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Resumen

En la presente investigaciéon se desarrollé un estudio computacional del enlazamiento de
Cu(II) con tres fragmentos de la hIAPP. Inicialmente, se emplearon dinamicas moleculares
y optimizaciones locales para establecer los complejos de menor energia con los fragmentos
KCNTA(1-5), NFLVH(14-18) y HSSNN(18-22). Se calcularon las constantes de estabilidad y
las energias de interaccién para la formacion de las estructuras mas estables. Seguidamente,
se obtuvieron los potenciales de reduccién para dichos modelos mediante el método isodésmi-
co y directo. También se realizd un andlisis de interacciones no covalentes para caracterizar
un contacto Cu—H encontrado en el complejo Cu(I)-HSSNN(18-22). Los resultados de este
trabajo indican que los complejos con anillos quelato superiores a diez miembros no son es-
tables, mientras que la formacion de anillos rigidos de cinco miembros provee gran firmeza
al sitio de coordinacion. Ademas, las constantes de estabilidad sugieren que el enlazamiento
de cobre(II) se forma con mayor espontaneidad hacia la regiéon N-terminal de la hIAPP.
Respecto a los potenciales de reduccién se encontrdé que algunos complejos con coordinacién
3N10 pueden ser reducidos por agentes bioldgicos, por lo que serian potenciales precur-
sores de especies reactivas de oxigeno. Finalmente, el hallazgo de un enlace de hidrégeno
Cu(I)- - - H—O puede ampliar la perspectiva estructural de las interacciones no covalentes en

catalisis homogénea y quimica bioinorganica.
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Antecedentes

Este capitulo tiene como objetivo presentar un contexto quimico y biologico del enlazamien-
to de Cu(II) con hIAPP. Para ello se describe la estructura y funcién de la amilina en las
células del pancreas. Este péptido es cosecretado con la insulina y forma fibrillas de amiloide,
que se encuentran en las autopsias de los pacientes con diabetes tipo 2. Ademds, el cobre
puede cumplir un papel importante en la estabilizacién de oligbmeros toxicos en las células
beta. Para entender mejor la interaccion de cobre con hIAPP, se describe la quimica de
coordinacién en complejos cobre-péptidos y se indica como se da el enlazamiento a través de
la cadena principal. Seguidamente, se mencionan las estructuras propuestas por diferentes
grupos experimentales para los complejos de Cu(II) con fragmentos de hIAPP, también se re-
salta la importancia que este sistema tiene en la producciéon de especies reactivas de oxigeno.

Finalmente, se especifican los objetivos y alcances que tendra este proyecto de investigacién.

1.1 Amilina: Estructura y funcién

El péptido de 37 residuos llamado amilina o IAPP (Islet amyloid polypeptide) es el mayor
componente depositado en los islotes amiloides de las personas con diabetes tipo 2 (DT2),
estos depésitos fueron descritos como “degeneraciéon hialina de los islotes de Langerhans”por
Opiel!. El término “amiloidosis” refiere a depésitos extracelulares de proteinas de estructura
fibrilar en érganos y tejidos. La palabra “amiloide” fue acufiada por Virchow en 1853, de-
bido a las caracteristicas tintoriales de los depésitos amorfos al ser tratados con yodo, estos

presentaban un color negruzco semejante al almidon.

La amilina es sintetizada a partir de un precursor prepropeptidico de 89 aminoacidos, la pre-
proamilina (PreProlAPP). Donde los propéptidos amino y carboxiloterminal presentan un
alto grado de variabilidad, lo que podria indicar ausencia de actividad biolégica. La escisién
proteolitica de la secuencia de 22 aminodcidos del péptido senal en el reticulo endoplasmaéti-

co rugoso libera la proamilina (ProlAPP). Esta es cortada por las prohormonas convertasas



PC(1/3) y PC2 en dos sitios dibasicos conservados, luego la carboxipeptidasa E (CPE) pro-
duce la amidacion C-terminal. Las modificaciones postraduccionales, como la formacién de
un puente disulfuro (C2-C7) y la amidacién del carboxilo terminal son relevantes para la
actividad biolégica de la hIAPP madural?.

Este péptido maduro es almacenado en los granulos secretores de las células beta a un pH
acido. Estudios previos revelan que la tendencia a formar agregados se maximiza a valores
de pH donde la solubilidad del péptido es minima, es decir, cerca de su punto isoeléctrico. La
baja agregacion de la hIAPP en las condiciones acidas (pH 5.5) de los granulos secretores se
debe al desplazamiento en la solubilidad, ya que el punto isoeléctrico de la hTAPP se ubica en
8.908]. Ademads, la incorporacién de carga positiva en la cadena peptidica hace desfavorable la
agregacion y conlleva a fibrillas cortas. Este polipéptido puede ser diferenciado en tres frag-
mentos: a) el N-terminal, que contiene los residuos 1-19 relacionado con la unién de insulina
y membranas; b) un fragmento denominado de control amiloidogénico (residuos 20-29), que
es la secuencia que estd propensa a la agregacién; c¢) los residuos 30-37 que podrian contri-
buir a procesos de autoasociacién. Aunque la region del 20-29 no es la tnica asociada a la

formacion de fibrillas amiloides, otros fragmentos también pueden ser propensos a agregacion.

Existen polipéptidos andlogos a la hIAPP (Figura 1.1) que tienen importantes diferencias
estructurales y funcionales. Los andlogos mas importante son: amilina de roedores (rIAPP) y
pramlintida. Los roedores no forman fibrillas amiloides y no desarrollan diabetes[®6l, esto se
debe a la sustitucion de la histidina 18 (H18) por arginina (R18), lo que evita la agregacién
del polipéptido. Mientras que otros animales que conservan la histidina 18 en su TAPP han

7y primates no humanos®!, esto muestra una vinculacién

presentado DT2, como los gatos!
de las fibrillas amiloides con la diabetes en otros seres vivos. Por otro lado, la pramlintida es
empleada como medicamento para pacientes con DT2, este farmaco se diferencia de la hIAPP
en tres residuos de prolina (25,28,29) que le dan mayor solubilidad y evitan la agregacion.
Todos estos hallazgos en polipéptidos analogos dan una gran importancia a la estructura

primaria de la IAPP.

hIAPP: KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY-NH»
rTAPP: KCNTATCATQRLANFLVRSSNNLGPVLPPTNVGSNTY-NH,
Pramlintida: KCNTATCATQRLANFLVHSSNNEFGPILPPTNVGSNTY-NH,

Figura 1.1: Estructura primaria de andlogos de amilina. Las diferencias son mar-
cadas con colores, hJAPP (azul), rTAPP (rojo) y pramlintida (verde).



Aunque se cataloga a la hIAPP como un polipéptido intrinsecamente desordenado, se ha
demostrado que adopta una estructura « hélice en los residuos 5-19 (Figura 1.2). Dicha
conformaciéon es estabilizada por el puente disulfuro en la zona N-terminal del péptido. Sin
embargo, la membrana celular puede catalizar el cambio estructural de una conformacién
helicoidal a hojas beta, induciendo la formacién de amiloide en la superficie membranal (91,
Este mecanismo podria explicar la citotoxicidad de los oligémeros y la eventual apoptosis

celular.

Figura 1.2: Estructura secundaria de la hIAPP en solucién. El color verde repre-
senta las asas y el color rojo las hélices

La amilina es cosecretada con la insulina en condiciones basales y en respuesta a estimulos

191 por 1o que los cambios en la secrecién de insulina estarfan coordinados a los

secretagogos
cambios de la secrecién de hIAPP. En el inicio de la diabetes, las concentraciones de hIAPP
en plasma aumentan, mientras que al progresar la enfermedad, la secrecién de amilina dis-
minuye de forma paralela a la insulina. Se cree que este aumento inicial de amilina seria el
responsable de una aceleracion en el proceso de formacion de fibrillas. Ademas, estudios epi-
demioldgicos revelan que cerca del 95 % de los pacientes con DT2 han presentado depdsitos
amiloides en el pancreas. Por otro lado, la concentracion de hIAPP en sangre no parece ser
suficiente para inducir la autoagregacién, sin embargo, el peptido es encontrado en concen-

traciones milimolares en los granulos secretores intracelulares en las células 8 pancreaticas 1.

Estas evidencias fisioldgicas sugieren que la amilina puede actuar como hormona paracrina.
Cuando este polipéptido es hipersecretado induce a la resistencia de insulina y, en conse-
cuencia, podria actuar como un inhibidor no competitivo de la insulina. Esto podria indicar
una inhibicién en la sintesis de glucégeno y estimulaciéon de la glucondlisis, a través de la
activacion de la glucogeno sintetasa y la inhibicién de la glucégeno fosforilasa. Sin embargo,

el impacto fisiologico de la hIAPP esta lejos de ser elucidado, ya que la mayoria de estudios
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in vitro emplean concentraciones del péptido superiores a las encontradas en su ambiente

biolégico.

Para entender mejor el papel fisiologico que cumple la hIAPP se debe estudiar su proceso de
agregacién (Figura 1.3). Este proceso inicia con la interaccién entre monémeros para formar
dimeros, que mediante una progresiva interaccién lleva a agregados de orden superior. De

este modo, la fase de latencia involucra la formacion de oligbmeros desordenados, seguido

por un rapido crecimiento que conduce al apilamiento de hojas beta. Finalmente, se alcanza
2]

una fase de saturacién formando fibrillas de amiloide

Fibrillas

Fase de Saturacion

g Fase de

Crecimiento

Formacion de Amiloide

Momomeros O||gomeros

Fase de Latencia

Tiempo

Figura 1.3: Esquema del proceso de agregacién de la hTAPP 2l Inicia con la fase
de latencia, sigue con un periodo de crecimiento y termina con la maduracién de
las fibrillas de amiloide.

La especie intermedia (oligbmeros) generada en la fase de latencia puede permear la mem-
brana celular y producir poros no selectivos '3, Diversos estudios™ sugieren que las cargas
negativas de los fosfolipidos de la membrana pueden acelerar la amiloidogénesis de la hTAPP
a través de nucleacién estocéstica. Otro mecanismo de citotoxicidad de los oligémeros!?l
se da por el cambio de conformacién de a-hélice a ldminas 8 en la membrana, causando
la apoptosis celular. Por lo tanto, los oligdmeros de la hIAPP son la especie méas toxica y

podrian ser los causantes de la apoptosis de células beta.



Por otro lado, el cobre podria cumplir un papel relevante en la estabilizaciéon de dichos oli-
gémeros!16. Algunas investigaciones han demostrado que el enlazamiento de este metal con
hIAPP puede inhibir la formacion de fibrillas amiloides, a través de cambios conformaciona-

(12] de altos

les en la estructura secundaria del péptido. Ademads, existen evidencias clinicas
niveles de cobre en pacientes con DT2, lo que incrementa con la gravedad de la enfermedad.
Por lo tanto, estudiar las interacciones metal-péptido podria contribuir a la comprensién de

los procesos quimicos que se llevan a cabo con la estructura secundaria de la hIAPP.

1.2 Péptidos como agentes quelantes

La interacciéon de iones metalicos con péptidos es una de las principales areas de la qui-
mica bioinorganica, ya que imita las propiedades de las metaloproteinas que tienen gran
importancia biolégica. Este proceso de enlazamiento metal-péptido presenta variaciones con-
formacionales que corresponden a los miiltiples &tomos donadores que se encuentran en la
cadena peptidicall”. La estabilidad de los complejos formados dependerd del ion metélico,

el tamano de los anillos quelato y la posibilidad de crear enlaces de coordinacién.

El cobre es el centro metalico de muchas enzimas involucradas en procesos biolégicos, como
transporte de electrones, transporte de oxigeno y senalizacion celular. Los péptidos son ligan-

dos versatiles '8l

para los iones de Cu(II), con una variedad de geometrias de coordinacién
y afinidades de enlazamiento. Los grupos donadores de la cadena principal (Conocido en
inglés como “peptide backbone”) pueden ser amino terminal (NHsy), amidas desprotonadas
(N~) y carbonilos (C=0) de enlaces peptidicos!'”). Este enlazamiento de cobre en la cadena
principal puede ocurrir cuando se tiene un grupo de anclaje que facilite la desprotonacién de

los grupos amida.

20
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Figura 1.4: Reaccién de Biuret para deteccién de enlaces peptidicos



Una reaccién que introdujo el enlazamiento de amidas desprotonadas con cobre es la prueba
de Biuret (Figura 1.4). Esta reacciéon muestra que los enlaces peptidicos pueden actuar como
N-donadores de electrones para cobre(Il) en condiciones bésicas. Sin embargo, esto también
puede ocurrir a pH fisiolégico cuando se tiene un grupo de anclaje como amino terminal,
histidina y /o cisteina 20 EI imidazol de la histidina es el grupo de anclaje més efectivo para
enlazamiento con Cu(II), seguido por el grupo tiol de la cisteina; también los carbonilos de
glutamato y asparagina son buenos donadores en la interacciéon con cobre. Otro factor que

contribuye a la desprotonacién de amidas del enlace peptidico es la accién del metal, el Cu(II)

es un acido de Lewis que puede enlazarse a la cadena principal e inducir la desprotonacién
(21]

de amidas adyacentes a una histidina o grupo amino terminal

Figura 1.5: Representacion esquematica de un sistema de anillos quelato (5,5,5).

Las propiedades quimicas de algunos residuos involucrados en la coordinacién cobre-péptidos
pueden desestabilizar el enlazamiento. La presencia de residuos impedidos - como leucina,
triptéfano y fenilalanina - podrian reducir la estabilidad termodindmica de los complejos o
generar una distorsién estructural2”. Por otro lado, la prolina tiene una amina secundaria
que no le permite desprotonarse ni participar en la coordinacién, por ello es llamada “punto

de corte”[22],

Este entorno de coordinaciéon con grupos de cadena principal puede formar
diferentes sistemas de anillos quelato. La formacién de anillos con 5 y 6 miembros provee
estabilidad termodinamica al entorno de coordinacion, la cual disminuye cuando el tama-

(1823] En algunas ocasiones se favorecen anillos quelato de mayor

fio del complejo aumenta
tamafio, especialmente cuando el radio i6nico del centro metélico es grande, como el caso
de Pt(IT) y Au(I). Una representacién esquemadtica de un sistema (5,5,5) es mostrada en
la Figura 1.5, este sistema es muy estable y suele darse en complejos de coordinacién tipo
ATCUN (En inglés este acrénimo significa “The amino-Terminal Copper(II) and Nickel(II)

binding”), adoptando estructuras cuadrado planares.



1.3 Cu(II) con IAPP: oligémeros y estrés oxidativo

Un péptido que se enlaza con cobre a través de la cadena principal es la amilina. La hIAPP
tiene como grupo de anclaje el imidazol (Histidina 18) y el amino terminal, los cuales son
puntos de referencia para establecer la coordinacién con cobre. Ademas, el enlazamiento de
Cu(II) con el imidazol interrumpe la formacién de hojas beta, siendo este el primer paso de la
agregacion. Segun diversos grupos experimentales, esta interaccion con el cobre estabilizaria

dichos oligbmeros, evitando que se formen las fibrillas amiloides 24,25]

a b
) Pz ) val17
g Lys1 o O\
S\ 0\
S N /N-

O
N NH = \Cu2+
N % OH RN
Cys2 _Cu N N His18
N \

10) N N Thr4 (
NH Leu16 \O N
\O /s H
o m,

C) OH Ser19
) Ser20
R
NH - ]
N N o)
N S Ak |
o) /Cu\ NH,
O IS
Hist8  // » o H NH O asn2i
N I o
H H,N 4
Asn22

Figura 1.6: Modos de coordinacién de Cu(II) con fragmentos de IAPP pro-
puestos mediante técnicas potenciométricas y espectroscépicas. a) Coordinacién
4N (NHy, 3N7)[20 b) Coordinacién 4N (Ny,,3N7)7 ¢) Coordinacién 3N10
(Nim,2N7,00p) con una contribucién axial CO/N22 (28],

Los estudios potenciométricos establecieron la coexistencia de dos especies quimicas a pH
fisiolégico, las cuales tienen dos y tres amidas desprotonadas con un porcentaje de formacién
similar 2. Estos grupos de investigacién con ayuda de técnicas espectroscopicos han pro-
puesto modos de coordinacién para Cu(II) con IAPP (Figura 1.6), donde el enlazamiento se
ubica en diferentes sitios del polipéptido. a) La coordinacién 4N enlazada en la regiéon amino
terminal 26 presenta anillos quelato (5,5,5), b) la coordinacién 4N enlazada con histidina ha-
cia la regién N-terminal ?”) tiene anillos quelato (5,5,6) y ¢) la coordinacién 3N10 enlazada

con histidina hacia la regién C-terminal®® tiene anillos quelato (7,5,5).
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Estos tres modos de coordinacién reportados en la literatura han tenido diversos cuestio-
namientos respecto a su formacién. La estructura a) tiene un enlazamiento desde el amino
terminal que es una regién con gran movilidad en los péptidos. La estructura b) tiene resi-
duos con impedimento estérico que podrian distorsionar la geometria cuadrada. Finalmente,
la estructura c) tiene como dificultad geométrica la formacién de un anillo quelato de siete
miembros, que podria dar inestabilidad al sistema. Debido a estas diferencias en grupos de
anclaje, tamano de anillos quelato e impedimento estérico de sus residuos, se requiere un

analisis estructural exhaustivo del problema.

Zn2+

J Cu?* / Zn2*

.~ ~

x Cu2+

\'-i.o'
®

e, ‘
ogee®¥0,

Oligomeros
.-.-" :':'?
& #.:?

hlIAPP
desplegada . .

~ -~
= ~ & - -
heS oo ° -7 Fibrillas
-~ “ + . -
LITTTS whases A &
Sesseasrcesououeyentetse
. +
Monomeros a
+ *+ 4

Poros en la membrana

Figura 1.7: Mecanismo de accién de hJAPP con Cu(Il) y Zn(II) en la células beta
30]

del pancreas 39,
Tanto el Zn(II) como el Cu(II) pueden interactuar con la hTAPP generando cambios confor-
macionales relevantes (Figura 1.7). Estos metales promueven la formacién de protofibrillas
u oligémeros en el espacio intracelular®!l. Ward y colaboradores 2 emplearon fluorimetria
y microscopia de transmisién de electrones (TEM) para investigar la influencia in vitro de
AI(III), Fe(III), Zn(II) y Cu(Il) en la formaciéon de depédsitos amiloides. Ellos llegaron a la
conclusién que el Cu(II) inhibe la formacién de fibrillas amiloides, pero estabiliza agregados
intermedios (oligémeros) que son la especie més toxica. Por lo anterior, el cobre podria cum-
plir un papel nocivo, mientras que el zinc seria un metal protector ante el desarrollo de la

patologia.

