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Resumen

En este trabajo tedrico, se estudio las interacciones de péptidos con fulerenos Cgo. LOS
péptidos escogidos fueron homopéptidos zwitterionicos de L-Valina desde un dipéptido
de valina hasta un péptido con 20 residuos, en configuraciones de hélice alfa y hebra
beta, para su comparacion. Los métodos computacionales usados fueron los campos
de fuerza AMBER y MM+. Los valores calculados de energias totales de los complejos
péptido+Cgo exhibieron una alta variabilidad dependiendo de en donde se posicionaba
la molécula de Cgp en la geometria del péptido. En MM+, si el fulereno se colocaba
cerca del amino terminal o carboxilo terminal, las energias totales se comportaron de
manera muy inestables; sin embargo, la energias se estabilizaban dentro de 1-2
kcal/mol si la posicion del fulereno se posicionaba cerca de los residuos de valina
centrales en la cadena peptidica. Los calculos de energia total para AMBER fueron
menos homogéneos, por lo que para estandarizar las condiciones de geometria, se
colocé a la molécula de fulereno aproximadamente en el centro de la cadena peptidica.
Los cambios conformacionales presentados por las cadenas peptidicas dependieron
del tipo de péptido (hélice a o hebra B) y del campo de fuerza empleados. Los calculos
de energia de formacion para MM+ en una conformacién de hebra  mostraron que
estas energias tienden a decrecer llegando hasta un minimo en el complejo con el
péptido con 7 valinas (AE=-11.71 kcal/mol), para después crecer hasta un maximo en
el complejo con 16 valinas (AE=-7.79 kcal/mol), y finalmente decrecer hasta el complejo
con 20 valinas, que fue el péptido mas largo en este estudio. Los tres casos restantes
(hélice a calculada con MM+, y tanto hebra B como hélice a calculadas con AMBER)
exhibieron caracteristicas parecidas, donde la energia de formacion decrece y se
estabiliza alrededor de 12-16 kcal/mol. La geometria de los péptidos de valina fue en
general muy rigida y estable, y s6lo en algunos casos se observaron cambios
conformacionales, donde la cadena peptidica adquiria un mejor contacto con el

fulereno.



1. Antecedentes

1.1 Introduccién

Los estudios relacionados con la influencia del ambiente a nanoescala sobre la
estructura de las proteinas y su funcién son de gran importancia en el desarrollo de
nuevos bionanohibridos y nanomateriales biocompatibles para aplicaciones
biomédicas'™®. De interés particular son los nanomateriales de carbono tales como los
fulerenos y los nanotubos de carbono debido a sus prometedores usos en farmacologia
(como farmacos, acarreadores de genes, fotosintetizadores en terapia fotodindmica,
agentes de contraste en imagenes de resonancia magnética), biosensores, disefio de

implantes e ingenieria de tejidos entre muchos otros'**>1¢,

Para entender la estructura y propiedades tanto de los fulerenos como de los
nanotubos, se discutirAn brevemente las propiedades y estructuras del atomo de
carbono. Un atomo de carbono cuenta con 6 electrones; dos de ellos llenan el orbital 1s
y los cuatro restantes (electrones de valencia) se acomodan en los orbitales 2s y 2p.
Estos orbitales se hibridan para la construccion de las estructuras del diamante, grafito,

fulerenos o nanotubos (Figura 1).

En el diamante los cuatro electrones de valencia de cada carbono ocupan el orbital
hibrido sp®y crea cuatro enlaces equivalentes ¢ para conectar otros 4 carbonos en las
4 direcciones tetraédricas. Estas tres dimensiones entrelazadas en la estructura hacen
gue el diamante sea el material mas duro conocido. Debido a que los electrones en el
diamante forman enlaces covalentes ¢ y no se deslocalizan en uniones r, el diamante
es eléctricamente aislante. En el grafito tres electrones fuera del armazén de cada
atomo de carbono ocupa un orbital molecular sp® para formar tres uniones c en el
plano y un orbital © fuera de este mismo plano, lo que provoca una red hexagonal. Este
orbital = fuera del plano o electron distribuido sobre el plano del grafito lo hace térmica

y eléctricamente mas conductivo. Debido a que se forman interacciones débiles de van
9



der Waals entre las hojas de grafito, estas se pueden mover facilmente una sobre la

otra, asi el grafito se torna suave y puede comportarse como lubricante®’.
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Figura 1. Estructuras de unién del diamante, grafito, nanotubo de carbono y fulereno.
Tomada de Han, 2005.

Hasta el siglo XX, el grafito y el diamante eran las Unicas formas alotropicas conocidas
del carbono, pero a comienzos de la década de 1970, dos nuevas ramas la
astroquimica y la quimica de racimos o de agregados abrian el camino a nuevos
descubrimientos con la ayuda de la radioastronomia (las sefiales de radio generadas
por las nubes interestelares pueden utilizarse para detectar moléculas). Mediante la
astroquimica se identifico un inusual espectro de emision de un gran cumulo (cumulo
es un conjunto de atomos unidos, con tamafos intermedios entre una molécula y un

sélido) de carbono que provenia de una estrella gigante roja rica en carbono®®. Al
10



mismo tiempo el desarrollo de las técnicas de vaporizacion laser de camulos, sugirieron
la posibilidad de crear agregados de carbono que presentaran el mismo espectro IR
que se detecto de las estrellas gigantes rojas.

Esto motivd en 1985 a Kroto, Smalley y colaboradores a intentar simular las
condiciones de las estrellas gigantes rojas en el laboratorio®. En el disefio
experimental de Smalley, un potente laser evaporaba un fragmento de grafito que se
convertia en una nube caliente de particulas que se enfriaban después con He
gaseoso, lo que permitia que los a&tomos se condensaran en agregados. La mezcla fue
analizada mediante un espectrémetro de masas, el cual indicé un gran nimero de
moléculas con una masa de 720. Los Unicos elementos presentes eran He y C. Como
el He es un gas inerte, la conclusion fue que las moléculas investigadas debian estar
compuestas por 60 atomos de carbono, cada uno de los cuales tiene una masa de 12.
El pico de 720 del grafico producido por el espectrometro de masa era muy intenso, lo
que implicaba que esta molécula de 60 carbonos (Ceo) era capaz de formarse y
sobrevivir en el ambiente de alta energia del espectrometro. Esto significaba que esa
configuracion de 60 atomos de C era de alguna manera extraordinariamente estable.
Los investigadores propusieron una hipotesis segun la cual los 60 atomos de C se
organizaba en una estructura muy simétrica similar a una pelota de balompié, en donde
cada C se localizaba en los vértices de un icosaedro truncado, a éste descubrimiento lo
bautizaron como buckmisterfullerene en honor al arquitecto Buckminster Fuller, cuyas
construcciones geodésicas tenian gran similitud con el agregado. Cabe anotar que por
comodidad la palabra buckmisterfullerene se abrevia normalmente como fullerene

(fulereno en espafiol) o buckyball.

