a presencia de campos
eléctricos externos, otros atomos o moléculas, o durante procesos quimicos como la formacion
de enlaces. [59]

Las funciones polarizadas anaden orbitales que tienen un momento angular superior al nece-
sario para describir el estado fundamental de cada atomo. Por ejemplo, en el caso del atomo
de carbono, se agregan funciones base tipo d y f, mientras que en los metales de transicion,
se pueden incorporar incluso funciones base tipo p al atomo de hidrégeno. Estas funciones
adicionales amplian la capacidad de descripcién de los dtomos.[59]

3.3.4. Funciones difusas

Las funciones difusas son variaciones “mas extendidas” de las funciones tipo s y p conven-
cionales. Facilitan que los orbitales abarquen una region espacial mas amplia. Estas bases
que incluyen funciones base difusas son cruciales en sistemas donde los electrones se en-
cuentran a una distancia relativamente mayor de los nicleos, como en sistemas en estados
excitados, sistemas con un bajo potencial de ionizacién, o sistemas con una carga negativa
considerable.[59]

3.3.5. Bases de Pople

Las bases de Pople son un conjunto de funciones base utilizadas en calculos de quimica cuanti-
ca para la construccién de orbitales moleculares. Fueron desarrolladas por John A. Pople y
su equipo, y se caracterizan por su diseno especial y su nomenclatura tnica. La designacion
de estas funciones base sigue un esquema especifico que indica cémo estén construidas.[59]
Las funciones base de Pople se identifican con denominaciones como 6-31G, 3-21G, etc. Esta
nomenclatura tiene un significado especifico:

El primer nimero (como “6” en 6-31G) se refiere a las funciones Gaussianas utilizadas para
los orbitales internos o del “core”. Los numeros siguientes (como “31” en 6-31G) describen
cémo se dividen las funciones para los orbitales de valencia. Por ejemplo, en 6-31G, se utilizan
tres funciones Gaussianas para el primer orbital de valencia y una para el segundo. Variantes
como 6-31G(d) incluyen funciones de polarizacién (funciones d en este caso) para mejorar
la precisién en la descripcién de la densidad electrénica.[59]



20 3 Métodos de la quimica computacional

3.3.6. Funciones de Dunning

Algunos de los conjuntos de funciones base mas utilizados han sido desarrollados por Dun-
ning y sus colaboradores. Estos conjuntos estan disenados especificamente para permitir que
los célculos post-Hartree-Fock converjan sistematicamente hacia el limite de un conjunto de
base completo utilizando técnicas de extrapolacién empirica.[59]

Para atomos de las primeras y segundas filas de la tabla periddica, se usan los conjuntos de
base cc-pVNZ, donde N = D (doble), T (triple), Q (cuddruple), 5, 6, etc. El término “cc-"
significa “consistentes en correlacion polarizada”, y la “V” indica que son conjuntos de base
solo de valencia. Estos incluyen capas progresivamente mayores de funciones de polarizacion
(correlacién) (d, f, g, etc.). Més recientemente, estos conjuntos de base se han popularizado
y son el estado del arte para calculos correlacionados o post-Hartree-Fock.[59]

Mientras que los conjuntos de base usuales de Dunning son solo para cédlculos de valencia, se
pueden agregar funciones adicionales que describen la correlacion de electrones del nicleo.
Estos conjuntos de base de correlacién nicleo-valencia (cc-pCVXZ) se pueden utilizar para
acercarse a la solucién exacta del problema de todos los electrones y son necesarios para
célculos precisos de propiedades geométricas y nucleares.[59]

3.3.7. Potenciales efectivos de core (ECP)

Los Potenciales Efectivos de Core (ECP, por sus siglas en inglés) representan una herramienta
esencial para reducir la complejidad computacional al tratar atomos pesados. Estos potencia-
les estan disenados para tratar los electrones de valencia de forma explicita y los electrones
internos de core se remplazan por funciones analiticas, permitiendo que los calculos se reali-
cen solamente en los electrones mas externos, mientras que se omite la descripcién explicita
de los electrones de core. [60] Este enfoque es particularmente 1til para metales, donde la
inclusién de todos los electrones en calculos cuanticos seria prohibitivamente costosa. A lo
largo de los anos, se han desarrollado diversos ECPs con diferentes niveles de precision y
aplicabilidad, optimizados para distintos conjuntos de bases y métodos cuanticos. [61] El uso
adecuado de ECPs puede llevar a resultados altamente precisos con una fraccién del costo
computacional que los cédlculos completos de todos los electrones. Los ECP se representan
de la siguiente manera:

El potencial Vgop puede descomponerse en términos angularmente dependientes:

lm(mc

Veep(r) =Y Vi(r)Fi(cos(6)) (3-12)

Donde r es la distancia radial del electrén al nicleo, [ es el numero cuantico azimutal, 1,4, €s
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el valor maximo para [ considerado en el ECP y P,(cos(f)) son los polinomios de Legendre,
que describen la dependencia angular.

La forma especifica de los términos Vj(r) depende del método especifico y del ajuste empleado
para generar el ECP. Sin embargo, tipicamente estos términos tienen una forma funcional
que puede incluir exponenciales, términos gaussiano o polinémicos.

Por ejemplo, un término gausiano en un ECP podria tener una forma como:

Vi(r) =Y Cre (3-13)

Donde C; y a; son coeficientes determinados por el ajuste del ECP. La suma se realiza sobre
un conjunto de términos gaussianos.

La eleccién de la forma y el nimero de términos en los ECP es crucial para su precision.
Estos parametros se ajustan para reproducir las propiedades de dtomos o iones en el contexto
de célculos de estructura electrénica de alta precision.

En la préctica, al usar un software de quimica computacional, no es necesario definir o ajustar
estos parametros manualmente, ya que hay conjuntos de ECP ampliamente aceptados y
tabulados disponibles para muchos elementos. Sin embargo, es vital seleccionar un ECP
adecuado para el sistema y el propédsito del estudio, y conocer las limitaciones del ECP
seleccionado.[61]

3.4. Teoria del Funcional de la Densidad (DFT)

La Teoria del Funcional de la Densidad (DFT, por sus siglas en inglés) es un pilar fun-
damental en la quimica cuantica contemporanea que permite tratar sistemas electrénicos
desde un enfoque variacional basado en la densidad electrénica, en lugar de funciones de
onda. Esta perspectiva resulta en calculos computacionalmente més eficientes, facilitando el
estudio de sistemas de mayor tamano que aquellos abordables mediante métodos de corre-
lacion electronica tradicionales. La DFT| inicialmente formulada por Hohenberg y Kohn en
la década de 1960, [62] sostiene que la energia de un sistema puede ser expresada en funcién
de su densidad electronica.

La funcién de densidad electrénica describe la probabilidad de encontrar electrones en una
region especifica del espacio alrededor de los nicleos atémicos en un sistema molecular o
atémico. Matematicamente, la densidad electrénica p(r) en un punto r se define como la
probabilidad por unidad de volumen de encontrar un electrén en ese punto. Para un sistema
de muchos electrones descrito por una funciéon de onda 1, la densidad electrénica se obtiene
como sigue:
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p(r) = N/ [0(r, 79,73, ..., N [Pdradrs...dry (3-14)

donde N es el nimero total de electrones, y la integral se lleva a cabo sobre todas las coor-
denadas excepto r. Esta definiciéon implica una integracion sobre las coordenadas de todos
los electrones excepto uno, lo que da como resultado una funcién que depende solo de la
posicién de ese electrén. [63]

La idea central detras de la DF'T se puede resumir en el teorema de existencia de Hohenberg-
Kohn, que establece que la energia total de un sistema electronico puede determinarse tinica-
mente a partir de su densidad electrénica. Matematicamente, esta relacién se expresa como:

E [p(r)] = T[p(r)] + Ecelp(r)] + ) Vewr(r)p(r)dr (3-15)

Donde T es la energia cinética, F,. representa la interaccién entre electrones y V.., es el
potencial entre los electrones y los ntcleos.

El atractivo de este enfoque es evidente: en lugar de lidiar con una funcién de onda, que puede
ser una entidad complicada de multiples dimensiones, se trabaja con la densidad electrénica,
una funcién de solo tres variables espaciales. Sin embargo, la implementacién practica de la
DFT no esta exenta de desafios. Uno de los més significativos es como tratar la energia de
intercambio y correlacién, E,., que encapsula las complejas interacciones entre electrones.
La F.. se descompone como:

Eeelp(r)] = Jlp(r)] + Eac[p(r)] (3-16)

Donde J es el funcional de Coulomb.

Para superar este desafio, Kohn y Sham proporcionaron una metodologia préactica para cal-
cular la energia que consiste en introducir un sistema de electrones no interactuantes que
pueden ser tratados a través de ecuaciones autoconsistentes. [63] Se introdujo un sistema
auxiliar de “electrones no interactuantes” a través del formalismo de Kohn-Sham. Estos elec-
trones ficticios se mueven bajo un potencial efectivo y generan la misma densidad electrénica
que el sistema real. Las ecuaciones que rigen este sistema son las ecuaciones de Kohn-Sham:

_$2

S Vg ()| () = et (1) (317)

Donde ;(r) es la funcién de onda del i-ésimo electrén (también llamado orbital de Kohn-
Sham), €; es el i-ésimo valor propio o energia orbital y v.s(r) es el potencial efectivo en el
punto r, que se compone de tres términos:
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Vesf = Veat (1) + 0n (1) + Ve (r) (3-18)

Donde v, () es el potencial externo, que normalmente es el potencial de atraccién de los
electrones por los nicleos atémicos, vy (1) es el potencial de Hartree, que representa la repul-
sién clasica entre electrones y v,.(r) es el potencial de intercambio-correlacién, que incorpora
efectos cudnticos de intercambio y correlacién entre los electrones. [63]

El término méas complicado y menos definido de forma exacta es v,.(r). En la préctica, se
usan diferentes aproximaciones para este término, y la elecciéon de una aproximacion especifi-
ca para el funcional de intercambio-correlacién es una parte fundamental al aplicar DFT.

Las ecuaciones de Kohn-Sham son resueltas de manera iterativa, ya que el potencial efec-

tivo depende de la densidad electrénica, que a su vez depende de las funciones de onda de
Kohn-Sham.

Los funcionales de intercambio y correlacion buscan aproximar la energia de intercambio y
correlacion entre electrones en funcién de la densidad electrénica del sistema. A continua-
cion, describiremos las formulaciones matematicas asociadas con los tipos mas prominentes
de funcionales. [63]

3.4.1. Aproximacion de la densidad local (LDA)

El método LDA (Local Density Approximation) es una de las aproximaciones mas simples
y antiguas para el potencial de intercambio-correlacion en DFT. A pesar de su simplicidad,
puede proporcionar resultados razonablemente buenos para una amplia gama de sistemas.

En LDA, el potencial de intercambio-correlacién V,.(r) se aproxima en funcién de la densidad
electronica local, asumiendo que la densidad en cada punto es uniforme, como en un gas de
electrones uniforme. [64] La energia de intercambio-correlacion por electrén en un gas de
electrones uniforme es dada por €(p). Entonces, la energia de intercambio-correlacién total
para el sistema es:

ELPA[] = / ac(p(r)p(r)dr (3-19)

Dentro del LDA, la energia de intercambio-correlacion se divide en dos componentes: el
término de intercambio F, y el término de correlacion E.:

B = By + E, (3-20)
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El término de intercambio, para un gas de electrones uniforme, es conocido exactamente y
es dado por:

™

Bl =5 (2) " [owyriar (3-21)

El término de correlacién, sin embargo, no es conocido exactamente y debe ser obtenido a
través de calculos cudnticos mas detallados o de simulaciones de Monte Carlo cuantico para
un gas de electrones uniforme. Se han propuesto varias parametrizaciones para E. en funcién
de la densidad. [65]

El potencial de intercambio-correlacion v,.(r) que se utiliza en las ecuaciones de Kohn-Sham
es la derivada funcional de la energia de intercambio-correlacién con respecto a la densidad:

VP (r) = 6540l op(r) (3-22)
Para la componente de intercambio, esto se simplifica a:

VIPA(r) = Sealp(r) (3-23)

Donde €, es la energia de intercambio por particula en el gas de electrones uniforme.

A pesar de que LDA tiene sus limitaciones, como la sobreestimacion de los enlaces y la
subestimacion de las brechas de energia, ha sido 1til para una variedad de aplicaciones y
sirve como punto de partida para aproximaciones méas sofisticadas.

3.4.2. Aproximacién del gradiente generalizado (GGA)

La aproximacion del gradiente generalizado (GGA) es una extensién y mejora sobre la apro-
ximacién de densidad local (LDA) en DFT. Mientras que LDA se basa tinicamente en el valor
de la densidad electrénica local, GGA también toma en cuenta el gradiente de la densidad,
|Vp(r)| , lo que le permite capturar mejor ciertas caracteristicas de sistemas moleculares y
sélidos. [66]

El funcional de energia de intercambio-correlacién en GGA puede escribirse como:

ESMg) = [ F(ol0). [Vp(r)])olr)dr (3-24)

Aqui, f(p,|Vp|) es una funcién que depende tanto de la densidad electrénica local p(r) como
de su gradiente |Vp(r)|.
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Al igual que en LDA; el término de intercambio-correlacion se divide en componentes de
intercambio y correlacion:

EIGCGA — EfGA + ECGGA (3_25)

GGA GGA
Ex Ec

En GGA, el término de intercambio y el término de correlacién se expresan
en términos de p(r) y |Vp(r)|, y hay muchas variantes de GGA dependiendo de cémo se
modelen estos términos. Algunos de los funcionales GGA mas populares son PBE, BLYP y

PW091, cada uno con su propia forma funcional para f(p, |Vp|).

El potencial efectivo de intercambio-correlacion, que se utiliza en las ecuaciones de Kohn-
Sham, es la derivada funcional de EGS4:

VEGA(r) = SESAp] /6p(r) (3-26)

En comparacion con LDA, GGA tiende a mejorar la descripcion de los enlaces quimicos y las
propiedades estructurales en muchos sistemas, aunque introduce una mayor complejidad en
las ecuaciones y en la evaluacién del funcional. Sin embargo, como cualquier aproximacién
en DFT, GGA no es perfecto y puede no ser adecuado para ciertos sistemas o propiedades.

3.4.3. Funcionales meta-GGA

Los funcionales meta-GGA son una extension de los funcionales GGA en DFT. Mientras que
GGA incorpora el gradiente de la densidad electrénica |Vp(r)|, los funcionales meta-GGA
incorporan ademés informacién de segundo orden, como el laplaciano de la densidad,V?p(r)
o el tensor de cinética, que esta asociado a la energia cinética promedio de los electrones de
Kohn-Sham, 7(r). [67]

La forma general para el funcional de energia de intercambio-correlacién en meta-GGA se
puede escribir como:

Egete=eeAp] = / Flp(r). IVp(r)], V2p(r), 7(r))plr)dr (3-27)

Aqui, f(p,|Vp|,V?p,7(r)) es una funcién que depende de la densidad electrénica local, su
gradiente, su laplaciano, y el tensor de cinética.

El tensor de cinética, 7(r), puede expresarse en términos de las funciones de onda de Kohn-
Sham:

ocupados

T(r)= Y V() (3-28)

7
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Doénde v; son los orbitales de Kohn-Sham.

Aligual que en LDA y GGA, el término de intercambio-correlacion se divide en componentes
de intercambio y correlacion:

E;réetafGGA — E;netafGGA T EgnetafGGA (3_29>
Hay varias versiones de funcionales meta-GGA, dependiendo de cémo se modelen los térmi-

nos en la funcién f. Algunos ejemplos populares de funcionales meta-GGA incluyen TPSS,
revI'PSS y MO6L.

La ventaja principal de usar meta-GGA sobre GGA o LDA es que se capturan méas detalles
de la estructura electrénica, permitiendo a menudo una mejor descripciéon de propiedades
electrénicas y estructurales en sistemas més complejos.

3.4.4. Funcionales hibridos

Los funcionales hibridos en DF'T combinan la DF'T con la teoria HF tradicional. La idea es in-
corporar una porcién del intercambio exacto de Hartree-Fock en el funcional de intercambio-
correlacion de DFT. Los funcionales hibridos suelen mejorar la descripcién de muchos siste-
mas y propiedades en comparacion con los funcionales LDA, GGA o meta-GGA. [68]

Un funcional hibrido general tiene la forma:

ENridolpl = (1 — a)EPTT[p] + aEXF [p] + EPF[p] (3-30)

Donde:

» EPFT[ples la energia de intercambio de DFT (puede ser LDA, GGA, etc.)

ETF[p] es la energia de intercambio exacta de Hartree-Fock.

EPFT[p] es la energfa de correlacién de DFT.

a es un parametro que indica la fraccion de intercambio exacto de Hartree-Fock incor-
porado.

El més conocido de los funcionales hibridos es el funcional B3LYP. En el caso de B3LYP, el
término de intercambio se compone de una combinacién de intercambio exacto de Hartree-
Fock, el intercambio LDA y el intercambio GGA (funcional de Becke):

EPSIYP — 0 2BHF 4 0.08ELPA + 0.72EPecke (3-31)
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El término de correlacion en B3LYP combina las contribuciones de correlacion de los fun-
cionales LYP y VWN:

EB3YP = 0. 19EYWN 4+ 0.81EXYF (3-32)

Es importante mencionar que, aunque el uso de funcionales hibridos generalmente mejora
la precision de los calculos en relacion con los funcionales GGA o LDA, también implica
un mayor costo computacional debido a la necesidad de calcular el intercambio exacto de
Hartree-Fock. Ademas, vale la pena senalar que hay muchos otros funcionales hibridos en la
literatura, y algunos de ellos, como PBEO o HSE(06, han sido diseniados para tratar aspectos
especificos de la estructura y la reactividad quimica.

3.4.5. Funcionales doble hibridos

Los funcionales doble hibridos (DH) representan una categoria mas avanzada de funcionales
en DFT. Estos funcionales combinan no solo la energia de intercambio exacto de HF (como
los funcionales hibridos) sino también incorporan una porcién de la energia de correlacién
post-Hartree-Fock, tipicamente proveniente de un calculo de perturbaciones de segundo or-
den (MP2). Esta combinacién puede proporcionar una precisiéon superior para una amplia
gama de sistemas y propiedades. [69]

La forma general de un funcional doble hibrido puede expresarse como:

B ] = (1= ) B (o] + a B [p] + BT pl + (1= BEZ™T + BE™™)  (3-33)
Donde
» EMP2[p] es la energia de correlacién de MP2

= oy [ son parametros que indican la fraccion de intercambio exacto de Hartree-Fock y
la fraccion de correlacién de MP2 incorporados, respectivamente.

Un ejemplo popular de funcional doble hibrido es el B2PLYP. En el caso de B2PLYP, la
energia total es dada por:

EBPIYE — B 4 0.53(BXF — EEPAY 4 0.27EMP? (3-34)

Aqui:

Eppr es la energia total de DFT usando un funcional especifico (usualmente BLYP).

EHF es1a energfa de intercambio exacta de Hartree-Fock.

LDA
Ea:

es la energia de intercambio LDA.
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Los funcionales doble hibridos suelen ser mas precisos que los funcionales GGA, meta-GGA
y hibridos tradicionales para una variedad de sistemas y propiedades. Sin embargo, su costo
computacional es significativamente mayor debido a la inclusion de términos post-Hartree-
Fock. Es fundamental seleccionar el funcional més adecuado en funcién del equilibrio entre
precisién y costo computacional para el sistema y las propiedades especificas de interés.

3.5. Propiedades termodinamicas

El estudio de propiedades termodinamicas se centra en la obtencion e interpretacion de las
energias y funciones termodinamicas de sistemas moleculares a partir de calculos ab initio
o semiempiricos. Estos cédlculos permiten acceder a parametros como la energia interna, la
entropia, la entalpia y la capacidad calorifica, entre otros, con una precisién que, en muchos
casos, es comparable con la obtenida experimentalmente. Un aspecto crucial en este analisis
es el uso de las funciones de particion, que juegan un papel fundamental en la conexion entre
las propiedades microscépicas y las observables macroscopicas. Las funciones de particion,
calculadas a partir de la suma sobre todos los estados energéticos posibles del sistema, per-
miten derivar las propiedades termodinamicas de interés a través de relaciones matematicas
bien definidas. La teoria de perturbaciones de Mgller-Plesset (MPn) y los métodos basados en
la DFT son comtinmente empleados para tales propdsitos. [57] Mediante técnicas de célculo
cuantico es posible estudiar cémo las moléculas interactian y reaccionan en diferentes con-
diciones termodinamicas, lo que proporciona informacion fundamental para la comprension
de sistemas en condiciones de equilibrio y fuera de él. La inclusién de la termodindamica es-
tadistica es crucial en este contexto, ya que al combinar métodos estadisticos con la quimica
cuantica, se puede obtener una visiéon mas detallada y completa sobre el comportamiento
termodindmico de sistemas complejos. Este enfoque estadistico, enfatizado por el célculo de
las funciones de particién, permite analizar las fluctuaciones y distribuciones de energias y
propiedades en el conjunto de estados accesibles, ofreciendo asi una comprensién méas pro-
funda de los fenémenos termodindmicos a nivel molecular. [70]

Una aproximacién clave a considerar en el andlisis termodindmico que realizaremos es que
todas las ecuaciones presuponen particulas no interactivas y, por lo tanto, son aplicables solo
a un gas ideal. Esta limitacién puede introducir cierto error, dependiendo de cuén no ideal
sea el sistema estudiado. Ademads, en lo que respecta a las contribuciones electrénicas, se
asume que los primeros y demas estados excitados estan completamente inaccesibles. Aun-
que esta suposicién generalmente no presenta problemas, puede causar algunos errores en
sistemas con estados excitados electrénicos de baja energia.[70]
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3.5.1. Energia vibracional de punto cero

Entender la transicién entre los niveles microscépico y macroscopico implica reconocer el
caracter esencialmente clésico de la superficie de energia potencial de Born-Oppenheimer.
Aunque las energias en puntos especificos se definen mediante coordenadas nucleares fijas,
el calculo de estas energias se realiza a través de técnicas cuanticas enfocadas en la energia
electronica. Interesantemente, al analizar el movimiento de los nticleos sobre esta superficie
desde una perspectiva cuantica, se descubre que la energia se encuentra esencialmente en-
capsulada en las vibraciones moleculares. Esta situacion prevalece incluso en condiciones de
temperaturas extremadamente bajas, cercanas al cero absoluto, ya que el nivel de energia
vibracional més bajo para cualquier vibracion restringida no alcanza nunca el valor cero.
Este fenémeno subraya la compleja interaccién entre los principios cuanticos y clasicos en la
comprensién de los sistemas moleculares.|[70]

Mediante la aproximacién del oscilador arménico, la energia vibracional mas baja se puede
obtener mediante la ecuacién.