El enlazamiento de Cu(II) con hIAPP también cobra importancia por su potencial actividad
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redox en el ambiente biolégico. Algunos autores han sugerido que la presencia de cobre en
depositos amiloides puede catalizar la formacion de especies reactivas de oxigeno B, aunque
no hay evidencias claras al respecto. El potencial de reduccion de Cu(II)/Cu(I) es 0.153 V,
por lo que el cobre tiene la capacidad de adoptar dos estados de oxidacién en solucién 33
El Cu(I) esta presente principalmente en el ambiente reductor intracelular, mientras que el
Cu(II) se encuentra en el espacio oxidante extracelular. Por otro lado, la amilina tiene un
potencial de —0.129 V, lo que sugiere que una cantidad significativa de IAPP existe en el
reticulo endoplasmatico en estado reducido. Sin embargo, no se conoce el potencial redox de
cobre enlazado a hIAPP, por lo que no hay evidencia de la existencia de Cu(I) en el entorno

del péptido.

Aunque no se han reportado estudios contundentes sobre la actividad redox del complejo
Cu(II)-hIAPP, en la literatura se encuentran otros sistemas parecidos, como el Cu(II)-A5 34,
Este ultimo sistema puede reducir al cobre en presencia de agentes reductores bioldgicos
como acido ascérbico y glutatién. Los metales con bajo estado de oxidacién como el Cu(I)
pueden catalizar la descomposicién del peréxido de hidréogeno mediante la reaccién de Fenton,

produciendo radicales hidroxilo:

Cu(I) + HyOy — Cu(II) + OH + OH~

El radical -OH oxida a los residuos mas susceptibles del péptido, generando un dafio celular
importante. Por otro lado, el complejo Cu(I)-AS puede activar al oxigeno molecular para
formar el radical superdxido. Los avances que se han obtenido en este complejo podrian

motivar la bisqueda de propiedades redox en Cu(II)-hIAPP.

1.4 Motivacion de este estudio

Aunque se han mencionado diversos avances, quedan aspectos sin resolver en el enlazamiento
de Cu(II) con hIAPP. No hay una evidencia clara del enlazamiento in vivo de los metales con
estos péptidos intrinsecamente desordenados™. Tampoco se encontré un estudio estructural
para el enlazamiento de Cu(Il) con el grupo amino terminal de la hIAPP, solo un reporte

s[26 Ademas, los grupos experimentales no han concordado en el sitio de

para sus analogo
enlazamiento de Cu(II) con el péptido, por lo que se han propuesto tres diferentes estructuras
para el entorno de coordinacién. Debido a lo anterior, se requiere una mejor comprension del
enlazamiento de Cu(II) con hIAPP, ya que este cumple un papel clave en la formacién de

laminas beta y fibrillas de amiloide.
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Por otro lado, no hay un avance representativo en la actividad redox del complejo Cu(II)-
hIAPP. La estructura de la especie reducida Cu(I)— hIAPP no ha sido reportada, lo que
ha llevado a algunos autores a considerar que el Cu(I) no interacciona con hIAPP %, En
consecuencia, tampoco se han reportado las constantes de afinidad ni el potencial redox pa-
ra esta especie. La obtencién del potencial redox de Cu(II)-hIAPP daria una contribucién
importante de la actividad redox de la hIAPP en el espacio extracelular. Adicionalmente,
esta informacién serviria como punto de partida para el entendimiento de la produccién de
especies reactivas de oxigeno, las cuales son responsables de la apoptosis de células beta en

el pancreas.

En respuesta a estos interrogantes, la presente investigacion realizé un estudio computacional

para complejos de cobre con fragmentos de hIAPP. Se llevaron a cabo los siguientes objetivos:

» Establecer las estructuras més estables para la coordinacién de Cu(II) con los fragmen-
tos KCNTA(1-5), NFLVH(14-18) y HSSNN(18-22).

» Determinar el sitio preferente para el enlazamiento de Cu(II) en la hIAPP.

» Predecir el potencial de reduccién para los complejos de Cu(Il) con fragmentos de

hTAPP, empleando el método directo y el método isodésmico.

» Caracterizar las interacciones no convencionales halladas en el complejo Cu(I)-HSSNN(18-
22).

Dichos objetivos se lograron mediante las siguientes actividades:

» Realizar dindmicas moleculares Born-Oppenheimer y optimizaciones locales para los

complejos de Cu(II) con fragmentos de hIAPP

= Calcular la energia de interaccion y las constantes de estabilidad para los modelos de

menor energia.

= Obtener el potencial redox para las estructuras con coordinacién 3N10 y 4N de cada

fragmento.

= Reportar los cambios que presentan los sitios de coordinacién debido al proceso de

reduccion.

» Estudiar la coordinacién del complejo Cu(I)-HSSNN(18-22) empleando metodologias
basadas en el gradiente reducido de la densidad, el analisis de cargas y el analisis de

descomposiciéon de la energia
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Estos tépicos se desarrollaran en los siguientes capitulos empleando metodologias compu-
tacionales. El establecimiento de las estructuras mas estables para los complejos de Cu(II)
con fragmentos de hIAPP ayudard a resolver las controversias experimentales respecto al
sitio de enlazamiento. Ademas, el calculo del potencial de reduccién puede ser un precedente
importante en la comprensién de la actividad redox del complejo. Por otro lado, la caracteri-
zacion de interacciones no convencionales del complejo Cu(I)-IAPP(18-22) puede servir como
un sistema modelo en el enlazamiento de Cu(I) con péptidos. De esta manera, la presente
investigaciéon busca realizar un aporte a la quimica bioinorganica del cobre con hIAPP y a
la etiologia de la DT2.
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Metodologia

Para llevar a cabo los objetivos de este trabajo se realizaron calculos de estructura electro-
nica. Las metodologias fueron empleadas para encontrar las estructuras de minima energia,
calcular los potenciales redox, determinar las constantes de estabilidad y estudiar las interac-
ciones no convalentes en complejos de Cu(II) con fragmentos de hIAPP. Las optimizaciones
de las estructuras, las dinamicas Born-Oppenheimer y las propiedades termodinamicas fue-
ron calculadas usando la implementacién de TeraChem. La determinacion de parametros de
EPR se hizo en ORCA 3.0, el analisis de descomposicién de la energia en Q-Chem 5.1 y el
andlisis de interacciones no covalentes con el programa Multiwfn. Ademads, para visualizar
las dindmicas, los orbitales y las superficies del gradiente reducido de la densidad se empled
VMD.

2.1 Optimizacién de las estructuras y simulaciones BOMD

Los modelos para los complejos de Cu(II) y Cu(I) con fragmentos de hTAPP fueron construi-
dos en Avogadro y pymol. Particularmente, se seleccionaron los fragmentos KCNTA(1-5),
NFLVH(14-18) y HSSNN(18-22), los cuales tienen como sitios de anclaje el grupo imidazol
y el amino terminal. Todas las estructuras se optimizaron en el software TeraChem [36:37]
empleando el funcional PBE0B8! y el conjunto base DZVP 9 este nivel de teoria se escogié
debido a su balance entre precision y costo computacional 4%, Para los complejos de Cu(I) se
impuso una multiplicidad singlete y para los complejos de Cu(II) una multiplicidad doblete.
Se incluyé solvataciéon explicita mediante la adicién de cuatro moléculas de agua en cada
modelo. También se llevaron a cabo dindmicas moleculares Born-Oppenheimer (BOMD, por

4] en un ensamble NVT con condiciones de frontera esféricas, y un inte-

sus siglas en inglés) !
grador de tiempo de Verlet con disipacién*. Las dindmicas fueron de 20 ps con un paso de
tiempo de 1 fs y la temperatura fue controlada a 300 K por reescalamiento de velocidades
periédico. Ademés, se seleccionaron puntos de la simulacién BOMD entre 5 y 20 ps con el
objetivo de extraer estructuras estables. Posteriormente, se reoptimizaron estas estructuras

y se seleccioné el modelo de menor energia. Esta metodologia fue adaptada de un estudio
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previo que demostré que las dindmicas cuanticas pueden ayudar a realizar una busqueda
conformacional para los complejos de hIAPP con Cu(II) 2% realizando dindmicas superiores

a 10 ps.

2.2 Parametros de EPR

Los parametros de EPR fueron obtenidos desde el médulo EPR/NMR implementado por el
cédigo de estructura electrénica ORCA 3.0[%3). Estos célculos se realizaron para las estructu-
ras de menor energia de los complejos estudiados, con el funcional hibrido PBEQ y el conjunto
base DGAUSS, este funcional ha sido empleado exitosamente para predecir pardmetros de

44 La inclusién de cuatro moléculas de agua mejora la

28,45]

EPR en otros complejos de cobre
descripcién del entorno de coordinacién y la prediccién de pardmetros de EPRI . Para
el metal se afiadié una base con propiedades de core (CP)!0l con funciones de polarizacién
para mejorar la predicciéon del tensor A. También se incrementé la exactitud en los criterios
de tolerancia y el mallado de integracién, usando los keywords “TightSCF” y “Grid5”. Con
estas especificaciones se calculd la matriz g y el tensor A para los complejos con solvatacion

explicita de cuatro moléculas de agua. Estos valores calculados para el tensor A y la matriz

g fueron comparados con los datos experimentales disponibles.

2.3 Potenciales de reduccion

Para calcular el potencial de reduccién se realizaron calculos de frecuencias y se incluyeron

efectos de solvatacion implicita COSMO con la implementacién del software TeraChem. La

evaluacién de la energia libre de reduccién se realizé6 mediante un ciclo de Born-Haber, donde

la Figura 2.1 ilustra el ciclo para un complejo [Cu?T L](H20),, donde L representa al ligando,

que en este caso seran fragmentos de la hIAPP. Inicialmente, se realiza la reduccién del com-
o,redox

plejo en fase gas AGgus , luego se aplica la solvatacién de COSMO a la especie reducida

AG?(Red) y se resta la solvatacion sobre la especie oxidada AG(Ox), con este procedimiento

Go,redoa:

se puede obtener la energfa libre de reduccién para las especies en estado solvatado AG),

Aplicando este ciclo termodindmico, la energia libre redox queda:

AGOTedor _ AGg,redox + AG°,, (Red) — AG?,,, (Ox) (2.1)

solv solv solv
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o,redox
AGgas

[Cu** L](H20)4 (9) + €™ (g) [Cu'" L](H20)4 (g)
AGY(Ox) AG?(Red)
Acz
[Cu?T L](H20)4 (solv) + e~ (g) [CulTL](H20)4 (solv)

Figura 2.1: Ciclo de Born-Haber para un complejo [Cu?* L](H20)4 para calcular
la energia libre de Gibbs para la reaccién de reduccién con efectos de solvatacién
AGo,redo:c

solv

Donde AG;’;;Zdox es la energfa libre redox en estado solvatado, AGZ’TEdOI es la energia libre

o

¢ 1w (Red) es la energia libre de solvatacion de la especie reducida y

redox en fase gaseosa, AG
AG?

2 1u(0x) es la energia libre de solvatacién de la especie oxidada. Esta energfa libre redox

para la especie solvatada se puede relacionar con el potencial asi:

AGo,redox
Erodop = ———30lv_ 2.2
redox e F ( )

Donde n. es el niimero de electrones involucrados en la reaccién redox, E,qqo: €S €l potencial
de reduccién absoluto y F es la constante de Faraday (23.061 kcal/mol V). Este potencial
absoluto se puede relacionar con el potencial experimental mediante dos métodos: directo e

isodeSmico.

En el método directo se tomo el potencial de reduccion estandar de hidrégeno (SHE, por sus

siglas en inglés) como referencia. Asi, la reacciéon redox queda:

1
[CU2+L](HQO)4 (solv) + §H2 - [CUH_L] (H20)4 (solv) +H" (23)
Tomamos el potencial absoluto calculado (E,eq4o0,) frente al potencial de referencia SHE:

AGo,redox
~Cele _ pgyp (2.4)

Eredo:p = - F

El potencial SHE que se utilizé fue el recomendado por la TUPAC con un valor de 4.44 ¢V [47],

el cual se ha confirmado mediante un estudio experimental 48],

En el método isodésmico 9 se realiza el balance redox con un compuesto de referencia. Estas
referencias se eligieron teniendo en cuenta " lo siguiente: a) la esfera de coordinacién (3N10

y 4N), b) el tamano del ligando, c) la carga del metal catiénico, y d) el nimero de enlaces
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del complejo oxidado y reducido. Por lo tanto, la reaccién redox empleando un compuesto

de coordinacién es:

curtrel 4 outt s culrel 4 cut (2.5)

solv solv solv

Y el potencial redox se obtiene con la siguiente ecuacion:

© don = Erel — AE? (2.6)

redox exrp red

Donde E;y;ff es el potencial experimental del compuesto de referencia, y AE?

o.q es la dife-

rencia entre el potencial calculado para la referencia y el complejo de interés.

Finalmente, para ajustar el error sistemdtico se realizaron regresiones lineales entre poten-
ciales calculados y experimentales. Se tomaron como referencia complejos de cobre con los si-
guientes ligandos: a). L-histidilo-L-histidilo-L-triptofano, b) N-acetil-L-histidilo-L-triptofilo-
L-histidina, ¢) L-alanil-fenantrolina, d) 4,4’-dimetil-bipiridina, e) Terpiridina, f) Bipiridina,
g) 2,2-dipiridilamina, h) Piridil-imidazol. De esta manera, las ecuaciones de regresién para
estas referencias se emplearon para ajustar los potenciales calculados en los complejos de
Cu(II) con fragmentos de hIAPP.

2.4 Constantes de estabilidad

[51]

Las constantes de estabilidad se calcularon con la metodologia ciimulo-continuo!®*l, la cual

realiza un ciclo termodindmico considerando solvataciéon explicita e implicita. Esta meto-
dologia ha sido aplicada con éxito por otros investigadores para complejos de cobre [52,53]
Nuevamente, los calculos de frecuencias y solvatacion COSMO se desarrollaron en el softwa-

re TeraChem con el mismo nivel de teoria de las optimizaciones.

Para calcular el AG,, para la formacién de los complejos de Cu(II) con fragmentos de hIAPP
se siguiod el ciclo termodindmico mostrado en la Figura 2.2. El punto de partida es el complejo
[Cu?t(OHs)4)*, donde se da un desplazamiento de las moléculas de agua por la coordina-
cién del ligando LY, donde “x” y “y” representan las cargas del aquo complejo y el ligando,
respectivamente. Este proceso forma un complejo [Cu?t L](H20)4, donde cuatro moléculas
de agua se mantienen en la segunda esfera de coordinacién. Este ciclo también muestra el
cambio de fase gas a soluciéon acuosa, mediante el cdlculo de la energia libre de solvatacién
AG?, de los reactivos y productos.

solv
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AGY +3 AGo™

2+ 2+ Yy
(Cu™ (OH2)a]) + L)

[Cu?T LI*TY(H50),4 (g

AG® AG°

solv solv

AGY, — ARTIn[H,O]

[CU2+ (OH2)4]2+ + 1Y

(@) T L(ag) [Cu”* LI*T(H0)y

aq)

Figura 2.2: Ciclo termodindmico para la obtencién de AG,, para la formacién
del complejo [Cu?TL]?>T¥(H,0)4, donde L es el ligando, y “y” corresponde a su
carga.

Al seguir el ciclo termodindmico se obtuvo que la expresién para el AGg, es:

AGaq = AGS + BAG™™* + AGY,,, + ARTIn[H>0] — AG' (2.7)

solv solv

o

o1 ©s la energia libre de sol-

Donde AGY es la energia libre de formacion en fase gas, AG

o

vataciéon del complejo formado, AG2,

es la energia libre de solvatacion para el complejo
inicial, AG°™* es la energia libre de conversién de un gas ideal (1 atm) a una solucién acuosa
(IM) B4y 4RTIn[H,0] es una correccién para la concentracién del agua. Puesto que este
estudio se hizo a 300 K, estas correcciones tienen los valores: AG°™* = 1.91kcal/mol y

RTIn[H20] = 2.39 kcal/mol .

Finalmente, esta energia libre de Gibbs se relaciond con la constante de estabilidad mediante

la siguiente ecuacién:

[ML] ~ log ML —AGy

log K =1 _
o9 L] T " arar,  2.303RT

(2.8)

Donde apr, apr, v ar, son las actividades de las especies en equilibrio. Asi, empleando esta
metodologia se reporté la constante de estabilidad (log K) para los complejos de Cu(II) con
fragmentos de hIAPP.

2.5 Andlisis de la densidad electrdénica

Se calculd la densidad electrénica para los complejos de metales d'V con el fragmento hTAPP (18-
22). Los metales Ag(I), Zn(II) y Cd(II) fueron reemplazados como centros metalicos del

complejo Cu(I)-IAPP(18-22), posteriormente se optimizaron las estructuras en Orca3.0. Se
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empleé el funcional hibrido PBEO y el conjunto base def2-TZVPP D% con una base auxiliar

para el ajuste simultdneo de la componente de intercambio y coulomb (JK) segun la im-

¢

plementacién de Weigend 56!, Se extrajeron los archivos con extensién
(571

‘“molden”, los cuales
sirvieron como input en el programa Multiwfn En este software se realiz6 el calculo de
cargas CM58) | este modelo de cargas se seleccioné debido a su independencia del conjunto

base y su aplicabilidad a sistemas cargados.

Adicionalmente, se calcul6 el potencial electrostatico molecular V(r), el cual esta dado por

la siguiente ecuacién P9

N
2 Za [ p() d3r’
V=2 Rl 5 (24)

Para obtener el potencial electrostatico se tomé como partida la matriz de densidad electro-
nica y las coordenadas optimizadas de los complejos. Se construyd un mallado con niimero
de puntos por sitio de 50, lo cual da una resolucién media al cilculo. Se emplearon algunos
scripts para generar el archivo cube en Orca y visualizar los mapas de potencial electrosta-
ticos en VMD.