1.2 Estructuray propiedades del fulereno y nanotubos de carbono

1.2.1 Fulerenos

Los fulerenos son moléculas en forma de caja cerrada formadas solamente por

pentagonos y hexagonos. La geometria y estabilidad de los fulerenos esta gobernada
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en muchos de los casos por la regla de los pentdgonos aislados (IPR), segun la cual
dos pentdgonos adyacentes provocan una mayor curvatura local en la superficie del
fulereno produciendo un aumento de la tension entre los carbonos. Es asi como en los
fulerenos mas estables, los pentadgonos siempre estan rodeados de cinco hexagonos,
manteniéndolos alejados unos de otros. El fulereno mas pequefio que satisface la IPR

es el Cgo2’.

En esta estructura cada carbono esta unido a otros tres atomos de C, de igual forma
que en las laminas de grafito cuenta con una hibridacién sp® Sin embargo, en los
fulerenos en general, la hibridaciéon no es completamente sp?, ya que la presencia de
los pentédgonos proporciona curvatura a la superficie de union entre carbonos

adyacentes, lo que conlleva a cierto caracter sp® del enlace (Figura 1).

Esta mezcla de hibridacién entre sp? y sp®, provoca que los fulerenos sean moléculas
extremadamente fuertes, capaces de resistir grandes presiones, cualidades
importantes a la hora de preparar nuevos materiales. Al igual que el grafito, los
fulerenos se pueden usar como lubricantes, y las propiedades eléctricas y épticas de
los fulerenos también los hacen buenos candidatos para transistores, memoria de bits,
fotoconductores, diodos de tunel y sensores. Debido a estas propiedades, los fulerenos
han sido estudiados para aplicaciones electronicas, magnéticas, Opticas, quimicas,

biolégicas y médicas™*®.

Existe una limitacién en los fulerenos, son muy pocos solubles en la mayoria de los
disolventes y especialmente insolubles en agua; esto restringe muchas de sus
aplicaciones a nivel biolégico debido a que en dichas aplicaciones es necesario que el
fulereno sea soluble (por ejemplo: se ha reportado la inhibicion de la proteasa del VIH y
la hepatitis C, por algunos derivados de fulerenos solubles en agua). Este problema de
la solubilidad se puede resolver a través de la funcionalizacién o derivatizacién quimica,
gue consiste en adicionar grupos activos a las superficies de los fulerenos para

modificar sus propiedades fisicoquimicas?*.
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1.2.2 Nanatubos

Un nanotubo de carbono (NTC) puede ser visto como un cilindro hueco formado por
una hoja de grafito enrollada. Las uniones en nanotubos son esencialmente sp?, pero la
curvatura como en el caso del fulereno causa confinamiento cuantico y la hibridacién
sp?, en la que se encuentran los tres enlaces o tienden a salir del plano, induciendo
que el orbital = se encuentra mas deslocalizado fuera del tubo. Esto hace al nanotubo
mecanicamente mas fuerte, eléctrica y térmicamente mas conductivo y de manera muy
importante quimica y biolégicamente méas activo que el grafito. Aun més, los nanatubos
permiten defectos topoldgicos tales como ser la incorporaciéon de pentagonos y
heptagonos a la red hexagonal para formar: tapas, curvatura, toroides y nanotubos en
forma de hélice, como se puede inferir los electrones también estaran localizados en

los pentagonos y heptagonos debido a una redistribucién de electrones = *'.

Ya que el tamafio del material alcanzado por estas moléculas (fulerenos y NTC) esta
en el régimen de nanémetros (10 metros) han iniciado un progreso en la nanociencia
y nanotecnologia. Con respecto al tamafio de las biomoléculas como proteinas y ADN,
se piensa que tanto fulerenos como NTC (conocidos también como nanocumulos de
carbono) interactian directamente con estas biomoléculas de manera individual, en
contraste con los macro y micro-aparatos convencionales, los cuales llegan a
ensamblarse con una gran cantidad de muestra. Por lo que se pueden construir
nanomateriales que muestren nuevas propiedades electronicas, Opticas y mecanicas
inherentes con la dimension a nanoescala. Tales propiedades son mas sensibles al

ambiente y a las moléculas blanco en la muestra.

1.3 Toxicidad de fulerenos

La lista actual de los derivados de fulerenos cubre practicamente todas las clases de
los componentes quimicos, demostrando tanto una alta actividad quimica como una

gran versatilidad de reacciones quimicas. Esta gran versatilidad ha provocado un

13



crecimiento considerable en la produccion de los fulerenos para su uso comercial en
varias aplicaciones, tales como: proteccién del dafio oxidativo de la piel causado por
radiacion UV (A) y UV (B), productos cosméticos anti-envejecimiento, cremas para
aclarar la piel (esto debido a sus propiedades antioxidantes), barredores de radicales
libres, inhibicidn de la melanogénesis, e inhibicion del crecimiento microbiano, lo que ha
llevado a una preocupacion generalizada acerca de su potencial para causar efectos

adversos a la salud humana %2.

Existen algunos reportes que se han enfocado en entender el riesgo de los fulerenos
para la salud humana (de los cuales se hablard a continuacién); sin embargo, el rapido
desarrollo de estos, su variada poblacion con respecto al tamafio, forma y composicion
han superado a estos estudios. Aun asi sirven como base para el entendimiento de los
riesgos de los fulerenos en un futuro. Es necesario observar que estos estudios no
tuvieron un enfoque sobre el tamafo o las nanodimensiones de los fulerenos, en lugar
de esto, se enfocaron en la toxicidad y la biocompatibiliadad de los fulerenos. Enfoque
gue es sumamente importante pero no da una perspectiva completa de los
mecanismos de reaccion o dafios que puede ocasionar la molécula de Cg a las
proteinas, por lo que se piensa que es necesario realizar estudios relacionados al

tamano de los fulerenos en su ambiente a nanoescala.