E = (n + %) hw (3-35)

Donde h es la constante de Plank y w es la frecuencia vibracional.

La energfa vibracional de punto cero (ZPVE) se establece a partir de la acumulacién de
todas las energias correspondientes a cada una de las vibraciones moleculares. Asi, la energia
interna de una molécula a una temperatura de 0 K puede ser definida en funcién de este
valor. [71]

modos

1
UO = Eelec + Z §hw (3—36)

3.5.2. Funcidn de particion

Dentro del estudio de la mecanica estadistica, especialmente cuando se examinan grupos
de moléculas, resulta esencial fijar ciertos parametros macroscépicos a través de influencias
externas. Estas condiciones definidas constituyen lo que se llama un “colectivo” el cual nos
centraremos en el ensamble canénico. Las variables invariables en este conjunto son el nimero
total de particulas N, que para nuestros propositos son moléculas, y especificamente molécu-
las idénticas, ademés del volumen V y la temperatura T. Este conjunto es frecuentemente
referido como el conjunto (N, V, T). [71]

De forma analoga a la funcion de onda en la mecanica cuantica, que es esencial para describir
sistemas a nivel microscépico, la mecanica estadistica posee una funcion de igual relevancia,
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denominada funcién de particiéon. En el marco del conjunto candnico, esta funcion se expresa
de la siguiente manera:
Q(N,V,T) § e~ BilN.V)/kpT (3-37)

Donde 7 son todos los posibles estados energéticos del sistema y kg es la constante de Bolz-
mann.

Dentro del conjunto candnico, y utilizando definiciones termodinamicas establecidas, obte-
nemos las siguientes relaciones.

oln@
_ 2 _
U= kT ( — >NV (3-38)
H=U+PV (3-39)
5l
S = kpLnQ + kg ( (;;Q) (3-40)
G=H-TS (3-41)

En las derivadas parciales se indica que los valores de N (ndmero de particulas) y V (vo-
lumen) son constantes respecto a la temperatura (T). Como se puede observar, se presenta
un desafio notable en la tarea de definir de manera precisa a ) (la funcién de particién), de
tal forma que se adecue a las necesidades de realizar las derivadas parciales necesarias. En
el caso de un conjunto auténtico, la funcion de particién Q se caracterizaria por ser una en-
tidad compleja, involucrando una interaccion entre varios cuerpos y abarcando una extensa
gama de niveles energéticos. Asi, para progresar en este campo, es necesario recurrir a varias
suposiciones simplificadas.|[71]

Iniciamos con la premisa de que el conjunto que estamos estudiando representa un gas ideal.
Bajo esta suposicién y considerando que las moléculas de un gas ideal no tienen interacciones
mutuas, nos resulta posible reformular la funciéon de particion de la siguiente manera.

Q(N, V. T) - = Ze_[al v)+e2(v)+..+en (0)]i/kpT (3-42)

El factor 1/N! se origina en la indistinguibilidad de las particulas segiin la mecanica cudntica,
¢ representa la energia total de cada molécula individual. Para simplificar la anterior ecuacién
la suma se ha modificado de manera que ahora abarca niveles discretos de energia, en lugar
de estados individuales.
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Niveles
T N
Z 0 eak(V)/kBT] _ M (3-43)
k

y gr representa la degeneracion del nivel k. El término que se encuentra entre corchetes define
la funcién de particion molecular ¢g. Otra implicacién de considerar un gas como ideal es que
el término PV puede ser reemplazado por NkgT. En situaciones particulares, como cuando
se maneja un mol de moléculas, y N se iguala a N4 (ntimero de Avogadro), es apropiado
sustituir PV por RT, siendo R la constante universal de los gases ideales. [71]

Ahora, basdndonos en la funcién de particion molecular ¢, asumimos que la energia molecu-
lar £ se puede representar como una suma desglosable de componentes, especificamente en
términos electronicos, traslacionales, rotacionales y vibracionales.

Niveles

Q(V, T) = Z gke_[Eelec“l‘Etrans(V)+€r0t+€,uib]k/kBT
k

= qelec(T> + qtrans(v7 T) + Grot (T> + qmb(T)

(3-44)

Nuevamente, se aprovecha la capacidad de expresar un exponencial de sumas como un pro-
ducto de sumas de exponenciales. Las lineas separadas dejan claro que la degeneracion de un
nivel de energia molecular total es simplemente el producto de las degeneraciones de cada
uno de sus componentes. [71]

3.5.3. Funcidon de particién electrénica

Generalmente, calcular la funcién de particion electronica es el proceso mas facil. Para una
molécula tipica singlete con capa cerrada, la degeneracién de su estado base es uno. Los
estados excitados poseen energias tan elevadas que, especialmente a temperaturas menores
a varios miles de grados, su impacto en la funcién de particién es insignificante, lo que nos
permite considerar efectivamente.

Gelec = 6_EeleC/kBT (3-45)

Se encuentra frecuentemente que un estado fundamental tiene una multiplicidad de spin ma-
yor que un singlete, aunque los estados excitados siguen siendo tan energéticamente elevados
que no influyen en la funcién de particién electronica. En estas circunstancias, manteniendo
a Egee como el punto cero de la energia, la parte exponencial de la funciéon de particién
permanece siendo 1. Sin embargo, la degeneracién cambia a 2S5 + 1, donde S representa
la multiplicidad de spin (1/2) para estados dobletes, 1 para tripletes, etc.). Por lo tanto, la
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funcién de particion se convierte en 25 + 1. Aunque este valor no afecta la dependencia de
la temperatura, y por ende no contribuye a la energia interna, su valor ya no es uno, lo que
resulta en una contribucién a la entropia. [71]

Suee = RIn(2S + 1) (3-46)

3.5.4. Funcidén de particion translacional

Para calcular ¢;.q,s, consideramos que la molécula se comporta como una particula dentro
de una caja cibica tridimensional con un volumen de a?, siendo a la medida de cada lado
del cubo. Los niveles energéticos de este sistema béasico de mecanica cuantica se establecen
mediante.

h2
8Ma?
Donde M representa la masa de la molécula, y a cada nivel energético le corresponden tres

(n? + nz + n?) (3-47)

Etran5<nx7 nya nz) -

numeros cuanticos distintos: n,, n, y n.. Dado que los niveles de energia de una particula
en una caja estdn extremadamente préximos entre si (especialmente en una caja de tamano
macroscépico), la suma para calcular la funcién de particién puede ser sustituida por una
integral indefinida. Esta integral, a su vez, se puede resolver de forma analitica de la siguiente
manera. [71]

(3-48)

o MEgT\ *?
h2 v

Qtrans(vv T) = (

3.5.5. Funcidén de particién rotacional

En el caso de una molécula lineal, los niveles de energia rotacional se incluyen en la funcién de
particion rotacional junto con sus degeneraciones respectivas, y se toma el nivel de energia
rotacional mas bajo como el nivel de referencia cero. Esta suma se puede aproximar con
precision a una integral indefinida a temperaturas 'normales’. Resolviendo esta integral se
obtiene un resultado caracteristico para moléculas lineales, el cual es.

; 81k BT
lineal .
Arot (T) - O'h2

Donde o es 1 para moléculas lineales asimétricas y 2 para moléculas lineales

(3-49)

Resolver la ecuacién de Schrodinger para un rotor rigido general, aplicable a moléculas
con tres ejes distintos y momentos de inercia relacionados, no es una tarea sencilla. No
obstante, al expandir el concepto del problema de rotor rigido en la mecanica clasica, es
posible desarrollar una aproximacion en la mecanica cuantica que generalmente resulta ser
muy acertada. Bajo esta aproximacion, la funcién de particion rotacional se transforma en.
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(3-50)

Vilalpglo [ 872ksT\ >
QTot(T> - pu R2

Donde 14, I y Ic son los momentos de inercia principales, y ¢ es el niimero de rotaciones
puras que llevan a la molécula a coincidir consigo misma.

3.5.6. Funcidén de particién vibracional

Para una molécula poliatémica que presenta numerosas vibraciones, aplicamos un método
de simplificacién a la funcién de particion vibracional parecido al utilizado previamente para
la funcién de particion molecular: consideramos que la energia vibracional total puede ser
representada como una suma de las energias individuales correspondientes a cada modo
vibracional. Asi, en el caso de una molécula no lineal, resulta que.

Qoin(T') = Z e~ lerteatFean—¢li/kpT

i

= | ek T N ekt N eEian—o/keT
i)

i) j(3N—6)

(3-51)

Donde las energias ¢, son los niveles de energia vibracional asociados con cada modo k y
hay 3N - 6 de estos modos en una molécula no lineal (3N - 5 en una molécula lineal), donde
N es el nimero de dtomos. [71]

3.6. Superficies de energia potencial

Las Superficies de Energia Potencial (SEP) ofrecen una manera visual y tedrica de entender
como la energia de un sistema molecular cambia en relacion con la disposicién espacial de
sus nucleos. Esto se logra mediante la aproximacion de Born-Oppenheimer, que distingue
entre el movimiento de los electrones y el de los niicleos en una molécula. Las SEP mapean
la energia potencial basandose en coordenadas nucleares, incluyendo distancias y angulos
interatomicos, y son herramientas clave para analizar y prever el desarrollo de reacciones
quimicas. En estas superficies, los puntos bajos corresponden a estados estables de molécu-
las o complejos moleculares, mientras que los puntos altos o puntos de silla senalan estados
de transicion, es decir, configuraciones de mayor energia por las cuales un sistema pasa du-
rante un cambio quimico. Comprender y estudiar estas superficies es vital para descifrar
mecanismos de reaccién, identificar barreras energéticas y explorar la dinamica de las trans-
formaciones quimicas. [72]
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La obtencién de SEPs precisas es esencial para la prediccién y comprension de fenémenos
quimicos a nivel molecular. Diferentes métodos de quimica cuantica, como la DFT, los méto-
dos post-Hartree-Fock, y técnicas basadas en la teoria de perturbaciones, se emplean para
calcular estas superficies. Una vez obtenidas, las SEP se pueden utilizar junto con técnicas de
dindmica molecular para simular cémo los sistemas evolucionan con el tiempo y cémo cruzan
las barreras de energia, proporcionando asi una visién detallada de las reacciones quimicas a
nivel atémico y molecular. A continuacién se presentan las descripciones fundamentales de

las SEP. [57]

Para una molécula de N dtomos, hay 3N-6 coordenadas internas (3N-5 si la molécula es lineal)
que definen completamente su conformacién. Asi, la SEP es una superficie en un espacio de
3N-6 dimensiones, lo que la hace dificil de visualizar para moléculas con mas de dos o tres
atomos. En la practica, a menudo se consideran cortes bidimensionales o tridimensionales
de la SEP para visualizar y entender ciertas propiedades.

Caracterizacién de la SEP

En toda SEP existen muchos puntos correspondientes a las variadas conformaciones nuclea-
res. De todos estos los quimicamente importantes son los llamados puntos estacionarios, para
los cuales la primera derivada de la energia respecto a todas las coordenadas es cero. Dentro
de este grupo, podemos distinguir dos tipos de estructuras mayor relevancia en reactividad
quimica. [72]

= Minimos: Corresponden a configuraciones geométricas estables, como los reactantes,
productos y estados intermedios de una reaccion para los cuales las segundas derivadas
de la energia con respecto a las coordenadas es siempre cero..

» Estados de transicion: Son puntos en la SEP donde la energia es minima en todas
las direcciones excepto en una, en la que es maxima y se caracteriza por que todas sus
segundas derivadas con respecto a las coordenadas son cero excepto una que corres-
ponde a la coordenada de reaccién, cuya segunda derivada es negativa. Tienen especial
importancia en la teoria del estado de transicién, ya que determinan la barrera de
energia que debe superarse para que ocurra una reaccion.

Conocer la SEP es crucial para predecir como ocurrird una reaccion. Las rutas de reaccion se
pueden visualizar como trayectorias que conectan reactantes y productos a través de estados
de transicién. El estudio de estas rutas y las barreras de energia asociadas es esencial para
predecir la cinética y la termodinamica de las reacciones quimicas.
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3.7. Métodos de solvatacion

Los métodos de solvatacion en quimica cudntica se utilizan para incorporar los efectos del
ambiente quimico, en particular de los solventes, en los calculos tedricos de sistemas mole-
culares. La incorporacién de efectos de solvatacién es crucial para obtener resultados que
se asemejen a sistemas en condiciones reales, ya que las propiedades y reactividades de las
moléculas pueden cambiar significativamente en presencia de un solvente. Existen diversos
enfoques para considerar estos efectos: los métodos implicitos, como el modelo continuo
polarizable (PCM), [73] donde el solvente se representa como un medio continuo con pro-
piedades dieléctricas que rodea a la molécula de interés; y los métodos explicitos, donde
se incluyen moléculas individuales de solvente en la simulacién. [71] A menudo, se utilizan
combinaciones de ambos enfoques para lograr una descripcién maés precisa y eficiente del
sistema. A medida que la investigacién avanza, la importancia de una correcta representa-
cion del entorno de solvatacion en los calculos cuanticos se ha vuelto cada vez mas evidente,
especialmente en estudios relacionados con procesos quimicos en solucion y en interfaces. [74]

A continuacion se describiran algunos métodos que han sido desarrollados para tratar el
efecto del solvente en calculos cuanticos:

3.7.1. Modelo de Continuo Polarizable (PCM)

El PCM es un enfoque cominmente utilizado. [75] La idea bésica es tratar el solvente como
un medio dieléctrico continuo y el soluto como una entidad dentro de una cavidad dentro de
este medio. La ecuacion fundamental en el PCM es la ecuacion de Poisson:

Vx (e(r)VO(r)) = —4mp(r) (3-52)

Donde &(r) es la permitividad del medio en funcién de la posicién, ®(r) es el potencial elec-
trostatico y p(r) es la densidad de carga.

Se define una superficie de solvatacion basada en la densidad electrénica del soluto, denomi-
nada superficie de solvatacion S. El soluto esta dentro de .S, y el solvente, modelado como un
continuo, esta fuera. La energia de solvatacion electrostatica AGg, se puede calcular como:

1

DG = / p(r)B(r)dr (3-53)
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3.7.2. Modelo de solvatacién basado en la densidad (SMD)

Es un método de solvatacion implicita avanzado que combina el tratamiento electrostatico
del PCM con un tratamiento detallado de efectos no electrostaticos. Este modelo fue desa-
rrollado por Donald Truhlar y colaboradores. En el SMD, la energia libre de solvatacion se
calcula considerando tanto las interacciones electrostaticas como las no electrostaticas entre
la soluta y el solvente. [76]

La energia libre de solvatacién en el modelo SMD (AGy,,) , se calcula como la suma de una
contribucion electrostatica y una contribucion no electrostética:

AG’solv - AGelectrostétieo + AC;’no—electrostdtico (3—54)

La parte electrostatica se calcula generalmente mediante un enfoque basado en PCM, donde
se soluciona la ecuacién de Poisson 3-44. La contribucion no electrostatica incorpora térmi-
nos para el efecto de dispersion y el efecto de cavidad, entre otros. Estos términos suelen
ser parametrizados para diferentes solventes y se anaden a la energia electrostatica para
obtener la energia total de solvatacién. Aunque no hay una ecuacion tnica que represente
esta contribucién, en general, se basa en pardametros experimentales y datos empiricos que
reflejan las propiedades especificas del solvente.

3.7.3. Métodos de Solvatacion Explicita

En estos modelos, se incorporan moléculas de solvente en los calculos cudnticos. El Hamil-
toniano del sistema, H , incluye términos de interaccion soluto-solvente:

~

H = Hsoluto + Hsolvente + ‘/interaccion (3_55>

3.8. Dinamica molecular clasica

La dindmica molecular (DM) es un método computacional que modela el comportamien-
to temporal de sistemas moleculares, ofreciendo una visién detallada de las trayectorias
atémicas y moleculares en funcién del tiempo. Este método se basa en las ecuaciones del
movimiento de Newton y utiliza campos de fuerza empiricos o construidos mediante méto-
dos cuanticos para representar las interacciones interatémicas, permitiendo la exploracién de
fenémenos a escalas temporales desde femtosegundos hasta microsegundos. [77] La DM ha
proporcionado una comprensién profunda de numerosos procesos biologicos, mecanismos de
reaccion y propiedades termodindmicas que son dificiles de acceder a través de experimen-
tos tradicionales. [78] A medida que la potencia computacional ha aumentado, junto con la
mejora continua de modelos y algoritmos, la DM se ha consolidado como una herramienta
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invaluable en campos como la quimica computacional, la biofisica y la investigacién farma-
cologica.

En la DM clésica, las ecuaciones de movimiento de Newton son fundamentales y se expresan

CcOomo:
F=m=xa (3-56)
dv  d*r

Donde F es la fuerza total en una particula, m es la masa. a es la aceleracién, v es la velocidad
y r es la posicion.

Para predecir la evolucién del sistema se utilizan integradores mediante métodos numéricos
como el de Verlet, el cual es una técnica comtun para integrar las ecuaciones de movimiento.
En su forma més simple, el algoritmo de Verlet se puede expresar como:

r(t 4+ At) = 2r(t) — r(t — At) + a(t) * (At)? (3-58)

Donde r(t + At) y r(t — At) son las posiciones de la particula en los tiempos t + At y t — At
respectivamente, a(t) es la aceleracién en el tiempo y At es el intervalo de tiempo.

3.8.1. Campos de Fuerza

Los campos de fuerza son modelos matematicos que describen las interacciones entre atomos
y moléculas. Estos son fundamentales para calcular las fuerzas que actiian sobre cada atomo
en el sistema, y por ende, para integrar las ecuaciones de movimiento de Newton y obtener
las trayectorias atomicas. La expresion de la energia potencial de los campos de fuerza se
encuentra descrito por:

ETotal = Eenlace + Eangulo + Ediedro + Eelectrostat'ica + EvdW (3'59>

Términos enlazantes

Energia de enlace: Describen cémo se estiran o comprimen los enlaces entre atomos.

k
Eenlace = Eb(r - T0)2 (3_60)

Donde k;, es la constante de fuerza de enlace, r es la distancia actual entre los atomos, y 7
es la distancia de equilibrio.

Energias angulares: Describen como cambian los angulos entre tres atomos consecuti-
VOS.
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ka
Edngulo = 5(0 - 00)2 (3_61)

Donde K, es la constante de fuerza angular, 6 es el angulo actual entre los atomos, y 6, es
el angulo de equilibrio.

Energias del angulo diedro: Describen cémo rotan grupos de dtomos alrededor de enlaces.

Va

Eiicdro = 5 (14 cos(ng — 9) (3-62)

Donde V,, determina la altura de la barrera de torsion , n es la periodicidad, ¢ es el angulo
diedro actual, y ¢ es el angulo de fase.

Interacciones no enlazantes

Interacciones de van der Waals: Las interacciones intermoleculares, como las atracciones
de Van der Waals y las repulsiones a corta distancia debidas al principio de exclusién de
Pauli, son descritas mediante el potencial de Lennard-Jones. Este potencial es una férmu-
la matematica utilizada para describir la interaccién entre un par de particulas neutras o
moléculas. La relevancia de este potencial radica en su capacidad para capturar de manera
sencilla pero efectiva el comportamiento de las interacciones entre dtomos o moléculas no
enlazados.

= (2" (D] o

r r

Donde V(r) es el potencial o la energia de interaccién entre dos particulas como funcién de
su distancia r, € es la profundidad del pozo de potencial, que indica la fuerza de la atrac-
cién; es la energia minima (negativa) del potencial, correspondiente a la energia de atraccién
maxima entre las particulas, o es el didmetro efectivo de las particulas, definido como la
distancia a la cual el potencial de interaccién es cero. Esencialmente, es la distancia a la cual
la repulsion y la atraccién se equilibran.

La parte elevada a la duodécima del potencial representa la repulsion entre las particulas
y domina a distancias cortas, reflejando el principio de exclusién de Pauli que prohibe que
dos particulas ocupen el mismo espacio. Por otro lado, la parte elevada a la sexta describe
la atraccién de Van der Waals, que es mas relevante a distancias mas largas.

Electrostaticas: Las interacciones electrostaticas se calculan como la suma de las interac-
ciones entre pares de cargas puntuales segun la ley de Coulomb:
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daqb
4meqrap

Eelec(TAB) - (3-64)

Donde g4 v qp son las cargas puntuales de cada atomo, r4p la distancia entre ellos y € es
la constante dieléctrica del medio que las separa.

Las fuerzas se obtienen derivando las ecuaciones de energia potencial con respecto a las
coordenadas atémicas. Por ejemplo, la fuerza asociada a un término de enlace es:

6Eenlace
Fentace = —— 3-65
e = (3-65)
Los campos de fuerza mas populares incluyen AMBER, CHARMM, OPLS y GROMOS, entre
otros. Cada uno tiene parametros especificos ajustados para diferentes sistemas y propositos.

3.8.2. Colectivos

En la DM, los “colectivos” se refieren a diferentes conjuntos de condiciones termodinamicas
bajo las cuales se pueden realizar simulaciones. Cada ensamble estd caracterizado por un
conjunto especifico de variables termodindmicas que se mantienen constantes. Algunos de
los colectivos mas comunes utilizados en dinamica molecular incluyen el colectivo canénico
(NVT), el colectivo isotérmico-isobarico (NPT) y el colectivo microcanénico (NVE). [79]

Colectivo microcanénico (NVE)

Variables Constantes: Numero de particulas (N), Volumen (V), Energia (E). En este co-
lectivo el sistema estd aislado lo que significa que no hay intercambio de energia o particulas
con el entorno. En este colectivo se integran las ecuaciones de Newton sin correcciones ter-
mostaticas o barostaticas.

dQT’Z’
mi— = L'
dt?

Donde m; es la masa de la particula 7, r; su posicion, y F; es la fuerza que actiia sobre ella.

(3-66)

Colectivo canénico (NVT) Variables Constantes: Numero de particulas (N), Volumen
(V), Temperatura (T). El sistema intercambia energia (pero no particulas) con el entorno,
manteniendo constante la temperatura. Se utiliza un termostato en las ecuaciones de movi-
miento para mantener constante la temperatura. como por ejemplo el termostato de Lange-
vin:
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d’r; dr;
mid—; —F - fymid—:; + 2k T mR(1) (3-67)
donde 7 es el coeficiente de friccién, kg la constante de Boltzmann, y R(t) un término es-
tocéstico.