El andlisis de interacciones no covalentes (NCI, por sus siglas en inglés) se desarroll6 mediante

el gradiente reducido de la densidad (s), el cual se expresa como:

L [Ve(r)
)= ST o8

(2.10)

Esta funcién se analizé con la implementacion de Multiwfn, usando una caja de dimensiones 3
x 3 x 2 A centrada en el metal, con el propésito de observar las interacciones no covalentes del
plano de coordinacién. Ademads, se emple6 un grid de alta calidad con andlisis RDG (Reduced
Density Gradient), con esto se realizé un grafico s(p) vs signo(A2)p, explorando la densidad
desde 0 a 0.05 a.u. También se empleé VMD (80 para visualizar las isosuperficies del gradiente
reducido de la densidad con un isovalor de 0.5 /A3, donde el color azul identifica al enlace de

hidrégeno, el color verde a las interacciones de Van der Waals y el color rojo al efecto estérico.
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2.6 Analisis de descomposicion de la energia

Para comprender las energias involucradas en las interacciones no convencionales de los meta-
les d'Y con el fragmento hIAPP(18-22), se realiz6 un analisis de descomposicién de la energia
(EDA, por sus siglas en inglés) 6!, Los célculos se desarrollaron con un enfoque de segunda
generacién %2 usando la implementacién del cédigo de estructura electrénica Q-Chem 5.1(63),
Se empled el funcional hibrido PBEO y el conjunto base Def2-TZVPP con correccién de su-

perposicién de la base (BSSE, por sus siglas en inglés).

La energia de interaccién se separd en las siguientes contribuciones:

AEint = AFJ‘disp + Afgpauli + Al?elec + Afgpol + AEct (211)

Donde AEgy;), es la energia de dispersion, AE,,,;; es la repulsién de Pauli, AE. es la ener-

gia electrostética, AE,y es la energia de polarizacion y AE. es la transferencia de carga.
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Estructuras de Cu(II) con los fragmentos de IAPP

Los primeros resultados de esta investigacion consistieron en efectuar una buisqueda estruc-
tural para el enlazamiento de Cu(II) con fragmentos de hIAPP. Se emplearon simulaciones
BOMD y optimizaciones locales con el nivel de teoria PBE0/DZVP B9 en el software Tera-
Chem. Las simulaciones BOMD sirvieron para vincular el efecto de la temperatura y realizar
una busqueda conformacional. Se estudiaron tres fragmentos del polipéptido: KCNTA(1-5),
NFLVH(14-18) y HSSNN(18-22), los cuales se seleccionaron debido a la ubicacién de los
sitios de anclaje imidazol y amino terminal. Se construyeron diversos conférmeros para la
coordinacién 3N10, considerando los O-donadores disponibles. Mientras la coordinacién 4N
se model6 Unicamente con las amidas desprotonadas contiguas al sitio de anclaje. Ademas, la
region C-terminal fue amidada y la N-terminal acetilada para darle una mayor similitud con
el entorno biologico. Posteriormente, se seleccionaron las estructuras de minima energia, tres
modos de coordinacion 3N10 y un modo 4N por fragmento. Finalmente, se calcularon los
parametros de EPR (g, y A.) en el software Orca 3.0, realizando calculos de punto simple
con el mismo nivel de teoria, pero incluyendo efectos relativistas sobre el atomo de cobre

mediante un potencial con efectos de core.

3.1 Estructuras de Cu(II) con HSSNN(18-22)

La experiencia que tiene nuestro grupo de investigacién en este fragmento permitié un ma-
yor avance en el establecimiento de conférmeros. Un estudio previo[28) exploré la superficie
de energia potencial para el complejo Cu(II)-HSSNN(18-22), esta investigacién se centr6 en
la coordinacién 3N10 y determiné que la inclusiéon de cuatro moléculas de agua mejora la
descripcién del entorno de coordinacién, particularmente de la prediccién de pardmetros de
EPR. Por lo tanto, tomamos este antecedente como punto de partida para seleccionar los
tres conférmeros méas estables de la coodinaciéon 3N10O y proponer una estructura para la

coordinacion 4N.
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Se realizaron tres simulaciones BOMD para los modos 3N10 que presentaron menor energia
en la investigacion previa. Se exploraron las estructuras con cuatro moléculas de agua y dos
amidas desprotonadas contiguas al sitio de anclaje de histidina. Los modos de coordinacién
fueron: 3N1005/52004x/Nn22, 3N1O0m/520 ¥ 3N1Oc0/520, donde los N-donadores son el
imidazol y las dos amidas desprotonadas contiguas (Nj,,, 2N7), mientras que el O-donador
presenta variaciones. Los subindices indican el tipo de O-donador y su posicién en la cadena
peptidica, el subindice “OH/S20” implica que el oxigeno que estd coordinado pertenece a un
grupo hidroxilo (-OH) de la serina 20 (S20), mientras que “CO/S20” indica que el oxigeno
pertenece a un grupo carbonilo (-CO) de la serina 20. Finalmente, la intervencién adicional

de un oxigeno axial se escribe como Oxx.

-4100.96

-4100.98

-4101.00 -

—~ -4101.02 A

-4101.04 +

-4101.06 ~

Energia (Ep

-4101.08 1

-4101.10 —— 3N100#/s5200ax/n22
—— 3N1O00Hs520
-4101.12 —— 3N10c¢o/s520

0 2500 5000 7500 10000 12500 15000 17500 20000
t (fs)

Figura 3.1: Perfiles de energia de las simulaciones BOMD para la interaccién
HSSNN con cobre en presencia de cuatro moléculas de agua. Los modelos pre-
sentados son: 3N]-OOH/SQOOAX/N22 (Verde), SN]-OOH/SZO (I‘OjO) y 3N]-OCO/520
(azul). Las lineas de color oscuro corresponden al promedio dindmico de cada
perfil de energia.

La figura 3.1 muestra los perfiles de energia de las simulaciones BOMD para la interaccion
de HSSNN con cobre. El perfil de color azul pertenece a la coordinacion 3N10¢co /520, €l
verde a la coordinacion 3N10p /5200 4x/n22 ¥ €l T0jo a la coodinacién 3N1Ogfy/g90- Estos
perfiles muestran que las estructuras son estables a una temperatura de 300 K y que dicha
estabilidad no varfa considerablemente con el tiempo. Se escogieron las estructuras de menor
energia para cada dindmica y se optimizaron estos modelos para establecer los conférmeros
mas estables de la coordinacién 3N10. También se sigui6 este procedimiento para hacer la

bisqueda conformacional del modo de coordinaciéon 4N1g_9; (Apéndice A), donde los subin-
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dices 18-21 indican los residuos involucrados en la coordinacion con cobre. En este modelo se
desprotoné de forma adicional la amida de la asparagina 21, ya que se forma el anillo quelato
de menor tamano. La dindmica presenté una disminucién de la energia con el tiempo, el
modelo 4N1g_91 mostrd gran estabilidad estructural tanto en las simulaciones BOMD como

las optimizaciones locales.

3N100H/s20

3N100H/s200c0/N22
(0.00 kcal/mol)

(5.13 kcal/mol)

3N10co/s20

4N1g-2
(10.14 kcal/mol) 182

Figura 3.2: Modos de coordinacién mas estables para el enlazamiento de Cu(II)
con HSSNN(18-22) en presencia de cuatro moléculas de agua, entre paréntesis se
reporta la energia relativa. La coordinaciéon 4N no tiene energia relativa, porque
es un estado de protonacién distinto.

En la Figura 3.2 se muestran las estructuras para los modos de coordinaciéon explorados pre-
viamente, donde se presenta entre paréntesis su energia relativa. Dichas estructuras fueron
el producto del muestreo de las simulaciones BOMD y su posterior optimizacion, ademas,
se puede resaltar que todos los conférmeros reportados para el modo de coordinacién 3N10
tienen un sistema de anillos quelato (7,5,5). Sin embargo, las estructuras de menor energia
corresponden a la coordinacién del grupo hidroxilo en posicién ecuatorial, aunque la diferen-
cia energética es baja, por lo que se puede proponer una coexistencia de estos conférmeros.
Para la coordinacién 4N solo se reporta la estructura més estable (4Njg_91), donde la histidi-
na se sale ligeramente de la planaridad. Finalmente, se observa que las moléculas de agua se
agrupan en cumulos que buscan maximizar el nimero de puentes de hidrégeno. La inclusién

de cuatro moléculas de agua mejora la descripcién del entorno de coordinacién, aunque no
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interacttien directamente con el centro metalico.

Después de tener las estructuras més estables se midi6 el grado de distorsién del plano de
coordinacién. Este se puede expresar por medio del angulo entre dos planos, formados por
los dtomos donadores y el &tomo metalico (Figura 3.3). Este dngulo es 90° para la geometria
tetraédrica y 0° para la geometria cuadrada. El d&ngulo 6 puede ser normalizado dividiendo
por 90° para obtener un indice de distorsién (7) que se aproximard a cero para la geometria
cuadrado planar. Esta distorsién se calculé con un programa de python que toma las coor-

denadas del sitio de coordinacion y genera el angulo entre los planos descritos.

Figura 3.3: Esquema de los planos empleados para medir el indice de distorsién 64
en los sitios de coordinacion.

Se tabularon los parametros de EPR y las distancias para las estructuras de menor energia
del complejo Cu(II)-HSSNN (Tabla 3.1). El enlace Cu(II)—N presenta distancias més cor-
tas respecto al enlace Cu(II)—O, esto puede indicar que la interaccién de los N-donadores
con Cu(Il) tiene un mayor caracter covalente. El indice de distorsion (7) muestra que las
estructuras se aproximan a una geometria cuadrado planar (= 0.0), donde la contribucién
axial le da una mayor planaridad al entorno de coordinacién. La prediccion del parametro A,
tiene gran sensibilidad a la geometria optimizada y el conjunto base empleado, el modelo que
mejor se ajusta al pardmetro A, es 3N1Ogpp/ 590, mientras que g, no presenta cambios re-
presentativos entre modelos. La coordinacién 4N forma un sistema de anillos quelato (7,5,5),
donde los anillos de cinco miembros forman un plano, mientras el anillo de siete se sale de
este (T = 0.22). El aumento en el error relativo en A, para la coordinacién 4N puede estar
asociado a la referencia escogida, ya que el reporte experimental estudia un fragmento mas

largo de la IAPP que el modelado.

Posteriormente, se quitaron las moléculas de agua y se reoptimizaron las estructuras con el
mismo nivel de teoria (Apéndice A). Se ve favorecida la estructura con la coordinacién axial,
ya que en un entorno sin agua la cadena lateral se puede mover con mayor libertad para
coordinar con cobre. Respecto a las distancias, la mayor magnitud se presenté para Cu—O,

mostrando que este es el sitio méas débil en la coordinacién 3N10. En la estructura de la coor-
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Tabla 3.1: Parametros de EPR y distancias de enlace para las estructuras del com-
plejo Cu(II)-HSSNN con cuatro moléculas de agua. Entre paréntesis se reporta
el porcentaje de error relativo respecto a los parametros de EPR experimentales,

tanto para la coordinacién 3N10 28] como 4N 65,

Parametros 3N100H S20 3N]-OOH SQOOAX N22 3N]-OCO S20 4N18721
Cu—Nys (A) 1.97 1.96 1.95 1.99
Cu—Ngp9 (A) 2.00 1.99 1.96 2.02
Cu—Nggo (A) 1.89 1.90 1.90 1.90
Cu—Og29 (A) 2.11 2.16 2.21 —
Cu—NN21 (A) - - - 2.01

T 0.18 0.11 0.17 0.22

A, (MHz) 487.59 (2.86 %) 494.46 (4.32 %) 499.80 (5.44%) 586.97 (9.99 %)
g- 2.156 (3.70 %) 2.159 (3.57 %) 2.164 (3.35%)  2.148 (3.07%)

dinacién 4N, se encontré que todos los ligandos tienen aproximadamente la misma distancia
al cobre, ya que todos son N-donadores con una similar afinidad al metal. Por otro lado,
no se calcularon parametros de EPR para estas estructuras, ya que investigaciones previas
mostraron la importancia de las moléculas de agua en esta prediccion. Respecto a la distor-
sién cuadrado planar (7), se mantienen las tendencias con un ligero aumento en la distorsién
para algunos modelos. Por lo tanto, no hubo un cambio considerable para el entorno de coor-

dinacién de las estructuras sin moléculas de agua, solo algunos movimientos de cadena lateral.

3.2 Estructura de Cu(II) con NFLVH(14-18)

Este fragmento se estudié motivado por el reporte de dos grupos experimentales de un en-
lazamiento anclado a la histidina en direccién N-terminal 275 Ellos reportaron diagramas
de formacién para el complejo Cu?t-PEG-hIAPP(14-22), donde se observa la coexistencia
de dos estados de protonacion, correspondientes a los modos de coordinacién 3N10 y 4N.
Aunque estos grupos solo propusieron una estructura para la coordinacién 4N, sin dar un pa-
norama estructural mas amplio. De este modo, en esta seccion se exploraron diversos modos
de coordinacién para este fragmento, tomando como partida estos antecedentes experimen-

tales.

El complejo Cu(II)-NFLVH(14-18) fue dificil de estabilizar, se exploraron diversas posibilida-
des de enlazamiento pero solo unas pocas lograron mantenerse en las modelaciones. Esto se
debe a sus residuos con impedimento estérico, como lo son: la leucina, la valina y la fenilalani-
na. En una primera exploracién, se lograron estabilizar tres estructuras para la coordinacion
3N10, que fueron: 3N10¢o/r15, 3N1Oon/H20 ¥ 3N1Oco/N14p- El subindice “CO/N14b”

indica que el enlazamiento del O-donador se hizo con un carbonilo de la asparagina 14,
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perteneciente a la ramificacién (b, proviene del inglés “branch”) del aminoécido y no del
carbonilo del enlace peptidico, como se hizo en la secciéon anterior. Estas estructuras tienen
importantes diferencias, el modo de coordinacion 3N10¢gp /15 tiene un sistema de anillos
quelato (7,5,6), el modo 3N10p/m20 un sistema (5,6), y finalmente, el modo 3N10¢o/n14p
un sistema (13,5,6).

Se realizaron simulaciones BOMD con estas estructuras para evaluar su estabilidad ener-
gética, determinar el arreglo estructural de las moléculas de agua y realizar una busqueda
conformacional exhaustiva. En la Figura 3.4 se muestra el perfil de energia de las simula-
ciones BOMD realizadas para la coordinacién 3N10, considerando una solvatacién explicita
de cuatro moléculas de agua. La energfa del modo 3N10¢o,p15 se presenta de color rojo,
el modo 3N1O0¢pp /20 de color verde y el modo 3N10¢o/n14p de color azul. Podemos notar
que el modo 3N1O¢( /15 tiene la menor energia relativa, lo que puede relacionarse con una

estabilidad superior frente a las otras estructuras.

-4209.10 -
-4209.15 A
=
w
\Q
D -4209.20 -
)
c
w
-4209.25 A
—— 3N1O0oH/H20
— 3N1O0co/r1s
—— 3N1Oco/n14b
-4209.30 A
0 2500 5000 7500 10000 12500 15000 17500 20000

t (fs)

Figura 3.4: Perfiles de energia de las simulaciones BOMD para la interaccién
NFLVH(14-18) con cobre(II) en presencia de cuatro moléculas de agua. Los mo-
delos presentados son: 3N10¢o, 15 (10jo), 3N1Oo g/ m20 (verde) y 3N1O¢o/n14p
(azul). Las lineas de color oscuro corresponden al promedio dindmico para cada
perfil de energia.
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Para determinar los cambios estructurales se graficaron las distancias Cu—O, a través de
la dindmica (Figura 3.5), se seleccioné esta distancia debido a su importancia como sitio
de enlazamiento. El modo de coordinacion 3N1Oco /145 (color azul) presenta un despren-
dimiento del O-donador, lo que evidencia que en estos sistemas los anillos quelato grandes
no son estables a 300 K, por lo que se favorece una coordinaciéon 3Nig_15. Por otro lado,
la coordinacién de una molécula de agua en posicién ecuatorial (3N1Opp/p20) se mantiene
estable, con una distancia promedio de 2.4 A. Finalmente, la distancia Cu—O¢o /F15 (ma-
genta) tiene la mayor estabilidad estructural con una distancia promedio de 2.0 A, por lo

que podria ser el sitio mas probable de enlazamiento.
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Figura 3.5: Distancia del enlace de coordinacion Cu—O, durante la simulacién
BOMD del complejo Cu(II)-NFLVH(14-18) para la coordinacién 3N10.

La coordinacién 4N también se exploré mediante simulaciones BOMD (Apéndice A), partien-
do del enlazamiento reportado en la literatura. Se establecié un enlazamiento 4N14_1s, donde
el subindice “16-18” indica los residuos involucrados en la coordinacién de los N-donadores
con cobre. Esta coordinaciéon mostré gran estabilidad durante el tiempo de simulacién, con
algunas fluctuaciones previas a las 10 ps. Ademads, para evaluar la estabilidad estructural
del modo de coordinacién 4N1_1g se midieron sus distancias Cu—Nj,,, y Cu—Npy (Apéndice
A). Dichas distancias se mantienen en un promedio dindmico de 2.0 A, 1o que evidencia una

estabilidad semejante al modo de coordinacién 4Nig_o; explorado en la seccién anterior.
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Con la informacién de estas simulaciones se seleccionaron las estructuras més estables para
los modos de coordinacién 3N10 y 4N (Figura 3.6). Las moléculas de agua formaron ctimulos
cerca del plano de coordinacién, ubicadas en la cara superior de la estructura. Por otro lado,
el conformero 3N10¢c o, 15 presenta la menor energfa, lo que indica que es la estructura mds
probable para este estado de protonacién. También se observa que existe una competencia
entre los conférmeros 3Ni6-18 ¥ 3N10og/m20, esto podria indicar que el agua en posicién
ecuatorial tiene una baja afinidad por Cu(Il), aunque este tipo de enlazamiento ha sido pro-
puesto por Antonio Magril%l. La interaccion serfa diferente para centros metdlicos de capa
cerrada como Zn(II), donde existe una mayor afinidad por las moléculas de agua en posicién
ecuatorial. Finalmente, la coordinaciéon 4N;4_18 muestra gran estabilidad debido a sus ani-

llos quelato (5,5,6) y es el sitio de enlazamiento propuesta en la literatura para este fragmento.

3N10co/F15 3N16-18 3N100H/H20
(0.00 kcal/mol) (10.53 kcal/mol)

Figura 3.6: Modos de coordinacién de Cu(II) con el fragmento NFLVH(14-18)
en presencia de cuatro moléculas de agua, entre paréntesis se reporta la energia
relativa. La coordinacién 4N no tiene energia relativa, porque es un estado de
protonaciéon distinto.