Conocer el mecanismo de toxicidad producido por los fulerenos es sumamente
importante, pero debido a las limitaciones experimentales* y poca caracterizacion

fisicoquimica, no se ha logrado develar este mecanismo.

* Dentro de estas limitaciones experimentales se encuentran: la gran variedad de los fulerenos, diversidad
de moléculas asociadas covalente y no covalentemente a los fulerenos y los diferentes procesos de

sintesis utilizados para lograr solubilizarlos.
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1.3.1 Absorcién en el organismo

Un punto importante dentro de la toxicidad por los fulerenos es su absorcion dentro del
organismo. Por lo que se piensa que debido al numero de aplicaciones posibles para
los fulerenos, la absorcion de estas moléculas puede ocurrir principalmente, por via
oral, dérmica o pulmonar. Aunque la toxicidad en el lugar de exposicion es de particular
interés (piel, pulmones y tracto gastrointestinal), también es importante conocer cémo
es que se distribuyen a través del cuerpo, acumulandose dentro de los puntos distantes
a su primera entrada, tales como el higado o los rifiones. Los estudios in vivo se han
realizado mediante la administracion de fulerenos via: pulmonar, intravenosa,
intraperitoneal o dérmica. Estos estudios son pocos en numero y su disponibilidad
relacionada a toxicidad son limitados, aun asi es necesario recalcar estas
investigaciones, ya que son importantes para identificar los posibles 6rganos blanco de
la toxicidad de los fulerenos seguidas por la exposicion por via oral, respiratoria,
dérmica, intraperitoneal o intravenosa.

23 mostraron que derivados de fulerenos radiomarcados con **C no

Yamago y cols.
mostraron ser efectivamente absorbidos por una administracion oral para ratas y
ratones, por un periodo de exposicion de 160 h. La mayoria de estos fulerenos fueron
excretados en heces dentro de un periodo de 48 h; sin embargo, algunas trazas fueron
encontradas en orina lo que implica que son capaces de cruzar la pared intestinal. En

un estudio realizado por Baker y cols.?*

se mostréo que los fulerenos no fueron
detectados en sangre después de haber sido inhalados por ratas, sugiriendo que ellos
no se traslocan desde el sitio de exposicion respiratoria, pero la deposicion en los
pulmones fue 50% mas grande para los tamafios de nanoparticula (los fulerenos
comunmente se agregan en particulas mas grandes, por lo que se considera a una
nanoparticula con un tamafio de 10-50 nm) que para el grupo de microparticulas (el
tamafo de las microparticulas ronda los 100 um). Sin embargo, la vida media de los
fulerenos fue similar a la de las microparticulas, sugiriendo un proceso de eliminacién

similar, tal como limpieza mucociliar y eliminacion por macréfagos.
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Por su parte Xia y cols.?> mostraron con estudios in vivo e in vitro que los fulerenos Ce
pueden penetrar la piel hasta una profundidad del extracto corneo, pero que esta
absorcién esta modulada por el tipo de solvente en el cual el fulereno esta disperso, ya
qgue el tolueno, ciclohexano y cloroformo pueden inducir un rapido transporte pero el
agua mineral no logra tal efecto. Rouse y cols.?® por su parte encontraron que al
funcionalizar los fulerenos con derivados de fenilalanina estos podian penetrar a través

de las capas epidermales via difusién pasiva.

La posibilidad de absorcion en la piel parece ser altamente relevante para el uso de
fulerenos en cosméticos y en particular su explotacion en cremas de la piel. Con
respecto a esto Ultimo se han descrito diferentes tipos de fulerenos usados en cremas
de la piel como los altamente purificados, los que estan envueltos en

1”. Ademas se ha mostrado que los

polivinilpirrolidona, o fulerenos en escualeno vegeta
fulerenos no entran a las capas méas profundas de la piel, y no presentan irritacion o
sensibilizacion en la piel con o sin radiaciones UV a concentraciones mas altas que las

usadas en cosméticos®.

De esta manera se tiene que la absorcidn/penetracion de los fulerenos en la epidermis
y no en la dermis, depende del fulereno y el tipo de solvente en el cual estan
suspendidos. Dependiendo de estos factores, la absorcion puede estar cercana a cero,

pero también puede ser considerada relevante con respecto al tiempo de contacto.

Chen y cols.” observaron que la administracion via intraperitonial de los fulerenos
tenia como consecuencia una acumulacién en el rifién, vaso e higado con evidencia de
toxicidad en estos puntos de acumulacién. Por via intravenosa los fulerenos fueron
rapidamente eliminados de la sangre, para acumularse principalmente en higado, ya
gue la acumulacion en tiroides, estomago, pulmones e intestino fue significativamente
mas baja®. Gharbi y cols.®® por su parte observaron que después de una
administracion intraperitonial, la acumulacién de los fulerenos en el higado se llevé a

cabo en las células de Kupffer donde existia una alta actividad macrofagica.
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In vitro se ha demostrado que los queratinocitos?, las células epiteliales® y las células
del lente ocular® internalizan a los fulerenos, seguida de consecuencias oxidativas y

muerte celular.

Con esta informacion se puede decir que probablemente hay una absorcion limitada de
los fulerenos después de que se ha administrado por las vias fisiolégicas relevantes, y
que los fulerenos tienden a permanecer en los sitios de deposicion, especificamente
dentro del pulmon, higado e intestino, desde donde pueden ser eliminados a través de
los macrofagos alveolares, mucocilios y/o orina o heces. Ademas de que es probable
que la absorcion de los fulerenos a través de la piel dependa del tipo de fulereno (por
funcionalizacién), el solvente usado y las caracteristicas de la piel. Es necesario
recalcar que en estos momentos no se puede hacer una conclusion general del perfil
de los fulerenos y sus derivados debido a la limitada cantidad de informacién

disponible.