Colectivo isotérmico-isobarico (NPT) Variables Constantes: Ntimero de particulas (N),
Presién (P), Temperatura (T). El sistema puede intercambiar energia y tener cambios de
volumen con el entorno, manteniendo constantes la presion y la temperatura. Se utilizan un
termostato y un barostato respectivamente. Un ejemplo de barostato es el de Berendsen. Las
ecuaciones de Newton se modifican para incluir estos efectos de la siguiente manera.

& = L= PV (368)
Donde V es el volumen, 7p es el tiempo de relajacién del barostato, P,.,; es la presion exter-
na y P, es la presion interna del sistema. Este colectivo es ideal para estudiar propiedades
termodinamicas a temperatura y presion constantes, como en condiciones ambientales.

Eleccidén del colectivo

En todas estas ecuaciones, se utilizan diferentes métodos para integrarlas numéricamente y
obtener trayectorias temporales de las particulas, lo cual permite estudiar las propiedades
termodinamicas y dindmicas del sistema modelado. La eleccién del ensamble adecuado de-
pende del fenémeno especifico que se desea investigar y de las condiciones experimentales
que se buscan replicar.

3.9. Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular, también conocido como docking, es una técnica computacional
utilizada para predecir la orientaciéon y posicién de una molécula (a menudo un ligando
pequeno) cuando se une a una macromolécula proteica para formar un complejo estable.
Esta técnica es esencial en la investigacion de diseno de farmacos asistida por computadora
(DiFAC) para prever la afinidad y actividad de la molécula pequena en su sitio de unién
en la proteina objetivo. A través del proceso de acoplamiento, se pueden entender cémo las
moléculas interaccionan a nivel atomico y, por lo tanto, pueden disenar moléculas con mejor
afinidad y especificidad hacia un blanco biolégico especifico. [80]

Varias herramientas y algoritmos se han desarrollado para el acoplamiento molecular. Estos
programas consideran tanto la conformacién de las moléculas como las posibles interacciones
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electrostaticas, hidrofébicas y de enlace de hidrogeno entre el ligando y la proteina de interés.
El objetivo es identificar la conformacién y orientacién mas favorable, generalmente basada
en una puntuacion que refleja la energia libre de unién del complejo. A pesar de los avances
en el campo, atin existen desafios, especialmente en la precision de las predicciones de energia
y en la identificacién de conformaciones bioactivas. [81] A continuacién, se describiran los
algoritmos de busqueda y funciones de score de forma general.

3.9.1. Algoritmos de acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular implica explorar un espacio complejo de configuraciones posibles
entre un ligando y un receptor para encontrar la configuracion de minima energia. Varios
algoritmos de bisqueda se emplean en este proceso, cada uno con su propia metodologia y
matematicas subyacentes. A continuacion, se detallan algunos de estos algoritmos.

Minimizacién de Energia:

El objetivo es encontrar la configuracién que minimice la energia total E. Si tomamos la
energfa potencial V' (r) como funcién de las coordenadas r de las moléculas, la minimizacion
de energia busca:

VV(r)=0 (3-69)

Descenso del gradiente:
Tni1 = T — aNVu(ry) (3-70)

Donde « es una constante que determina el tamano del paso.
Monte Carlo (MC):

Este método realiza movimientos aleatorios en el espacio de coordenadas y acepta o rechaza
cada movimiento basado en la diferencia de energia AE entre el estado nuevo y el actual: [82]

1 siAE <0
- 3-71
{eAE/kT SIAE > O} ( )

Donde k es la constante de Boltzmann y T' es la temperatura.
Enfriamiento Simulado (Simulated Annealing):

Es una variante del MC donde las conformaciones de mas alta energia se pueden aceptar
con la probabilidad de disminuir con la temperatura del sistema, la temperatura del sistema
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disminuye gradualmente en el proceso, lo que reduce la probabilidad de aceptar cambios que
resulten en energias mas altas. La temperatura 7' se reduce en cada paso segin un esquema
de enfriamiento. Una forma comin de hacerlo es mediante una reduccién geométrica. [83]

Tnueva - ﬁTactual (3-72)

Donde 0 < f < 1 es un factor de enfriamiento.
Algoritmos genéticos:

Los algoritmos genéticos tratan las conformaciones como “cromosomas” y las “evoluciona”.
La funcién de ajuste se calcula usando una funcién de puntuacion. Sin una ecuacién estandar,
el proceso generalmente sigue: [84]

= Seleccién basada en el ajuste.
= Cruce para combinar cromosomas.

= Mutacién con una probabilidad P, para introducir variabilidad.

3.9.2. Funcidn de energia o score de union

Las funciones de score o de energia en el acoplamiento molecular desempenan un papel fun-
damental en la prediccion de la afinidad de union y la orientacion de un ligando dentro del
sitio activo de un receptor. Estas funciones intentan cuantificar la interaccién entre ligando
y receptor mediante términos de campos de fuerza, parametros fisicoquimicos o empiricos
dependiendo de la calibracién de cada programa. Los términos mas utilizados se describen
a continuacién. [84]

Energia de Van der Waals:

Estas interacciones reflejan las fuerzas de atraccion y repulsion de largo alcance entre ato-
mos. El potencial de Lennard-Jones (ecuacién 3-56) es una representaciéon comun de estas
interacciones.

Energia Electroestatica:

Estas interacciones se derivan de la ley de Coulomb entre cargas ecuacién (3-64).

Términos de desolvatacion:
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Los términos de desolvatacion se refieren a la energia asociada con el proceso de remover
moléculas de solvente, generalmente agua, de la superficie del ligando y del receptor durante
la formacion del complejo ligando-receptor. Estos términos son fundamentales para calcular
la energia total de acoplamiento y predecir la afinidad de unién. Sin embargo, la formulacién
exacta de estos términos puede variar dependiendo del algoritmo de docking y el modelo
utilizado. En muchos casos, los términos de desolvatacién se modelan empiricamente. Una
formulacién comun es:

AGiesors = Y 0il; (3-73)
iesuper ficie
Donde AG es la energia de desolvatacion, o; es un coeficiente de desolvatacién que depende
de las propiedades de la superficie del d&tomo ¢ (como hidrofobicidad o polaridad), y A; es el
area superficial accesible al solvente del atomo 1.

Entropia:

La restriccién del movimiento del ligando al unirse a un receptor genera una disminucion de
la entropia. La entropia es compleja de modelar directamente, por lo que a menudo se inclu-
ye de forma implicita o se omite, aunque puede incorporarse mediante técnicas de dindmica
molecular o modelos estadisticos.

Términos Empiricos:

Dado que las funciones de score buscan ser rapidas y efectivas, a menudo se incluyen términos
empiricos ajustados a datos experimentales, que pueden considerar caracteristicas especificas
de la interaccién, como la formacion de enlaces de hidrégeno, interacciones de tipo m — ,
entre otros.

La funcién total de score suele ser una combinacion ponderada de estos términos:

S = levdW + wQEelectro + w3Edesolv + ... (3-74)

Es crucial entender que, aunque estas funciones intentan reflejar la realidad, son aproxima-
ciones. Por ello, es comun validar los resultados del acoplamiento con experimentos n vitro
para garantizar la precisién de las predicciones.



4. Potenciales de reduccion de
complejos Fe-Afj

4.1. Introduccidén

El hierro tiene un papel relevante en la enfermedad de Alzheimer y esto estd relacionado en
parte con su capacidad de formar complejos con el péptido AS. Estos complejos participan
activamente en la formacién de ROS, [3, 85, 86] si el potencial estdndar (SRP) es mayor
que los agentes reductores naturales presentes en el cerebro (acido ascérbico, citocromo B,
colesterol, entre otros) y por debajo del par Oy/H204, [45, 28] donde la presencia de ROS es
un signo caracteristico de toxicidad en la EA. Sin embargo, el mecanismo a nivel molecular
no es del todo claro debido a falta de informacion experimental y de valores exactos de los
potenciales de reduccion de los complejos Fe-AS. En este capitulo se presenta un protocolo
computacional para el cdlculo de SRP de complejos de Fe-AS y el papel de estos complejos
en la formacién de ROS.

El objetivo principal de esta seccidn es proponer un protocolo computacional que nos permita
obtener valores confiables de SRP para una serie de sistemas modelo de Fe?*/3t—Af que
pueden proporcionar algunas ideas sobre el papel de los complejos de hierro en los procesos
neurodegenerativos en la enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, el calculo de estos SRP
requiere una apropiada seleccién del método de estructura electréonica, método de solvatacién
y una adecuada metodologia para el calculo de los SRP de complejos de hierro. Esto requiere
llevar a cabo varios procesos de calibracién en los que consideramos los siguientes: 7) la tercera
energfa de ionizacién de hierro (3EI) (i.e. Fe?t — Fe®* + e7); 4) los mejores pardmetros
para incluir el efecto del solvente usando modelos de solvente continuo; i) el calculo de SRP
usando un conjunto de complejos de hierro con el SRP determinado experimentalmente.
Finalmente, el protocolo computacional fue aplicado a una serie de complejos Fe?*/3+—A3
(Figura 1-4) que representan posibles esferas de coordinacién para estos sistemas. (8]

4.2. Detalles computacionales

Para seleccionar la mejor combinacién de funcionales y conjunto de bases calculamos la 3EI
del hierro usando 51 funcionales de la densidad y 38 conjuntos de bases. Para el calculo
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del SRP, realizamos la optimizacién de la geometria con el funcional B3LYP y la base 6-
31+G(d) para todos los dtomos del conjunto de complejos de hierro usados para el proceso
de calibraciéon (Figura 4-4). Adicionalmente el célculo de frecuencias fue llevado a cabo
para todas las moléculas considerando el oscilador arménico a 298.15 K considerando un
gas ideal a 1 atm de presion. Una vez obtenidas las geometrias optimizadas con B3LYP se
llevaron a cabo calculos de energia con los funcionales y conjuntos de funciones base que
mejor reproducian la tercera energia de ionizacion del hierro. Para verificar que no hay cam-
bios geométricos importantes al utilizar otros funcionales, Reoptimizamos algunos complejos
representativos utilizando los funcionales empleados en los cédlculos de energia. En estos,
encontramos pequenas diferencias geométricas basadas en el cdlculo del RMSD, comparados
con las optimizaciones en fase gas calculadas con B3LYP. Los resultados muestran una baja
influencia del funcional usado en la geometria de los complejos (Tabla anexo A-5).

Para incluir el efecto del solvente, primero calibramos el modelo del solvente variando el

radio de la cavidad y el factor de escala en los complejos [Fe(H0)g]%+/3+

, ya que para este
sistema existe el valor reportado del SRP. Con la mejor combinacién de modelos de solvente
implicito, radio de solvatacién y factor de escala, se realizaron calculos de energia de to-
dos los complejos del conjunto de entrenamiento con la mejor combinacién de funcionales
y funciones base obtenidas anteriormente. Finalmente, el calculo de los SRP fue realizado

mediante dos métodos: ciclo termodindmico directo y el método isodésmico.

Todos los célculos fueron llevados a cabo usando el programa Gaussian 16 [87] y en todos los
casos se exploraron todos los posibles estados de espin del hierro para determinar el estado
de minima energia. En todos los casos se observd que las diferencias de energia entre los
diferentes estados de espin son significativas (Tabla anexo A-2,2).

4.3. Resultados

4.3.1. Tercera energia de ionizacion del hierro

La calibracién del método de estructura electréonica y el conjunto de funciones base para
el célculo de la 3EI del hierro fue llevado a cabo usando bases de Pople, [88] Aldrich,[89]
Dunning,[90] Krauss [91] y Los Alamos ECP [91] y diferentes métodos de estructura electréni-
ca con diversos tipos de funcionales en el marco de la DFT. Este extenso conjunto de funcio-
nales abarca una variedad que incluye meta-GGA, funcionales con términos de dispersion y
correcciones de largo alcance, entre otros aspectos. La figura 4-1 muestra un mapa de calor
reducido de la combinacién de métodos y funciones base usados para el calculo de la 3EI
del hierro en fase gas con un error maximo del 2%. Una gréfica mas completa y con los
valores de la energia de ionizacion para todos los funcionales y las combinaciones de las fun-
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ciones base usados pueden ser encontrados en los anexo A. Para todos los casos encontramos
configuraciones de alto espin en el estado basal (i.e. quintete para Fe?T y sextete para Fe3™").
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Figura 4-1.: Mapa de calor para el calculo de la tercera energia de ionizacién del hierro
usando diferentes combinaciones de funcionales y bases. El valor experimental
de la tercera energfa de ionizacién del hierro es 707.42 kcal/mol [7]

De acuerdo con la Figura 4-2, los mejores funcionales son los de Minnesota, Half and Half y
doble hibridos y las mejores funciones base son las familias de funciones de Pople, Dunning
y Aldrich, las cuales proporcionaron el porcentaje de error méas bajo comparados con el valor
experimental. En la familia de funcionales de Minnesota observamos que funcionales con bajo
porcentaje de intercambio Hartree-Fock(HF') puro exhiben mejores correlaciones con el valor
experimental de la 3EI. Sin embargo, los funcionales BHandH y BHandHLYP con un 50 %
de intercambio HF mostraron buen desempeno. Dentro del conjunto de funcionales puros el
funcional VSXC present6 el menor error (0.73 %). Minetras que el funcional doble hibrido
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PBEODH tuvo un error del (0.41 %), lo que estd de acuerdo con trabajos computacionales
previos de sistemas de metales de transicién.[92]

631G(dp) | 0.
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631++G(d,p) 0.546
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Figura 4-2.: Mapa de calor ampliado para funciones de base y funcionales DF'T con por-

centajes de error menores al 1%. El valor experimental de la tercera energia
de ionizacién del hierro es 707.42 kcal/mol [7]

Con respecto a las funciones base, se observo que el conjunto de funciones de base de Pople,
Dunning y Aldrich dieron los mejores resultados con los funcionales de Minnesota, Half-
and-Half y funcionales doble hibridos. Por otro lado, el conjunto de base de Los Alamos
sobreestim6 la 3EI en la mayoria de los casos. Teniendo en cuenta el menor error de la
3EI, seleccionamos dos diferentes combinaciones de métodos/funciones de base para calculos
posteriores: MO6L /cc-pVDZ y M06/cc-pVQZ.
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4.3.2. Efecto del solvente

La energia de solvatacion es un término relevante en los célculos de los SRP; esta contribu-
cién puede ser calculada usando métodos de solvatacion implicita y explicita. Sin embargo,
los modelos de solvatacion explicita incrementan el costo computacional al considerar todas
las moléculas del solvente en el calculo. El uso de un modelo de solvatacién continuo (PCM)
[93] simplifica la interaccién soluto-solvente usando un medio continuo con propiedades fisi-
coquimicas similares. De este modo la energia de Gibbs en soluciéon puede ser calculada de
la siguiente forma:

G(sol = Ges + Gdr + Gcav (4'1)

Donde G, representa las interacciones electrostaticas, Gy, es el termino de dispersion-
repulsion y G4, €s la energia de la cavidad entre el soluto y el solvente. La influencia de los
efectos del solvente y de la cavidad para complejos de hierro fueron previamente explorados
por Hyungjun et al. [94] Una de las principales conclusiones de ese trabajo es la dependencia
del célculo de los valores SRP con el tamano de la cavidad.

Una vez seleccionado la mejor combinacion de métodos y funciones base para calcular la ter-
cera energia de ionizacién del hierro, calibramos los parametros del modelo del solvente: tipo
de cavidad y factores de escala para el radio para incluir el efecto del solvente como medio
continuo en los célculos. Para esto usamos el complejo [Fe(Hy0)g]27/3F como referencia te-
niendo su valor experimental de 0.77 V.[95] Para estos calculos, se realizaron optimizaciones
de geometria y calculos de frecuencias con el método B3LYP/6-31+G(d) en fase gas. Este
funcional y base provee una apropiada descripcion de la geometria de complejos de hierro. [6]
Después de obtener las geometrias se realizaron cdlculos de energia en soluciéon usando agua
como solvente y los métodos de solvatacién implicita PCM,[?] C-PCM[96] y SMD.[76] para
estos calculos, usamos la mejor combinaciéon de funcionales y conjunto de bases obtenidos
de la seccién anterior para el hierro (i.e. MO6L/cc-pVDZ y M06/ccpVQZ) y la funcién base
6-314-G(d,p) para el hidrégeno y el oxigeno. También realizamos célculos de energia con
solvente usando M06/6-314+-G(d,p) y B3LYP/6-31+G(d,p) para comparar. Los célculos de
los sistemas Fe(Hy0)g)>*/*+ con el modelo PCM usando diferentes cavidades y factores de
escala se presentan en la Figura 4-3. El estado de minima energia para el catién del hierro
fueron quintuplete y sextete para los complejos de Fe?* y Fe3*, respectivamente.

En general, hemos observado que los célculos de los SRP para el par [Fe(Hy0)g]?+/3+

mues-
tran un comportamiento consistente en todos los métodos empleados. Todos los valores de
SRP aumentan con el factor de escala de la cavidad, De este modo, nuestros resultados
muestran que el SRP calculado para el [Fe(Hy0)g)>*/3* es depende del factor de escala y
del radio de solvatacién, de acuerdo con reportes previos.[94] En todos los casos el radio

UAHF /UAKS sobreestima los valores del SRP, excepto factores de escala de 1.2, donde se
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Figura 4-3.: SRP calculado para el par [Fe(H;0)g)**/2* usando a) M06/cc-pVQZ(Fe)-6-
31+G(d,p)(O,H); b) MO6L/cc-pVDZ(Fe)-6-31+G(d,p)(O,H); ¢) MO06/6-
31+G(d,p); d) B3LYP/6-314+G(d,p). La SRP experimental para
[Fe(H,0)g)>*/3+ es de 0.77 V (linea negra continua).

observan valores similares al reportado experimentalmente. En general, el método PCM con
radio de Pauling con factor de escala de 1.0 (valor por defecto de 1.1) es la mejor opcién
para reproducir el SRP para la pareja [Fe(H,0)g]?*/3* de todos los métodos revisados. Vale
la pena senalar aqui que los mismos céalculos usando el modelo C-PCM dieron las mismas
tendencias cuantitativas (Figura A-1).

Ademds, llevamos a cabo cdlculos de energia en solucién con las geometrias B3LYP/6-
31+G(d) con las combinaciones anteriormente mencionadas de funcionales y funciones base
usando el modelo SMD. El resultado es presentado en la Tabla 4-1 donde se puede ver que el
modelo SMD reproduce muy bien el valor experimental del SRP donde usando el funcional
MO06 y MO6L y las mismas funciones base usadas en el calculo de la 3EI. La razén de esto
podria ser que el SMD esta parametrizado para reproducir energias de solvatacién experimen-
tales con la familia de funcionales de Minnesota. Es por esto que el SRP del [Fe(H,0)g)?+/3+
calculado con B3LYP/6-31+G(d,p) sobreestima el valor del potencial comparado con el valor
experimental (1.43 V). Sin embargo, el método M06/6-31+G(d,p) también sobreestima el
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Tabla 4-1.: Valores calculados de SRP (V) para el par [Fe(H,0)g]>*/2* en diferentes niveles
de teorfa utilizando el modelo de solvataciéon SMD.

MO06/cc-pVQZ (Fe) - MO6L/cc-pVDZ (Fe) -

M06/6-314+G(d,p) B3LYP 6-31+C(d
6.311G(dp) (0. H) 6:31+G(dp) (0, 1) 1106/6:31+G(dp) BLYP 6-31+G(d.p)

SRP 0.71 0.74 1.10 1.43

valor experimental del SRP, sugiriendo que la funcién base 6-314+G(d,p) por si misma no es
suficiente para reproducir el valor experimental del SRP de la pareja [Fe(H,0)g]**/3+. Tenien-
do todos estos resultados, observamos que la metodologia MO6L/cc-pVDZ(Fe)-6-314+G(d,p)
reproduce muy bien el SRP de la pareja [Fe(H,0)g)?*/3*. De acuerdo a estos resultados,
SMD y el método MO6L /cc-pVDZ (Fe)-6-314+G(d,p) representan un apropiado modelo de
solvatacion y método para calculos posteriores.

Vale la pena mencionar que el calculo de los SRP puede mejorar con la inclusién de moléculas
de solvente de forma explicita, lo cual ha sido reportado para complejos de hierro-agua. [97]
Sin embargo, esta aproximacion requiere una busqueda conformacional exhaustiva de la
posicién de las moléculas de agua en la segunda esfera de coordinacién por lo cual esto
incrementa significativamente el costo de estos calculos. Por esto Utilizamos el método SMD

como modelo de solvente implicito, el cual reproduce con alta precision el SRP empleando
el nivel de teoria MO6L/cc-pVDZ(Fe)-6-31+G(d,p) (O,H).

4.3.3. Calculos de SRP para complejos de hierro

El principal objetivo de este parte del trabajo fue proponer un método para el calculo de
SRP para complejos de hierro relevantes en la enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, el
SRP es altamente sensible al entorno quimico y al protocolo computacional usado para los
calculos. De este modo, calculos directos del SRP de complejos de hierro generan errores
significativos y, por lo tanto, se necesita un protocolo apropiado que reproduzca mejor los
valores experimentales.

Los calculos de los SRP pueden realizarse usando el método directo e isodésmico. En el
método directo el calculo del SRP implica el célculo de la energia de Gibbs en disolucién y
para compararla con el valor conocido de la energia de Gibbs experimental del electrodo de
referencia (e.g. electrodo estandar de hidrégeno, SHE en inglés). De esta manera, el SRP se
calcula usando la siguiente ecuacion:

E° = —(AG"* — AG*"EY InF (4-2)

Donde el primer término AG¥* es la energia de Gibbs del proceso de reduccién del sistema
de hierro calculado y AG®HF es el valor experimental de electrodo estandar de hidrégeno
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(99.9 kcal/mol).[98] Para sistemas de gran tamano, la optimizacién incluyendo efectos del
solvente es computacionalmente costosa. Sin embargo, se pueden usar el siguiente ciclo de
Born-Haber:[50]

3 _ AG() 2
[Fe(L)nl(y + € ! [Fe(L).]7,
AGSOZU(OIL‘) AGsolv(red)

3 — 2
[Fe(L)n) oy + ¢ — i [Fe(L)n](m

Donde la energia de Gibbs en solucion es calculada de la siguiente forma:

ACTYsol = ACTYg + ACgsolv(red) - ACTYsolfu(oz) (4'3>

En el método isodésmico, la reacciéon redox se evalia en relaciéon con un par de referencia
especifico. Para ser considerado adecuado, este par de referencia idealmente debe cumplir
con los siguientes requisitos: 7) la misma esfera de coordinacién; ) mismo nimero y tipo de
enlaces; 71) misma carga del centro metalico antes y después de la reduccién. Teniendo en
cuenta esto la ecuacién de reduccion puede expresarse de la siguiente forma:

[Fe(L)alsy + [Fe(L)aleg™ — [Fe(L)ul3) + [Fe(L) 5" (4-4)

sol sol sol sol
Donde el par de referencia debe corresponder a un sistema con SRP conocido. Para calcular
la reaccién de oxidacion la ecuacion 4-4 debe ser considerada en la direccion contraria.
Finalmente, el SRP puede ser calculado de la siguiente forma:

E° = EY

calc

+ (EO,ref . EO,ref) (4_5>

exp calc

En esta ecuacién E%¢f es el SRP reportado del par de referencia, el Eg’;if es el SRP calcula-

exp

do para el par de referencia y el E°, es el SRP calculado para nuestro sistema de interés. El

cale
método isodésmico ha sido usado para calcular el SRP y el pK, de complejos de cobalto.[99]
[100] Posteriormente, Chaparro y Ali-Torres [101] reportaron una buena correlacién entre
los valores experimentales y calculados de SRP para una serie de 64 complejos de cobre
usando el método isodésmico. La ventaja del método isodésmico estd en la cancelacion de
errores debido a limitaciones en el método de estructura electrénica y de solvente continuo.
Sin embargo, la seleccién del par de referencia con SRP conocido es uno de los principales
retos de aplicar esta metodologia debido a la poca disponibilidad de valores reportados en

la literatura para sistemas de hierro.