Estas estructuras se analizaron a través de la mediciéon de pardmetros de EPR y distancias
de enlace reportadas en la Tabla 3.2. Cabe resaltar que las distancias Cu—Nj,,, Cu—Ng1g y
Cu—Ny 17 no presentan cambios importantes entre estructuras, ya que la fuerte afinidad de

estos N-donadores al cobre mantienen estables dichas distancias. Sin embargo, la distancia
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Cu—O0 es més corta para la coordinacién del carbonilo (CO/F15) respecto a la molécula
de agua (OH/H20), lo cual tiene buena correspondencia con las distancias graficadas en la
dindmica. El indice de distorsién (7) es alto para todos nuestros modelos, debido al impedi-
mento estérico de la valina y la leucina. Dicha distorsion de la planaridad es mayor para la
coordinacién del agua, ya que su afinidad al cobre es débil. Finalmente, el parametro A, en la
coordinacién 3Njg_18 se desvia considerablemente del valor reportado, lo que podria sugerir

que esta estructura no es muy probable y que se requiere otro donador en la posicién faltante.

Tabla 3.2: Pardametros de EPR y distancias de enlace para las estructuras del
complejo Cu(II)-NFLVH(14-18) con cuatro moléculas de agua. Entre parénte-
sis se reporta el porcentaje de error relativo respecto a los parametros de EPR
experimentales, tanto para la coordinacién 3N10 como 4N [65]

Parametros 3Nloco F15 3N16718 3N100H/H2O 4N16718
Cu—N;, (A) 1.98 1.98 1.93 2.05
Cu—Nys (A) 1.95 1.93 1.91 1.97
Cu—Ny 17 (A) 1.92 1.95 1.95 1.94
Cu—0 (A) 2.10 — 2.20 —
Cu—Np6 (A) - - - 2.00

T 0.36 - 0.57 0.40

A, (MHz) 523.20 (4.02%) 556.46 (10.63%) 509.32 (1.26 %) 562.27 (5.36 %)
g- 2.162 (3.45%)  2.171 (3.06%)  2.154 (3.81%)  2.154 (2.83%)

Después se quitaron las moléculas de agua y se reoptimizaron las estructuras con el mismo
nivel de teorfa (Apéndice A). En este enfoque desaparece la coordinacién 3N10oy/m20, ¥
aumenta la barrera energética entre 3N10co/r15 ¥ 3N16-18, lo cual reafirma la idea que el
conférmero con mayor contribucién es 3N10¢ o /p15. Por otro lado, la coordinacién 4Ny6-1s
mantiene su enlazamiento, mostrando algunos desplazamientos de las cadenas laterales. La
medicién de pardmetros estructurales muestra que, tanto las distancias como los indices de
distorsién no presentan cambios significativos en el entorno de coordinacion. Asi, la elimi-
nacién de las moléculas de agua no tiene un impacto relevante en los sitios de coordinacién

para este fragmento.

3.3 Estructuras de Cu(II) con KCNTA(1-5)

El enlazamiento de Cu(II) con la secciéon N-terminal ha sido estudiada en péptidos homélo-

(26 Estos péptidos

gos a la hTAPP, como lo son la pramlintida y la amilina de rata (rIAPP)
forman complejos estables y monomeéricos, donde la pramlintida tiene dos sitios de enlaza-
miento que coexisten en solucién: una coordinacién 4N enlazada con la regién N-terminal y

otra coordinacién 4N enlazada con el anillo imidazol de la histidina 18. Ademas, esta regién
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N-terminal de la pramlintida tiene los mismos residuos que la hIAPP, lo que podria permitir
una aplicacién de este enlazamiento a nuestro péptido de interés. Asi, este antecedente ex-
perimental sirvié como punto de partida para el estudio tedrico del enlazamiento de Cu(II)
con el fragmento KCNTA(1-5) de la hIAPP.

Inicialmente, se construyeron los modelos para la coordinacién 3N10, dandole prelacién a
los anillos quelato de menor tamano. Ademés, los N-donadores se tomaron de las amidas
desprotonadas contiguas al grupo amino terminal. Los confémeros que obtuvimos con mayor
estabilidad fueron: 3N10¢0 /N3, 3N10co /N3y ¥ 3N1Oo /74, donde el subindice “CO/N3b”
implica que el O-donador es un carbonilo perteneciente a la asparagina 3 en cadena late-
ral (b, proviene del inglés "branch”), mientras que “CO/N3”toma el carbonilo de la cadena
principal (enlace peptidico). El subindice “OH/T4” indica que el O-donador es un grupo
hidroxilo perteneciente a la treonina 4. Estas estructuras tienen diferencias significativas en
su efecto quelato, la coordinacién 3N1Ogp/n3 tiene un sistema de anillos (5,5,5), la coordi-
nacién 3N10¢o/ng, un sistema de anillos (5,5,6), y finalmente la coordinacion 3N1O¢ /74

un sistema (5,5,8).

Se realizaron simulaciones BOMD con estas estructuras para evaluar su estabilidad ener-
gética, determinar el arreglo estructural de las moléculas de agua y realizar una busqueda
mas exhaustiva de los conférmeros. Podemos notar que los perfiles de energia (Figura 3.7) se
mantienen estables hasta el final de la dindmica y no se presentan diferencias energéticas con-
siderables entre conférmeros. Ademas, se graficaron las distancias Cu—QO, para observar el
comportamiento del O-donador (Figura 3.8). La mayor fluctuacién se presenté para el grupo
hidroxilo (color cian), mientras las distancias Cu—O¢o/n3 (color magenta) y Cu—Oco/n3p
(color azul) se mantienen cerca de los 2.0 A. Estos resultados pueden estar asociados al ta-
maifio de los anillos quelato, donde la distancia més 1dbil (Cu—Oqg/74) pertenece al anillo

de ocho miembros.

La coordinacién 4N se construyé a partir del reporte experimental, enlazando el Cu(II) con
el sitio de anclaje N-terminal y las amidas desprotonadas contiguas. Se realizé la simulacion
BOMD para el modelo 4N;_4 con el propdsito de evaluar su estabilidad y hacer una me-
jor busqueda conformacional (Apéndice A), el subindice “1-4” indica que los N-donadores
pertenecen a dichos residuos de la hIAPP. La energia se mantiene estable a través de la
dindmica y no se observa un cambio estructural significativo en el entorno de coordinacién.
Las distancias de los N-donadores se mantienen en un promedio de 2.0 A, lo que evidencia
un fuerte enlazamiento con el cobre(II). Por lo tanto, esta dindmica permitié comprobar que

la estructura reportada se mantiene a 300 K durante los 20 ps de simulacién.
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Figura 3.7: Perfiles de energia de las simulaciones BOMD para la interaccién
KCNTA(1-5) con cobre(II) en presencia de cuatro moléculas de agua. Los modelos
presentados son: 3N10¢o,n3 (Rojo), 3N1Og /74 (verde) y 3N1O¢o /N3y (azul).
Las lineas de color oscuro corresponden al promedio dindmico para cada perfil de
energia.
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Figura 3.8: Distancias de enlace Cu—0, durante la simulacién BOMD del com-
plejo Cu(II)-KCNTA (14-18) para la coordinaciéon 3N10 con cuatro moléculas de
agua.
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Con la informacién de estas simulaciones se seleccionaron las estructuras més estables para
los modos de coordinacién 3N10 y 4N (Figura 3.9). En este fragmento, las moléculas de agua
formaron ctimulos cerca del cobre, usualmente en la cara superior. La coordinacién 3N10
presenta diferencias energéticas menores a 5 kcal/mol entre conférmeros, lo que sugiere una
coexistencia de estas estructuras. Sin embargo, cabe resaltar que el orden energético tiene
una correspondencia con el tamano del anillo quelato, donde el orden de estabilidad seria 5
> 6 > 8. Por otro lado, la coordinacion 4N;_4 es el sitio de enlazamiento propuesto experi-

mentalmente y sus cadenas laterales adquieren una forma compacta.

3N10co/N3 3N10co/N3b
(0.00 kcal/mol) (1.84 kcal/mol)

3N100H/T4 4N1-4
(4.60 kcal/mol)

Figura 3.9: Modos de coordinacién de Cu(II) con el fragmento KCNTA(1-5) en
presencia de cuatro moléculas de agua, entre paréntesis se reporta la energia
relativa. La coordinacién 4N no tiene energia relativa, porque es un estado de
protonaciéon distinto.

Estas estructuras se analizaron mediante la medicién de pardmetros de EPR y distancias
de enlace reportadas en la Tabla 3.3. Todas las distancias se aproximan a 2.0 A y solo se
presenta una leve desviacion en la distancia Cu—Op /74 (2.11 A), lo que evidencia que el en-

lazamiento del cobre(II) en la regiéon N-terminal tiene estabilidad estructural. Por otra parte,
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los indices de distorsién (7) muestran una tendencia a geometrias cuadrado planares (7 ~ 0),
donde la mayor desviacién es presenta por los conférmeros 3N1Oco N3y ¥ 3N1Oog/74. Los
parametros de EPR se muestran sin porcentajes de error, ya que los valores experimentales
reportan estos pardmetros para el polipeptido completo, por lo que no se puede hacer una

comparacién directa con nuestro modelo.

Tabla 3.3: Pardametros de EPR y distancias de enlace para las estructuras del
complejo Cu(II)-KCNTA(1-5) con cuatro moléculas de agua.

Pardametros 3N10¢co/n3 3N1Ogo/nay 3N1Oopg/14  4Ni—4
Cu—Npyg2 (A) 2.00 2.02 2.00 2.03
Cu—Ngo (A) 1.92 1.88 1.92 1.96
Cu—Ny3 (A) 1.92 1.95 1.97 1.91
Cu-0, (A) 2.01 2.03 2.11 —
Cu—Nrpy (A) - - - 1.98
T 0.11 0.20 0.24 0.12
A, (MHz) 612.39 624.30 572.44 632.00
g- 2.143 2.144 2.158 2.124

Finalmente, se quitaron las moléculas de agua y se reoptimizaron las estructuras con el mismo
nivel de teoria (Apéndice A). La estabilidad energética mantiene las mismas tendencias, lo
que reafirma la coexistencia de estos conformeros en la coordinacion 3N10. Los parametros
estructurales son conservados y solo se aprecian variaciones muy pequeias en la planaridad.
Estos datos indican que la eliminacién de las moléculas de agua no tiene un impacto relevante
en los sitios de coordinacion para este fragmento. Por lo que se requiere un mayor niimero

de moléculas de agua para apreciar cambios considerables en la coordinacién del cobre.

3.4 Resumen

En sintesis, este estudio tedrico selecciond tres estructuras con el modo de coordinacién 3N10
y una estructura con el modo 4N por cada fragmento (Tabla 3.4). Para el enlazamiento de
Cu(II) con el fragmento HSSNN(18-22) se seleccionaron las estructuras: 3N10o #5200 ax/n22;
3N100m/5205 3N1Oc0o/s20 ¥ 4N1s-21, las cuales podrian coexistir debido a que presentan
estabilidad similar. Para el enlazamiento de Cu(II) con el fragmento NFLVH(14-18) se se-
leccionaron las estructuras: 3N10¢o,r15, 3N1O00om /20, 3N16-18 ¥ 4N16-18, donde el modo
3N10¢o, 15 muestra mayor estabilidad respecto a sus analogos. Finalmente, para el enlaza-
miento de Cu(II) con el fragmento KCNTA(1-5) se seleccionaron las estructuras: 3N10¢o/n3,
3N10co/N3b, 3N1Oo /14 ¥ 4N1-4, las cuales podrian coexistir debido a que presentan esta-

bilidad similar.
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Tabla 3.4: Resumen de las estructuras de minima energia para los complejos de
Cu(II) con fragmentos de hIAPP

Fragmento Coordinacién Anillos E,¢ (kcal/mol)*
3N100m/s520 (7,5,5) 0.00
3N1005/5200c0/n22  (7,5,5) 5.13

HSSNN(18-22) 3N10¢0/s520 (7,5,5) 10.14
4N1g—21 (7,5,5) -
3N10cor15 (7,5,6) 0.00
3N16_1s (5,6) 8.27

NFLVH(14-18) 3N1OoH/H20 (5,6) 10.53
4N16-18 (5,5,6) _
3N10co/ns (5,5,5) 0.00
3N1O0co/n3b (5,5,6) 1.84

KONTA(1-5) 3N100m/14 (5,5,8) 4.60
ANy _4 (5,5,5) —

* La coordinacién 4N no tiene energia relativa, porque es un estado de protonacién distinto.

Los resultados estructurales se racionalizaron con base en el efecto quelato y el tipo de do-
nador (ligando). En las exploraciones realizadas no se lograron estabilizar anillos quelato
grandes, especificamente cuando su tamano fue superior a 10 miembros. Por el contrario,
la mayor estabilidad se dio para anillos de cinco, seis y siete miembros, respectivamente.
El tipo de donador también tuvo gran importancia en la estabilidad de estos complejos, los
donadores N, NHy y Nj;;,, presentaron la mayor afinidad al Cu(II), ddndole gran estabilidad
al sitio de coordinacién. Los O-donadores CO y OH presentaron una afinidad intermedia
al cobre(II), por lo que se presentaron pequeiias fluctuaciones del enlace Cu—O en las si-
mulaciones BOMD. Por lo tanto, la estabilidad estructural de estos complejos de Cu(II) se

vio influenciada por un efecto sinérgico entre el tamafio del anillo quelato y el tipo de donador.

Por dltimo, estas estructuras se estudiaron colocando cuatro moléculas de agua para dar
una mejor descripcién del entorno de coordinacion en la prediccion de parametros de EPR.
Las moléculas de agua formaron cimulos alrededor del sitio de coordinacién, lo que favorece
geometrias cuadrado planares, pero dificulta la coordinacién de un sustituyente axial. Sin
embargo, las reoptimizaciones de las estructuras sin agua mantienen la coordinaciéon y en la
mayoria de los casos la solvatacién explicita no marca una diferencia, por lo que se requiere
dar una descripcién mas realista de la solvatacién. No obstante, los enfoques cuanticos tienen
un alto costo computacional, por lo que aumentar el nimero de moléculas de disolvente es

un desafio prevalente en la quimica computacional.

34



Estabilidad de los fragmentos de IAPP con Cu(II)

Aunque las optimizaciones dieron energias relativas que se pueden asociar a estabilidad, no
representan un parametro adecuado para comparar todos las estructuras modeladas. Una
propiedad conocida en quimica es la constante de estabilidad, que permite comparar la afi-
nidad por un ligando o centro metélico. En este contexto, se tomaron las estructuras de
menor energia para los complejos de Cu(Il) con fragmentos de hIAPP, con el propésito de
evaluar la estabilidad de dichos modelos. Inicialmente, se calculd la energia de interaccion
metal-ligando y se realizé6 un andlisis de descomposicién de dicha energia para racionalizar
los resultados. Seguidamente, se modelaron las constantes de estabilidad tomando en cuenta
las propiedades termodindmicas y los efectos de solvatacion. Esto permiti6é evaluar los sitios

preferentes para el enlazamiento de Cu(II) en el polipéptido hIAPP.

4.1 Energia de interaccién y analisis de descomposicion de la energia

Un parametro que puede ser 1til para evaluar la estabilidad de los modelos en fase gas es
la energia de interaccion, esta es la diferencia entre la energia del complejo y la energia de

[67] Para nuestro caso los monémeros fueron el

los mondémeros a la geometria del complejo
metal y el ligando, con el propédsito de medir la fuerza del enlazamiento de Cu(II) con los
atomos vecinos. Sin embargo, se debe aclarar que este parametro no tiene en cuenta efectos
de solvatacién implicita ni calcula la energia libre para la formaciéon del complejo. Por lo
anterior, la energia de interaccién es una primera aproximacion para medir la estabilidad en

compuestos de coordinacién.

En la Figura 4.1 se graficaron las energias de interaccién para los complejos de Cu(II) con
fragmentos de hIAPP. Las energias de interaccién se muestran en una escala relativa y se
organizaron los modelos segtin el fragmento. Se puede observar que la mayor energia de
interaccion pertenece a los complejos con coordinacion 4N, ya que estas estructuras presen-

tan un ligando con mayor carga negativa. Por otra parte, la energia de interaccién para los
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Figura 4.1: Energia de interaccién para complejos de Cu(Il) con fragmentos de
hIAPP. A) 3N10¢g/s20, B) 3N100 /5200 4x/Nn22, C) 3N1O¢c0/520, D) 4N15-21,
E) 3N10¢co/r15, F) 3Ni6-18, G) 3N1Oo g/ 120, H) 4N16-18, I) 3N1Oco/nN3,

J) 3N10¢o/n3p; K) 3N1O0 /74, L) 4N1_4.

complejos 3N10 es inferior, con valores similares tanto para los donadores tipo OH y CO.
Solo se observa una diferencia importante (40 kcal/mol) entre la coordinacién 3N1O¢ /20 ¥
3N10pp/ 74, @ pesar de tener el mismo entorno de coordinacién y un tamano de ligando simi-
lar. Estos resultados evidencian que la coordinacién 4N es més estable que la 3N10O, pero no

se observan cambios importantes para los modelos que tienen el mismo modo de coordinacién.

Ante los resultados obtenidos surgen dos preguntas: ; Qué fuerzas hacen que haya una mayor
interaccion para los complejos 4N respecto a los 3N107 ; Por qué es mas grande la interaccién
en el modo 3N10¢ g7y respecto a 3N10pp 5207 Para responder a estos cuestionamientos
recurriremos al andlisis de descomposicién de la energia. La Figura 4.2 muestra las energias
que contribuyen en la interaccion metal-ligando para los modelos 3N10¢ /520, 3N100 /74
y 4N7_4. Podemos notar que no hay un cambio significativo en la transferencia de carga (ver-
de), polarizaciéon (azul), repulsién de Pauli (magenta) y dispersiéon (azul claro) para estos
modelos. Las diferencias se presentan en la contribucién electrostatica (color rojo), donde
el mayor valor se reporta para la coordinaciéon 4N;_y4, esto sucede porque el ligando tiene
una mayor carga negativa (-3) dando una mayor atraccién electrostédtica. Por otro lado, la
diferencia entre los modelos 3N10¢ /520 ¥ 3N1Opp 74 también radicaria en su componente

electrostatica, aunque en una menor magnitud. Para estos dos modelos la diferencia podria
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estar vinculada a la naturaleza estructural y quimica de los residuos involucrados.
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Figura 4.2: Andlisis de descomposicién de la energia para los modos de coordi-
naciéon 3N10p /520, 3N1Oo /74 y 4N1-4, la primera coordinacion se extrajo del
fragmento HSSNN(18-22) y las dos tltimas del KCNTA(1-5).