1.3.2 Dafios en el organismo causados por fulerenos

La exposicién a estos fulerenos que puede ocurrir a través de una via oral, dérmica,
inhalada o intravenosa, podria potencialmente iniciar una respuesta biolégica adversa.
Las propiedades fisicoquimicas mas importantes de estos fulerenos como forma,
tamafio de la particula, estado de aglomeracion, estructura cristalina, composicion
quimica, area superficial quimica, carga de la superficie y porosidad son responsables
de la actividad biol6gica que ocurre en respuesta a la exposiciéon de estas moléculas.
Las interacciones exactas que ocurren entre fulerenos y el ambiente biolégico, estan
poco entendidas, y las vias mecanisticas relativamente desconocidas. Sin embargo, se
ha encontrado que existe un aumento significativo dosis-dependiente de citocinas pro-
inflamatorias como IL-1, INF-a y IL-6 y un aumento de la citocinas TH1 tales como IL-
12 y INF-y en el lavado Bronco alveolar (BAL) un dia después de la administracion de
0.5, 1 y 2 mg/kg, sugiriendo una respuesta inflamatoria de Cg en pulmon de raton,

ademas de alcanzar la maxima cantidad de IgE un dia después del tratamiento. Por lo
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que los autores concluyen que la permanencia de Cgo €n el pulmén puede inducir dafio
del tejido™*.

Chen y cols.?® mostraron que después de una inyeccion intraperitonial en ratén de un
derivado de fulereno Cgp conjugado a tiroglobulina (en adyuvante de Freud) indujo un
comportamiento antigénico, estimulando la generacion de anticuerpos isotipos 1gG
especificos de fulerenos. Estos hallazgos fueron expandidos por Erlanger y cols.*
quienes demostraron que los anticuerpos anti-Cgo fueron capaces de interaccionar con
nanotubos de carbono de una sola pared, por lo que estos hallazgos insindan que los
derivados de Cgo pueden actuar como agentes sensibilizantes y modular un respuesta

inmune potencial.

En ensayos de mutagénesis se ha mostrado que los dafios a ADN son dosis-
dependientes ya que existe una actividad protectora efectiva a bajas dosis de fulerenos
para efectos oxidantes, pero una respuesta pro-oxidativa a altas dosis de fulerenos.
Estos resultados indican que el dafio a ADN en algunos casos es influenciado por la
dosis, tipo de fulereno y su preparacion, tiempo de exposicidn, tipo de célula y

modelo®.

Una caracteristica importante de los fulerenos que puede ser explotada dentro del
tratamiento de enfermedades mediadas por agentes oxidantes es su capacidad para
atrapar radicales libres. Sin embargo, se ha encontrado que los fulerenos son
moléculas que pueden formar especies de oxigeno reactivo (ROS), por lo que son
capaces de dafar potencialmente al ADN como resultado de los mecanismos basados
en estrés oxidativo. Estos fulerenos no tienen un efecto directo sobre el ADN, sino a
través de la formacion de ROS, el cual produce el dafio al ADN, proceso que se cree es
dosis-dependiente?.

El r4pido desarrollo comercial de los fulerenos provoca la necesidad de realizar
evaluaciones toxicolégicas y de seguridad para lograr asociar los riesgos biolégicos

asociados con la exposicion de nanomateriales, aun asi no se han logrado entender
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profundamente las consecuencias toxicolégicas de la interaccién entre fulerenos y

moléculas bioldgicas.
1.4 Interaccion de proteinas y fulerenos

Aun en los términos quimicos y bioquimicos mas simples, la interaccion de nanogrupos
de carbono con biomoléculas, en especifico con proteinas, es un proceso
extremadamente complejo, debido a su alto peso molecular y a la complejidad de los
componentes que interactian. Estas dltimas consideraciones son principalmente para
proteinas (mientras que los fulerenos son estructuras relativamente rigidas y ademas
pequefias) las cuales exhiben una diversidad estructural enorme, funcionalidad y
flexibilidad conformacional. Aun asi, se ha observado que las uniones no covalentes
formadas entre proteinas y nanocumulos de carbono bajo condiciones fisioldgicas,
provocan dramaticos cambios conformacionales en la secuencia de aminoacidos de la
proteina, aumentando hacia una pérdida parcial o total de las funciones bioquimicas de
la proteina. Este efecto se ha aprovechado y dependiendo de las aplicaciones, puede
ser positivo (inhibicion de la proteasa de VIH®" % y agregacién peptidica de la B-
amiloidina que se asocia a la enfermedad de Alzheimer®) o negativos (biosensores
basados en enzimas, acarreador celular de proteinas). Por otra parte, se ha
descubierto que los nanogrupos de carbono inducen un aumento de estabilidad de las
enzimas aun encontrandose en un ambiente fuertemente desnaturalizante, lo cual
puede ser altamente beneficioso para el disefio de diagnésticos, sensores y vehiculos

de acarreamientos de farmacos*®.

El mecanismo molecular relacionado con la influencia de la curvatura esférica del
fulereno sobre la estructura de las proteinas y su funcionalidad aun no ha sido
develado y es de crucial importancia para todos los aspectos de la bionano-ciencia y la
bionano-tecnologia. La principal restriccion para develar este mecanismo de manera
experimental se debe a que no se ha encontrado la forma de tener en solucién tanto a
la molécula de fulereno (el fulereno es altamente hidrofébico y so6lo soluble en

solventes como tolueno) como al péptido/proteina en cuestion y asi poder aplicar
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técnicas experimentales que permitan mostrar la influencia del fulereno sobre una
molécula proteica asociados uno a uno. Por lo que varios reportes de investigacion han

empleado calculos tedricos de fulerenos interactuando con moléculas proteicas.

Dentro de estos calculos tedricos o modelaje molecular de biomoléculas usualmente se
requiere la evaluaciéon de los potenciales de energia para conformaciones alternas de
las proteinas (hélice a o hebra ). El enfoque que abarcaria de una forma mas exacta
estos potenciales seria el uso de la funcion de onda de la mecéanica cuantica.
Desafortunadamente, debido al gran tamafio de las macromoléculas biolégicas, tales
calculos son extremadamente costosos en tiempo y sélo pueden aplicarse a un nimero
limitado de conformaciones. Por tanto, la mayoria de los estudios de simulacion
emplean funciones de energia de la mecéanica molecular (MM). Debido a la necesidad
de utilizar estas funciones un gran numero de veces durante la simulacion, estas
funciones son relativamente simples y utilizan muchos pardmetros empiricos que

pueden ser ajustables.