Para la presente investigacién, seleccionamos un conjunto de 17 complejos de Fe?*/3+ (Fi-
gura 4-4) con SRP reportado experimentalmente (ver Anexo A-1) como conjunto de entre-
namiento para obtener valores de SRP de los complejos de Fe?*/3+-A3.[102] En todos los
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Figura 4-4.: Complejos de Fe3*/?* utilizados como conjunto de entrenamiento para la cali-
bracién de los SRP. Las estructuras subrayadas fueron las usadas en el método
isodésmico.

casos se realizé el calculo usando el método directo. Sin embargo, del método isodésmico
solo se utilizaron diez de estos complejos teniendo en cuenta los requerimientos de esfera
de coordinacién similar, estado de oxidacién y numero/tipo de enlaces comparados con el
modelo Fe?*/3+-A3. (Figura 1-4).

El célculo de los SPR para este conjunto de entrenamiento usando los modelos de solvata-
cién SMD y PCM son presentados en la Figura 4-5 usando los métodos directo e isodésmico.
Como puede verse en la Figura 4-5, se logran buenas correlaciones tanto con los métodos
como con los modelos de solvatacién. En cuanto al modelo de solvatacion, se observa que
el modelo SMD proporciona mejor correlacion y menores errores que PCM con un radio de
Pauling y factor de escala de 1.05. Comparando el método directo con el isodésmico, se puede
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Figura 4-5.: SRP calculados para los complejos de hierro en la Figura 4-4 usando el método
MO6L/cc-pVDZ(Fe) /6-31+G(d,p) (C,N,H,0); datos en azul: SMD; datos en
naranja: PCM con radios de Pauling (factor de escala: 1.05). a) método directo

con 17 moléculas; b) método directo con 10 moléculas utilizados en el método

isodésmico; ¢) método isodésmico con 10 moléculas.

inferir de las Figuras 4-5a y ¢ con el modelo SMD que este tltimo muestra una linealidad

mejorada, con R?=0.95 frente a R2=0.82 para el método directo. Esto va acompanado de un

valor del intercepto mucho mas bajo (0.43 frente a 0.04 V). En este caso, observamos que el

método isodésmico es el tinico que da un error por debajo de la incertidumbre experimental

esperada para los métodos electroquimicos, es decir ~ 100mV.

La Tabla 4-2 muestra los valores detallados de la SRP para los diferentes complejos Fe

2+/3+

utilizados para la calibraciéon, incluyendo los errores respecto a los experimentales con el

método directo y el modelo SMD. Vale la pena senalar que volver a calcular los valores de
SRP para todos los complejos en el conjunto de calibracion utilizando la férmula de regre-

sion SRPcare) = 1.0184 % SRP¢y)—0.4334 conduce a una reduccion del promedio del error

absoluto en aproximadamente un 55 %.

Centrandonos en la Figura 4-5c, se puede ver que el método isodésmico proporciona una
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Tabla 4-2.: SRP calculado (V) para los complejos de hierro de la Figura 4-4 usando
MO6L/cc-pVDZ(Fe) - 6-31+G(d,p) (C,N,H,0,CL,S) ademds del método de sol-
vatacion SMD y el método directo. Regresion lineal SP R = 1.0184%xSRFP,;,—
0.4334 Multiplicidades de espin del estado de minima energia se encuentran en
paréntesis para Fe?*/?* en ese orden. MAE (Error medio absoluto).

Directo Regresion
Complejo SRP Experimental Lineal
SRP Error SRP Error
calculado absoluto calculado absoluto
1 (2/1) 1.15 0.78 0.37 1.19 0.04
2 (2/1) 1.03 0.7 0.33 1.11 0.08
3 (2/1) 1.3 0.72 0.58 1.13 0.17
4 (2/5) -0.04 -0.06 0.02 0.37 0.4
5 (2/5) 0.18 -0.06 0.24 0.37 0.18
6 (6/5) -0.84 -1.55 0.71 -1.1 0.26
7 (2/5) -0.46 -0.61 0.15 -0.17 0.29
8 (2/1) 0.05 -0.23 0.28 0.2 0.15
9 (2/1) -0.15 -0.33 0.18 0.1 0.25
10 (2/1) 0.13 0.14 0.01 0.56 0.43
11 (6/5) 0.1 -0.98 1.08 -0.54 0.63
12 (6/5) -0.27 -1.18 0.91 -0.73 0.47
13 (6/5) 0.37 -0.2 0.57 0.23 0.14
14 (2/1) 0.97 0.53 0.44 0.95 0.03
15 (2/1) 0.54 0.03 0.51 0.46 0.09
16 (2/5) -0.44 -0.93 0.49 -0.49 0.05
MAE 0.43 0.24

buena correccién en los valores de SRP predichos. Esto puede deberse al hecho de que este
método cancela los errores debido al calculo de la estructura electronica y la descripcion
del solvente cuando se usa un complejo similar al complejo de interés. De la Tabla 4-2, la
regresion muestra como el uso del método isodésmico mejora la prediccion de los valores
de SRP en comparacion con el método directo. Esto postula al método isodésmico como
una metodologia adecuada para los calculos SRP de complejos de hierro. A partir de estos
datos podemos ver que los errores absolutos, tanto el calculado como el estimado con la
ecuacion de regresion lineal, estan por debajo de la incertidumbre proporcionada por los
métodos electroquimicos experimentales, y estos errores son significativamente inferiores a
los obtenidos aplicando el método directo (Tabla 4-3). Estos resultados confirman que es
necesaria una seleccion adecuada de método, conjunto de bases, modelo de solvatacién y
ciclos termodinamicos para obtener valores confiables de SRP.
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Tabla 4-3.: SRP calculado (V) para los complejos de hierro de usando M0O6L /cc-pVDZ(Fe)
- 6-31+G(d,p) (C,N,H,0) con el método de solvatacion SMD y el método
isodésmico. Regresién lineal SPR.q. = 0.8773 * SRFP,,, — 0.0590. Multiplici-
dades de espin del estado de minima energia se encuentran en paréntesis para
Fe?t/2* en ese orden. MAE (Error medio absoluto).

Regresion lineal

.  SRP Directo Isodésmico .. Par
Complejo Exp Isodésmico de
Error SRP Error SRP Error
absoluto calculado absoluto calculado absoluto ref
1 (2/1) 1.15 0.37 1.13 0.04 1.2 0.05 2
2 (2/1) 1.03 0.33 1.05 0.04 1.15 0.12 1
3 (2/1) 1.30 0.58 1.25 0.14 1.26 0.04 14
4 (2/5) -0.04 0.02 0.52 0.16 0.07 0.11 7
5 (2/5) 0.18 0.24 0.81 0.2 0.37 0.19 4
7 (2/5) -0.46 0.15 0.39 0.09 -0.48 0.02 5
8 (2/1) 0.05 0.28 -0.17 0.13 -0.16 0.21 9
9 (2/1) -0.15 0.18 0.17 0.06 -0.17 0.02 8
10 (2/1) 0.13 0.01 0.35 0.03 0.12 0.01 9
14 (2/1) 097 0.44 0.34 0.2 0.82 0.16 1
MAE 0.19 0.11 0.09

Hasta ahora se observa que el método isodésmico muestra un mejor desempeno que el méto-
do directo para el cdlculo de SRP de complejos de hierro utilizando el modelo de solvatacion
SMD. Sin embargo, la comparacion de los ajustes en las Figuras 4-5-a y 4-5¢ no es real-
mente justa, ya que en el calculo usando el método isodésmico se llevé a cabo con solo diez
complejos de hierro, los que tienen un entorno quimico mas similar a nuestros complejos
objetivo Fe?*/3*-Ap (Figura 1-4). Por lo tanto, desarrollamos una tercera regresién para
el SRP de los complejos de hierro usando el método directo, pero incluyendo solo los diez
sistemas usados en los calculos usando el método isodésmico. Los resultados se muestran en
la Figura 4-5c¢ para los modelos de solvatacién SMD y PCM. Como se observa, nuevamente
el método de SMD funciona mejor que el PCM y el ajuste en este caso es casi idéntico al
ajuste mostrado en el método isodésmico (R?=0.95 versus R?*=0.96). Sin embargo, aunque
las regresiones son estadisticamente similares, dos factores estan en contra del método direc-
to en comparacién con el isodésmico: i) una pendiente mas baja (0.77 versus 0.91); y i) un
error absoluto mayor para la regresién, por encima del valor experimental aceptado (0.43 V
versus 0.11 V). Por lo tanto, incluso comparando el mismo conjunto de complejos de hierro
con los dos métodos para el calculo de SRP, notamos que el método isodésmico sigue siendo
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mejor para la prediccion de los valores de SRP de los complejos de hierro.

Para verificar el efecto del solvente en los calculos de SRP, se volvieron a optimizar las
geometrias de los complejos 8 y 9 en solucién (agua) y calculamos sus SRP por métodos
directos e isodésmico. Los resultados se muestran en el anexo A-6. Observamos pequenos
cambios en el SRP calculado y, de hecho, estos efectos son menores cuando se utiliza el
método isodésmico. Este acuerdo puede atribuirse a la cancelacién de errores debido al uso
de un par de referencia en el método isodésmico.

4.3.4. Aplicacién a los sistemas Fe?™/*T-Ap

18% 203+
E°=112Ve E° = 0.84 Ve S
E° = 0.84 V) E° =050V =0.

b)

182+ 192+ 202
Figura 4-6.: Geometrias optimizadas y valores SRP (V) calculados para una serie de siste-
mas modelo Fe?*/3* — AB representativos. Para todos los complejos de a) Fe3*,
el estado de espin del sexteto es el estado fundamental, mientras que para b)
Fe?* es el quinteto. “Datos reportados en Ali-Torres et al. [6] *Este trabajo. [8]

Con los resultados obtenidos de las secciones anteriores, utilizamos la regresién obtenida
con el método isodésmico SRP(calc) = 0.90365RP(exp) — 0.0364 con el fin de predecir
los SRP de algunos sistemas modelo Fe?*/3+-A 3 relevantes en la enfermedad de Alzheimer.
Estos complejos fueron seleccionados porque representan esferas de coordinacion plausibles
para los complejos Fe?*/3*-A3, de acuerdo con trabajos computacionales previos [6] y de
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espectroscopia Raman. [103, 104] Las geometrias para los complejos Fe?*/3+-A3 se optimi-
zaron a nivel B3BLYP/6-31+G(d). Las energias relativas de todas las estructuras en todos
los posibles estados de espin de los complejos Fe?t/3+-A B se muestran en en el anexo A-4.
Estas estructuras, asi como su SRP calculado, se presentan en la Figura 4-6. Todos los calcu-
los de solvatacion se realizaron de acuerdo a los resultados obtenidos en la calibracién previa.

Los valores obtenidos de estos complejos concuerdan con reportes computacionales previos
donde se calcularon valores de SRP usando el método MP2. En este trabajo, el uso del
método DFT disminuye el costo computacional, lo que permite el calculo de SRP de un gran
conjunto de complejos de hierro con una precisiéon similar. Los valores obtenidos para los
tres complejos muestran que la coordinacién de la tirosina disminuyd el valor de SRP permi-
tiendo la participacion de este complejo en el ciclo de formacion de ROS que se muestra en
la Figura 1-3. Esto se debe a que es el tinico par con un SRP inferior al correspondiente al
par Oy/H504 (0.30 V)[105]. El protocolo propuesto mostré un buen desempeno en el célculo
del SRP con una buena relaciéon entre entre precision y costo computacional.

4.4. Conclusiones

En este capitulo, proponemos un protocolo computacional para calcular el SRP de com-
plejos de hierro utilizando calculos DFT. La evaluaciéon de 51 funcionales de densidad en
combinacion con 38 conjuntos de bases mostré que los mejores métodos para reproducir la
tercera energia de ionizacién del hierro fueron los funcionales de Minnesota, Half and Half
y doble hibridos, y los mejores conjuntos de bases fueron las familias de Pople, Dunning
y Aldrich, ya que proporcionaron el menor porcentaje de error comparado con el valor ex-
perimental. De manera similar, el modelo SMD fue el método que mejor reprodujo el SRP
para el par [Fe(H,0)q]>*/?*. Ademés, el método isodésmico generé mejores SRP de acuerdo
con los valores experimentales para una serie de complejos de hierro que el método directo
(Error Absoluto Medio: 0.43 V para el método directo y 0.11 V para el isodésmico). Al com-
binar el funcional MO6L con el modelo de solvatacién implicita SMD y el método isodésmico,
evaluamos tres complejos de hierro que representan las esferas de coordinacion de los siste-
mas Fe?t/3*—Af. Los resultados mostraron que este protocolo reproduce bastante bien los
resultados en comparacion con aquellos calculados previamente con el método MP2. Esto
confirma este protocolo como una herramienta factible para el calculo del SRP de complejos
de hierro.



5. Reactividad de complejos Fe-Aj3

5.1. Introduccion

Como se describio en los capitulos 1y 4, el hierro desempena un papel crucial en la formacion
de ROS a nivel cerebral. Este fenémeno ha sido objeto de numerosas investigaciones, dada
su relevancia en procesos neurodegenerativos. El hierro, al estar involucrado en reacciones
redox, puede facilitar la formacién de ROS, incluyendo el peréxido de hidrégeno y radicales
libres, que son daninos para las células neuronales. Sin embargo, el mecanismo exacto a nivel
molecular no ha sido estudiado aun. La complejidad de estos procesos en el cerebro y las
limitaciones de las técnicas experimentales actuales han dificultado la obtencion de evidencia
concluyente.

Por otro lado, el peréxido de hidrégeno, un componente de los ROS, ha sido objeto de estu-
dio en relacién con la enfermedad de Alzheimer debido a su papel potencial en los procesos
de estrés oxidativo. El estrés oxidativo se refiere al dano celular causado por radicales libres
y otras especies reactivas de oxigeno, incluido el perdxido de hidrégeno. En el cerebro, un
exceso de perdxido de hidrogeno puede danar las células nerviosas y contribuir a la neu-
rodegeneracion, un rasgo caracteristico de la enfermedad de Alzheimer. Las investigaciones
sugieren que la acumulacién de peroxido de hidrégeno puede estar vinculada con la dis-
funcién mitocondrial y la alteracién de las vias de senalizacién celular, [29] lo que a su vez
puede influir en la formacién de placas amiloides y ovillos neurofibrilares, marcas patoldgicas
de esta enfermedad. La interrelacién entre el hierro, [15] la formacién de ROS y el estrés
oxidativo subraya la complejidad de las interacciones moleculares y celulares en la enferme-
dad de Alzheimer, abriendo vias para investigaciones mas profundas y potenciales enfoques
terapéuticos.

Ademas, estudios recientes han explorado cémo la glutatién peroxidasa, que descompone el
peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno, podria tener un papel protector en el contexto
de la EA. [106] La disminucién de la actividad de enzimas antioxidantes en el cerebro se ha
asociado con un aumento de estrés oxidativo y una aceleracién en la progresiéon de la enfer-
medad. Por lo tanto, estrategias que apuntan a mejorar la actividad de enzimas antioxidantes
analogos a la glutation peroxidasa estan siendo investigadas como posibles terapias para mi-
tigar el dano causado por el estrés oxidativo en la EA.[107] En este sentido, la comprensién
de la formacion de peréxido de hidrogeno en la patogénesis de esta enfermedad podria abrir
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nuevas vias para el desarrollo de tratamientos mas efectivos.

En este contexto, el objetivo de esta seccién es proponer un posible mecanismo de reac-
cién para la generacién de peroxido de hidrégeno a partir de un sistema modelo Fe-AfS.
Estos complejos se han identificado como catalizadores potenciales en el desequilibrio entre
la superdxido dismutasa, la cual se encarga de la eliminacién del peréxido de hidrégeno,
dejandolo libre en el medio celular para posteriores reacciones de Fenton-Haber Weiss y asi
formar ROS mediante iones de Fe y Cu. [45] Aunque el peréxido de hidrégeno es menos
reactivo que otras especies reactivas de oxigeno, tiene la capacidad de atravesar facilmen-
te las membranas celulares, lo que le permite propagar el dano oxidativo en las células.
Comprender este mecanismo podria proporcionar informacién valiosa sobre la EA, donde la
acumulacion de complejos Fe-A S se reconoce como un factor contribuyente significativo.

0, + 20 222 11,0, (5-1)

A pesar de los avances en técnicas analiticas y computacionales, ain no se entiende por
completo el papel del hierro y los complejos Fe-A 5 en la generacion de ROS en el cerebro. Los
estudios in vitro han proporcionado alguna informacién de la participacién de los complejos
de hierro en la neurodegeneracion en la EA. Sin embargo, a nivel molecular no existen
mecanismos plausibles para la formaciéon de ROS por lo que el enfoque computacional podria
ser clave para conocer este complejo mecanismo a nivel molecular.

5.2. Detalles computacionales

Para iniciar el estudio de reactividad, se partié del complejo 20 en estado de oxidacién 3+
del capitulo anterior. Ademas, se utilizé explicitamente ascorbato (AscOH™) como reduc-
tor natural del cuerpo a pH fisiolégico (Figura 5-1). Aunque en estudios de interaccién de
complejos metalicos del péptido AS con ascorbato se utiliza de manera implicita mediante
su potencial redox en los mecanismos de reaccién, [4] en este caso se ha optado por una
aproximacién explicita.

Todos los intermediarios de reaccién fueron optimizados en sus diferentes estados de espin
mediante el funcional B3LYP y la base 6-31+G(d,p). Esta eleccién se debe a la capacidad
del funcional B3LYP para proporcionar un equilibrio adecuado entre exactitud y eficiencia
computacional ademas de ser utilizado para la descripcién geométrica en diferentes estu-
dios, [108] especialmente en sistemas con metales de transicién como el hierro.[6] Ademsds,
se realizé el calculo de frecuencias para confirmar la naturaleza de cada estado estacionario
(intermediarios). Este paso es crucial para asegurarse de que las estructuras estudiadas co-
rrespondan a verdaderos minimos en la superficie de energia potencial. Todos los calculos
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Figura 5-1.: Estados del ascorbato en diferentes condiciones de desprotononacién y carga.

fueron realizados con el programa Gaussian 16. [87]

Posteriormente, se incorporé el efecto del agua como disolvente utilizando el método de solva-
tacién implicito SMD descrito en el capitulo 4. Este método fue seleccionado especificamente
por su eficacia en la reproduccion de los SRP. Esta propiedad es especialmente sensible a
los cambios en la energia de Gibbs, un factor critico en el andlisis de la reactividad quimica.
Conforme a lo descrito en el capitulo 4, se empled el funcional MO6L en combinacién con
la base cc-pVDZ para el atomo de hierro (Fe) y 6-31+G(d,p) para los demés dtomos, ase-
gurando asi una aproximacién precisa y detallada en el estudio de la estructura electrénica. [§]

Finalmente, para el calculo de las propiedades termodinamicas, se emplearon las aproxima-
ciones descritas en el capitulo anterior seccion 4.2. Como referencia para todas las energias de
Gibbs calculadas para los intermediarios, se tomaron los reactivos iniciales, que consisten en
el complejo 20, el ascorbato y el Oy en estado triplete. Para los procesos de pérdida de agua,
se realizd una correccion termodinamica a la entropia, considerando la descoordinacion de
una molécula de agua, la cual se calcula como RTIn(55.44). Para el proceso de protonacién
o desprotonacion, se utilizé la energia de Gibbs de solvatacién del proton, que es de —265.9

kcal/mol. [98].

5.3. Resultados

En este capitulo se exploraran diferentes mecanismos de reacciéon para la formacion de peroxi-
do de hidrégeno como modelo de ROS mediada por un modelo del sistema Fe-A . Para este
tiltimo, se escogié el complejo 20 (Figura 4-5) ya que es uno de los sistemas de Fe?" con
el péptido A de mayor estabilidad termodindmica, [6] y la reaccién a estudiar es la mos-
trada en la ecuacion 5-1. Dadas las limitaciones de evidencias experimentales respecto a la
reaccién de formacion de ROS en el cerebro humano y en estudios n vitro, el mecanismo
de la reaccion mostrado en la ecuacion 5-1 usando sistemas de hierro nunca se ha estudiado
previamente, ni a través de técnicas experimentales ni computacionales. A continuacion se
describiran los posibles caminos de reacciéon para activar oxigeno molecular y a través de
reacciones tipo Fenton producir el peréxido de hidrégeno. Cabe resaltar que solo se descri-
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birdan intermedios de reacciéon para analisis termodindmico y no se incluiré andlisis cinético
debido a la gran cantidad de reacciones e intermedios propuestas. Ademads, no se consideran
la formacién de especies anidnicas y radicalarias OH™ y OH", que resultan de la degradacién
del perdxido de hidrégeno. Dado que el camino de reaccién consiste en una gran cantidad de
pasos elementales, este se dividira en dos partes, la primera concerniente a la coordinacién
del anién ascorbato (AscOH™) y su posterior oxidacién para reducir al ion Fe3™ a Fe?T| y la
segunda parte asociada con la coordinacion y reduccion del O, para su conversion a peroxido
de hidrogeno. Estas reacciones se pueden resumir de la siguiente forma:

Fe(III)—AB+AscOH™ — Fe(III)—AfB--- AscOH™ — Fe(II)—AB+AscO™*+H™" (5-2)

Fe(IT) — AB+ Oy + 2H" — Fe(IIT) — AB + Hy0, (5-3)

5.3.1. Interaccion Fe(lll1)-A3 y ascorbato

En el complejo inicial 20 el hierro tiene estado de oxidacién formal de 43, por lo cual el
complejo tiene carga total +1. En este, la geometria local alrededor del Fe?* es una pirdmi-
de base cuadrada distorsionada (ver Figura 5-3), donde el oxigeno del grupo fenéxido (que
simula la tirosina), la molécula de agua y dos grupos histidinas forman la base cuadrada
distorsionada, y el tercer nitrégeno de la cadena del péptido es el ligando apical. Las distan-
cias del Fe** a los nitrégenos de los anillos de histidina son 2.13 y 2.16 A, mientras que la
distancia Fe** al nitrégeno de la cadena es de 1.95 A. Por otro lado, la distancia de enla-
ce Fe3t-OPh es de 1.84 A y el agua se coordina al Fe?t con distancia de 2.30 A. En este
complejo, aunque formalmente el ion Fe3* es un d®, los cdlculos muestran una densidad de
espin de sin 3.96 en el metal, indicando que un electréon de la subcapa d del hierro esta deslo-
calizado, principalmente en el nitrégeno de la cadena peptidica y el oxigeno del ligando PhO™.