4.2 Estructura del acuocomplejo de Cu(II)

Para calcular las constantes de estabilidad se requiere partir de una estructura para el Cu(II)
en disolucion. Este metal tiene un sistema de capa abierta d° con un estado electrénico basal
2Eg que presenta degeneracién orbital. La distorsién Jahn-Teller 68! disminuye la simetria
de los complejos octaédricos de cobre rompiendo dicha degeneracién, esto repercute en una
distorsién tetragonal que puede presentar elongacion o contraccién en el eje z. Jeanet Con-
radie% hizo un estudio topoldgico de la distorsién Jahn-Teller en el hexaacuo complejo de
Cu(II), demostrando que hay una concentraciéon de densidad electrénica en el eje z, por lo que

se induciria una elongacién para formar una geometria piramide cuadrada o cuadrado planar.

El ambiente de coordinacién de Cu(II) en solucién ha sido estudiado!™ tanto experimental
como teéricamente. Pasquarello[™) combiné experimentos de difraccién de neutrones y simu-
laciones de dinamica molecular para comprobar que la estructura mas probable corresponde
un complejo pentacoordinado, lo que es una consecuencia de la estructura electrénica del

Cu(II). Otro estudio basado en teoria de funcionales de la densidad!™ concluyé que existe
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una preferencia por coordinaciones insaturadas en los complejos Cu?t (H,0),,, especialmente

se favorece la formacion de una geometria cuadrado planar.

: S

4k T
T r

Figura 4.3: Complejos de Cu(II) con moléculas de agua. a) [Cu(H20)4]2t (H20)s,
b) [Cu(H20)6] .

Por estas razones, en esta investigaciéon se modelaron algunos complejos de cobre con mo-
léculas agua (Figura 4.3). Se optimizaron modelos para los acuocomplejos de Cu(II) con el
nivel de teorfa PBEO/DZVP en el programa de estructura electrénica TeraChem. Se corrobo-
16 que la estructura [Cu(H20)4)2+ (H20)2 es el minimo de energfa a aproximadamente 10.0
kcal /mol del complejo [Cu(H20)g]2*. Por lo tanto, se seleccioné la geometria cuadrada como
punto de partida para el cdlculo de las constantes de estabilidad de los complejos de Cu(II)

con fragmentos de hIAPP.

4.3 Constantes de Estabilidad

La constante de estabilidad es una buena aproximacion para estudiar la formaciéon de com-
plejos, ya que incluye efectos de solvatacién y tiene en cuenta la espontaneidad del proceso.

La reacciéon que se tomé como base fue:

[Cu(OH2)4]3h) + Lag) — [Cul]**? (H20)4 (aq)

Se parte del complejo tetraacuo de Cu(Il) y el ligando para obtener el complejo formado con
cuatro moléculas de agua en segunda esfera de coordinacién. Para establecer la estructura de
referencia para los ligandos se desarrollaron dinamicas moleculares de 10 ps, tomando como

partida diferentes complejos. En la Figura 4.4 se grafican los perfiles de energia para dos
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conférmeros del fragmento HSSNN(18-22), como una ilustracién de la bisqueda estructural
que se realiz6. Se extrajeron diversos modelos de estas simulaciones para elegir la estructura
de menor energia, dicho procedimiento se aplicé por cada fragmento. De manera general,
se observé que los ligandos que provenian de complejos muy estables resultaban ser los mi-
nimos de energia para el fragmento solo, como es el caso del ligando extraido del complejo

3N100H/S20 (COIOI‘ cian) .
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-2155.44
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Figura 4.4: Perfil de energia para las simulaciones BOMD de los ligandos de las
estructuras 3N10o/520 ¥ 3N1Oc0/s20-

Se calcularon las constantes de estabilidad para los complejos de Cu(Il) con fragmentos de
hIAPP (Figura 4.5). Vale la pena resaltar que estos valores para las constantes de estabilidad
son obtenidos como una tendencia, ya que no se ajusté el error sistematico con pardmetros
experimentales™]. En la coordinacién 3N10 los modelos més estables fueron 3N10q( /N3
y 3N1O¢0o/n3p, mientras en la coordinacion 4N el modelo mds estable fue 4N16_15. Estos
hallazgos indican que el fragmento KCNTA(1-5) forma los complejos méas estables para la
coordinacién 3N10 y el fragmento NFLVH(14-18) para la coordinacion 4N. Por el contrario,

todos los complejos con el fragmento HSSNN(18-22) mostraron menor estabilidad.

En resumen, para evaluar la estabilidad de los complejos se calculd la energia de interac-
ci6n. Este pardmetro no tuvo en cuenta efectos de solvatacién o espotaneidad del proceso,
por lo que es una aproximacién en fase gas. Los resultados indicaron que los modos 4N son
mas estables que los 3N10O, pero no se logré evidenciar la influencia de la segunda esfera de

coordinacién. El analisis EDA mostré que la mayor estabilidad del modo 4N se debe a un
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Figura 4.5: Constantes de estabilidad para complejos de Cu(Il) con fragmen-
tos de hIAPP. A) 3N100H/5’207 B) 3N100H/SQOOAX/N22) C) 3N100H/H20a D)
3N10omn T4, E) 3N10¢0/520, F) 3N1O¢0/F15, G) 3N16-18, H) 3N1Oco,n3, 1)
3N10¢co/N3p, J) 4Nysg_91, K) 4Ny6_18, L) 4N7_4.

aumento en la contribucién electrostatica a la energia de interaccién. Ademas, la diferencia
energética que se observa entre 3N10gp/520 ¥ 3N1Opp /74 también estaria asociado a la

componente electrostatica.

Una medida mas realista es la constante de estabilidad, la cual toma en cuenta la solvatacion
y la termodinamica en la formacion de los complejos. Este parametro se calculé para obtener
una tendencia en la estabilidad de los complejos de Cu(II) con fragmentos de hIAPP. Se
demostro6 que el fragmento HSSNN(18-22) forma los modelos menos estables con Cu(II). Por
otro lado, el fragmento KCNTA(1-5) desarrolla los complejos més estables en la coordinacién
3N10 y el fragmento NFLVH(14-18) forma el complejo més estable con coordinacién 4N.
Estos hallazgos permiten sugerir que se favorece la coordinacién del Cu(II) hacia la seccién
N-terminal del péptido, por lo que estos resultados estarian a favor de los grupos experi-
mentales de Antonio Magri(®! y Rowinska-Zyrek?7, los cuales han estudiado el fragmento
hIAPP(1-19).
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Potenciales de Reduccién Cu(1I)-IAPP

Para introducir el estudio de la actividad redox de los complejos formados por Cu(II) con
fragmentos de hIAPP, se realiza una prediccién computacional de sus potenciales de reduc-
cién. Inicialmente, se presentan algunos antecedentes para los potenciales redox en sistemas
biolégicos, esto como un contexto de los avances registrados en la literatura. Luego se exponen
los resultados obtenidos para los complejos de referencia, los cuales tuvieron caracteristicas
estructurales y electrénicas similares al complejo Cu(II)-hIAPP, estos célculos fueron reali-
zados con el fin de corregir el error sistematico. Posteriormente, se reportan los potenciales
de reduccién para Cu(Il) con fragmentos de hIAPP mediante el método directo e isodésmi-
co. Finalmente, se presentan algunas caracteristicas quimicas y estructurales de la especie
reducida Cu(I)-IAPP.

5.1 Potenciales redox en sistemas biolégicos

El potencial de reduccién mide la tendencia de una especie quimica a perder o ganar elec-
trones, el cual se obtiene de forma experimental por voltametria ciclica. Sin embargo, la alta
reactividad de muchas especies que participan en reacciones electroquimicas o la complejidad
mecanistica de las reacciones redox puede dificultar la medicién experimental directa de un
potencial de reduccién determinado. Por esta razon, la quimica computacional ofrece una
valiosa alternativa para caracterizar las reacciones redox, tanto en sus propiedades electroé-

nicas como estructurales.

De esta manera, los estudios teéricos de potenciales de reduccién han hecho aportes im-
portantes en la comprensién de los procesos redox. Las principales fuerzas que contribuyen
al potencial en complejos de coordinacién son la interaccién metal-ligando y los enlaces de

(7], También se ha evidenciado que las interacciones electrostaticas dominan la

hidrégeno
estabilidad de la primera esfera de coordinacion, por lo que las carga del metal y del ligando
resultan relevantes!”™. Ademds, se ha demostrado que ante mayores sean los cambios estruc-

turales debido a la reduccién, mayores errores se tendran en el cilculo del potencial redox.
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Dichos potenciales son un parametro importante en las reacciones de transferencia de elec-
trones, ya que determinan la fuerza impulsora de los procesos redox (6], Ademds, muchos
complejos formados por la interaccion de Cu(II) con péptidos pueden reducirse e involucrar-
se en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés). Estas
especies quimicas desarrollan estrés oxidativo, lo que causa oxidacién de proteinas e incre-
mento en la peroxidacién lipidica. Esto puede conllevar a la apoptosis celular, lo cual ha

estado asociado con la etiologia de diferentes patologias degenerativas.

Por otro lado, un tipo de enlazamiento importante a nivel biol6gico es el denominado AT-
CUN, que tiene como grupos donadores al amino terminal y a la histidina en tercera posicién.
Esta coordinacion es muy estable y presenta una geometria cuadrado planar, lo cual hace de
este enlazamiento un sistema modelo. Sodupe y colaboradores!”™ estudiaron tripéptidos con
coordinacién ATCUN para obtener sus potenciales mediante voltametria ciclica y céalculos
DFT. Ellos reportan que los potenciales mas negativos corresponden a ligandos cargados y
con geometrias de coordinacién rigidas, también observaron que el modo 3N10O presenta una
descoordinacién del O-donador debido a la reduccién. Finalmente, se mostré a nivel experi-

mental que la reduccién podria protonar un ligando cargado de nitrégeno (N7).

Otro sistema redox importante a nivel biolégico es el complejo Cu(II) con 8 amiloide, ya que
la interaccién del cobre con este péptido podria estar asociado con los depdsitos de amiloide
en pacientes con alzheimer. El potencial para este complejo a nivel experimental depende de
tres factores: pH, estequiometria y rango de escaneo. En un pH acido el potencial se encuen-
tra en el rango de 0.228 a 0.300 V, mientras que en pH bésico va de —0.177 a —0.121 V78],
Para inducir la reduccién de sistemas Cu(II)—A/ se requieren agentes reductores bioldgicos,
como: NAD+ (—0.32 V), FAD (—0.33 V), cido ascérbico (0.05 V) y glutatién (—0.23 V)7,
Esto muestra que la reduccion del centro metalico se puede dar mas facilmente a pH acido

v bajo la accién de un agente biolégico presente en el medio.

Un estudio teérico del complejo Cu(Il)—AfS consider6 diferentes estructuras segin el pH e
introdujo una correccién por el error sisteméatico de los calculos[®). Ellos observaron que la
reduccién induce un decrecimiento en el ntimero de coordinacién del metal, lo que conlleva
a complejos tricoordinados con una geometria en forma de T. Otro estudio tedérico empled
pequenios modelos para representar el complejo Cu(I)-AS en su interaccién con el oxigeno
molecular. Se demostrd que ciertas configuraciones del péptido lograban activar el oxigeno
para formar el radical superéxido (barreras inferiores a 5 kcal/mol). Por lo tanto, la inter-
accién de Cu(II) con beta amiloide contribuye de forma representativa al estrés oxidativo,

mediante la formacién de especies reactivas de oxigeno, como el radical superéxido 34,
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Otro polipéptido con relevancia biolégica es la amilina (hIAPP), aunque solo se han repor-
tado algunos estudios iniciales sobre su actividad redox. La hIAPP se puede reducir en el
reticulo endoplasmatico con un potencial de —0.129 V, lo que implica una mayor agregacion

9. Diversos autores concluyen que el complejo Cu(II)—IAPP es

respecto al estado oxidado!
activo redox, y el péptido reducido puede transferir electrones al centro metéalico (81, Sin
embargo, otros autores consideran que el sistema Cu-TAPP no genera un aumento consi-
derable en la produccién de ROS, incluso algunos metales inactivos redox como el niquel
presentan un rendimiento similar32. Por otro lado, no se tienen reportes de potenciales de

reduccién Cu(II)-IAPP ni se conoce la estructura de Cu(I)-IAPP en el ambiente biologico 2%,

De esta manera, la prediccién de un potencial de reducciéon Cu(II)-IAPP puede contribuir
como un punto de partida para la comprensién de la actividad redox de este sistema. Asi,
en este capitulo se calculd el potencial de reduccién para Cu(II) con fragmentos de hIAPP,
mediante metodologias basadas en DFT. Las estructuras tomadas para este estudio fueron
los modelos de menor energia que se obtuvieron de las dindmicas y optimizaciones realizadas.
Ademas, se eligieron ocho complejos de referencia con el propésito de ajustar el error siste-
matico de los potenciales. Finalmente, se analizaron los cambios estructurales y electrénicos

que tuvieron lugar debido a la reduccién de los complejos.

5.2 Potenciales redox de referencia

Los potenciales de los sistemas de referencia se calcularon en el software TeraChem con un
nivel de teorfa PBE0/DZVP. Se siguieron los ciclos termodindmicos y las ecuaciones expues-
tas en el capitulo de metodologia, ademés, se emplearon dos métodos para relacionar los
potenciales absolutos con los potenciales experimentales: directo e isodésmico. Estos poten-
ciales calculados se compararon con sus valores experimentales para obtener una ecuacién
de ajuste, la cual se empled para corregir los potenciales calculados para los complejos de
Cu(II) con fragmentos de hIAPP.

Con el propésito de ajustar el error sistematico que resulta del calculo computacional de
potenciales redox, se escogié un conjunto de complejos de referencia. Dichos complejos se
eligieron con base en los siguientes criterios: (1) carga del metal, (2) tipo de modo de coor-
dinacién, (3) tamano del ligando, (4) nimero de enlaces del complejo oxidado y reducido.
Por lo anterior, se seleccionaron complejos de Cu(II) con modos de coordinacién 3N10O y

4N con ligandos de tamafio similar a los fragmentos de hIAPP. Los ligandos escogidos 7783l
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fueron los siguientes (entre paréntesis se coloca su abreviatura): 1). L-histidilo-L-histidilo-L-
triptofano (HHW), 2). N-acetil-L-histidilo-L-triptofilo-L-histidina (Ac-HWH), 3). L-alanil-
fenantrolina (Ala-phen), 4). 4,4’-dimetil-bipiridina (Mesbpy), 5). Terpiridina (terpy), 6).
Bipiridina (bpy), 7). 2,2’-dipiridilamina (dipa), 8). Piridil-imidazol (pyim). Estos ligandos
se optimizaron con Cu(II) para obtener sus respectivos compuestos de coordinacién (Figura

5.1), donde la mayoria de las estructuras presentan una geometria cuadrado planar.

8)

Figura 5.1: Estructuras optimizadas para los compuestos de coordinacién de
cobre(IT). 1) [Cu(HWH)(Im)], 2) [Cu(Ac-HHW)], 3) [Cu(Ala)(Phen)]**, 4)
[Cu(Megbpy)2)?t, 5) [Cu(terpy)(H20)]?T, 6) [Cu(bpy)2]?t, 7) [Cu(dipa)s]®t, 8)
[Cu(pyim)o]**.

El primer método que se utilizdé para calcular los potenciales de estos complejos es el mé-
todo directo. Este relaciona la energia libre del proceso redox con el potencial experimental
mediante un electrodo de referencia, para esta investigacién se utilizé el potencial estandar
de hidrégeno (SHE, por sus siglas en inglés), ya que esta es la referencia recomendada para
complejos en solucién acuosa. Sin embargo, este potencial tiene valores diferentes en la li-
teratura (4.24 — 4.73 V), por lo que dicha incertidumbre se redujo escogiendo el potencial
de SHE reportado por la IUPAC (4.44 V). Otra debilidad de este método radica en los
errores sistematicos que se pueden acumular por efectos de solvatacién. A pesar de estas li-
mitaciones, el método directo ha tenido buenos resultados en compuestos organicos®4 dando
errores promedio de £ 0.087 V, por lo que se ha empleado en la predicciéon de potenciales

para complejos de coordinacion.
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Se realizé un grafico de los potenciales calculados frente a los potenciales experimentales
(Figura 5.2) y se desarrollé una regresién lineal con estos datos. Los potenciales calcula-
dos presentan una buena correlacién con sus valores experimentales (R? = 0.94), aunque
la ecuacién de la recta muestra una desviacién significativa en la prediccién. Sin embargo,
los resultados presentan buenas tendencias debido a la similitud quimica de las referencias
escogidas, por lo que el error sistematico asociado es parecido. Lo anterior evidencia que el

método directo puede ser confiable mientras se realice una adecuada curva de calibracién.

02{ — y=0.635x—0.321 (R?=0.941) °
0.0
S
< 021
s
(]
W
—0.41
—0.61
@
—0.4 —0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Eca/c (V)

Figura 5.2: Regresion lineal de los potenciales calculados con los potenciales ex-
perimentales mediante el método directo.

En el método isodésmico se seleccioné una referencia por cada complejo para ajustar el error
sistematico asociado a los calculos. Esta metodologia ha sido utilizada con éxito en complejos
de uranio®, obteniendo una exactitud aproximada de ~ 0.12 V respecto al valor experimen-
tal, esta es una exactitud buena ya que los efectos relativistas en el uranio son importantes
y una predicciéon desde el método directo no habia sido posible . Un punto critico en estos
calculos es la seleccion del complejo de referencia, ya que este cumplird el mismo papel del
potencial SHE en el método directo. La Tabla 5.1 muestra los potenciales calculados con el
método isodésmico, los cuales muestran buena concordancia con los valores experimentales.
El error absoluto medio (MAE, por sus siglas en inglés) para las predicciones realizadas es
bajo (0.06 V) y la mayor desviacién de los célculos corresponde a 0.122 V. Esto demuestra
que el método logré un error inferior a 0.1 V | lo cual se debe a una buena seleccion de las

referencias.
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Tabla 5.1: Potenciales método isodésmico

Estructura Referencia Ecate (V) Eexp (V) |A E* (V)
[Cu (W) ()] [Cu(Ac W), 0778 -0.656 0.122
[Cu(Ac-HHW)] [Cu(terpy)(H20)]2*  -0.017  0.010 0.027
[Cu(Al )(Phen)1+ [Cu(Ac- HHW)} -0.420 -0.542 0.122
[Cu(Mezbpy)2)?+ [Cu(bpy)2]*+ 0.005 0.090 0.085
[Cu(terpy)(HQO)] [Cu(Ac- HHW)} 0.007 -0.020 0.027
[Cu(bpy)a)?+ [Cu(Megbpy)2)*+ 0.205 0.120 0.085
[Cu(dipa)2]?* [Cu(Megbpy) ]2+ 0.171 0.200 0.029
[Cu(pyim)o]?* [Cu(bpy)2]*+ 0.082 0.080 0.002
MAE** 0.062

*IAE| = |Ecalc — Feap|, **Mean Absolute Error

Con esta informacion se realizé la correlacién lineal para los potenciales calculados frente a
sus valores experimentales (Figura 5.3). Se obtuvo una buena correlacién de los datos (R? =
0.96), ademaés, la ecuacién de la recta muestra menor desviacién respecto a la obtenida en el
método directo. Asi, estos resultados demuestran que el método isodésmico reduce los erro-
res sistematicos y permite dar una buena prediccion de los potenciales de reduccién de un

electron en estos complejos de coordinacion.