Estos calculos tedricos se han centrado en simulaciones de dinAmica molecular. Por
ejemplo en la simulacién de la proteasa de VIH complejada con un inhibidor basado en
fulereno (difenil Cgp alcohol) para revelar el mecanismo de unién y el sitio activo de la
estructura®. Otro ejemplo, son las simulaciones por docking molecular para proponer
dos potentes analogos de fulerenos como farmacos anti-VIH, los cuales posteriormente
fueron sujetos a estudios experimentales biolégicos y los resultados mostraron que los
nuevos compuestos descubiertos teéricamente posefan alta bioactividad®’. Este tipo de
simulaciones también fueron utilizadas por Fu y colaboradores® para estudiar la
interaccién de los oligbmeros de bajo peso molecular del péptido B-amiloide del
Alzheimer con nanotubos de carbono de una sola pared de diferentes diametros; estos
investigadores encontraron que los nanotubos inducian una conformacion de barril 8,
resultado que logr6 que los nanotubos de carbono se convirtieran en nuevos
prospectos como agentes terapéuticos que retardan o previenen los procesos de
fibrilacién. Por otra parte Miranda Tomasio y Walsh®® investigaron las interacciones

entre nanotubos y péptidos usando tanto mecanica molecular MM+ como teoria de
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estructura electrénica (incluyendo DFT); los resultados de la simulacidén predijeron las

observaciones experimentales confirmando una relativa afinidad de union.

Basiuk y Bassiouk*® analizaron teéricamente el comportamiento de homopéptidos
simples (hasta decapéptidos, empezando con un aminoacido iniciador) derivados de L-
glicina y L-alanina, en una hélice a y hebra B interaccionando no covalentemente con el
fulereno Cgp. En este estudio se compararon dos técnicas computacionales:
funcionales DFT (BLYP GGA y VWN LDA) y campos de fuerza (AMBER y MM+),
obteniéndose resultados muy comparables entre el funcional DFT VWN y MM+. Este
funcional DFT VWN produjo célculos y valores mucho mas consistentes para
interacciones intermoleculares que en comparaciéon con BLYP DFT por lo que se tomo
a este funcional VWN DFT como referencia para comparar y en consecuencia validar
los resultados obtenidos en los campos de fuerza (AMBER y MM+). En general, las
conclusiones a las que se llega, es la existencia de una remarcada rigidez en los
péptidos de hélice a y una considerable flexibilidad de la hebra B cuando se
interacciona con las moléculas del fulereno. Es importante sefalar que el grado en el
cambio de conformacién observado en la hebra  depende del aminoacido iniciador y

de la longitud del péptido.

En este ultimo trabajo se abordé el estudio tedrico de las interacciones no covalentes
entre proteinas y fulerenos de una manera mas sistematica*’: ya que se explicaron las
interacciones entre estas moléculas mediante las propiedades que caracterizan
estructuralmente a las proteinas, tales como las hélices a y las hojas B. En estos
arreglos estructurales se dan diferentes formas de realizar puentes de hidrégeno
intracatenarios y por lo tanto las estabilidades son diferentes. Una hélice a contendra
una mayor cantidad de puentes de hidrogeno intramoleculares en comparacion con la
hebra B y en consecuencia la hélice a sera termodinamicamente mas estable y
estructuralmente mas rigida cuando esté interactuando con el fulereno, lo que se
verifico en el estudio realizado por Basiuk y Bassiouk, tanto para los péptidos de glicina

como de alanina. Donde se muestra una tendencia general de una asombrosa rigidez
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de los péptidos con conformacion de hélice a y una flexibilidad de la hebra 8, cuando

se interactua con el fulereno.

De lo anterior se infiere que los fulerenos pueden ser tratados por simulaciones por
computadora y el modelaje molecular. Por lo que durante los udltimos afios la
importancia de la nanociencia y nanotecnologia computacional basada en la simulacion
estan apoyadas por las siguientes razones: el tiempo de calculo se ha reducido y la
cantidad de &atomos que pueden entrar en tratamiento ha estado aumentado
consistentemente para sistemas que se traten por simulaciones por computadora y
modelaje molecular de alta precision. Ademas los calculos realizados se han
comprobado por los datos experimentales; por lo que, el modelaje molecular y las
simulaciones por computadora se han convertido en predictivas, esto aunado al
aumento en el poder del CPU disponible para simulaciones de rutina y analisis
continuo, logra acercar méas el célculo tedrico a los datos experimentales mediante las

simulaciones basadas en caracterizacion y aplicacién de disefio®.

1.5 Mecénica molecular

Los estudios tedricos anteriores alientan la idea de poder utilizar modelaje molecular en
el estudio de las interacciones entre las formas principales de una proteina como son
las hélices a y hebras B con los fulerenos. Ademas las comparaciones hechas por los
grupos de Basiuk y Miranda Tomasio entre MM y DFT, sugieren que los resultados de
MM son comparables y validos para la interaccion entre las estructuras de una proteina
(hélices a y hebras B) y los nanocumulos de carbono, por lo que apoyan fuertemente

utilizar MM para la probable interpretacion de interacciones entre estas moléculas.

Sumado a lo anterior, utilizar MM en estas interacciones de moléculas es de gran
ayuda ya que permite calcular moléculas mas grandes, en este caso, aumentar el
namero de residuos en el péptido (célculo que en DFT se vuelven dificiles de realizar)
obteniéndose una manera mas viable de acercarse mas a la realidad al obtener

informacion acerca de estas interacciones con un niumero mayor de aminoacidos.
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La mecanica molecular estd basada en un modelo matematico que toma a una
molécula como un conjunto de esferas (que corresponden a los atomos) unidas por un
resorte (correspondiente a los enlaces). Dentro del marco de este modelo, la energia
de la molécula cambia con respecto a su geometria porque los resortes se resisten a
ser estirados o doblados mas alla de su angulo o longitud natural, ademéas de que las
esferas se resisten a ser empujadas para acercarse una a la otra. El modelo
matematico es conceptualmente muy cercano al sentimiento intuitivo de las energias
moleculares que se obtienen cuando se manipulan modelos moleculares de plastico o
metal: el modelo resiste a distorsionarse (ya que podria llegar a romperse) desde una
geometria natural que corresponde a las longitudes de enlace y &ngulos impuestos por

el fabricante. La MM no toma en cuenta a los electrones.