El primer paso de todo el mecanismo es la coordinacion del anién ascorbato AscOH™ al com-
plejo 20, para su posterior oxidacién y reduccién del Fe*™ a una especie de Fe?™. Este paso es
2+/1+’ que el

metal reducido puede transferir un electrén al O y formar especies superéxido.[4] La Figura

necesario ya que se presume, en base a estudios previos con la pareja redox Cu

5-2 muestra las estructuras y las energias asociadas a esta primera etapa, y la Figura 5-3
(Anexo complementario B-1) muestran las geometrias optimizadas de todos los intermedios.
Debido a la cantidad de conformaciones para la interaccion inicial del AscOH™ con el com-
plejo 20 se usé el programa CREST [109] para hacer una bisqueda conformacional con el
objetivo de determinar las geometrias de menor energia. En este ejercicio se evaluacion cerca
de 3000 conférmeros, los cuales se filtraron y finalmente se escogieron dos isémeros para di-
cha interaccion Fe(III)—Af - - - AscOH™, representados en los complejos 21 y 24 (Figura 5-3).
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Figura 5-2.: Mecanismo de reaccién de la reduccién de Fe(I11)-AfS a Fe(IT)-A S mediada por
AscOH™. El [Fe(n)] representa la coordinacién del hierro en distintos estados
de oxidacién (n) con (N-HisHis) y ~OPh. Energias relativas a reactivos (20 +
AscOH™ + O3) en kcal/mol.

En ambos complejos, la coordinacién del ascorbato se produjo de forma simultdnea con la
disociacién del agua de la primera esfera de coordinacién del Fe?", la cual pasa en dichos
complejos a estar en la segunda capa de coordinacion. En 21, el ascorbato se coordina al
Fet a través del oxigeno aniénico con distancia Fe-O de 2.00 A, mientras que el otro grupo
OH™ del ascorbato estd a una distancia de 2.82 A del centro metalico. El agua se estabiliza
en la segunda esfera de coordinacién a través de interacciones de hidrégeno con el PhO™ y
el OH™ del ascorbato. En este caso, la geometria del complejo sigue siendo pirdmide base
cuadrada, aunque menos distorsionada que en 20. En 24, la geometria del complejo cambia
a bipirdmide trigonal y el ascorbato se coordina al Fe3* con la misma distancia de enlace
que en 21 (2.00 A), con la diferencia de que el grupo OH™ del ascorbato estd mucho mas
alejado del metal (~4 A) y el agua en la segunda esfera de coordinacién interacciona con el
PhO— y el OH™ terminal de la cadena alquilica del ascorbato. Los dos complejos se forman
de manera exergénica a partir de 20 y ascorbato, con energias de —6.0 y —3.6 kcal/mol para
21 y 24, respectivamente. Se presume que la mayor estabilidad de 21 respecto a 24 es la
mayor cercania entre el Fe3* y el OH™ del ascorbato en 21.

A partir de 21 o 24 se pueden seguir las mismas reacciones para producir la especie de Fe*,
para lo cual se requiere la transferencia de un electréon desde el ligando ascorbato al hierro
en conjunto con la deprotonacién de su grupo OH . Desde 21, la salida de agua genera 22,
cuya energia respecto a los reactivos aislados es —14.3 kcal /mol. La deprotonacién del ligan-
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23 24 27

Figura 5-3.: Geometrias optimizadas de los complejos de la interaccién del Fe-AfS con
AscOH™. Distancias en A.

do AscOH™ produce 23, en el cual la distancia Fe-O,,. es de 2.04 A y el oxigeno radical del
ascorbato estd a 3.28 A del metal. Célculos de densidad de espin muestran que el electrén
desapareado del ligando ascorbil en realidad esta deslocalizado sobre la fraccion ~-OCCO®*~
cercana al hierro. Este intermedio estd a 25.4 kcal/mol por encima de reactivos, por lo cual
el paso 22 — 23 tiene una energia de reaccién asociada AG, = ~40 kcal/mol, una energia
muy alta para reacciones en fase homogénea a baja temperatura. Desde 23, la disociacion del
radical ascorbil es apenas ligeramente exergénica para producir el complejo de Fe?t 27, cuya
energia es de 21.2 kcal/mol. Este complejo se caracteriza por tener una geometria tetraédrica
distorsionada alrededor del hierro, asociado a una poblacién de espin de 3.64. Esto indica que
tanto Fe3* como Fe?* cargan casi la misma cantidad de electrones en la subcapa d, con la
diferencia de que el electrén adicional en el primero esta deslocalizado en los ligandos. Desde
24 se obtienen intermedios isémeros de 22 y 23 con energias similares, indicando que las
conformaciones de los ligandos ascorbato y ascorbil no influyen de forma significaba en las
energias de reaccién. Asi, las energias de 25 y 26 son —14.9 y 22.7 kcal/mol, con un AG,=
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37.6 kcal /mol para la reacciéon 25 — 26. El complejo 26 presenta las mismas caracteristicas
electronicas de 23.

Como rutas alternativas para la formacién de 27 se exploraron tres opciones. En la prime-
ra se considera la reduccién del Fe3t a Fe?* en 21 asistido por agua, generando la especie
28, que es un isémero conformacional de 23 y 26. En este caso, es el agua quien abstrae
el protén del ascorbato coordinado liberando un ion hidronio. La energia de 30 es de 22.8
keal /mol respecto a los reactivos iniciales, indicando entonces que el paso 21 — 28 es el més
demandante termodindmicamente con energia de reaccion AG,= 28.8 kcal/mol. Las otras
dos rutas alternas se muestran en la Figura B-3 del Anexo B, y consisten en verificar el
orden de salida de los grupos agua y ascorbil en 21 y 24 (Figura B-3a) y la eliminacién de
agua en el complejo inicial 20 (Figura B-3b). En el mecanismo descrito en la Figura 5-2 se
sugiere primero la salida de agua y luego del ascorbil. Sin embargo, el orden opuesto también
es posible, por lo cual se calculé un paso alterno desde 21 (no se explora este camino desde
24 debido a que las rutas de deprotonacién desde 21 y 24 son similares energéticamente),
donde primero se deprotona el ligando ascorbil. En este caso se forma el complejo 29, cuya
energfa es de —8.2 kcal /mol. Sin embargo, a diferencia de 23 o 26, en 28 los dos oxigenos del
ascorbil estdn coordinados al hierro, con distancias Fe-O de 2.07 y 2.09 A, mientras que la
molécula de agua mantiene interacciones secundarias con el ligando fenéxido. En este caso,
la energia de reaccién 28 — 23 es AG,= 33.6 kcal/mol. En la eliminacién del ligando agua
desde el complejo inicial 20 se forma el complejo 29, con energia de —6.0 kcal /mol.

Como se puede comprobar a partir de los calculos termodindmicos, todas las posibles rutas
de reaccién para producir la especie de Fe?™ 27 pasan por intermedios de alta energia (23,
26, 28) y la preferencia por una ruta u otra parece depender del orden de eliminacién de
ligandos agua y ascorbil y la forma cémo se eliminan. De las 3 rutas posibles, la que sigue la
formacién del intermedio 28 es la mas favorable, en donde la brecha mas alta para producir
27 es el paso 21 — 28 con AG,= 28.8 kcal/mol, mucho mas favorable que las otras rutas
donde AG, (22 — 23)= 39.7 kcal/mol y AG, (25 — 26)= 37.6 kcal/mol. Sin embargo,
la energia de reaccién asociada entre 21 y 28 sigue siendo muy alta considerando que las
reacciones son en fase homogénea y a baja temperatura, por lo cual la formacion de la
especie de Fe?t parece estar limitada termodindmicamente. Por esto, es necesario buscar
otras alternativas mas favorables que lleven a la produccién del peréxido de hidrégeno.

5.3.2. Coordinacién del O, y produccién de peréxido de hidrégeno

Los resultados obtenidos en la seccién anterior muestran que producir una especie de Fe?*
libre a partir del complejo de Fe3* 20 es bastante desfavorable termodindmicamente. La
formacién de dicha especie es necesaria ya que de esta forma el Fe** puede transferir un
electrén al Oy coordinado y formar la especie superoxido, que a la postre puede formar el
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perdxido de hidrégeno. En esta seccién se estudiard la coordinacién y reduccion de O, en
27 para formar peréxido de hidrégeno y se exploraran otros caminos alternativos para dicha
reacciéon que eviten la formacién de la especie de Fe?t libre. Los mecanismos estudiados
se pueden ver en la Figura 5-4, y las estructuras optimizadas de todos los intermedios se
pueden ver en la Figura 5-5 y Anexo B-2.
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Figura 5-4.: Mecanismo de reaccién de formacion de perdxido de hidrégeno mediado por el
complejo Fe-ApS. El [Fe(n)| representa la coordinacién del hierro en distintos
estados de oxidacién (n) con (N-HisHis) y ~OPh. Energias relativas a la de los
reactivos (20 + AscOH™ + Og) en kcal/mol.

Desde 27 la coordinacién de Os genera el intermedio 31 donde el Oy se coordina de lado
(modo side-on). No se pudo localizar un intermedio donde el O se coordine de forma lineal
(modo end-on). Esta coordinacién es favorable por 4.7 kcal/mol y en 31 las distancias Fe-O
del O, son 2.04 y 2.22 A. En este intermedio, la carga natural calculada con el método
NBO en el fragmento Oy coordinado es —0.49e, indicando que el Oy se reduce parcialmente
por transferencia de electrones de los orbitales ocupados d,, del hierro al orbital 7* del O,
dandole caracter parcial de superoxido al Oy coordinado, por lo cual dicha especie podria
representarse como Fe(III)-AS—O; . Esta transferencia parcial al orbital antienlazante del
O, debilita el enlace, lo que se demuestra con la distancia O—-O del O, en el 31 de 1.32 A,
mucho més larga que la misma distancia en el Oy libre (1.21 A). Estas caracterfsticas son
similares a las observadas en simulaciones de coordinacién de O, a complejos de Cu™ para
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producir supero6xido.[44] La protonacién de 31 lleva a 32 con una ganancia energética de
11.4 kcal/mol, dejando al ultimo con una energia de 5.1 kcal/mol por encima de reactivos.
En 32 la distancia Fe-O se acorta a 1.89 A y la distancia O-O es 1.46 A. Finalmente, en 32
se produce la coordinacién de un ascorbil para dar 33 en una reaccion favorable energética-
mente. Asi, 33 tiene una energia de —3.5 kcal/mol con respecto a los reactivos iniciales.

34 35

Figura 5-5.: Geometrias optimizadas de la formaciéon de perdxido de hidréogeno mediada
por Fe-Aj. Distancias en A.

El papel principal del ascorbil en este paso es del asistir la oxidacién del Fe?t a Fe?* con
produccién de acido dehidroascérbico (DHA). En este caso se forma 34, que tiene una
energia de —8.0 kcal/mol. Finalmente, la protonacién del ligando hidroperoxil en 34 libera el
pero6xido de hidrégeno en una reaccién altamente favorable (AG,= —28.1 kcal /mol). Se puede
observar en esta cascada de reacciones desde 27 que el perfil de energia es descendente, lo que
indica que la coordinacién y reduccién de O, y posterior formacién de peréxido de hidrégeno
es altamente favorable. Sin embargo, como se vio en la seccion anterior, todo el proceso esta
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limitado por el cuello de botella termodinamico para formar 27. Debido a esto, exploramos
dos caminos adicionales que evitan la formacion de 27 para formar peréxido de hidrégeno.
Estos dos caminos inician desde las especies 24 y 25, donde hemos querido observar la
influencia del agua en las energias de reacciéon. Por un lado, desde 24 la coordinacion de O,
produce 36, un complejo octaédrico donde el Oy captura el hidrégeno acido del ascorbato
y forma hidroperoxil coordinado al Fe3*. En este caso las distancias Fe-O y O-O son 2.40
y 1.33 A, respectivamente, mientras que la distancia O-H en el hidroperoxil es 1.04 A. La
energia de 36 es de 14.9 kcal/mol, y la salida de DHA vy el agua conecta directamente con el
camino descrito anteriormente para generar 34. Por otro lado, la coordinacién de O, en 25
genera 37, un complejo estructuralmente similar a 36 (excepto por el agua). La energia de
esta especie es de 8.5 kecal/mol. A partir de este la eliminacién de DHA conecta con 34. Estas
dos tltimas especies 36 y 37 tienen en general energias mas altas que las del primer camino
descrito (31 — 32 — 33), sin embargo, cabe anotar que éstas se han formado a partir de 24
y 25, que son especies bajas en energia y se ha evitado la formacion de especies altamente
inestables como 23 y 26. Esto quiere decir que los cuellos de botella termodinamicos son
ahora AG,= 18.5 kcal/mol para el paso 24 — 36 y AG,= 23.4 kcal/mol para el paso 25 —
37. Estos valores son significativamente mas bajos que los calculados en la seccién anterior
donde se busco formar 27, y por tanto, estos tltimos mecanismos son los mas probables para
la reaccion considerada en este capitulo.

5.4. Conclusiones

Se puede concluir entonces que para el caso de los sistemas de Fe(III)-Af, el mecanismo
de reaccion mas probable consiste en la interaccién y coordinacién inicial del ascorbato, ge-
nerando la especie 24. Esta coordinacion inicial es crucial, ya que establece las bases para
las reacciones subsiguientes. Posteriormente, se da la coordinacién de O, para generar la
especie 36, simultdneamente con la transferencia del H" del ascorbato al oxigeno terminal
estabilizando esta especie. Esto es un paso significativo que implica la activacién del oxigeno
molecular, un aspecto fundamental en la quimica de estos sistemas. A partir de la especie
36, se pueden eliminar DHA y agua para generar especies de tipo hidroperoxil 34. Este paso
es particularmente interesante, ya que la formacién de especies hidroperoxil podria tener
implicaciones importantes en el contexto biolégico, dado su potencial papel en procesos de
estrés oxidativo y dano celular. Finalmente, el proceso culmina con la formacion de peroxi-
do de hidrogeno, como se resume en la Figura 5-6. Cabe resaltar que aunque la reacciéon
presenta un cuello de botella termodinamico en la especie 36 la produccién de perédxido de
hidrégeno es altamente favorable (AG, = —36.1), considerando su relevancia en diversos
procesos patoldgicos y neurodegenerativos. Ademas, este resultado aporta a la comprensién
de cémo los sistemas de Fe(I11)-Af podrian influir en la homeostasis del hierro y el equilibrio
redox en el cerebro.
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Figura 5-6.: Mecanismo de reaccion mas favorable para la formacién de perdxido de
hidrégeno mediada por Fe-AfS y AscOH™. El [Fe(n)] representa la coordina-
cién del hierro en distintos estados de oxidacién (n) con (N-HisHis) y ~OPh.
Energias relativas a reactivos (20 + AscOH™ + Os) en kcal/mol.

Finalmente, este estudio aporta significativamente a la comprension del mecanismo de reac-
cién de los sistemas de Fe(III)-A 3, subrayando la importancia de la coordinacién de ascorbato
y oxigeno, y la generacién de especies reactivas de oxigeno. Estos hallazgos tienen implica-
ciones tanto en el ambito de la quimica bioinorganica como en el entendimiento de la EA,
marcando un primer paso en la investigacion de la reactividad de los sistemas de Fe-Ap.



6. Productos naturales en la enfermedad
de Alzheimer

Ante la urgente demanda de tratamientos innovadores y eficaces, los productos naturales han
emergido como opciones terapéuticas con gran potencial en la enfermedad de Alzheimer. Los
tratamientos con propiedades neuroprotectoras han evidenciado que tanto los derivados ani-
males, por ejemplo los dcidos grasos omega-3, como los compuestos vegetales pueden reducir
la toxicidad celular y presentar propiedades antiinflamatorias. [110] Los fitoquimicos, gracias
a sus caracteristicas antiinflamatorias, antioxidantes y neuroprotectoras, y sus escasos efectos
adversos, muestran una capacidad prometedora para combatir y prevenir la neurodegenera-
cién en la EA. [111] Ademas, los productos naturales desempenan un papel en la gestién del
estrés mitocondrial, en la neutralizacién de radicales libres y en la modulacion de factores
apoptoticos y neurotréficos. [112] La inflamacién intensifica la evolucién de la EA, impul-
sando la neurodegeneracién [111] de tal manera que la intervencién precoz y el control de
la inflamacién pueden representar estrategias valiosas para tratar o aliviar sintomas de la EA.

La curcumina es un producto natural con amplias propiedades terapéuticas. Este polifenol
ha sido relacionado como una nueva alternativa contra la EA.

6.1. Curcuminas

La curcumina (Figura 6-1) se halla en el rizoma de la Curcuma longa y es reconocida co-
mo una molécula pleotréopica. Sin embargo, a pesar de sus beneficios, enfrenta retos, como
su baja biodisponibilidad a causa de su solubilidad limitada en agua y su inestabilidad en
pH fisiologico, transformandose en acido ferilico, vainillina, dehidrozingerona y glucurénido
de curcumina. Estos factores presentan desafios actuales en la investigacion farmacolégica
de la curcumina. [41, 42, 43] A pesar de ello, la curcumina ostenta diversas propiedades
terapéuticas. Debido a esto se ha centrado su interés en sus propiedades antiagregantes y

Figura 6-1.: Estructura 2D de la curcumina.
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Figura 6-2.: Estructura 2D de los derivados de curcumina.

antiinflamatorias, buscando caminos terapéuticos alternativos para la EA. [33, 113] En don-
de recientes publicaciones se han orientado a la sintesis de derivados de curcumina, con el
proposito de mejorar su biodisponibilidad y potenciar su actividad neuroprotectora. [33] Si
entendemos las interacciones quimicas esenciales para la actividad antiagregante, los resul-
tados con curcumina y sus derivados podrian optimizarse ain més. Desde esta Optica, se
presenta el estudios de acoplamiento molecular y dindmica molecular (DM) sobre la interac-
cién de nueve derivados inéditos de curcumina, con monémeros ASyy v APys v fibrillas ABys,
con el fin de identificar moléculas potenciales que inhiban la cinética de agregacion de Af.

6.1.1. Metodologia

Para analizar la interaccién entre los derivados de curcumina y los monémeros AfBy v AB4s,
asi como con los modelos de fibra A4, partimos de los derivados de curcumina reciente-
mente descritos por Lakey-Beitia et al. presentados en la Figura 6-2. [1]

La geometria de estos derivados se optimizo utilizando el funcional de densidad B3LYP-
D3BJ, el cual incluye la correccién por dispersién, y el conjunto de bases 6-31+g(d). Se
consideré el efecto del solvente (agua) como un continuo usando el modelo de solvatacion
(SMD) [76]. Todos estos calculos se efectuaron con el conjunto de programas Gaussian 16. [87]

Para comprender las bases moleculares detrds de las propiedades antiagregantes de estas
moléculas, llevamos a cabo simulaciones de acoplamiento molecular con tres modelos del
péptido AS obtenidos por resonancia magnética nuclear (RMN) y registrados en el Protein
Data Bank (PDB): dos correspondientes a Afy (cédigos PDB: 1AML, 1BA4) [114, 115] y

uno a Ay, (cédigo PDB: 2BEG). Previo al proceso de acoplamiento, ejecutamos simulaciones
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de dinamica molecular para los tres péptidos A con el fin de identificar las conformaciones
mas estables y considerar la notable flexibilidad de estas estructuras. Adicionalmente, para
profundizar en cémo estos compuestos interactiian con las fibras A, analizamos la relacién
entre las diez moléculas y los modelos de fibras AfBss Los detalles de estos analisis se mues-
tran a continuacion.

Dinamica molecular A3

Dada la considerable flexibilidad de los monémeros A/, se llevaron a cabo simulaciones de
dinamica molecular para determinar las conformaciones mas estables durante el proceso de
acoplamiento molecular.Todas las simulaciones DM se efectuaron utilizando el paquete Am-
ber 18. [116] La preparacién del sistema se hizo mediante tleap, siguiendo estos pardmetros:
los monémeros AJ fueron caracterizados con el campo de fuerza amber FF145B [117] se in-
trodujo solvente a través del modelo de agua TIP3P en un entorno peridédico y se estableci
una concentracién de cloruro de sodio (NaCl) de 0.15 mM.