021 — y=0.787x+0.023 (R?=0.959) (]
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Figura 5.3: Regresion lineal de los potenciales calculados con los potenciales ex-
perimentales mediante el método isodésmico.
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En conclusion, se empled el método directo e isodésmico para calcular los potenciales de
los complejos de referencia. El método isodésmico generd mejores predicciones de los valo-
res experimentales, ya que se disminuye el error sistemdatico mediante el uso referencias. La
ecuacion de regresion para el método directo fue Fepp = 0.635E.4;. — 0.321 y para el método
isodésmico fue Eyy, = 0.787E.q. + 0.023, estas ecuaciones de ajuste se empleardn para pre-

decir los potenciales de reduccién de los complejos de Cu(Il) con fragmentos de hIAPP.

5.3 Potenciales de reduccién para los complejos de Cu(II) con fragmentos

de hIAPP

La actividad redox del Cu(II) enlazado con hIAPP puede dar valiosa informacién sobre la
citotoxicidad de este metal en las células beta. El potencial de reduccién de Cu(II)/Cu(I) es
0.153 V vs SHE, por lo que el cobre tiene la capacidad de adoptar dos estados de oxidacién

en solucién 33l

, siendo un reconocido metal activo redox. El Cu(I) estd presente principal-
mente en el ambiente reductor intracelular, mientras que el Cu(II) se encuentra en el espacio
oxidante extracelular. Por otro lado, la amilina tiene un potencial de —0.129 V, lo que sugie-
re que una cantidad significativa de hIAPP existe en el repticulo endoplasmatico en estado
reducido. Sin embargo, no se ha explorado a profundidad el potencial redox de cobre enla-

zado a hIAPP, por lo que no hay evidencia de la existencia de Cu(I) en el entorno del péptido.

Solo se encontré un reporte experimental para el potencial de hIAPP con cobre!®, en este
articulo se clasifican los modos de coordinacién en cuatro componentes segiin el pH. Ellos
reportan potenciales entre 0.206 V y 0.257 V| los cuales son dados para el fragmento hTAPP(1-
19). Sin embargo, los modos de coordinacién propuestos en este articulo no concuerdan con
las investigaciones hechas por otros autores, por lo que no se tomé este antecedente como un

punto de referencia.

Se calcularon los potenciales para los complejos de Cu(Il) con fragmentos de hIAPP em-
pleando los métodos descritos en la seccién anterior, estos potenciales se escalaron teniendo
en cuenta las ecuaciones de ajuste que se obtuvieron para los compuestos de referencia. En
la Tabla 5.2 se muestran los valores calculados para los potenciales de los complejos con cua-
tro moléculas de agua como solvatacion, AG eqor €s la energia libre obtenida con los ciclos
termodinamicos, Fgps es el potencial absoluto calculado con la ecuacién de Faraday, Eg;,- es
el potencial calculado con el método directo, F;,, es el potencial calculado con el método iso-
désmico, y finalmente, |AE| es la diferencia entre los potenciales obtenidos mediante los dos
métodos. Ademds, para el método isodésmico se emplearon los complejos [Cu(HWH)(Im)]

y [Cu(Ac-HHW)] como referencias de los modos de coordinaciéon 4N y 3N10, respectivamente.
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Se puede observar que los potenciales mas negativos corresponden a los modos de coordi-
nacién 4N, mientras los potenciales menos negativos corresponden a la coordinacién 3N10.
Esto se debe a que el O-donador presenta un enlazamiento més débil con el Cu(Il), lo que
genera mayores cambios estructurales debido a la reduccién. Cabe resaltar que la prediccion
de los potenciales para los fragmentos HSSNN(18-22) y NFLVH(14-18) muestran valores muy
parecidos, debido a que tienen el mismo grupo de anclaje.Por otro lado, los potenciales mas
negativos se obtuvieron con el fragmento KCNTA(1-5), lo cual se puede asociar a la gran
estabilidad de su efecto quelato (forma anillos de cinco miembros). Finalmente, el valor de
|AE] es inferior a 0.1 V en la mayoria de las predicciones, por lo que se puede afirmar que

se obtienen potenciales muy parecidos con las dos metodologias.

Tabla 5.2: Potenciales redox para los complejos de Cu(Il) con fragmentos de
hIAPP (Cada estructura tiene una solvatacién explicita de cuatro moléculas de

agua)
Modelo AGredoz Eabs Edir (V) Eiso (V) ’AE|* (V)
HSSNN(18-22)
3N100 /520 -107.464 4.660 -0.175  -0.117 0.058
3N100m/5200c0/n22  -120.673  4.452  -0.307  -0.280 0.026
3N10¢o/s20 -96.641  4.191  -0.473 -0.486 0.013
4N 21 -77.149  3.345  -1.010 -1.055 0.045
NFLVH(14-18)
3N10x20 -107.545 4.664  -0.173 -0.114 0.059
3N1Oc¢o/F15 -100.230 4.346  -0.376 -0.364 0.010
3Ni6-18 -98.049 4.252  -0.434 -0.438 0.004
4N16-18 -77.239  3.349  -1.007 -1.052 0.045
KCNTA (1-5)
3N100p/74 95546  4.143  -0.503  -0.524 0.021
3N10c0/ns -83.246  3.610 -0.842  -0.943 0.102
3N10¢0,/n3b 73.378  3.182 -1.114  -1.280 0.167
AN _4 -75.986  3.295  -1.042 -1.095 0.053

>I<|AE‘| = |Edir - Eiso|

En la Tabla 5.3 se muestran los potenciales redox para los complejos de Cu(II) con fragmentos
de hIAPP sin solvatacién explicita. Estos potenciales son méas negativos que los calculados
para las estructuras con solvatacion explicita, ya que la inclusiéon de moléculas de agua au-
menta la reorganizaciéon energética. Sin embargo, se puede observar que las tendencias de los
potenciales para estas estructuras se mantienen, con excepcién de los modos de coordinacién
3N16-18 ¥ 3N1O¢co/n3p- Nuevamente, la diferencia entre las metodologias [AE| es baja, aun-
que cabe resaltar que las mayores desviaciones se presentan para los potenciales inferiores a
—0.9 V, dado que dichos valores estan fuera de los potenciales de referencia mostrados en la

seccién anterior.
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Tabla 5.3: Potenciales redox para los complejos de Cu(Il) con fragmentos de

hIAPP

Modelo AGredor  Eaps (V) Egir (V) Eiso (V) |AE|* (V)
HSSNN(18-22)

3N100H/520 -104.646 4.538 -0.253 -0.213 0.039
3N100k/5200c0/n22 95982 4162 0491  -0.509 0.018
3N10¢0/520 92219 3999  -0.595  -0.637 0.042
4N1g-21 -82.228 3.566 -0.870 -0.882 0.012
NFLVH(14-18)

3N10c0)r15 97.928  4.246  -0.438  -0.442 0.005
3Ni6_18 -108.280 4.695 -0.152 -0.089 0.063
4N1g_18 -71.772 3.112 -1.158 -1.239 0.081
KCNTA (1-5)

3N100H/T4 -88.550 3.840 -0.696 -0.762 0.067
3N1000/N3 -71.902 3.118 -1.154 -1.331 0.176
3N10¢0,/n3b 80.614  3.496  -0.914  -1.033 0.119
4N{_4 -61.677 2.675 -1.436 -1.583 0.147

*|AE| = |Egir — Eisol

Rorabacher y colaboradores[®6:87) han estudiado el efecto de los anillos quelato en reacciones
de transferencia de electrones para complejos de Cu(II). Ellos mostraron que el mayor cambio
geométrico que generé la transferencia de electrones fue la inversién de dos atomos donado-
res. También designaron una mayor estabilidad a los modos de coordinacién con anillos de
cinco y seis miembros. En este trabajo con el propdsito de observar los cambios estructurales
y electrénicos que ocurren debido a la reduccién de los complejos de Cu(II) con fragmentos
de hIAPP, se eligieron los modos de coordinacién 3N10¢p /520 ¥ 4N1-4. Dichos modelos se
tomaron como casos ilustrativos, ya que los resultados en las otras estructuras siguen las
mismas tendencias. Ademads, entender estos cambios en los modos de coordinacién pueden

ayudar a racionalizar los resultados obtenidos en los potenciales.

Los cambios estructurales y electrénicos para la estructura 3N10pp/g20 son presentados en
la Figura 5.4. Los N-donadores presentan cambios pequenos en sus distancias de enlace, el
grupo de anclaje (Ng1g) se mantiene y los d&tomos cargados (N ™) siguen coordinados al me-
tal. Por otro lado, el O-donador se descoordina pasando de 2.14 A a 3.18 A, lo cual explica
por qué los complejos 3N10 tiene potenciales menos negativos. Esto hace que los complejos
de Cu(I) para el fragmento HSSNN(18-22) en el modo de coordinacién 3N10O tengan un
sistema de anillos (7,5), mientras que en el fragmento NFLVH(14-18) se forman anillos (6,5).
Estas diferencias no repercuten de forma importante en el valor de potencial. Por otro lado,
el andlisis de cargas CM5 evidencia que la reduccion se da principalmente en el centro meta-

lico, ya que este presenta una disminucién considerable en su carga atémica (0.81 — 0.52 e).
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También estos resultados permiten afirmar que este fragmento de la hIAPP actda como un

“ligando inocente”, esto quiere decir que no participa de forma activa en el proceso redox.

Distancias [A] Cu(II) Cu(I)

Cu—Nng 1.97 1.90
Cu—Nag1o 199  2.26
Cu—NSQO 1.89 1.90
CU—OOH S20 2.14 3.18
E=-025V - Cargas CM5  Cu(II) Cu(l)
(vs SHE) Cu 081 052
Niris 042 -0.42
Nas1o 047 -0.46
N0 0.50  -0.49
Oom /520 042 -0.45

Figura 5.4: Cambios estructurales y electronicos debido a la reduccién del com-
plejo Cu(IT)-HSSNN(18-22) en el modo de coordinacién 3N1O¢gr/s20-

Otra estructura que se seleccioné como ilustracion fue el modo de coordinaciéon 4N;_y4, donde
sus cambios estructurales y electrénicos son mostrados en la Figura 5.5. Notamos que la dis-
tancia Cu—N o aumenta ligeramente después de la reduccién (2.06 A— 2.22 A), aunque
no podemos consideran que esto sea representativo para afirmar la descoordinacién. Asi, los
complejos estudiados en Cu(II) tenian una coordinacién saturada en el plano ecuatorial (cua-
drado planar) y al ser reducidos intentaron descoordinar el ligando més débil. Para el caso
de la coordinacion 4N no se presentaron cambios importantes, ya que su fuerte interaccion
electrostatica estabiliza el enlazamiento, por lo que esto se ve reflejado en potenciales mas
negativos. También este comportamiento se observa para el fragmento KCNTA(1-5), donde
no hay un cambio en el efecto quelato, por lo que su estabilidad repercute en potenciales
mas negativos. Ademas, el anilisis de cargas CM5 evidencia que la reduccién se presenta

principalmente en el metal (0.83 — 0.45 e).

Un analisis adicional de estos modelos ilustrativos consistié en graficar los orbitales frontera.
En la Figura 5.6 se muestran los orbitales LUMO (por sus siglas en inglés, Lowest Unoccupied
Molecular Orbital) para los complejos de Cu(II) en la coordinacién 3N1O¢g/s20 ¥ 4N1-4.

Este orbital es relevante, ya que representa los lugares méas probables para la ubicacién del
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Distancias [A] Cu(II) Cu(I)

Cu—NNHg 2.06 2.22

Cu—Neo 1.93 2.09

Cu—Nyps 1.89 2.08

Cu—Nrpy 1.98 2.08
E=-143V e~ Cargas CM5  Cu(II) Cu(I)

(vs SHE)

, Cu 0.83 0.45

Nnm2 -0.66 -0.65

Neo 048 -0.47

N3 -0.50 -0.48

N7y -0.48 -0.45

Figura 5.5: Cambios estructurales y electrénicos debido a la reducciéon del com-
plejo Cu(II)-KCNTA(1-5) en el modo de coordinacién 4N;_4.

electrén anadido en el proceso de reduccion. Se puede observar que estos orbitales se localizan
principalmente en el metal y tienen una pequena contribucién en los &tomos donadores. Esto
tiene relacién con el andlisis de cargas atémicas previo, puesto que la disminucion de la carga

se localiza principalmente en el cobre.

Figura 5.6: Orbitales LUMO para complejos de Cu(II) con fragmentos de hIAPP.
a) 3N10op/s20, b) 4N1-4.
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Estos potenciales redox calculados para el Cu(II) con fragmentos de hIAPP tienen relevancia
bioldgica. Los potenciales de reduccion son la fuerza impulsora de las reacciones de transfe-

rencia de electrones 8!

, usualmente esto se da en presencia de un agente reductor bioldgico.
Para los potenciales de Cu(II) con hTAPP se observa que los modos de coordinacién 4N y las
estructuras propuestas para el fragmento KCNTA(1-5) no pueden ser reducidas en ambiente
biolégico, ya que su potencial es inferior a —0.33 V' (potencial del agente biol6gico FAD). Por
otro lado, los modos de coordinacion 3N10¢g /520 y 3N1Op20 pueden ser reducidos por el
NAD+, FAD y glutation, mientras que los modos 3N10¢/5200c0/n22 ¥ 3N1O¢co, 15 solo

podrian ser reducidos por NAD+ y FAD.

En sintesis, se empled el método directo y el método isodésmico para calcular los potenciales
de los complejos formados por Cu(II) con fragmentos de hIAPP. Se eligieron ocho compues-
tos de referencia con un ambiente quimico similar, con el propdsito de hacer un ajuste del
error sisteméatico de los potenciales calculados. De esta manera, los resultados obtenidos para
los complejos de interés fueron corregidos mediante una regresion lineal, lo cual mejord el
nivel predictivo de esta investigacién. Finalmente, los potenciales que se reportaron con el

método isodésmico presentaron un valor similar al método directo.

Los potenciales mas negativos fueron obtenidos para los modos de coordinacién 4N en cada
fragmento, esto indica que el proceso de reducciéon no se ve favorecido, puesto que la car-
ga neta del complejo oxidado es —1 y al anadir el electréon aumenta la repulsion. Por otro
lado, los complejos con coordinacién 3N10 y O-donador OH (hidroxilo o agua) presentan
potenciales menos negativos, esto se debe a la descoordinacion del oxigeno que aumenta la
reorganizacion del sistema. Ademas, el analisis de cargas y el grafico de orbitales LUMO de-
mostré que la reduccién ocurre principalmente en el metal, por lo que el ligando no participa

en el proceso redox.

Finalmente, los resultados obtenidos se pueden relacionar con la quimica redox de la hIAPP
en el ambiente celular. Los modos de coordinacién 4N y las estructuras del fragmento
KCNTA(1-5) no pueden reducirse por agentes biolégicos, ya que son muy estables y pre-
sentan potenciales muy negativos. Por otro lado, los modos de coordinacion 3N10¢ /520,
3N10p20, 3N100pH/5200c0/N22 ¥ 3N1Oc0o, 15 podrian reducirse por la accién de agentes
reductores como el FAD, NAD+ y glutation. Dichas estructuras tendrian la capacidad de ge-
nerar especies reactivas de oxigeno catalizadas por Cu(I), lo cual conlleva al estrés oxidativo

y una subsiguiente apoptosis de células beta.
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Enlace de hidrégeno no convencional M(I)---H—O

El enlace de hidrégeno es una interaccién no covalente, que es relativamente fuerte y al-
tamente direccional. El papel que desempefia esta interaccion en los sistemas biolégicos es
innegable, esta es la responsable de la estructura secundaria de las proteinas y la formacién
de la doble hélice del ADN. Las hojas beta y las hélices alfa de las proteinas se forman por
enlaces de hidrégeno entre aminoacidos de cadenas adyacentes, dando lugar a interacciones
del tipo amino-carbonilo (NH- - - O=C)[®. Las bases nitrogenadas forman enlaces de hidré-
geno complementarios Guanina-Citosina(G-C) y Adenina-Timina(A-T), los cuales son los
responsables de la conformacion del ADN y también proveen propiedades de conduccion.
Esta interaccién es responsable de las propiedades fisicas de los biomateriales, por ejemplo,
entre cadenas de polisacaridos se desarrollan propiedades mecédnicas robustas a través de los

enlaces de hidrégeno de grupos hidroxilo (—OH).

Los enlaces de hidrégeno son descritos como interacciones entre un dipolo (D—H) y una re-
gién de alta densidad electrénica (par de electrones libres, orbital molecular 7, par enlazante
o). Esto genera una interaccion global de tres centros y cuatro electrones (3c—4e), donde sus
componentes son: un atomo de hidrégeno, un dtomo aceptor (A) y un dtomo donador (D).
Los enlaces de hidrégeno tienen una direccionalidad lineal (D—H --- A), una energia asocia-
da inferior a 40 kcal/mol y una distancia inferior a la suma de los radios de Van der Waals
de los d4tomos involucrados. Sin embargo, estas caracteristicas convencionales no abarcan las
particularidades de los enlaces de hidrégeno en sistemas inorganicos, por ejemplo, la vision
netamente electrostatica del enlace de hidrégeno es incompleta, ya que otras fuerzas pueden

estabilizar dicha interaccién [0
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Recientemente, se ha propuesto que los metales de transicién pueden ser potenciales acep-

9192~ Algunos criterios que caracterizan estos enlaces de

tores (A) de enlace de hidrégenol
hidrégeno no convencionales han sido formulados por Brammer®3l: a) El metal aceptor es
rico en electrones con capa d llena, b) La geometria del enlace de hidrégeno es aproximada-
mente lineal (130 < M—H—-D < 180). Otras caracteristicas reportadas en estas interacciones

son contribuciones de polarizacion predominantes y transferencia de carga del tipo M—H—D.