El principio detras de la MM es expresar la energia de una molécula como una funcion
de su resistencia hacia el estiramiento de enlace, el doblamiento de enlace y a la
aglomeracion atémica, para después usar esta ecuacion para encontrar las longitudes
de enlace, angulos y angulos diedros, correspondientes a la geometria de minima
energia 0 mas precisamente, a los varios posibles potenciales de energia de superficie.
En otras palabras, la MM usa conceptualmente el modelo mecanico de una molécula
para encontrar su geometria de minima energia (para moléculas flexibles, las
geometrias de varios conformeros). La forma de la expresion mateméatica para la
energia y los parametros en esta, constituyen un campo de fuerza y los métodos de
mecénica molecular son algunas veces llamados métodos de campo de fuerza. El
término surge porque el negativo de la primera derivada de la energia potencial de una
particula con respecto al desplazamiento a lo largo de algunas direcciones es la fuerza
de la particula; un campo de fuerza E (con coordenadas de atomos X, y, z) puede ser

diferenciado para dar la fuerza de cada atomo.

Especificamente los principios de MM, como un método potencial para el estudio de
variaciones de energia de un sistema molecular con respecto a su geometria, fue

formulada en 1946 por Westheimer y Meyer*® y Hill**, pero las principales

23



contribuciones al desarrollo de MM han sido desarrolladas por los grupos de Schleyer*>
6y Allinger*” *®. El grupo de Allinger ha sido el responsable desde 1960 del desarrollo
de las series MM, comenzando con MM1 y continuando con MM2, MM3 y MM4. Los
programas de MM como Sybyl y UFF manejan moléculas que involucran a la mayoria
de los atomos de la tabla peridédica (aunque con alguna pérdida de exactitud); sin
embargo, MM es el principal método usado para calcular geometrias y energias de

moléculas biolégicas como proteinas y 4cidos nucleicos.
1.5.1. Principios béasicos de la mecanica molecular.

La energia potencial de una molécula puede ser escrita como:

E= Z E estiromients + E E poblamients + E E rorstén  + Z E noenfazadss
Enlace Angulo Diedros Paras

donde, Egstramientos, Epoblamiento, €tC. (ver Figura 3 y 4 respectivamente), son
contribuciones de energia dadas por el estiramiento del enlace, flexion de la molécula
(doblamiento del angulo), el movimiento rotacional (rotacién) de los enlaces sencillos y
la interaccion entre atomos o grupos gue no estan enlazados (no directamente unidos
entre ellos). Las sumas son las de todos los enlaces, todos los dngulos definidos por 3
atomos A-B-C, todos los angulos diedros definidos por los atomos A-B-C-D y todos los
pares de interacciones significativas no enlazadas. La forma matematica de estos

términos y los parametros en ellos constituyen un campo de fuerza.
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Podemos darnos una idea mas especifica considerando cada uno de estos cuatro

términos:
(1) Término de estiramiento de enlace
El incremento en la energia de un resorte (hay que recordar que estamos modelando la

molécula como una coleccién de esferas unidas por resortes) cuando éste es estirado

(Figura 2) es aproximadamente proporcional al cuadrado de la extension:

— 2
AEestiramiento = Kestiramiento (I - qu)
donde Kestramiento, €S la constante de proporcionalidad y entre mas grande sea, existira

una mayor resistencia en estirarlo; |, es la longitud de el enlace cuando se estira; y leg,

es longitud de equilibrio del enlace, es la longitud “natural’”.

g

a TP
Q f{:’:g""i'l"\-_.-‘{_ _.--'I -

e

Figura 2. Cambios en las longitudes de enlace Al dan como resultado cambios en
energia de la molécula. Tales cambios son manejados por el término Egstramiento, €N 1a

mecanica molecular del campo de fuerza.
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(2) Término de doblamiento de angulo.

El incremento en energia de un sistema esfera-resorte-esfera-resorte-esfera,
corresponde con la unidad triatdbmica A-B-C (el incremento en “energia de angulo”) es

aproximadamente proporcional al cuadrado del incremento en el angulo (Figura 3):

— 2
Edoblamiento - Kdoblamiento (a - aeq)

Kdoblamiento, €S proporcionalmente constante, a es el valor de el angulo cuando se

distorsiona; y aeq €s el valor de equilibrio del angulo, este es el valor “natural”.

&
(R
@ - @
A - A
. a |
-‘\"\. -.-/’
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Figura 3. Los cambios en los angulos dan como resultado cambios en energia de la
molécula. Tales cambios son manejados por el término Epgpamiento €N la mecanica

molecular del campo de fuerza.

(3) Término torsional.

Si se considera a cuatro atomos secuencialmente unidos: A-B-C-D (Figura 4). El angulo
diedro o angulo de torsién del sistema es el enlace A-B y el angulo entre el enlace C-D,

visto a lo largo del enlace B-C (Figura 4). Convencionalmente este angulo es
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considerado positivo si crece en direccion de las manecillas de reloj (empezando con
A-B cubriendo o eclipsando C-D) desde el enlace trasero (C-D) con respecto al enlace
delantero (A-B)

rotacion del enlace C-D con
respecto al enlace B-C

F \_‘I '-.:“
oo/ ) o .
D
A | A g0
.":-f \'n I-"/ H‘\\.— D
< *’) N
angulo diedro = 0° angulo diedro = 60°

Figura 4. Angulos diedros (angulos torsionales) que afectan las geometrias y energias

moleculares.

Asi en la Figura 4 se muestra un angulo diedro A-B-C-D de 60° (4ngulo que también
puede considerarse que empieza a -300° en direccidén contraria a las manecillas de
reloj), pero como la geometria se repite por si sola cada 360° la energia variara con
respecto al angulo diedro en patrones de seno y coseno, como se muestra en la

Figura 5 para el etano.
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Figura 5. Variacion de energia del etano con respecto a los angulos diedros.

(4) Término de interacciones no enlazadas.

Este término representa el cambio en energia potencial con respecto a la distancia
entre los atomos A y B que no estan directamente unidos (A-B) y que ademas no estan
directamente unidos a un atomo en comun (como en A-X-B); a estos &tomos separados
por al menos dos atomos (A-X-Y-B) o incluso en diferentes moléculas, se le conoce
como no enlazados (respecto unos con otros). Hay que notar que los enlaces A-B y
X-B ya fueron tomados en cuenta en el término Egstiramiento Y Epoblamiento F€SPECtivamente,
y como el término de no enlace contiene a su vez el caso A-X-Y-B cuyo término se
sobrepone al término de Erqrsign, podriamos pensar en Erqsisn COMO representante del
término Eno enlazados; SiN embargo, para ciertos atomos asociados a X y Y (aquellos que

se encuentran en diferentes moléculas) existen interacciones de atomos no enlazados.