El protocolo de simulacién comenzé con la minimizaciéon de energia del sistema para evitar
tensiones en la estructura, como atomos demasiado cercanos o angulos y enlaces distor-
sionados, que pueden causar alteraciones en la simulacién. Seguido de esto se realizé una
simulacion DM de 2 ns en un colectivo NVT para calentar gradualmente el sistema de 0 a
300 K. Posteriormente, la densidad del sistema se equilibré mediante una simulaciéon DM de
5 ns en un colectivo NTP. Por tltimo, se realizé una fase de producciéon de 100 ns utilizando
un conjunto NVT para explorar el espacio conformacional del péptido AS. Adicionalmen-
te, se realizaron 5 réplicas de 100 ns de la etapa de produccion. Usamos Visual Molecular
Dynamics (VMD) [118] para visualizar y estudiar las trayectorias, y el paquete CPPTRAJ
[119] para su andlisis. Con el objetivo de escoger las conformaciones més estables destinadas
al acoplamiento molecular, aplicamos el algoritmo de agrupamiento K-means [120] estable-
ciendo 10 centroides y posteriormente los examinamos usando PyMOL. [121]

Acoplamiento molecular entre los curcuminoides y el péptido A3

Para conocer las interacciones entre el péptido A3 y las derivados de curcumina, se llevaron
a cabo acoplamientos de la curcumina y sus derivados con diez estructuras representativas
de cada modelo de monémero AS. Los puntajes de acoplamiento se representan como un
promedio ponderado de las diez conformaciones, determinadas mediante un algoritmo k-mean
basado en la similitud de la Distancia Cuadratica Media (RMSD) a lo largo de la DM. Con el
objetivo de identificar el sitio de unién éptimo en los modelos AS, recurrimos a un consenso
derivado de tres herramientas de acoplamiento: AD4 [122], Vina [123] y Smina(utilizando la
funcién de puntuacién vinardo) [124]. La preparacién de los modelos se efectué en AutoDock
Tools [124] donde se anadieron las cargas Gasteiger y se prepard en formato pdbqt. Las
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cargas atribuidas a los derivados de curcumina provienen del anélisis poblacional de Mulliken,
basado en los calculos DF'T. Durante las simulaciones de acoplamiento molecular, se centro el
area de busqueda en todo el péptido A5 para determinar la mejor orientacién de los ligandos.
El andlisis de las interacciones se llevé a cabo con el software Maestro.[125] Finalmente,
y con el propdsito de refinar los resultados del acoplamiento y minimizar la dependencia
estructural y sistémica [126] , recurrimos a la clasificacién de consenso exponencial (ECR
por sus siglas en inglés) propuesto por Palacio-Rodriguez et al. [127] Utilizando las mismas
herramientas mencionadas anteriormente, para cada molécula, el ECR se articul6 a través de
una puntuacién de consenso P(i) la cual se basa en la suma de su clasificacién exponencial
de los distintos programas, tal y como se describe en la ecuacion siguiente:

1 T
P() = — ap | —-2 6-1
(i)=Y e (-2) (6-1)
j
En donde o es el valor esperado de la distribucion exponencial con respecto al ntimero de
moléculas i, y 77 representa el puntaje de la molécula i predicho con el programa j.

Dinamica molecular complejos A3-curcuminoides

Para observar la estabilidad y los cambios conformacionales del complejo A -curcuminoides,
tomamos el mejor complejo ApB-derivado del andlisis de acoplamiento. A continuacion, apli-
camos el mismo protocolo de DM usado para el péptido AB. La curcumina y sus derivados
se describieron utilizando un campo de fuerza basado en pardmetros obtenidos de calculos
mecanico-cuanticos. La estabilidad se estudi6 a través de los cambios en el RMSD a lo largo
del tiempo tanto para el A como para el complejo AS-curcuminoides, evaluando también
los cambios estructurales.

Dinamica molecular en el modelo de fibra A3

Para estudiar las interacciones entre la fibra AfBss v los derivados de curcumina, se utilizé
el modelo de fibra RMN reportado con el cédigo PDB: 2BEG. [128] Consideramos el primer
conférmero reportado en PDB para los célculos de acoplamiento, ya que el modelo no muestra
una alta flexibilidad. El modelo fue protonado a pH 7 para simular un ambiente fisiolégico.
Debido a la rigidez de la fibra ABss en comparacién con los monémeros AfS, no se realizé
DM con el objetivo de conservar la estructura extraida del reporte experimental. De manera
similar al caso de los monémeros Af, para mejorar la exactitud en el calculo de la energia
y las conformaciones del ligando en los estudios de acoplamiento molecular, utilizamos el
protocolo de ECR descrito anteriormente [127] , empleando los mismos tres programas de
acoplamiento molecular: AD4, Vina y Smina. Las cargas de los ligandos y del modelo de
fibra se anadieron utilizando la misma metodologia que para los monémeros AS. El espacio



6.1 Curcuminas 73

de busqueda en las simulaciones de acoplamiento molecular se seleccion6 en todo el espacio
de la fibra ABys para encontrar la mejor posicion de los ligandos.

6.1.2. Resultados
Dinamica molecular del péptido AfS

Las simulaciones DM de los monémeros AfS revelaron cambios significativos en la estruc-
tura del péptido AS. Al principio, la estructura es un a-hélice, pero después cambia a una
formacion con dos a-hélices y una estructura random coil. En la Figura 6-3 se muestran
los cambios en la conformacién del Af,y (1AML) y el porcentaje de tiempo que adopta las
diferentes conformaciones; las estructuras representativas para los modelos 1BA4 y 1Z0Q
estan reportadas en la Informacion Suplementaria.

3) 19.03%

Figura 6-3.: Estructuras representativas de la fase de produccién de la DM del modelo
1AML ApBy

Como se observa, en las estructuras representativas 1, 2, 3, 6, 8 y 10, se ven dos regiones
de a-hélice: la primera corresponde a la region entre la GLU11 a ASP23 y la segunda de la
ALA30 a VAL36. Estas dos regiones estan conectadas por un random coil que corresponde
a la regién entre la GLY25 a GLY29. Estos aminoécidos coinciden con los observados en la
region de giro de las estructuras cristalinas de fibras AfB42, como por ejemplo las estructuras
2BEG y 2MLN registradas en el PDB. Esto sugiere que un posible mecanismo para inhibir
la agregacion podria ser bloqueando esta regién de plegamiento.
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Tabla 6-1.: Energia de unién ponderada de las conformaciones obtenidas del AS y los deri-
vados de curcumina.

Energia de unién ponderada (kcal/mol)

1AML ApBy 1BA4 ABy 120Q ApB4s
Ligandos Vina AD4 Smina Vina AD4 Smina Vina AD4 Smina
Curcumina -6.1 -3.2 -6.3 -5.7 =32 -6.0 -6.3  -3.5 5.7
CurOAc -6.1 -32 -6.8 -5.8 26 -6.0 -6.3 -22 -58
CurOSuccAllyl -6.1 -45 -6.6 -5.8 -3.6 -6.1 -6.2 -3.8 -5.8
CurOBn -6.6 -42 -74 -6.1  -3.7 -7.0 -64 -35 -5.8
CurOSuccCyp -6.2 -43 -6.9 -5.8 45 -6.5 -5.7 44  -6.3
Cur(OPropargyl); -55 -53 -6.5 -5.3  -53 -6.3 -5.2  -58 -6.6
CurOSuccBn -5.8 47 -6.6 -5.6  -54 -6.5 -5.9 -53 -6.6

Cur(OSuccAllyl), -57 -3.3 -6.6 -5.0 -29 -58 -46 -21 -5.5
Cur(OSuccBn), -5.3  -6.0 -6.3 -49 55 5.7 -5.2  -5.3 -5.8
Cur(O-SuccCyp), -54 -51 -6.0 -54  -55  -6.1 -6.0 -52 -5.1

Es comun que en los calculos de acoplamiento, trabajar con receptores flexibles arroje re-
sultados insatisfactorios. Por lo tanto, en ocasiones es necesario ajustar la posicién de las
cadenas laterales del receptor para incrementar las probabilidades de éxito en los céalculos.
El uso de DM u otros métodos de muestreo para generar diferentes rotameros de la cadena
lateral a partir de estructuras representativas, ha demostrado ser efectivo en estudios de aco-
plamiento y cribado virtual. [129, 130, 131] Por lo tanto, combinar varias estructuras iniciales
con dinamica molecular podria mejorar la probabilidad de encontrar buenos complejos entre
ApB40/42 y derivados de curcumina. Asi, el acoplamiento molecular se llevé a cabo en las diez
estructuras mas frecuentes extraidas de las simulaciones DM para los modelos 1AML, 1BA4

y 120Q.

Acoplamiento molecular péptido A3 con derivados de curcumina

Como se puede observar en la Tabla 6-1, el promedio energia de unién ponderada de los
derivados monosustituidos de la curcumina (ligandos 2-5) fue méds favorable que la de los
disustituidos, para los tres programas de acoplamiento utilizados. Esto se debe a la presencia
de un enlace de hidrégeno establecido por el grupo OH de la curcumina (Figura 6-4). Esta
interaccién no esta presente en el caso de los ligandos disustituidos. Ademas, como se muestra
en la Figura 6-4, los ligandos forman interacciones tipo dispersivas con las cadenas latera-
les de los aminoacidos no polares presentes en el monémero Af,y. Estas interacciones son
clave para prevenir la formacion de la estructura tipo S-lamina caracteristica de las fibras Af3.
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Figura 6-4.: Ejemplo de interaccién entre la curcumina monosustituida y el péptido AfSy.
Las interacciones m-alquil se presenta en purpura y enlaces de hidrégeno en
verde.

Los resultados del acoplamiento dependen tanto del programa como de la estructura. Por lo
tanto, un software de acoplamiento puede mostrar buenos resultados para una estructura,
pero malos resultados para otra estructura del receptor. Para superar esta limitacién, se
implemento la estrategia del ECR usando tres programas de acoplamiento. En la Tabla 6-2
se reportan el ECR y la actividad experimental de los compuestos activos; en general, el
ECR muestra una buena concordancia con los valores de 1Csy.

Figura 6-5.: Ejemplo de acoplamiento de derivado de curcumina disustituido

(Cur(OSuccAllyl)s) con AS.

Como se puede observar en esta tabla, los ligandos monosustituidos tienen una mejor clasifi-
cacion con los tres monomeros A Sy que los disustituidos. Como se menciond anteriormente,
estas diferencias se deben a la capacidad del grupo hidroxilo para establecer una interaccién
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Tabla 6-2.: ECR de las conformaciones obtenidas del péptido A3 y los derivados de curcu-
mina. N/A. Sin Actividad =[1].

Ensayo

Ligando experimental (Afy2) LAML Afsg 1BA4 ABy 1720Q APz
Ensayo ThT
Posicion ECR  Posicion ECR  Posicion ECR  Posicion
ICso (uM)*
Curcumina 1.49 £ 0.9 2 0.569 6 0.525 5) 0.565 4
CurOAc 1.32 + 0.7 1 0.583 2 0.556 2 0.568 2
CurOSuccAllyl 1.77 £ 0.9 3 0.581 3 0.527 4 0.560 3
CurOBn 2.05+ 0.1 6 0.614 1 0.561 1 0.578 1
CurOSuccCyp 2.04 £ 0.7 5 0.570 5 0.532 3 0.556 5
Cur(OPropargyl), N/A N/P  0.551 7 0.522 6 0.547 6
CurOSuccBn N/A N/P 0577 4 0.513 7 0.543 8
Cur(OSuccAllyl);  1.96 + 0.7 4 0.546 8 0.507 8 0.519 9
Cur(OSuccBn)2 N/A N/P  0.544 9 0.499 9 0.494 10
Cur(OSuccCyp): N/A N/P  0.532 10 0.495 10 0.544 7

de enlace de hidrogeno con el péptido. Ademas, el tamano de los derivados aumenta con
una segunda sustitucion, lo que genera impedimentos estéricos para establecer interacciones
estabilizantes con los péptidos parcialmente plegados, reduciendo asi el nimero de contactos
y, por lo tanto, el valor de la puntuacién. Un ejemplo de la interacciéon de un derivado de
curcumina disustituido con el monémero Af se presenta en la Figura 6-5.

Como se observa en la Figura 6-5, la capacidad de bloquear la regién de plegamiento esta
relacionada con las actividades in wvitro reportadas de estos derivados para prevenir agre-
gaciones de AfB. Sin embargo, los ligandos disustituidos tienen interacciones menores con el
mondémero AS en comparacion con los monosustituidos. Los resultados de estas simulacio-
nes sugieren que una sola sustitucion en la curcumina es suficiente para mejorar su actividad.

Dinamica molecular entre derivados de curcumina y el péptido Ap

En la DM. utilizamos el derivado de curcumina CurcOBn, que obtuvo la mejor calificacion,
para estudiar las interacciones a lo largo del tiempo y su estabilidad. Ademas, empleamos
el derivado de curcumina disustituido Cur(OSuccAllyl)s como referencia de un derivado de
curcumina disustituido con actividad bioldgica, y la curcumina no sustituida como control.

El RMSD a lo largo de las cinco réplicas de DM se muestra en la Figura 6-6. De esta figura se
desprende que, en los tres casos, el A, es muy flexible y fluctué durante la simulacién. Sin
embargo, se mantuvieron varias interacciones entre el ligando y el péptido durante toda la
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Figura 6-6.: RMSD promedio y barras de error de 5 réplicas de DM de derivados de curcu-
mina y péptido ABy. En los graficos la curcumina o sus derivados se muestran
en naranja, Afy en verde y el complejo Af-curcumina o derivado en azul. El
grafico A corresponde al derivado CurOBn, el B al Cur(OSuccAllyl); y el C
a la curcumina, que se utiliza como referencia.

dindmica, demostrando la estabilidad del complejo péptido-ligando (Figura 6-7). De acuerdo
con las DM de los tres complejos, el que contiene el derivado monosustituido muestra una
mayor estabilizacion del péptido que el complejo que contiene curcumina no sustituida y el
complejo disustituido, como se puede ver en los valores de RMSD.

Seguin se observa en la Figura 6-6, los curcuminoides fueron estables en el tiempo con un
cambio en la distancia cuadrética media menor a 2 A. El complejo péptido-ligando se esta-
bilizé en todos los casos en 20 ns de DM. El péptido-ligando y el A5 mostraron el mismo
comportamiento dindmico en todos los casos, pero el complejo Cur(OSuccAllyl)s tuvo cam-
bios estructurales cercanos a los 50, 70 y 80 ns, como se muestra en la Figura 6-8-A. Teniendo
en cuenta la flexibilidad del AfB4q descrita en esta investigacion, los cambios estructurales en
el random coil y la region de los aminoécidos 1-14 podrian afectar los valores en el RMSD.
En el anélisis de RMSD de la curcumina y CurcOBn, los cambios fueron constantes a lo largo
del tiempo, menos significativos en la curcumina con una estructura de estabilidad mostrada
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Figura 6-7.: Cambios estructurales de A, durante el tiempo de simulaciéon. Azul claro
estructura inicial obtenida de simulaciones de acoplamiento molecular, amarillo
25 ns, verde 50 ns y rosa 75 ns de DM. A) complejo Ay con curcumina B)
complejo A B4 con CurOBn.

en la Figura 6-8B.
Acoplamiento molecular entre derivados de la curcumina y fibra de Afj,,

Se llevé a cabo un acoplamiento molecular entre derivados de la curcumina y las fibras AfBy
(cédigo PDB: 2BEG) utilizando los programas Vina, AD4 y Smina. Siguiendo un procedi-
miento similar al empleado para los monémeros AfS, se implemento el protocolo ECR. Los
resultados de este protocolo se muestran en la Tabla 6-3 y la Figura 6-9. El ECR sugiere
que los ligandos monosustituidos CurcOBn, CurOSuccCyp y CurOAc presentan las mayores
afinidades hacia las fibras Af,. Sin embargo, los compuestos con actividad antiagregan-
te (Curcumina, CurOSuccAllyl y Cur(OSuccAllyl)y) estdn entre los peor clasificados, junto
con varios derivados de curcumina disustituidos inactivos. Por ejemplo, en contraste con los
resultados para el estado monomérico, la curcumina mostré una peor clasificacién que un
derivado disustituido, Curc(OSucc-Bn)s, sin actividad antiagregante.

De acuerdo con los resultados de 1Csp y acoplamiento molecular, el ECR o las actividades
relativas de la curcumina y sus derivados se predicen mejor cuando el acoplamiento se rea-
liza con los monémeros AS que con las fibras Af,. Esto permite plantear la hipdtesis de
que los compuestos activos tienen més afinidad por los monémeros AfS. Sin embargo, estos
resultados podrian verse influenciados por la dependencia estructural de los programas de
acoplamiento, aunque en este estudio se redujo esa dependencia mediante la implementacion
del ERC. Asi, tenemos algunas evidencias para hipotetizar que los compuestos activos mues-
tran mas afinidad por los monémeros Af. Por lo tanto, se podria suponer que el derivado
de curcumina monosustituido estabiliza el monémero A, desplazando el equilibrio entre las
fibras A4 v los mondémeros A hacia el estado monomérico, lo cual apoyaria las propie-
dades antiagregantes. No obstante, esta hipdtesis debe ser contrastada con experimentos o
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Figura 6-8.: Cambios estructurales en la dindmica molecular de ABy (PDB: 1BA4) con A)
Curc(OSuccAllyl)s B) CurcOBn.

simulaciones mas largas de los complejos fibra-ligando.

En esta parte de la tesis, nos centramos en encontrar una relacién entre el acoplamiento
molecular y la actividad biolégica de derivados de la curcumina con monémeros de AS y
fibras amiloides. Consideramos que el acoplamiento molecular es una herramienta poderosa
que permite identificar rapidamente qué tipos de interacciones son cruciales en el proceso de
agregacion. Con estos resultados, podemos disenar y sintetizar nuevos compuestos con po-
tencial terapéutico para enfermedades neurodegenerativas, basandonos en los resultados del
acoplamiento molecular. En trabajos reportados anteriormente, se mostraron los resultados
biolégicos de la curcumina y sus derivados contra la agregacion de AS.[1] Esto significa si los
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Tabla 6-3.: Energia ponderada de unién y ECR de derivados de curcuminas y fibra Afys *

[2].

Ligandos F(I;;gy&f/[})l;r Vina (kcal/mol) AD4 (kcal/mol) Smina (kcal/mol) Posicién
Curcumina 1.49 £ 0.9 -7.40 1.03 -7.00 10
CurOAc 1.32 £ 0.7 -6.70 -1.59 -7.00 8
CurOSuccAllyl 1.77 £ 0.9 -6.60 -2.92 -6.30 7
CurOBn 2.05+ 0.1 -8.00 -2.63 -8.40 1
CurOSuccCyp 2.04 £0.7 -7.00 -3.43 -7.90 4
Cur(OPropargyl), N/A -6.80 -3.27 -5.60 9
CurOSuccBn N/A -8.00 -3.05 -7.50 2
Cur(OSuccAllyl)s  1.96 £+ 0.7 -7.10 -1.77 -7.00 6
Cur(OSuccBn), N/A -7.00 -4.04 -7.50 3
Cur(OSuccCyp)a N/A -6.90 -3.94 -6.70 5

derivados de curcumina pueden bloquear la agregacion de A o la desagregacién de las fibras.

Figura 6-9.: Interacciones entre la fibra AS y derivados de curcumina con diferentes pro-
gramas de acoplamiento molecular, izquierda Autodock Vina, centro Smina,
derecha AutoDock 4.

En la literatura se ha demostrado que los residuos de aminoacidos en la regién A 9o del
péptido A3 son relevantes para la autoasociacién de los péptidos en fibras amiloides. [132] En
la estructura de la fibra AS, A5 299 forma una estructura de lamina-g anti-paralela, uniéndo-
se a las regiones homélogas, Af17 21 0 Af1g 22. Se ha mostrado que la eliminacion de AfS6 99
y la unién de ligandos a la regién A4 99 inhiben la formacién de fibras, [133] evidenciando
esta region (16-20) como el sitio de nucleacién més importante para la agregacién del péptido.
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Nuestros resultados muestran que los derivados de la curcumina podrian inhibir la agregacién
del péptido AS al interactuar fuertemente con la regién 20-28, (Figura 6-4) destacdandose la
interaccién adicional de los derivados que promueven la antiagregacion mediante un enlace
de hidrégeno en el puente salino formado por la LYS28 y alterando la estabilidad del puente
entre los monémeros (Figura 6-4). Ademds, los derivados interactian con los residuos C-
terminales, como ILE32 y VAL40. Se observa una correlaciéon entre los resultados del modelo
de acoplamiento molecular y la actividad bioldgica, indicando que los derivados de curcumi-
na con un grupo hidroxilo capaces de formar enlaces de hidrégeno con los monémeros/fibras
de Af tienen mayor potencial para inhibir la agregacion/desagregacion del péptido.

En la Figura 6-2 se muestran los derivados de curcumina utilizados en este estudio. Los
derivados monosustituidos como CurOBn, CurOAc, CurOSuccAllyl, CurOSuccBn y CurO-
SuccCyp, a pesar de tener un grupo hidroxilo para formar enlaces de hidrégeno con Af,
muestran comportamientos diferentes, resaltando la importancia del tamano de la molécula.
Por ejemplo, CurOSuccAllyl, a pesar de ser mas largo que CurOBn y CurOAc, muestra
actividad biolégica y enlace de hidrégeno con el péptido.

Los derivados disustituidos de la curcumina muestran una disminuciéon en la actividad
bioldgica hasta volverse inactivos, lo que también se observa en los resultados de acopla-
miento molecular donde no se detectan interacciones de enlace de hidrégeno y m — 7 con
ApS. Esto subraya la importancia de los derivados monosustituidos en comparacién con los
disustituidos. Ademas, los monosustituidos sin conector son preferibles, ya que un tamano
molecular mayor reduce su actividad, como se evidencia también en ensayos bioquimicos an-
tiinflamatorios. Esto indica la importancia del tamano del derivado de curcumina, es decir,
un grupo hidroxilo y derivados cortos que puedan aumentar la interaccién m — 7 con Af.
Se encontré una relacién entre nuestros resultados de acoplamiento molecular y los experi-
mentales, lo cual es 1til para disenar nuevas moléculas con posible actividad neuroprotectora.

6.2. Carotenoides

Como se menciond anteriormente, los productos naturales tienen una potencial aplicacion
en la prevencién de la EA debido a sus potenciales propiedades neuroprotectoras.[33] Va-
rias investigaciones se han centrado en productos naturales como los compuestos de po-
lifenoles y carotenoides, los cuales han mostrado actividad preventiva prometedora, asi
como ayuda en la desaceleracion del progreso de la enfermedad en modelos animales y
celulares.[27, 134, 135, 136]

En particular, se ha identificado a los carotenoides como productos naturales que podrian
inhibir las vias neurodegenerativas. Debido a su lipofilia,[136, 137] la mayoria de los carote-
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Figura 6-10.: Representaciéon de los carotenoides.

noides pueden cruzar la barrera hematoencefélica.[138] Existen més de 750 carotenoides en
la naturaleza, pero solo se ha explorado la actividad antiagregante de unos pocos.[136, 138]
Generalmente, los carotenoides contienen 40 dtomos de carbonos (Cyg) y estdn compuestos
de dos miembros terminales (A y A’) conectados por una cadena larga conjugada (B). Los
carotenoides se pueden clasificar en dos tipos: carotenos y xantoéfilas, que pueden ser tanto
aciclicos como ciclicos.[139, 140, 141]

Mientras los carotenos solo contienen carbono e hidrégeno, las xantéfilas consisten en car-
bono, hidrégeno y oxigeno. Hay algunas excepciones a esto, como los apocarotenoides (que
contienen oxigeno y menos de 40 atomos de carbono) y el caroteno aciclico (sin oxigeno y
Cy0). La mayoria de los carotenoides comparten un anillo comin de $-ionona en ambos lados
(A y A’) de la molécula, como el que presenta el S-caroteno (Figura 6-10). También existen
carotenoides no convencionales que tienen un grupo keto-capa en uno o ambos sitios, como
el criptocapsina (1) o el capsorrubina (30), (Figura 6-10). La cadena larga conjugada (B)
puede ser un isémero trans-carotenoide (Figura 6-10) o un isémero cis-carotenoide, siendo
el primero el méas predominante en la naturaleza.