Un metal ampliamente estudiado que presenta estas caracteristicas es Au(I), ya que tiene
una alta afinidad electrénica que le permite ser un aceptor de hidrégeno ideal en procesos
cataliticos®4. El complejo [Au(CH3)s](H20), se ha caracterizado mediante difraccién de ra-
yos X y cdlculos teéricos (Figura 6.1), esta estructura puede formar uno o dos enlaces de
hidrégeno Au(I)- - - H-O,, con moléculas de agua, este fenémeno es conocido como hidratacién
inversa. También se ha encontrado este tipo de enlazamiento en clusters de oro interactuando
con donadores de protones en bases nitrogenadas y otras moléculas organicas!99. Estudios
complementarios de espectroscopia de masas y resonancia magnética nuclear 07 han identifi-
cado sitios de contacto Au- - - H en compuestos de coordinacién, los cuales se han corroborado
empleando cédlculos tedricos mediante el andlisis de interacciones no covalentes (NCI, por sus
siglas en inglés). Estos hallazgos demuestran que el oro (en configuracién de capa cerrada) es

un metal que induce enlaces de hidrégeno no convencionales en compuestos de coordinacién.

©

Figura 6.1: Estructura del complejo [Au(CHjz)2](H20), estudiado en fase gas y
simulaciones en fase acuosa. Las moléculas de agua pueden formar un enlace
de hidrégeno Au(I)---H-O, mediante hidratacién inversa (Esta Figura ha sido

adaptada de la referencia %8,
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El Cu(I) es un metal de transicién del mismo grupo de Au(I), ambos tienen una configu-
racion electrénica de capa cerrada d'°. Este metal tiene importancia biolégica debido a su
capacidad de producir grandes cantidades de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus
siglas en inglés), donde un exceso de cobre podria estar asociado con estrés oxidativo 991, E]
radical hidroxilo formado por Cu(I) puede danar proteinas, acidos nucleicos y lipidos, con-
llevando a la apoptosis celular'%, Por estas razones, el enlazamiento de Cu(I) con agentes
quelantes bioldgicos puede contribuir a la quimica bioinorganica de diversas enfermedades

degenerativas.

Figura 6.2: Enlace de hidrégeno Cu(I)- - - H—C donde el metal cumple el papel de
aceptor. El ligando tiene un acercamiento axial al metal que se estabiliza mediante
una transferencia de carga M—H.

Un estudio novedoso con complejos de cobre(I) demostré que este metal puede actuar co-
mo un aceptor de hidrégeno con un ligando en posicién axial (Figura 6.2). La interaccién
Cu(I)- - - H—C se estudié por analisis de difraccién de rayos X, resonancia magnética nuclear
y modelacién computacional a nivel de DFT 10, Los pardmetros geométricos de los comple-
jos estudiados revelan que la distancia Cu(I)- - - H cae en el rango 1.9—2.3 A y la mayoria de
las estructuras tienen un angulo cercano a 180°. El anélisis de orbitales naturales de enlace
(NBO, por sus siglas en inglés) indica que ocurre una donacién de carga desde el Cu(I) al
hidrégeno, esta transferencia de carga minimiza la repulsion entre el orbital lleno d,2 y el
orbital antienlazante ¢* del C—H. También se estudié la densidad en el punto critico de
enlace Cu—H, donde su valor es cercano a 0.03. Estas caracteristicas de la estructura electro-
nica sugieren que el contacto Cu(I)---H—C es un enlace de hidrégeno no convencional con

cardcter parcialmente covalente.
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En este estudio, el enlazamiento de cobre con el polipéptido IAPP es de especial interés. En
el capitulo anterior mostramos que el Cu(II) puede reducirse con agentes bioldgicos en el
modo de coordinacién 3N10¢ g/ g20, lo cual indica la existencia de Cu(I) en este entorno. Las
simulaciones BOMD del complejo Cu(I)-HSSNN(18-22) mostraron que existe un contacto
Cu(I)---H—O a través del grupo hidroxilo en posicién ecuatorial. Este hallazgo puede ser
novedoso ya que no encontramos reportes donde muestren que el Cu(I) pueda ser aceptor de
hidrégeno con un ligando en posicién ecuatorial. Este modelo se extrajo para darle una mejor
descripcién a su entorno de coordinacion mediante una reoptimizacion en el software Orca
con el nivel de teoria PBE0Q/Def2TZVPP-JK. Con el propésito de ampliar esta discusién, se
seleccionaron 3 centros metdlicos de configuracion electrénica d'%: Ag(T), Zn(IT) y Cd(II). Se
colocaron estos metales como centros de coordinacién del fragmento IAPP(18-22) relajando

los modelos con optimizaciones locales.

Las estructuras establecidas se estudiaron con diversos parametros geométricos y analisis
electrénicos. Se midieron distancias metal-hidrogeno (M—H) y se reporté el dngulo metal-
hidrégeno-oxigeno (M- - - H—O) para evaluar los criterios geométricos del enlace de hidrégeno.
Se calcularon las cargas atémicas mediante el modelo de carga 5 (CMb5) para establecer la
transferencia de carga M—H—0. Se efectué un andlisis de descomposicion de la energia
(EDA) con el propésito de identificar las contribuciones energéticas implicadas en la interac-
cién. Finalmente, el andlisis de interacciones no covalentes (NCI) establece la existencia del

enlace de hidrégeno y su fuerza asociada.

6.1 Estructura del complejo Cu(I)-IAPP(18-22)

El contacto Cu(I)—H se hallé6 mediante una simulacién Born-Oppenheimer del complejo
Cu(I)-IAPP(18-22) con 20 ps de dindmica y una temperatura de 300 K. Para identificar la
estabilidad geométrica de esta interaccion se graficé la distancia Cu—H (Figura 6.3) y el
angulo Z Cu---H—O (Figura 6.4) a través de la dindmica. La simulacién inicia con un con-
tacto Cu—H que se pierde entre los 5.0 y 10.5 ps, pero después se mantiene esta interaccion
Cu- - - H—O hasta finalizar la dindmica. El enlace Cu—H se estabiliza en 2.3 A, esta longitud
final es inferior a la suma de los radios de Van der Waals de los atomos involucrados. El
angulo Z Cu---H—O presenta linealidad después de los 10.5 ps, ya que se encuentra en el
rango de 130° a 180°. Estas caracteristicas estudiadas durante la dindmica molecular permi-
ten establecer que el contacto Cu—H es estable y que sus parametros geométricos son tipicos

de un enlace de hidrégeno no convencional.
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Figura 6.3: Distancia de la coordinacién de Cu—Hpp/g20 para la simulaciéon mo-
lecular Born-Oppenheimer de Cu(I) con IAPP(18-22) en presencia de 4 moléculas
de agua.
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Figura 6.4: Angulo del enlace de hidrégeno Cu---H—0g H/s20 para la simula-
cién molecular Born-Oppenheimer de Cu(I) con IAPP(18-22) en presencia de 4
moléculas de agua.
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La estructura de menor energia extraida de la dindmica molecular fue optimizada con el
mismo nivel de teoria, esta estructura mantiene el enlace de hidrégeno Cu---H—O0O y las
moléculas de agua forman un cluster que no interactta directamente con el centro metalico.
En la figura 6.5 se muestran los parametros geométricos y las cargas CM5 para los atomos
involucrados en la coordinacién con el cobre. La distancia Cu—H se mantiene por debajo de
la suma de sus radios de Van der Waals (3.2 A)[192] 1o que corrobora la estabilidad de este
contacto 1%, El 4ngulo ZCu—H—O0 se encuentra por encima de los 150°, lo que evidencia la
permanencia en la linealidad del enlace de hidrégeno. Las cargas indican que la coordinacién
Cu—N se debe en gran parte a fuerzas electrostaticas, mientras que el enlace Cu—H presenta
una interaccién repulsiva, lo que indica que otras fuerzas deben intervenir para garantizar

su estabilidad.

Parametros geométricos

Cu—NH18 1.91
Cu—NSlg 2.06
CU—NSQ() 1.92

CU—HOH/520 2.07
ZCu—H-0 157.80
Cargas CM5 (e)

Cu 0.54
Niis —0.44
= N —0.47
Nag20 —0.49
Oomny/s20 —0.46
Hom/s20 0.26

Figura 6.5: Parametros geométricos para Cu(I) enlazado con IAPP en el modo
de coordinacion 3N1Hp 520 con cuatro moléculas de agua. Las distancias estan
reportadas en Angstroms y los angulos en grados.

6.2 Parametros geométricos y cargas atémicas para la interacciéon de me-
tales d'° con el fragmento TAPP(18-22)

Para estudiar la influencia del centro metélico en la formacion del enlace de hidrégeno ecuato-
rial, se seleccionaron metales con configuracién d'0: Cu(I), Ag(I), Zn(IT) y Cd(II). El estudio
de metales de segunda serie de transicién requiere un conjunto base que describa de forma
correcta los efectos relativistas y la correlacion electrénica en estos sistemas. Para ello se em-
pleé el programa de estructura electrénica Orca3.0 con el nivel de teoria PBE0Q/Def2-TZVPP
con una base auxiliar para el ajuste simultaneo de la componente de intercambio y coulomb
(JK), con esta metodologia se reoptimizaron las estructuras para dar una mejor descripcién

del entorno de coordinacién.
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Figura 6.6: Estructuras para la interaccién de metales d'° con el fragmento
HSSNN. a) Cu(I)-IAPP(18-22), b) Zn(II)-IAPP(18-22), c) Ag(I)-IAPP(18-22),
d) Cd(II)-TAPP(18-22).

La estructura de menor energia de las simulaciones BOMD se tom6 como punto de partida
para las reoptimizaciones con Orca3.0. Los metales Ag(I), Zn(II) y Cd(II) fueron reemplaza-
dos como centros metdlicos del complejo Cu(I)-TAPP(18-22) y se reoptimizaron en Orca3.0.
En la figura 6.6 se muestran las estructuras para los complejos calculadas con el nivel de
teoria PBEQ/Def2-TZVPP, dichos modelos no presentan cambios representativos en las ra-
mificaciones de la IAPP ni se producen desplazamientos considerables para las moléculas de
agua. Se puede observar que los metales Ag(I) y Cu(I) mantienen el enlace de hidrégeno
en posicién ecuatorial, mientras que Zn(II) y Cd(II) realizan una coordinacién convencional
M(II)- - - O—H. Se espera que dichas tendencias se mantengan para la 3° fila de transicion,
es decir, que el Au(I) presente enlace de hidrégeno ecuatorial, mientras Hg(II) no mantenga
esta interaccién. Estos metales mas pesados no seran tomados en cuenta para este estudio,
debido a los fuertes efectos relativistas que demandan un enfoque Douglas-kroll-Hess (DKH)

de segundo orden, lo cual es una metodologia muy costosa computacionalmente.
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Las distancias para los atomos involucrados en la coordinacién son reportadas (Tabla 6.1).
Se puede observar que los complejos Cu(I)-IAPP(18-22) y Ag(I)-IAPP(18-22) presentan un
enlace de hidrégeno no convencional M(I)--- H—O, ya que la distancia M—H es inferior a los
3.0 A y el 4ngulo ZM—H—O es superior a 130°. E1 Cu(I) muestra mayor linealidad y cercania
en el contacto con el &tomo de hidrégeno, lo que podria estar asociado con una mayor fuerza
de enlazamiento. Por otro lado, Zn(II) y Cd(II) presentan pardmetros geométricos alejados
de los requerimientos del enlace de hidrégeno, lo que muestra la pérdida del contacto metal-

hidrégeno, favoreciendo la coordinacién convencional desde el oxigeno.

Tabla 6.1: Distancias de enlace e indice de distorsién para la interacciéon de
TAPP(18-22) con centros metélicos de configuraciéon d? (M)

Complejo M—Npgig (A) M—Ngig (A) M—Ngg (A) M-Hgy (A) ZCu-H-O

Cu(I)-IAPP 1.91 2.06 1.93 2.06 159.60
Ag(I)-IAPP 2.20 2.29 2.22 2.32 139.50
Zn(I1)-IAPP 1.95 1.99 1.93 3.07 43.00
Cd(I1)-IAPP 2.17 2.22 2.15 3.07 45.30

El andlisis de cargas con el modelo de carga 5 (CM5) se reporta para los atomos involu-
crados en la coordinacién (Tabla 6.2). La carga de los dtomos de nitrégeno es negativa y la
carga para los metales es positiva con una magnitud inferior para los atomos cobre y plata.
Para los complejos de Cu(I)-IAPP(18-22) y Ag(I)-IAPP(18-22) existe una donacién de car-
ga desde el metal al hidrogeno (Agy < 0), donde la transferencia de carga decrece con la
distancia M(I)—H. Esto muestra que aunque los contactos Cu(I)—H y Ag(I)—H tienen una
interaccién repulsiva, esta repulsividad se puede minimizar por medio de la transferencia de
carga M(I)->H—O. Por otro lado, los complejos Zn(II)-IAPP(18-22) y Cd(I1I)-IAPP(18-22)
presentan una donacién de carga desde el ligando hidroxilo al metal M(IT)«<~O—H, por lo que
no existe un enlace de hidrégeno metal-ligando. Estos resultados pueden estar asociadas a
la carga y naturaleza del metal, donde una menor carga positiva puede favorecer eventos de

transferencia de carga que estabilicen el enlace de hidrégeno no convencional en los atomos

de Cu(I) y Ag(D).

Tabla 6.2: Cargas CM5 para los dtomos involucrados en la coordinacién de
TAPP(18-22) con centros metélicos de configuraciéon d? (M)

Complejo M Ngis Nsig Now  Oomysao Howysoo Ady
Cu(I)—IAPP 0.54 —-0.45 -—-0.48 —-0.50 —0.43 0.27 -0.06
Ag(I)-IAPP 048 —-0.42 —-0.46 -—-047 —0.43 0.30 -0.04
Zn(II)-IAPP 0.78 —-0.40 -0.46 -—-047 —0.44 0.31 0.02
Cd(II)-IAPP 0.89 —-0.42 —-047 —-048 —0.44 0.31 0.02

>kA(]H = Q(H)complejo - Q(H)Ligando
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6.3 Potencial Molecular Electrostatico

Una estrategia empleada por muchos anos para caracterizar las interacciones no covalentes
en las moléculas es el potencial electrostatico molecular (MEP, por sus siglas en inglés) (597
Este es un observable fisico que puede dar razén de los sitios negativos y positivos de la
isosuperficie de densidad electrénica, dando de esta manera un panorama de la reactividad
molecular. Este enfoque considera que las interacciones no covalentes se dan por fuerzas
puramente coulémbicas (electrostaticas + polarizaciéon) basado en el teorema de Hellmann-
Feynman, por lo que no da cuenta de la transferencia de carga, la repulsiéon de Pauli o la

dispersion 104

Figura 6.7: Mapa de potencial electrostatico en la superficie de la densidad elec-
trénica de los complejos: a) Cu(I)-IAPP(18-22), b) Zn(II)-IAPP(18-22), c¢) Ag(I)-
IAPP(18-22), d) Cd(II)-IAPP(18-22).

La superficie molecular empleada para los MEPs fue dada por el contorno externo de la
densidad electrénica, esto se calculé en el software Orca con el mismo nivel de teoria de

las optimizaciones 10

. El mapa de potencial electrostatico para los complejos formados por
metales d'° con el fragmento TAPP(18-22) es presentado en la Figura 6.7, se puede observar

una marcada diferencia entre los metales M(I) y M(II). El potencial que se encuentra en

61



el contacto M(I)--- H—O es aproximadamente neutro, esto indicaria que la estabilidad del
enlace de hidrégeno no se ve favorecido por fuerzas coulémbicas. Por otro lado, la coordinacion
convencional M(II)- - - O—H muestra una fuerte polarizacién de la carga, por lo que este enlace
se veria estabilizado por atraccién electrostatica. Estos resultados sugieren que es necesario

recurrir a otras metodologias para caracterizar la interaccion no convencional M(I)--- H—O.

6.4 Analisis de descomposicion de la energia

Para caracterizar la interaccién entre metales d'° con el polipéptido IAPP se realizard un
analisis de descomposicion de la energia. Esta metodologia se llevd a cabo en el programa
de estructura electrénica Q-Chem con el nivel de teoria PBE(Q/Def2-TZVPP, se empled es-
te software debido a su implementacién de metodologias por fragmentos. El andlisis EDA
se ha utilizado para estudiar interacciones no-covalentes en fragmentos representativos de
sistemas bioldgicos, este andlisis descompone la energia de interaccién en componentes fisi-
camente significativos bajo el formalismo de orbitales moleculares absolutamente localizados
(ALMO, por sus siglas en inglés) 62] Para enlaces de hidrégeno no convencionales se ha
mostrado mediante EDA que existe una transferencia de carga del tipo M—H—X, donde las
fuerzas electrostaticas no son una contribucién dominante en la energia de interaccién, sino

la polarizacién 93,

La energia de interaccion metal-ligando fue calculada para los complejos formados por Cu(I),
Ag(I), Zn(II) y Cd(II) con el fragmento IAPP(18-22) bajo la metodologia de EDA, los valo-
res obtenidos fueron: —283.85, —246.21, —690.52 y —623.24 kcal /mol, respectivamente. Para
ampliar esta perspectiva, la descomposicién de la energia de interaccién para estos complejos
fue reportada (Figura 6.8), este calculo se hizo para conocer las energias que dominan el
entorno de coordinaciéon de los complejos, mas no caracteriza puntualmente la interaccién
que estamos estudiando. Las barras de color rojo corresponden a la energia electrostatica y
domina la contribucién estabilizante con signo negativo; las barras magenta corresponden
a dispersion de Pauli con una contribucién positiva; las barras azules corresponden a po-
larizaciéon con una contribucién favorable de signo negativo; las barras verdes pertenecen a
la transferencia de carga entre fragmentos, que aportan a la estabilidad de la interaccién;

finalmente las barras azul claro son la dispersiéon que tiene una contribucién menor.

La favorabilidad de la interaccion estd liderada por fuerzas electrostiticas atractivas, mientras
la energia de polarizaciéon es compensada con la repulsiéon de Pauli. Los efectos de dispersién
son despreciables en estos sistemas. Los metales Ag(I) y Cu(I) presentan menores contribu-
ciones electrostaticas, lo que se debe a su carga asociada. Sin embargo, para establecer la

naturaleza del enlace de hidrégeno se debe analizar un fragmento que pueda representar de
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forma mas puntual la interaccién que se desea estudiar.
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Figura 6.8: EDA para los complejos formados por metales d'° con el fragmento
IAPP(18-22).