Estas interacciones siguen una curva de energia potencial para dos atomos no polares

no enlazados, cuya curva tiene la forma general que se muestra en la Figura 6.
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Energia

fmin = (Ra + Rp)

Fig. 6. Variacion de la energia de una molécula con respecto a la distancia de

separaciéon de atomos o grupos de atomos no enlazados.
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Un camino facil para poder explicar este tipo de interacciones es mediante el potencial

Lennard-Jones:

_ o2 o\b
Eno enlazados — Kne — —_ | —
r r

en este potencial r = la distancia entre los centros de los atomos o grupos no

enlazados, o y la K¢ seran explicados a continuacion.

Esta funcién reproduce el pequefio pozo en la curva donde los &omos o grupos de
atomos se acercan uno al otro (Figura 6), hasta que el aumento en la energia potencial
logra acercarlos mutuamente tan cerca como su radio de van der Waals. Si obtenemos

que dE/dr = 0, encontramos que para la energia minima en la curva correspondiente al

valor de r es rmin = 2%, por lo que:

c= 2_1/6 min

Si asumimos que este minimo corresponde con el contacto de van der Waals de los
grupos no enlazados, entonces rin = (Ra + Rg), €s la suma del radio de van der Waals
del grupo Ay B. Asi que,

2Y%s = (Ra + Re)

por lo tanto

o = 21/6(RA+ RB) =0.89 (RA + RB)

De esta forma o puede ser calculada desde rmin 0 estimada desde el radio de van der

Waals.
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Ahora bien si E = 0, encontraremos que para este punto sobre la curva r = o, por lo que

c=r(E=0),

21/6

Si escribimos r = rpin = 27°c, podemos encontrar que

E (r = rmin) = (-1/4) Ky, €s decir:

Kne = '4E (r = rmm)

Por lo que K, puede ser calculada en el pozo de minimo de energia.

Con este tipo de ecuaciones se puede manejar un campo de fuerza particular para MM,
pero hay muchas otras alternativas, por lo que podemos representar la variacion de
energia con respecto a la longitud, la variacion de interaccién entre &tomos o grupos de
atomos no enlazados, etcétera, por expresiones mas complicadas que la presentada
para variacion de energia debida al estiramiento, doblamiento o atraccion/repulsion de
atomos no enlazados. Tales cambios tendrdan como consecuencia cambios en el
campo de fuerza, y por lo tanto estaremos hablando de otra version de campo de

fuerza.

Al proceso de encontrar los valores de las constantes de Kestiramiento, leq, Kdoblamientos
etcétera, se le conoce como parametrizaciéon del campo de fuerza. El grupo de
moléculas usadas para la parametrizacién de un buen campo de fuerza, puede llegar a
mas de 100, a este grupo de moléculas se le conoce como grupo de entrenamiento
(training set). Como ejemplo de esta parametrizacion se puede tomar a la
parametrizacion del término de estiramiento de enlace, este término del campo de
fuerza se puede parametrizar con referencia a un experimento (parametrizacion
conocida como empirica), por el uso de calculos ab-initio de alto nivel, calculos de
funcionales de densidad o por la combinacibn de ambos. Experimentalmente, la

Kestramiento puede ser obtenida por el espectro infrarrojo (IR), ya que la frecuencia de
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estiramiento de un enlace depende de la constante de fuerza y las masas de los
atomos involucradas, leg puede ser derivado por la difraccion de rayos X, difraccion

electrénica o espectroscopia de microondas®.

1.5.2. Campos de fuerza MM+ y AMBER

Dentro de estas versiones de campo de fuerza podemos encontrar el campo de fuerza
MM+, el cual esta basado en el campo de fuerza MM2 de Allinger y que ha mostrado
una gran robustez®. El campo de fuerza MM2 desde su lanzamiento ha sido el méas
usado y aunque los nuevos campos de fuerza pueden trabajar mejor, MM2 siempre
permanecera como una referencia. Este campo de fuerza tiene el grupo de parametros

mas diversos por lo que se ha usado en diferentes areas de investigacion.

MM+ es un campo de fuerza que ha sido implementado en el paquete de modelaje
molecular de HyperChem, debido a esto y al éxito comercial de HyperChem, este
campo de fuerza ha sido muy utilizado durante los udltimos afios. Como se ha
comentado anteriormente MM+ esta basado en la forma funcional de MM2, y por lo
tanto usa el grupos de parametros de MM2, por lo que a continuacion se discute el
campo de fuerza de MM2. EIl primer término del campo de fuerza que corresponde al
estiramiento del enlace tiene como funcion para calcular el estiramiento a un potencial
cubico, funcidén que es asimétrica y repulsiva a distancias largas. Con respecto al
término de doblamiento de angulo, la funcion es conocida como de sexto orden. El
tercer término que corresponde a la funcion que calcula la energia debida a los angulos
diedros, se calcula mediante la suma de las funciones de los minimos correspondientes
a la torsion. A continuacion viene el término correspondiente a las interacciones no
enlazadas, en este término correspondiente a las interacciones no enlazadas, cuando
los atomos se encuentran muy cercanos (r < 1/3 Rypw), €l potencial falla por ir a través
de un maximo y por lo tanto fusionara los &tomos cercanos. Por lo que las
interacciones electrostaticas en MM2 se calculan por el potencial dipolo-dipolo y por lo

tanto los calculos son llevados a cabo por términos de interaccion dipolo-dipolo en lugar
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de potenciales coulombicos. Aqui piy pj son enlaces centrados por momentos dipolo y

X es el angulo entre estos momentos dipolares; a; y q;:

E = Ks(r-ro)1-2(r-ro)} + Ka (¢ - do)*{1 — 7 x 10 (¢ - ¢o)*} + [Kw/2 (1 + cos 0) + Kp/2 (1 -
cos 2 0) + Kw/2 (1 + cos 30)] + Kiy{2.9 x 10° exp(-12.5 r/Rvow) — 2.25 (Rvpw/n)°} + (Ui

i)/ (E0r;%) { COS X = 3 COS @) COS Q. .vvvvvvveiieiiieeeeeee e Ecuacién 1.