En esta parte de la tesis, nos centramos en carotenoides novedosos del fruto de mamey rojo
(Pouteria sapota), ya que contiene carotenoides poco convencionales con grupos termina-
les de anillo x, como el sapotexantina (16), criptocapsina (1), capsorrubina (30) y otros
carotenoides (Figura 6-11).[137, 142, 143] En revisiones bibliogréficas se encontré que la
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criptocapsina (1) tenfa una actividad antiagregante del péptido A mas alta que la zeaxan-
tina (2), y que esta actividad disminufa cuando la criptocapsina tenia un grupo epdxido,
como en el caso de la criptocapsina-5,6-epéxido (24).[1] Un andlisis computacional compa-
rando la criptocapsina con luteina, licopeno, astaxantina, fucoxantina y bixina mostrd que
la criptocapsina y la luteina tenian la mayor actividad antiagregante.[137] Ademds, recien-
temente se reportaron los aspectos quimicos y los beneficios bioldgicos de los carotenoides
del mamey rojo. Aunque el fruto de mamey rojo contiene mas de 30 carotenoides (Figura
6-11), solo dos de ellos (1, 24) han sido evaluados experimentalmente por su actividad an-
tiagregante contra la enfermedad de Alzheimer. [142]

6.2.1. Metodologia

Para evaluar las propiedades antiagregantes de los carotenoides de la Figura 6-10 se utilizé
el protocolo presentado anteriormente para evaluar las propiedades de los derivados de las
curcuminas. Teniendo en cuenta que el protocolo anterior brindo una mejor descripcion de
la actividad antiagregante sobre el péptido AS que sobre la fibra amiloide, solo se realizé el
estudio sobre los monémeros de AS para los carotenoides.

Para este estudio consideramos todas las conformaciones representativas de modelos de
ApB4o/a2. Con el fin de calcular la energia de unién de los carotenoides a cada modelo de
péptido A, Utilizamos una funcién de energia de unién ponderada para cada carotenoide
usando el porcentaje de la representacion individual con la siguiente ecuacion:

Sw=> XiRi (6-2)

Donde S, es la energia de acoplamiento ponderada del modelo 7, X; es la energia de unién
de la representacién ¢ y R; es el porcentaje de la representacién i. Para considerar todas las
funciones de energia de los software de acoplamiento molecular, realizamos un ECR, descrito
por Palacio et al. [127] Utilizamos los siguientes programas de acoplamiento molecular: Auto-
Dock 4 (ATD), [122] AutoDock Vina (Vina), [144] Smina (funcién de puntuacién Vinardo),
[124] QuickVina 2, [145] QuickVina W [146] y PSOVina. [147] La preparacién de archivos
para su uso en programas de acoplamiento molecular se realiz6 en AutoDock Tools 4.[122]
Para describir las cargas del péptido AfS, calculamos las cargas de Gasteiger. Las cargas
sobre los atomos de los carotenoides se tomaron de los calculos DFT. Considerando que no
se conoce el sitio de unién de los carotenoides, el espacio de bisqueda del acoplamiento mo-
lecular cubrié toda la superficie del péptido para determinar la posicién de mejor afinidad.
Las interacciones se analizaron con el software Maestro. [125]
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Figura 6-11.: Carotenoides de Pouteria. sapota (mamey rojo) seleccionados para el andlisis
computacional.
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6.2.2. Resultados

Los resultados del proceso de acoplamiento molecular se presentan en la Tabla 6-4. Los ca-
rotenoides (5R,8R)-Sapotexantina-5,8-epdxido (19) y la (5R,8R)-Criptocapsina-5,8-epdxido
(28), exhiben la mejor clasificacién en los tres modelos del péptido AS. A pesar de las di-

ferencias en las representaciones de los modelos de Af3, debido a la dinamica molecular, los

resultados subrayan la robustez de los métodos usados.

Tabla 6-4.: Energia ponderada de la unién (kcal/mol) y ECR de la interaccién de de los

carotenoides y modelos del péptido AS.

Model Aﬁ40 1AML

Carotenoides ATD VINA Smina Qvina2 QvinaW PSOVINA Rank
19 -7.18 -7.13  -9.25 -7.14 -7.10 -6.39 1.26
28 -7.30 -7.06 -9.37 -7.08 -7.10 -6.22 1.26
26 -6.95 -7.11 -9.20 -7.13 -7.07 -6.22 1.25
20 -7.15 -6.96 -8.59 -6.95 -6.86 -6.14 1.22
1 -7.40 -6.75 -883  -6.69 -6.66 -5.67 1.21
3 -7.39 -6.60 -8.69 -6.66 -6.64 -5.86 1.21
2 -6.97 -6.72 -885 -6.63 -6.61 -5.99 1.21
Model ASyy 1BA4
Carotenoides ATD VINA Smina Qvina2 QvinaW PSOVINA Rank
19 -7.34 -7.30  -9.21  -7.39 -7.44 -6.66 1.28
28 -764 -730 -9.02 -7.32 -7.36 -6.54 1.28
4 =717 -713 -894 -7.12 -7.16 -6.46 1.25
26 -6.85 -7.18 -8.94 -7.13 -7.19 -6.24 1.24
3 -7.44 -6.89 -897 -6.87 -6.93 -6.04 1.24
2 -7.08 -6.91 -9.02 -6.96 -6.96 -5.99 1.23
1 -7.46 -6.85 -8.67 -6.90 -6.87 -5.99 1.23
Model ABys 170Q
Carotenoides ATD VINA Smina Qvina2 QvinaW PSOVINA Rank
19 -718 -745 -952  -7.36 -7.35 -6.86 1.29
26 -7.16 -740 -9.44  -7.37 -7.35 -6.91 1.29
28 =723 -733 -925 -7.33 -7.28 -6.60 1.28
4 -6.74 -7.30 -9.28  -7.18 -7.21 -6.95 1.26
3 -6.84 -7.16 -9.03 -7.16 -7.21 -6.30 1.25
1 -7.03 -716 -9.07 -7.03 -7.08 -6.02 1.24
2 -6.39 -719 -9.19 -7.13 =717 -6.19 1.24

Los célculos de acoplamiento molecular realizados sobre el modelo del péptido AfB,, (120Q)
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muestran una fuerte correlacion con los datos experimentales de los carotenoides cripto-
capsina (1), zeaxantina (2) y luteina (3). Ademds, los modelos experimentales utilizados
consisten en monémeros del péptido Af,s, lo que nos permite investigar las interacciones de
estos modelos con la clasificacion identificada.

En todos los modelos del péptido Aj, el (5R,8R)-sapotexantina-5,8-ep6xido (19) mostrd
interacciones alquilo-alquilo con los aminoacidos VAL12, HIS6 y PHE19, asi como una in-
teraccion alquilo-m con la PHE19. Estas interacciones se producen en todo el péptido y son
establecidas por los aminoacidos hidréfobos de la a-hélice. Ademas, la formacion de un en-
lace de hidrégeno entre la HIS6 y la SER8 contribuye a la estabilizacion general del péptido.
Estas interacciones tienen el potencial de impedir la agregacion del péptido al estabilizar las
a-hélices y evitar el apilamiento de los monémeros para formar las fibras. En la Figura 6-12
se presenta una representacion de estas interacciones.

Figura 6-12.: A) Sapotexantina (16) B) (5R,8R)-Sapotexantina-ep6xido (19) interaccién
con AfBy, azul (enlace H), pirpura (interaccién alquil-alquil). Distancia en A.

Al comparar las interacciones del carotenoide 19, concretamente el epdéxido de (5R,8R)-
sapotexantina, con la estructura base del carotenoide 16 (sapotexantina) se observé una
disminucién de las interacciones hidrofébicas. Sin embargo, cabe destacar que el modo de
unién con el péptido amiloide permanecié inalterado, como se ilustra en la Figura 6-13.

El carotenoide 26, (5R,8R)-criptocapsina-5,8-epdxido, presenta las mismas interacciones con
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con Afy: azul (enlace H), purpura (interaccién alquil-alquil). Distancia en

A.

el péptido A que el carotenoide 21. Sin embargo, en el caso del carotenoide 26, su grupo
hidroxilo forma enlaces de hidrogeno con la HIS6. Esta conformacién reduce las interaccio-
nes hidrofébicas con las cadenas laterales del péptido, como se representa en la Figura 6-13.
Cabe anotar, que el modo de unién observado en la criptocapsina (1) sigue siendo coherente
con el carotenoide 26, lo que pone de relieve la importancia de la HIS6 en la formacién de
enlaces de hidrégeno con el grupo carbonilo. Aunque esta interaccion especifica esté ausente,
los enlaces de hidrogeno con la SERS8, asi como las interacciones hidrofébicas con la VAL12,
LYS16 y PHE19, persisten.

En cuanto al carotenoide 4, -caroteno, hemos identificado distintas interacciones m-alquil
y alquilo-alquilo de las observadas anteriormente, en las que predominaban las interacciones
hidrofébicas. La Figura 6-14 ilustra esta distincién, destacando la participacién significativa
de la TYR10, PHE4 y ALA21 en estas interacciones.

En el caso del carotenoide 3, la luteina, hemos observado interacciones distintas que difieren
de los casos examinados anteriormente. En particular, estas interacciones contribuyen a la
estabilizacion de las dos a-hélices. Concretamente, se forman enlaces de hidrégeno tanto con
la ILE41 como con la GLY 15, como se muestra en la Figura 6-15.
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Figura 6-15.: Interaccién entre la luteina y el péptido Af,o: azul (enlace de hidrégeno),
purpura (interaccién alquil-alquil). Distancia en A

En esta seccion, buscamos comprender la relacion estructura-actividad entre carotenoides
convencionales y no convencionales, enfocandonos en sus posibles propiedades antiagregan-
tes. Investigaciones previas mostraron que la criptocapsina, seguida por la zeaxantina y
el epéxido de criptocapsina-5,6, presentaron una actividad bioldgica significativa contra la
agregacion del AfS. Katayama y colaboradores encontraron que la luteina es mas activa
biol6gicamente que el [-criptoxantina, el [-caroteno, el a-caroteno y la zeaxantina.[138§]
Ademads, analisis computacionales anteriores sugerian que la luteina es mas activa que la
criptocapsina.[137] Basados en estos hallazgos, seleccionamos la criptocapsina, la zeaxanti-
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na, la luteina y el epoxido de criptocapsina-5,6 como controles de referencia para evaluar
otros carotenoides encontrados en el fruto del mamey rojo (6-10), prestando especial interés
en las diferentes interacciones quimicas que cada carotenoide puede tener con los mondémeros
de AS. Esto significa que los carotenoides seleccionados del mamey rojo pueden bloquear la
agregacion de AS o la desagregacion de la fibra.

El anélisis computacional reveld el siguiente orden en términos de actividad: (5R,8R)-sapotex-
antina-5,8-epoxido (19) y (5S,85)-criptocapsina-5,8-epéxido (26) mostraron la mayor activi-
dad. A estos les siguieron, en orden, (5R,8R)-criptocapsina-5,8-ep6xido (28), S-caroteno (4),
(5S,8R)-sapotexantina-5,8-epdxido (20), (5R,8S)-criptocapsina-5,8-epdxido (27), luteina (3),
(3R,5’S,6'R)-S-criptoxantina-5,6-ep6xido (10), sapotexantina (16), (5R,8S)-sapotexantina-
5,8-epdxido (21), criptocapsina (1) y zeaxantina (2). Este orden se ilustra en la Figura 6-16.

La Figura 6-17 muestra una variacion clara en la actividad entre las estructuras basicas de
carotenoides convencionales y no convencionales. Dentro de los carotenoides convencionales,
el f-caroteno (4) se destaca como el més prometedor, seguido de cerca por la luteina (3). En-
tre los carotenoides no convencionales, la sapotexantina (16), conocida por sus propiedades
de provitamina A, y la criptocapsina (1), un compuesto altamente activo contra el amiloide
encontrado en el fruto del mamey rojo, muestran una actividad notable. Después de estos,
tres carotenoides convencionales, especificamente la zeaxantina (2), la S-criptoxantina (6) y
la violaxantina (13), demuestran su actividad. Finalmente, tres carotenoides no convencio-
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nales, la 3’-deoxi-capsantina (14), la capsantina (22) y la capsorrubina (30), exhiben una
actividad comparativamente mas baja. Ademas, se sugiere una distincién en la actividad
entre carotenos y xantofilas. Entre los carotenos evaluados, el S-caroteno (4) muestra la ac-
tividad més prometedora, mientras que xantofilas como la luteina (3), la sapotexantina (16)
y la criptocapsina (1) exhiben niveles de actividad comparables, destacando la naturaleza
distinta de los carotenos y las xantofilas.

Es destacable que la epoxidacién en las posiciones 5,8 de la sapotexantina y la criptocapsi-
na muestra mejor desemepeno en comparacién con las epoxidaciones en las posiciones 5,6,
como se muestra en la Figura 6-18. Nuestros resultados también sugieren que el tipo de
epoxidacion puede influir en el potencial antiagregacién del péptido AfB4. La epoxidacién
en las posiciones 5,8 parece ser mas prometedora que la epoxidacién en las posiciones 5,6
en la sapotexantina y la criptocapsina, lo que indica la posibilidad de ajustar la actividad
mediante diferentes tipos de epoxidacién. Ademas, la estereoquimica también resulté ser in-
fluyente; por ejemplo, el (5R,8R)-sapotexantina-5,8-epéxido demostrd mayor actividad que
sus contrapartes (5S,8R) y (5S,89).

En cuanto al sapotexantina-5,8-epdxido, se observaron variaciones en la actividad entre dife-
rentes formas: (5R,8R) > (5S,8R) > (55,8S). De manera similar, el criptocapsina-5,8-ep6xido
mostré patrones de actividad distintos: (55,85) > (5R,8R) > (5R,8S). Es notable que todas
las formas de sapotexantina-5,8-epéxido demostraron una actividad mayor que la criptocap-



6.2 Carotenoides

91

1.28

1.26 |

ECR

1.24 |

1.22

19

20

1 1)

21

1.28 |

ECR

1.26 |

1.24

1.22

loB

26

28

27

15N

Carotenoides

Figura 6-18.: ECR de derivados de carotenoides mds activos que la criptocapsina (1) respec-
to al modelo 1Z0Q del ABs A) grupo sapotexantina B) grupo criptocapsina.

sina, lo que indica la importancia de realizar andlisis in vitro para validar estos hallazgos.

Ademas, tres variantes de criptocapsina-5,8-epéxido exhibieron una actividad mayor que la

criptocapsina misma. Por el contrario, el sapotexantina-5,6-epoxido, el criptocapsina-5,6-

epoxido y el [-caroteno-5,6-epéxido mostraron una actividad menor que la criptocapsina

(Figura 6-18), resaltando la influencia del tipo de epéxido en sus respectivas actividades.

Estos andlisis de relacion estructura-actividad podran orientar futuras investigaciones in vi-

tro, centrandonos en sapotexantina-5,8-ep6xido y criptocapsina-5,8-epdxido [11,17,23,25-28].
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El analisis computacional nos ayuda a priorizar los carotenoides con mayores propiedades
terapéuticas potenciales, ahorrando asi tiempo y esfuerzo considerables en el progreso de la
investigacion.

También examinamos las diferentes interacciones quimicas que cada carotenoide podria tener
con los monomeros de A. Nuestro objetivo era determinar si estos carotenoides seleccionados
del fruto del mamey rojo podrian bloquear la agregacion del péptido A para formar fibras.
Nuestros hallazgos sugieren una correlacion entre la actividad bioldgica y el acoplamiento
molecular de carotenoides seleccionados con monémeros de AS. El andlisis computacional
indicé que modificaciones especificas en el extremo de la estructura del carotenoide podrian
afectar significativamente la actividad biolégica. Sin embargo, se requieren mas estudios
para validar experimentalmente estos resultados computacionales. Este estudio subraya el
potencial de aprovechar compuestos naturales en el tratamiento de enfermedades complejas.
Aunque los compuestos sintetizados juegan un papel crucial en la farmacologia moderna,
la naturaleza también ofrece una vasta gama de moléculas complejas que pueden poseer
propiedades terapéuticas. En este contexto, el fruto del mamey rojo y otras fuentes ricas
en carotenoides podrian convertirse en recursos vitales en la lucha contra la enfermedad de
Alzheimer. Finalmente, este estudio representa un paso importante en nuestra comprensién
del posible papel de los carotenoides en enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo,
es importante senalar que el andlisis computacional es solo el principio. Los candidatos
prometedores identificados en esta investigacién requieren validacion a través de estudios in
vitro e in vivo adicionales. Si estos estudios subsiguientes confirman nuestros hallazgos, estos
compuestos podrian convertirse en una valiosa adiciéon a nuestro arsenal en la lucha contra
la enfermedad de Alzheimer.

6.3. Conclusiones

El acoplamiento molecular es una herramienta valiosa para identificar una nueva molécula
o derivado estructural con propiedades terapéuticas contra la enfermedad de Alzheimer que
posea actividad antiagregante. En este capitulo se utilizé una combinacién de simulaciones
de dinamica molecular y acoplamiento molecular para evaluar la curcumina y sus derivados
en su interaccion con el péptido y fibra AS. Los resultados mostraron que una tnica susti-
tucién en la curcumina es mejor que una doble sustituciéon para mejorar la interaccion de
los ligandos con el monémero AS. Ademads, Se encontré una relacién entre el acoplamiento
molecular y los resultados experimentales.

Ademas, la clasificacién de compuestos predicha muestra una mejor correlacion con las pro-
piedades antiagregantes cuando se utiliza el monémero A5 como receptor. Los derivados de
la curcumina han demostrado propiedades antiagregantes y antiinflamatorias, lo que sugiere
que mejorar la actividad antiagregacion también mejoraria su actividad antiinflamatoria.
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Estos estudios de modelado molecular proporcionan asi importantes conocimientos para en-
tender qué tipo de interacciones quimicas son criticas para mejorar la actividad biolégica de
las moléculas con posible actividad terapéutica.

Teniendo en cuenta los resultados de la metodologia utilizada en el estudio de los derivados de
curcumina, Se evaluaron treinta carotenoides del fruto del mamey rojo usando programas de
acoplamiento molecular como AutoDock 4 (ATD), AutoDock Vina (Vina), Smina (funcién de
puntuacién Vinardo), QuickVina 2, QuickVina W y PSOVina. Se observé una fuerte correla-
cién entre nuestros resultados computacionales y los datos experimentales. La criptocapsina
(1) y la zeaxantina (2) mostraron una actividad bioldgica similar, mientras que el epéxido
de criptocapsina-5,6 (24) fue menos activo tanto in vitro como in silico. El analisis compu-
tacional revel§ el siguiente orden de actividad decreciente: (5R,8R)-sapotexantina-5,8-epdxi-
do (19) y (5S,8S)-criptocapsina-5,8-epéxido (26) mostraron la mayor actividad, seguidos por
(5R,8R)-criptocapsina-5,8-epoxido (28), [-caroteno (4), (5S,8R)-sapotexantina-5,8-epdéxido
(20), (5R,8S)-criptocapsina-5,8-ep6xido (27), luteina (3), (3R,5’S,6’R)-S-criptoxantina-5,6-
epdxido (10), sapotexantina (16), (5R,8S)-sapotexantina-5,8-epdxido (21), criptocapsina (1)
y zeaxantina (2). El andlisis computacional nos ayudé a priorizar los carotenoides con mayo-
res propiedades terapéuticas potenciales, ahorrando asi tiempo y esfuerzo considerables en
el progreso de la investigacion.



7. Conclusiones generales y perspectivas

En el Capitulo 4, se exploré una metodologia sistematica para la prediccién de potencia-
les estandar de reduccién. Esta metodologia, innovadora por su enfoque, podria aplicarse
a otros sistemas de complejos de hierro con caracteristicas similares, lo que representa un
avance significativo en esta area. Esta relevancia se debe a la escasez de informacion, tanto
experimental como computacional, disponible para tratar este tipo de sistemas.

En el Capitulo 5, se realizo el estudio termodinamico de posibles mecanizamos de formacion
de ROS mediada por complejos Fe-Aj. Este estudio se puede complementar explorando los
parametros cinéticos de nuestra propuesta. Este andlisis constituye un paso inicial esencial
para futuros trabajos, que deberian incluir enfoques tanto computacionales como experimen-
tales, para una comprension mas profunda y detallada de estos complejos.

En el Capitulo 6, se desarroll6 una metodologia robusta y detallada para la caracterizacién
de propiedades antiagregantes de carotenoides y polifenoles con el péptido AS. Esta meto-
dologia se contrasto con datos experimentales rigurosos, lo que valida su eficacia y precision.
Gracias a este protocolo, es posible extrapolar la metodologia a otras moléculas para evaluar
su actividad antiagregante. Este enfoque ofrece una herramienta valiosa para futuras inves-
tigaciones en el campo de la quimica de carotenoides y polifenoles.