Se tomo¢ el fragmento de la serina 20 que estaba involucrado en el enlace de hidrégeno (Fi-
gura 6.9). La energfa de interaccién para este nuevo fragmento con los metales Cu(I), Ag(I),
Zn(II) y Cd(II) fue: —16.65, —11.58, —139.70 y —124.22 kcal/mol, respectivamente. En este
fragmento se evidencia que la interaccién aumenta en un factor de ocho para los metales con
estado de oxidacién 42, lo que demuestra la gran influencia que tiene la carga del metal.
Ademas, los metales de la primera serie de transicién tienen energias de interaccion mayores
con el ligando, respecto a sus analogos en la segunda fila. Cabe resaltar que la magnitud de
la energia de interaccion calculada con EDA no corresponde especificamente a la fuerza del
enlace de hidrégeno, ya que la interaccion entre fragmentos no describe de forma tan puntual

el enlace de hidrégeno como lo hace NCI.

El estudio EDA para los sistemas que presentan enlace de hidrogeno M(I)- - - H exhiben un
componente electrostético repulsivo, mientras que las interacciones M(II)- - - O—H tienen una
fuerte contribucién atractiva. Se puede notar que la polarizacién no tiene relacién con la ener-
gia electrostatica, ya que dichas contribuciones varian de forma drastica. Para el enlace de
hidrégeno Cu(I)---H-O y Ag(I)- - - H-O, la transferencia de carga M—H—O y la polarizacién
favorecen la estabilidad con un efecto sinérgico. Como se trata de una enlace de hidrégeno

de fuerza moderada, la energia de dispersién tuvo una magnitud baja. La transferencia de
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Figura 6.9: EDA para los complejos formados por metales d'° con un fragmento
de la serina 20.

carga cobra importancia en la favorabilidad del enlace de hidrégeno no convencional, lo cual

puede estar relacionado con la transferencia de carga que expuso en la seccién anterior.

6.5 Andlisis de interacciones no convalentes

Hasta el momento se reconocieron las energias que contribuyen a la estabilizacién del enlace
de hidrégeno no convencional M(I)--- H—O, pero falta un estudio més especifico del sitio de
interaccion. Para lograr esto, los enlaces de hidrogeno se pueden caracterizar mediante el

gradiente reducido de la densidad 196!

, esta metodologia permite clasificar las interacciones
no covalentes como: enlace de hidrégeno, fuerzas de Van der Waals y repulsién estérica. Las
fuerzas de Van der Waals (vdW) se deben a fluctuaciones temporales de la carga que for-
man dipolos inducidos y las repulsiones estéricas son contribuciones desestabilizadoras de la

energia, que surgen con el solapamiento de las nubes electrénicas de dos atomos cercanos.

El gradiente reducido de la densidad (s) funciona como un descriptor de interacciones no
covalentes en el espacio reall’®” particularmente de enlaces de hidrégeno. Este descriptor
contiene la densidad y su primera derivada, lo que permite obtener informaciéon importante
de la topologia molecular. Un grafico de s(p) vs p en todo los puntos del espacio permite en-

contrar enlaces covalentes, pero si se restringe el valor a bajas densidades y bajos gradientes
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Figura 6.10: Gradiente reducido de la densidad para el entorno de coordinacién de
los centros metdlicos d' con el fragmento IAPP(18-22). a) Cu(I)-IAPP(18-22),
b) Zn(11)-TAPP(18-22), c) Ag(I)-IAPP(18-22), d) Cd(II)-IAPP(18-22).

reducidos se pueden encontrar interacciones débiles. Ademas, si se multiplica la densidad por
el signo del segundo valor propio de la hessiana (A2) se pueden clasificar en: Van der Waals

(A2 & 0), repulsién estérica (Ao > 0) y enlace de hidrégeno (A < 0).

Las densidades se extrajeron de los complejos optimizados en Orca3.0 y el andlisis de la
densidad se desarrollé con el paquete Multiwfn. La Figura 6.10 muestra un gréafico de S vs
signo(A2)p para el plano de coordinacién de las estructuras mas estables con centros metéli-
cos d'V. La repulsién estérica se ubica en el rango de 0.00 a 0.022 en los modelos, mostrando
tres picos que estdn asociados a los anillos quelato. Por otro lado, la zona de interaccio-
nes atractivas muestra un sélo pico, para los metales Zn(II) y Cd(II) este corresponde a la
coordinacién convencional M(II)- - - O—H, mientras que para Cu(I) y Ag(I) corresponderia al
enlace de hidrégeno no convencional. Asi, estos picos atractivos muestran cuantitativamente
la existencia de estos enlaces de hidrégeno, clasificando el enlace Cu(I)--- H—O como mode-
rado (—0.03) y el enlace Ag(I)--- H—O como débil (—0.02).
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Figura 6.11: Isosuperficie del gradiente reducido de la densidad para el plano de
coordinacién de centros metélicos d° con el polipéptido TAPP. a) Cu(I)-IAPP(18-
22), b) Zn(II)-IAPP(18-22), c) Ag(I)-IAPP(18-22), d) Cd(II)-IAPP(18-22). Las
superficies NCI corresponden a un isovalor de 0.4 y la escala de colores es —0.05 <
p < 0.05 a.u.

Un anélisis en tres dimensiones se puede desarrollar representando isosuperficies del gradiente
en el espacio real con colores en términos del signo(\z)p!1%8. En la Figura 6.11 se muestran
las isosuperficies del plano de coordinaciéon para las estructuras estudiadas. El color azul
representa interacciones no covalentes atractivas como el enlace de hidrégeno, el color rojo
muestra la repulsién estérica y el color verde las interacciones de Van der Waals. En los
caminos de enlace de los N-donores no se encuentran interacciones débiles, lo que indica que
la coordinacion de dichos atomos tienen un caracter principalmente covalente. En los anillos
quelato hay isosuperficies correspondientes a repulsién estérica (color rojo), donde la menor
repulsién se encuentra en el anillo de siete miembros (color amarillo). La interaccion atractiva
se encuentra en las regiones M(I)---H—O y M(II)- - - O—H, donde se puede observar que la
interaccién Ag(I)---H—O tiene un color verde que indica una atraccién débil, mientras que
Cu(I)- - - H—O presenta una isosuperficie azul que lo caracteriza como un enlace de hidrégeno
de fuerza moderada. Este es un hallazgo novedoso, ya que no encontramos un reporte de un

enlace de hidrégeno no convencional en la posicién ecuatorial.
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En resumen , se estudiaron los centros metdlicos Cu(I), Ag(I), Zn(II) y Cd(II) en su interac-
cién con el polipéptido TAPP(18-22). Las optimizaciones mostraron que los metales Cu(I) y
Ag(I) mantienen el enlace de hidrégeno, mientras que Zn(II) y Cd(II) pierden este contacto.
Los pardmetros geométricos corroboraron que los contactos Cu(I)---H—O y Ag(I)---H-O
presentan la linealidad y la distancia necesarias para ser enlaces de hidrégeno. El mapa de
potencial electrostético muestra que el contacto M(I)--- H—O no esté estabilizado por fuer-
zas coulémbicas, mientras que la coordinacién convencional M(II)--- O—H esta favorecida
por atraccién electrostatica. Por lo que el potencial electrostatico demuestra que la carga del
metal tiene una gran influencia en la vecindad de carga del entorno de coordinacién. Por otro
lado, el analisis de cargas CM5 evidencié una transferencia de carga M(I)->H—O que seria la
responsable de estabilizar la interaccién M(I)--- H—O. Asi, la diferencia de comportamiento
entre metales M(I) y M(II) podria estar atribuida a la densidad de carga de sus centros

metalicos.

La coordinacién M(II)---O—H es una interaccién convencional metal-ligando. El anélisis
EDA mostrdé que las energias electrostatica y polarizacién son las responsables de estabi-
lizar la coordinacion. El analisis NCI identifico una isosuperficie azul en el enlazamiento
M(II)- - - O—H, que se interpreta como una interaccién atractiva habitual metal-ligando. Es-
tos resultados muestran que los metales M(II) no pueden crear enlaces de hidrégeno, sino

que prefieren coordinarse mediante fuerzas electrostaticas.

Llamamos al enlace de hidrégeno M(I)--- H—O “no convencional”, debido a las fuerzas que
lo estabilizan. El andlisis EDA identificé que las energias de polarizacién y transferencia de
carga son las responsables de estabilizar el enlace de hidrégeno, lo cual tiene congruencia
con el andlisis de cargas CM5. Este comportamiento es especial, porque la idea convencional
de estabilidad ha estado puesta en la contribucién electrostatica. El andlisis NCI indicé la
existencia del enlace de hidrégeno por medio del gradiente reducido de la densidad, donde
la interaccion Cu(I)---H—O presenta mayor fuerza que el Ag(I)---H—O. Este hallazgo es
novedoso, ya que es la primera vez que se reporta un enlace de hidrégeno no convencional

para una coordinacién en posicidon ecuatorial.
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Conclusiones y Perspectivas

En el presente trabajo se estudiaron tres fragmentos del polipéptido hIAPP en su enlazamien-
to con el Cu(Il): KCNTA(1-5), NFLVH(14-18) y HSSNN(18-22). El fragmento NFLVH(14-
18) fue dificil de estabilizar, debido al impedimento estérico de sus residuos, mientras que los
otros fragmentos se enlazaron con geometrias planares y rigidas. Las simulaciones BOMD
fueron vitales para establecer los modelos de menor energia para los modos de coordina-
ciéon 3N10 y 4N en cada fragmento. Las exploraciones realizadas demostraron que no se
estabilizan anillos quelato mayores a 10 miembros, mientras que los anillos de cinco y seis
miembros tiene importante estabilidad termodinamica como ha sido establecido por algunos
grupos experimentales2386!. Los N-donadores del entorno de coordinacién (N~, NHz, Nj»)
tuvieron gran afinidad al metal y sus distancias Cu—N se mantuvieron estables a través de
las dindmicas moleculares. Los O-donadores implicados en la coordinacién (OH, CO, H20)
presentaron una mayor fluctuacion, aunque no se descoordinaron, sus distancias estuvieron
en un rango aceptable para considerar su enlazamiento. De esta manera, esta investigacién
propone que la formacién de los complejos se ve influenciada por el tamano del anillo quelato,

la naturaleza del residuo y el tipo de donador.

Con base en estas exploraciones se eligieron los conférmeros de menor energia para cada frag-
mento y se calcularon sus constantes de estabilidad. Para el primer fragmento KCNTA(1-5)
se eligieron las estructuras: 3N10¢o /N3, 3N1Oco/n3p, 3N1Oog /74 ¥ 4N1-4. Para el segundo
fragmento NFLVH(14-18) se eligieron las estructuras: 3N10¢o,r15, 3N10oq/m20, 3N16-18
y 4N16_15. Finalmente, para el tercer fragmento HSSNN(18-22) se eligieron las estructuras:
3N100m/5200 ax/N225 3N1O0 /520, 3N1Oc0/520 y 4N1s—21. Las constantes de estabilidad
mostraron que las estructuras mas estables para la coordinacién 3N10O se formaron con el
fragmento KCNTA(1-5) y la estructura més estable para la coordinacién 4N con el fragmento
NFLVH(14-18), por lo que se propone que el enlazamiento de Cu(II) se ve més favorecido

hacia la regién N-terminal de la hIAPP.

Como respuesta a la falta de un potencial de reduccién para Cu(II) con hIAPP, se calculd
esta propiedad mediante el método directo e isodésmico. Los potenciales méas negativos se
obtuvieron para los modos de coordinacién 4N, debido a la estabilidad de estos complejos
con Cu(Il) y a la carga total negativa de su estructura (—1). Por otro lado, los potencia-
les para los complejos 3N10O son menos negativos, esto se debe a la descoordinacién del
oxigeno como producto de la reduccién. Tras la reducciéon no hay cambios significativos en
el efecto quelato para estos sistemas, solo hay una pequena apertura de un anillo para la

coordinacién 3N10 que no repercute de forma importante en el proceso de reduccion. Es-
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tas tendencias en los cambios estructurales se han reportado también para la reduccién del

80,1091 Por otro lado, los fragmentos de amilina no presentan

complejo Cu(II)—f amiloidel
cambios considerables en sus cargas, por lo que se propone que la reduccién ocurre principal-
mente en el metal. Los modos de coordinacion 3N10¢ /520, 3N10m20, 3N1005/5200c0/n22
y 3N1O¢o,F15 podrian reducirse por la accién de agentes biolégicos como FAD, NAD+ y
glutatién. Con base en estos resultados se podria inferir que estas estructuras son potenciales
generadoras de estrés oxidativo, ya que el Cu(I) ha sido reportado como un catalizador de

especies reactivas de oxigeno.

Ante la posibilidad de reduccién del modo de coordinacion 3N10pg/ 529 se encontré un con-
tacto Cu(I)--- H—O en las simulaciones BOMD. Las optimizaciones efectuadas con metales
de configuraciéon d'* mostraron que Cu(I) y Ag(I) mantienen dicho contacto M- -- H—O con
una linealidad y una distancia caracteristicas de un enlace de hidrégeno, mientras que los
metales Zn(II) y Cd(II) no presentaron esta interaccién. Esto se debe a que los complejos de
Cu(I) y Ag(I) presentan una transferencia de carga M(I)>O—H que estabilizaria el enlace
de hidrégeno. Ademéds, el anélisis NCI corroboré la existencia de dicho enlace de hidrégeno
mediante el gradiente reducido de la densidad, donde la interacciéon Cu(I)--- H—O tiene ma-
yor fuerza que la Ag(I)- - - H—O. Para racionalizar estos resultados, el analisis EDA identificd
que las energias estabilizantes de la interaccién corresponden a polarizacién y transferencia
carga. Por lo anterior, esta investigacién propone un enlace de hidrégeno no convencional en
posicién ecuatorial para los complejos de Cu(I) y Ag(I) con el fragmento HSSNN(18-22) de
la hIAPP.

Perspectivas

Este estudio tedrico realizé contribuciones a la estructura, estabilidad y actividad redox de
los complejos de Cu(Il) con fragmentos de hIAPP. Sin embargo, quedan algunos aspectos

por explorar en estos sistemas:

= Proponer un mecanismo para la producciéon de especies reactivas de oxigeno por parte
de los complejos con coordinacion 3N1O¢pp/s20, 3N1Om20, 3N100g/5200c0/N22 ¥
3N1Oc¢o,F15- Esto permitiria conocer las barreras energéticas para la produccion de
radicales libres, como lo son hidroxilo y superéxido. También se podria entender si la
hIAPP genera mas estrés oxidativo respecto a otros péptidos que se pueden enlazar a

cobre.

» Realizar un estudio computacional para la competencia entre Cu(II) y Zn(II) por el
enlazamiento de hIAPP, lo cual podria resolver la controversia sobre la relevancia de

estos metales en las células beta. Esto se desarrollaria con el sitio de anclaje comuin
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para estos metales que es el imidazol de la histidina, aunque serfa un desafio comparar

sus sitios de enlazamiento.

Explorar otros sistemas quimicos que puedan desarrollar enlaces de hidrégeno no con-
vencionales con Cu(I) o Ag(I), con el propésito de consolidar este tipo de interacciones
en la literatura quimica. Estos metales cumplen un papel catalitico en multiples reac-
ciones quimicas, por lo que podria impactar en la activacién de moléculas con valor

agregado.

Desarrollar una metodologia para calcular los potenciales redox del Cu(II) con frag-
mentos mas grandes de la hIAPP. Esto podria conllevar a simulaciones mas realistas,
obteniendo informacién més contundente de la actividad redox del enlazamiento de
Cu(II) con hIAPP. Un fragmento grande que se ha estudiado mucho es hTAPP(1-19),
por lo que se podria modelar con metodologias como QM/MM y comparar sus resul-

tados con los hallazgos experimentales de Ghosh Dey 8]
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Datos de las Dinamicas y Optimizaciones
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Figura A.1: Perfiles de energia de las simulaciones BOMD para la interaccién
HSSNN con cobre en presencia de cuatro moléculas de agua en la coordinacién
4N.

Tabla A.1: Energia relativa y pardmetros geométricos para las estructuras del
complejo Cu(IT)-HSSNN sin incluir solvatacién explicita.

Parametros 3N100H/520 3N100H SZOOAX N22 3N1000/520 4N18_21
E. relativa (kcal/mol) 4.85 0.00 10.03 -
Cu—Nps (A) 1.97 1.96 1.97 1.99
Cu—Ngg (A) 1.99 1.99 1.94 1.99
Cu—Ngy (4) 1.89 1.89 1.89 1.89
Cu—0g99 (A) 2.14 2.23 2.15 —
Cu—Nyop (A) — - - 2.02
T 0.20 0.11 0.28 0.33
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Figura A.2: Distancias relevantes Cu—ligando durante la simulacion BOMD del
complejo Cu(I1)-TAPP(18-22) para la coordinacién 4N.
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Figura A.3: Perfiles de energia de las simulaciones BOMD para la interaccién del

fragmento NFLVH(14-18) con cobre(II) en presencia de cuatro moléculas de agua
para la coordinacién 4N.
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Figura A.4: Distancias de enlace Cu—N durante la simulacion BOMD del com-
plejo Cu(II)-NFLVH(14-18) para la coordinacién 4N con solvatacion explicita de
cuatro moléculas de agua.
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Figura A.5: Perfiles de energia de las simulaciones BOMD para la interaccién del
fragmento KCNTA(1-5) con cobre(II) en presencia de cuatro moléculas de agua
para la coordinacién 4N.
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Figura A.6: Distancias de enlace Cu—N durante la simulacion BOMD del com-
plejo Cu(II)-KCNTA(1-5) para la coordinacién 4N con solvatacién explicita de
cuatro moléculas de agua.

Tabla A.2: Energia relativa y pardmetros geométricos para las estructuras del
complejo Cu(II)-NFLVH(14-18) sin incluir solvatacién explicita.

Pardmetros 3Nloco F15 3N16718 4N16718
E. Relativa (kcal/mol) 0.00 17.03 -
Cu—N;, (A) 1.98 1.93 2.01
Cu—Npgs (A) 1.93 1.94 1.98
Cu—Ny17 (A) 1.91 1.86 1.90
Cu—0 (A) 2.16 - -
CU—NL16 (A) — — 1.99
T 0.36 - 0.38

Tabla A.3: Energia relativa y parametros geométricos para las estructuras del
complejo Cu(II)-KCNTA(1-5) sin incluir solvatacién explicita.

Parametros 3N1Oco/n3 3N1Oco/n3e 3N1Opp/rs  4Ni_4
Energia relativa 0.00 2.56 5.50 —

Cu—Nyzo (A) 2.02 2.04 2.02 2.06
Cu—N¢o (A) 1.92 1.88 1.89 1.93
Cu—Ny;3 (A) 1.90 1.93 1.94 1.88
Cu—0, (A) 2.04 2.02 2.10 —

Cu—Nry (A) - - - 1.98
T 0.12 0.18 0.23 0.14
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