Con los conocimientos adquiridos a través de estos dos capitulos de la tesis, se contempla,
a futuro, la generacién de nuevas moléculas con propiedades tanto antiagregantes como
quelantes de metales, enfocandose en elementos como el hierro y el cobre. La capacidad
de predecir tanto el SRP en sistemas de Fe-AfS como las propiedades antiagregantes es
fundamental para la bifuncionalidad de estas nuevas moléculas. Este enfoque innovador no
solo enriquece la comprensién cientifica actual sino que también abre nuevas avenidas para
el desarrollo de terapéuticos y agentes quimicos con aplicaciones especificas en el campo de
la bioquimica y la farmacologia
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A.1. Datos suplementarios del capitulo 4

Informacion 3EI del hierro completa. https://github.com/alorjuelar/Support_Tesis/
blob/main/Support3EI.pdf

Mapa de calor completo de la 3EI el hierro. https://github.com/alorjuelar/Support_
Tesis/blob/main/heatmap.png

Geometria de complejos de calibracion. https://github.com/alorjuelar/Support_Tesis/
blob/main/Geometrias_complejos.pdf
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Figura A-1.: SRP calculado para el par [Fe(H;0)s]>*/?* usando a) M06/cc-pVQZ(Fe)-6-
314+G(d,p)(O,H); b) MO6L/cc-pVDZ(Fe)-6-31+G(d,p)(O,H); ¢) MO06/6-
314+G(d,p); d) B3LYP/6-31+G(d,p). La SRP experimental para
[Fe(Hy0)6)3*/2+ es de 0.77 V (linea negra continua).
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Tabla A-1.: SRP de complejos de hierro reportados experimentalmente del conjunto de

entrenamiento
Complejo | Férmula quimica | SRP (V) |  Solvente Ref
1 [Fe(phen)s] 1.15 Agua [148]
2 [Fe(bpy)s] 1.03 Agua [148]
3 [Fe(PyraPy)s] 1.30 Acetonitrilo | [149]
4 [Fe(Pypep),] -0.04 Agua [150]
5 [Fe(Prpeps)] 0.18 Agua [151]
6 [Fe(PypepO)] -0.84 DFM [152]
7 [Fe(PyIm2Hs),] -0.46 | Acetonitrilo | [153]
8 [Fe(sar)] 0.05 Agua [154]
9 [Fe(diammac)] -0.15 Agua [154]
10 [Fe(tacn)s] 0.13 Agua [155]
11 | [Fe(EDTA)] 0.10 Agua [95]
12 [Fe(PaPy,0)(Cl)] | -0.27 DFM [152]
13 | [Fe(NTA)(HL,0)s] | 0.37 Agua [95]
14 [Fe(Pystacn)] 0.97 Acetonitrilo | [156]
15 [Fe(bpy)CNy| 0.54 Agua [157]
16 [Fe(DITim),] -0.44 | Acetonitrilo | [158]
17 [Fe(H20)g] 0.77 Agua [95]
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Tabla A-2.: Energia relativa y termoquimica del conjunto de entrenamiento

Complejo | Formula quimica | Carga del hierro | Multiplicidad ABscr AGH
Di€] ! & P (kcal/mol) | (kcal/mol)
3 6 9.6 5.0
2 0.0 0.0
1 Fe(ph
[Fe(phen);] B 5 4.8 0.0
1 0.0 1.6
6 11.4 6.8
+3 2 0.0 0.0
2 [Fe(bpy)s] ) 5 6.3 0.0
1 0.0 0.7
6 7.2 3.4
+3 2 0.0 0.0
p ' '
3 [Fe(PyraPy)s] ) 5 5.9 0.0
1 0.0 0.6
3 6 8.0 2.8
2 0.0 0.0
4 [Fe(Pypep)»] ) 5 0.0 0.0
1 0.2 7.2
. 6 5.0 0.0
2 0.0 0.1
P
5 [Fe(Prpep):] +2 5 0.0 0.0
1 0.5 7.5
3 6 0.0 0.0
2 4.8 8.3
6 [Fe(PypepO)s] , 5 0.0 0.0
1 11.4 16.4
B 6 5.1 1.5
2 0.0 0.0
P
7 [Fe(PyIm2Hs,),] +2 5 0.0 0.0
1 0.3 6.3
6 7.5 4.5
+3
8 [Fe(sa) 2 3 0
sa P 5 1.3 0.0
1 0.0 3.7
s 6 20.3 15.1
_ 2 0.0 0.0
9 [Fe(diammac)] ) 5 8.2 2.4
1 0.0 0.0
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Tabla A-3.: Energia relativa y termoquimica del conjunto de entrenamiento, continuacion

Complejo | Formula quimica | Carga del hierro | Multiplicidad Absor AGTE
m rmu uimi r 1err ultiplici

plej q & P (kcal/mol) | (kcal/mol)

s 6 74 4.2

2 0.0 0.0

10 [Fe(tacn)s] ) 5 2.4 0.0

1 0.0 2.5

" 6 0.0 0.0

9 8.2 10.6

11 [Fe(EDTA)] P 5 0.0 0.0

1 19.1 24.3

" 6 0.0 0.0

2 6.4 10.3

12 [Fe(PaPy,0)(Cl)] B 5 0.0 0.0

1 10.3 15.3

" 6 0.0 0.0

2 12.5 13.8

13 [Fe(NTA)(H20),] Y 5 0.0 0.0

1 39.1 41.9

s 6 6.4 2.2

2 0.0 0.0

14 [Fe(Pystacn)] ) 5 1.7 0.0

1 0.0 4.0

" 6 21.5 15.2

2 0.0 0.0

15 [Fe(bpy) CNy] B 5 18.9 9.2

1 0.0 0.0

o 6 7.5 3.4

_ 2 0.0 0.0

16 [Fe(DITim),] » 5 0.0 0.0

1 9.2 15.1

> 6 0.0 0.0

2 30.0 30.5

17 [Fe(H20)¢] - 5 0.0 0.0

1 29.9 36.5
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Tabla A-4.: Energia relativa y termoquimica de los modelos Fe-A(

208
Complejo | Férmula complejo Multiplicidad (kﬁa?/sri;) (kcAaimol)

1 244 30.8
18+ [Fe(O-HisHis)(Hy0)3)*" 3 18.5 19.9

5 0.0 0.0

2 18.2 22.9
183+ [Fe(O-HisHis) (H,0)3]%" 4 10.1 11.2

6 0.0 0.0

1 19.8 26.9
192+ [Fe(O-HisHis)(Im) (Hy0)o]** 3 15.6 17.0

5 0.0 0.0

2 11.6 17.7
193+ [Fe(O-HisHis)(Im) (Hy0),]3* 4 5.7 7.7

6 0.0 0.0

1 29.6 44.3
20%" [Fe(O-HisHis)(Ph)(HO)]'* 3 2.9 13.9

5 0.0 0.0

2 19.0 19.9
203" [Fe(N-HisHis) (Ph)(H,O)]'* 4 5.6 6.6

6 0.0 0.0

Tabla A-5.: RMSD (A) de las geometrias optimizadas en los niveles M06 y MO6L para
complejos de hierro representativos frente a B3LYP como referencia en fase
gaseosa. Los estados de espin (25 + 1) de los complejos de hierro se muestran
entre paréntesis.

Complejo | Carga | MO6L | M06
2 (2) 3+ 0.042 | 0.138
2 (1) 24+ 0.055 | 0.067
17(6) 3+ 0.154 | 0.185
17(5) 24 0.145 | 0.158
13 (6) 3+ 0.095 | 0.341
13 (5) 24 0.182 | 0.215
11 (6) 3+ 0.152 | 0.156
11 (5) 24 0.265 | 0.314
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SRP (V) de complejos de hierro seleccionados utilizando geometrias optimiza-
das tanto en fase gaseosa como en disolucion. Para esto, empleamos el modelo
de solvente SMD y los métodos directo e isodésmico, al nivel tedrico MO6L/cc-
pVDZ(Fe)-6-31+G(d,p)(O, H). Los estados de espin (25 + 1) de estos comple-
jos de hierro se indican entre paréntesis.

Optimizacién en fase gas | Optimizacion en solvente
Complejo | Exp | Directo Isodesmico Directo [sodesmico
9 (2/1) -0.15 | -0.33 -0.05 -0.23 -0.04
8 (2/1) 0.05 | -0.23 -0.05 -0.14 -0.06
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B.1. Datos suplementarios del capitulo 5

Datos complejos de Fe-Af https://github.com/alorjuelar/Support_Tesis/blob/main/

Geo.xyz

Datos de energia de los complejos de Fe-Af https://github.com/alorjuelar/Support_
Tesis/blob/main/energia.pdf

Datos de la termodindmica de complejos Fe-A3 https://github.com/alorjuelar/Support_
Tesis/blob/main/termo.pdf
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30

Figura B-1.: Geometrias optimizadas de los complejos de la interaccion del Fe-Aj con As-
cOH. Distancias en angstroms.

37

Figura B-2.: Geometrias optimizadas de la formacién de peréxido de hidrégeno mediada
por Fe-Aj. Distancias en angstroms
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Figura B-3.: Rutas alternas del orden de salida del agua a) despues de la desprotonacién
del AscOH™ b) desde el complejo inicial 20. El [Fe(n)] representa la coordina-
cién del hierro en distintos estados de oxidacién (n) con (N-HisHis) y ~OPh.
Energfas relativas a reactivos (20 + AscOH™ + Oa) en kcal/mol
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C.1. Datos suplementarios del capitulo 6.1

Derivados de curcumina ordenados segun Figura 6-1 https://github.com/alorjuelar/
Support_Tesis/blob/main/Derivados_curcuminas.pdb

Clusters modelo AByy IAML https://github.com/alorjuelar/Support_Tesis/blob/main/
lamlrep.pdb

Clusters modelo A3y 1BA4 https://github.com/alorjuelar/Support_Tesis/blob/main/
1badrep.pdb

Clusters modelo ABys 1Z20Q https://github.com/alorjuelar/Support_Tesis/blob/main/
1z0qrep.pdb

C.2. Datos suplementarios del capitulo 6.2

Estructura carotenoides en orden segun Figura 6-11 https://github.com/alorjuelar/
Support_Tesis/blob/main/All_carotenos.pdb
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Figura C-3.: Clusters K-means modelo A, 1Z0Q

Tabla C-1.: Datos de acoplamiento molecular usando ECR del modelo AML1 y los curcu-

minoides.
1AML
Curcuminas Vina ATD4 Smina Ensayo Tht Rank | Posicién
(kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol) | (ICs0) uM
Cur-O-Ac -7.00 -5.45 -7.40 1,32 £ 0,7 | 0.583 2
Cur-O-Succ-Allyl -7.10 -5.66 -7.00 1,77 £ 0,9 | 0.581 3
Cur-O-Bn -7.50 -5.89 -8.00 2,05+ 0,1 | 0.614 1
Cur-O-Succ-Cyp -6.80 -6.64 -5.80 2,04 £ 0,7 | 0.570 5
Cur-0O-(Allyl), -5.60 -6.95 -5.60 N/A 0.551 7
Cur-O-Succ-Bn -6.20 -6.90 -6.50 N/A 0.577 4
Cur-O-Succ-(Allyl), -6.90 -3.98 -6.80 1,96 £ 0,7 | 0.546 8
Cur-O-Succ-(Bn), -6.80 -4.75 -6.20 N/A 0.544 9
Cur-O-Succ-(Cyp), -5.70 -5.16 -6.30 N/A 0.532 10
Curcumin -6.40 -5.64 -7.10 1,49 £ 0,9 | 0.569 6
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Tabla C-2.: Datos de acoplamiento molecular usando ECR del modelo 1BA4 y los curcu-

minoides.
1BA4
Curcuminas Ensayo ThT Vina ATDA Smina Rank | Posicién
(IC50) uM | (kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol)
Cur-O-Ac 1,32 £ 0,7 -6.30 -5.12 -7.00 0.583 2
Cur-O-Succ-Allyl 1,77 £ 0,9 -5.70 -4.10 -6.90 0.581 3
Cur-O-Bn 2,05+ 0,1 -7.00 -4.07 -7.40 0.614 1
Cur-O-Succ-Cyp 2,04 £ 0,7 -6.40 -4.12 -6.50 0.570 5
Cur-O-(Allyl), N/A °5.80 4,67 6.10 | 0551 | 7
Cur-O-Succ-Bn N/A -5.40 -4.65 -6.00 0.577 4
Cur-O-Succ-(Allyl), | 1,96 £ 0,7 -6.30 -3.18 -6.00 0.546 8
Cur-0O-Succ-(Bn), N/A -6.20 -3.85 -5.10 0.544 9
Cur-O-Succ-(Cyp), N/A -5.60 -3.48 -5.80 0.532 10
Curcumina 1,49 £ 0,9 -6.30 -4.02 -6.30 0.569 6

Tabla C-3.: Datos de acoplamiento molecular usando ECR del modelo 1Z0Q y los curcu-

minoides.
170Q
Cureumina Ensayo ThT Vina ATD4 Smina Rank | posicion
(IC50) uM | (kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol)

Cur-O-Ac 1,32 £ 0,7 -6.80 -4.37 -7.70 0.568 2
Cur-O-Succ-Allyl 1,77 = 0,9 -6.50 -4.52 -7.50 0.560 3
Cur-O-Bn 2,05+ 0,1 -7.40 -4.09 -7.80 0.578 1
Cur-O-Succ-Cyp 2,04 £ 0,7 -7.30 -4.51 -6.50 0.556 2
Cur-0O-(Allyl), N/A -5.50 -5.10 -7.30 0.547 6
Cur-O-Succ-Bn N/A -6.90 -5.23 -5.60 0.543 8
Cur-O-Succ-(Allyl), | 1,96 £+ 0,7 -5.30 -2.86 -7.70 0.519 9
Cur-0O-Succ-(Bn), N/A -5.30 -3.72 -5.80 0.494 10
Cur-O-Succ-(Cyp)- N/A -5.70 -4.00 -7.80 0.544 7
Curcumina 1,49 + 0,9 -6.90 -4.32 -7.50 0.565
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Tabla C-4.: Datos de acoplamiento molecular usando ECR del modelo de fibra 2BEG y los

curcuminoides
2BEG
Cureuminas Ensayo ThT Vina ATD4 Smina Posicion
(ICs0) pM | (kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol)
Cur-O-Ac 132+ 07 26.70 “1.59 ~7.00 8
Cur-O-Succ-Allyl 177 + 0.9 26.60 2.92 26.30 7
Cur-O-Bn 2,05+ 0,1 ~8.00 2.63 ~8.40 1
Cur-O-Succ-Cyp 2,04 £ 0,7 -7.00 -3.43 -7.90 4
Cur-0O-(Allyl), N/A -6.80 -3.27 -5.60 9
Cur-O-Succ-Bn N/A -8.00 -3.05 -7.50 2
Cur-O-Succ-(Allyl), | 1,96 £ 0,7 -7.10 -1.77 -7.00 6
Cur-0O-Succ-(Bn), N/A -7.00 -4.04 -7.50 3
Cur-O-Succ-(Cyp), N/A -6.90 -3.94 -6.70 5
Curcumina 1,49 + 0,9 -7.40 1.03 -7.00 10
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Tabla C-5.: ECR del modelo 1AML y los carotenoides. Unidades en kcal/mol.

Carotenoides | ATD | VINA | Smina | Qvina2 | QvinaW | PSOVINA | Rank
19 718 | -7.13 | -9.25 -7.14 -7.10 -6.39 1.26
28 -7.30 | -7.06 | -9.37 | -7.08 -7.10 -6.22 1.26
26 -6.95 | -7.11 | -9.20 | -7.13 -7.07 -6.22 1.25
20 -7.15 | -6.96 | -8.59 | -6.95 -6.86 -6.14 1.22
14 -7.36 | -6.80 | -8.85 | -6.65 -6.70 -5.86 1.22
21 -6.96 | -6.83 | -8.60 | -6.86 -6.88 -6.10 1.22
27 -7.03 | -6.90 |-8.53 | -6.88 -6.87 -6.02 1.22
23 -7.59 | -6.62 | -8.82 -6.61 -6.54 -5.87 1.21
29 -7.28 | -6.75 | -8.54 | -6.82 -6.83 -5.91 1.21
4 -6.57 | -6.76 | -8.89 | -6.85 -6.79 -6.22 1.21
30 -7.63 | -6.61 |-8.92 | -6.62 -6.63 -5.54 1.21
1 -7.40 | -6.75 | -8.83 | -6.69 -6.66 -5.67 1.21
25 -7.47 | -6.68 | -8.74 | -6.61 -6.66 -5.83 1.21
22 -6.91 | -6.73 | -8.99 | -6.75 -6.75 -5.73 1.21
3 -7.39 | -6.60 | -8.69 | -6.66 -6.64 -5.86 1.21
2 -6.97 | -6.72 | -8.85 | -6.63 -6.61 -5.99 1.21
10 -6.90 | -6.65 | -8.76 | -6.76 -6.63 -6.02 1.21
16 -6.65 | -6.76 | -8.97 | -6.67 -6.65 -5.92 1.21
18 -6.96 | -6.66 | -8.67 | -6.61 -6.62 -6.08 1.20
24 -7.14 | -6.64 | -8.71 | -6.65 -6.65 -5.65 1.20
6 -6.40 | -6.65 | -8.76 | -6.67 -6.71 -6.04 1.20
5 -6.70 | -6.59 | -8.56 | -6.67 -6.66 -6.03 1.20
17 -6.93 | -6.56 | -8.51 | -6.61 -6.69 -5.83 1.20
9 -6.44 | -6.64 | -8.60 | -6.67 -6.65 -5.96 1.19
15 -6.73 | -6.53 | -8.74 | -6.57 -6.58 -5.75 1.19
8 -6.78 | -6.64 | -8.54 | -6.53 -6.54 -5.80 1.19
7 -6.23 | -6.58 | -8.48 | -6.64 -6.54 -5.95 1.18
11 -6.61 | -6.54 | -8.35 | -6.53 -6.51 -5.84 1.18
12 -6.52 | -6.47 | -8.37 | -6.49 -6.53 -5.85 1.18
13 -6.54 | -6.43 | -8.32 | -6.45 -6.42 -5.83 1.17
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Tabla C-6.: ECR del modelo 1BA4 y los carotenoides. Unidades en kcal/mol.

Carotenoides | ATD | VINA | Smina | Qvina2 | QvinaW | PSOVINA | Rank
19 -7.34 | -7.30 |-9.21 -7.39 -7.44 -6.66 1.28
28 -7.64 | -7.30 |-9.02 |-7.32 -7.36 -6.54 1.28
4 717 | =713 | -8.94 | -7.12 -7.16 -6.46 1.25
29 -6.85 | -7.18 | -8.94 | -7.13 -7.19 -6.24 1.24
21 -7.25 | -7.19 | -8.64 | -7.04 -7.12 -6.34 1.24
20 -6.88 | -7.14 | -8.59 | -7.21 -7.23 -6.39 1.24
26 -7.30 | -7.08 |-8.48 |-7.16 -7.10 -6.23 1.24
3 -7.44 | -6.89 | -8.97 | -6.87 -6.93 -6.04 1.24
14 -7.54 | -6.88 |-8.90 | -6.93 -6.91 -5.97 1.24
27 -7.21 | -7.02 | -854 | -7.12 =717 -6.09 1.23
2 -7.08 | -6.91 |-9.02 | -6.96 -6.96 -5.99 1.23
30 -7.65 | -6.69 | -8.83 | -6.83 -6.88 -6.02 1.23
16 -6.95 | -7.05 | -8.74 | -7.00 -7.04 -5.98 1.23
6 -6.41 | -7.08 | -8.95 | -7.00 -7.00 -6.27 1.23
1 -7.46 | -6.85 | -8.67 | -6.90 -6.87 -5.99 1.23
10 -6.95 | -6.97 | -8.68 | -7.00 -6.97 -5.99 1.22
5 -6.71 | -6.96 | -8.68 | -6.94 -6.93 -6.20 1.22
9 -6.59 | -6.94 | -8.78 | -7.00 -6.90 -6.10 1.22
24 -7.10 | -6.84 | -8.62 -6.85 -6.87 -6.02 1.22
17 -6.81 | -6.86 | -8.68 | -6.90 -6.88 -6.17 1.22
18 -7.09 | -6.76 | -8.61 | -6.83 -6.98 -6.01 1.22
7 -6.79 | -6.86 | -8.75 | -6.92 -6.94 -5.99 1.22
8 -6.53 | -6.93 | -8.73 | -6.96 -7.03 -6.06 1.22
25 -6.91 | -6.85 | -8.68 | -6.91 -6.86 -6.04 1.22
23 -7.24 | -6.75 | -8.68 | -6.70 -6.84 -5.95 1.22
15 -6.86 | -6.83 | -8.75 | -6.79 -6.86 -6.04 1.22
22 -6.72 | -6.88 | -8.75 | -6.89 -6.86 -5.86 1.21
11 -6.78 | -6.80 | -8.51 | -6.91 -6.86 -6.15 1.21
12 -6.10 | -6.72 | -8.64 | -6.61 -6.64 -5.96 1.19
13 -6.32 | -6.59 | -8.53 | -6.61 -6.65 -5.91 1.18
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Tabla C-7.: ECR del modelo 1Z0Q y los carotenoides. Unidades en kcal/mol.

Carotenoides | ATD | VINA | Smina | Qvina2 | QvinaW | PSOVINA | Rank
19 -718 | -7.45 | -9.52 | -7.36 -7.35 -6.86 1.29
26 -7.16 | -7.40 | -9.44 | -7.37 -7.35 -6.91 1.29
28 -7.23 | -7.33 |-9.25 |-7.33 -7.28 -6.60 1.28
4 -6.74 | -7.30 |-9.28 | -7.18 -7.21 -6.55 1.26
20 -7.25 | -7.18 | -8.61 -7.18 -7.33 -6.71 1.26
27 -6.91 | -7.29 |-9.01 |-7.34 -7.33 -6.23 1.26
21 =712 | -7.33 | -8.90 | -7.27 -7.30 -6.17 1.26
16 -7.08 | -7.26 | -8.97 | -7.20 -7.11 -6.12 1.25
3 -6.84 | -7.16 | -9.03 | -7.16 -7.21 -6.30 1.25
10 -6.83 | -7.20 | -8.98 | -7.19 -7.18 -6.30 1.25
6 -6.72 | -7.15 | -9.11 -7.23 -7.22 -6.12 1.25
8 -6.87 | -7.18 | -8.78 | -7.16 -7.21 -6.39 1.24
29 -7.00 | -7.18 | -8.81 -7.03 -7.29 -6.21 1.24
1 -7.03 | -7.16 | -9.07 | -7.03 -7.08 -6.02 1.24
22 -7.07 1 -6.99 |-9.17 |-7.07 -7.02 -5.98 1.24
2 -6.39 | -7.19 |-9.19 |-7.13 =717 -6.19 1.24
5 -6.38 | -7.11 | -9.22 -7.10 -7.10 -6.34 1.24
14 -7.17 | -7.11 | -8.82 -7.05 -7.19 -6.00 1.24
13 -7.16 | -7.03 | -8.89 | -7.04 -7.08 -6.07 1.24
29 -7.10 | -7.01 |-9.04 | -7.10 -7.08 -5.85 1.24
17 -6.64 | -7.13 | -9.12 -7.00 -7.09 -6.11 1.24
7 -6.28 | -7.19 | -9.07 | -7.04 -7.18 -6.28 1.24
23 -7.11 | -7.04 |-9.05 | -6.93 -7.03 -5.85 1.23
12 -6.82 | -7.10 | -8.88 | -7.10 -7.02 -5.92 1.23
18 -6.78 | -6.95 | -8.98 | -7.01 -6.98 -6.09 1.23
25 -6.82 | -7.07 | -8.75 | -7.02 -7.05 -6.13 1.23
15 -6.63 | -6.83 | -9.11 | -6.99 -7.14 -6.02 1.23
24 -6.46 | -6.99 | -9.02 | -6.96 -7.00 -6.28 1.23
9 -6.17 | -7.11 | -8.94 | -7.18 -7.10 -6.17 1.23
11 -6.40 | -6.93 | -8.64 | -7.08 -6.99 -6.33 1.22