La realizacion de MM2 y el dominio publico de este campo de fuerza ha causado el
desarrollo de una gran variedad de campos de fuerza a partir de MM2 (como MM+),
variantes que pueden manejar desde metales complejados y/o dinamica molecular

entre otros.

Por otra parte hay campos de fuerza que han sido desarrollados para calcular
geometrias y energias de moléculas grandes como biopolimeros. Uno de los més
usados ha sido el campo de fuerza AMBER (por sus siglas en inglés: Assisted Model
Building with Energy Refinement). Este campo de fuerza es quiza el mas usado para
modelar polimeros biolégicos como: proteinas, acidos nucleicos y polisacaridos. Un
aspecto importante del modelaje de biopolimeros es el disefio farmacoldgico de
moléculas activas que pueden ajustarse al sitio activo de biomoléculas y servir como
farmacos. Por ejemplo, una molécula puede ser disefiada para unirse al sitio activo de
una enzima y bloquear la reaccion indeseable de esta enzima. Como segundo paso en
este largo camino hacia el descubrimiento de un nuevo farmaco, se puede comparar la
energia de unién de varias moléculas que sean estérica y electrostaticamente
complementarios al sitio activo, y la molécula mas acorde a los propdésitos de la
investigacion puede ser sintetizada. El disefio de nuevos farmacos asistido por
computadora y el estudio de la relacion entre estructura y actividad es una de las areas

mas activas de las investigaciones in silico.

La combinacion lineal de términos independientes para el campo de fuerza AMBER se
muestra y discute a continuacion (la presentacion de este campo de fuerza seguira el

mismo orden con respecto a como se presento el campo de fuerza para MM2).
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Etota = Ke (r = 10)° + Ka (0 - 0eq)” + V! 2 {1 + cos(n¢ - A )} + { (Aj/ ) = (Bi/ ) + qiq;/

o T PP PPPR Ecuacion 2.

Los campos de fuerza tales como AMBER que estan desarrollados para poder manejar
biopolimeros como las proteinas son generalmente més simples que los usados para el
calculo de moléculas més pequefias como MM2 (calculos que por manejar estas
moléculas son mas exactos). El primer término, correspondiente al estiramiento de
enlace en AMBER, se calcula mediante el potencial harmédnico (potencial que es mas
simple que el cubico), este potencial sigue la funcidn mas simple y simétrica. El
doblamiento de angulo también sigue una funcion harmoénica. El tercer término que
calcula el término de torsion o angulos diedros, en AMBER se calcula mediante el
angulo de torsién (0) y el angulo de fase o de compensacion (A). El cuarto término del
campo de fuerza de AMBER correspondiente a las interacciones no enlazadas: se
calcula mediante las distancias de atomos no enlazados i y j, sus constantes de
parametrizacion y la suma de su radio de van Der Waals (Rypw). Para este ultimo
término al contrario que MM+, el calculo de las interacciones electrostaticas se calcula

por el potencial coulémbico™.
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1.6 Justificacién del trabajo

El mecanismo de interaccion péptido/proteina con los nanocumulos de carbono aun no
ha sido elucidado mediante técnicas experimentales, por lo que se tiene la posibilidad y
la necesidad del uso de técnicas computacionales y de manera especifica del uso de

sistemas de modelaje molecular.

En las simulaciones por computadora realizadas por Basiuk y Bassiouk se ha mostrado
que existe una remarcada rigidez en los homopéptidos de Glicina y Alanina con una
configuracion de hélice a y una considerable flexibilidad para homopéptidos con una
configuracion de hebra B cuando interaccionan con las moléculas del fulereno. En
estos trabajos se sefialé que el grado en el cambio de conformacién observado en la

hebra 3 dependié del aminoacido iniciador y de la longitud del péptido.

Con respecto a lo anterior se piensa que el siguiente paso hacia una descripcion mas
completa de la interaccion entre Cgg Y las regulares subestructuras hélice a y hoja 3 de
las proteinas, es observar mediante simulaciones por computadora como afecta una
molécula de fulereno Ceo a simples homopéptidos de Valina con diferentes tamafios en
configuraciones de hélice a y hebra B. Los homopéptidos de Valina se escogieron para
lograr la simplificacién del modelo, teniendo en cuenta que ya se habian reportado los
homoéptidos de Glicina y Alanina, el siguiente &tomo con naturaleza hidrofébica y con

la menor cantidad de atomos asociados a la cadena lateral es Valina.
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1.7. Hipotesis

En el sistema modelo simplificado que se escogio para realizar estas simulaciones, que
incluye el fulereno Cgo y los homopéptidos de Valina, se espera que los cambios
conformacionales mas pronunciados se observen en la hebra  comparandola con la

conformacion de hélice a.

Es probable que el efecto de Cgp en relacion al aumento de la cadena peptidica sélo se
observé dentro de un tamafio de péptido especifico; esto es, dentro de un tamafio de
cadena peptidica donde puede interaccionar plenamente el fulereno con las cadenas
laterales de la secuencia de aminoacidos. Teniendo como antecedente el trabajo de
Bassiuk y Bassiouk® es probable que esta longitud de cadena peptidica se encuentre

dentro los 10 aminoacidos enlazados covalentemente.
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1.8 Objetivos

1.8.1 Objetivo general

Estudiar como el aumento de la cadena peptidica en simples homopéptidos (hasta un
péptido de 20 aminoacidos, empezando con un aminoéacido iniciador) derivados de L-
valina en una hélice a y hebra B interaccionando no covalentemente con el fulereno Cg
influencia la geometria y la energia de formacion del complejo péptido + Ceo.

1.8.2 Objetivos especificos

(1) Construir los modelos de los péptidos con configuracién de hélice a y hebra 8

(2) Utilizando MM+ y AMBER lograr la optimizacion de geometria tanto de los péptidos

aislados como en contacto con el fulereno Cegp.

(3) Averiguar cémo influye el sitio de contacto en los péptidos con configuracion de

hélice a y hebra [ al interaccionar con el fulereno Ceo.

(4) Caracterizar el cambio de energia de formacion AE en funcion de nya.
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2. Métodos computacionales

Los célculos de mecénica molecular se llevaron a cabo usando los campos de fuerza
MM+ y AMBER incorporados en HyperChem versién 7.0 (Hypercube, Inc.)*® con un
gradiente Polak-Ribiere. Este algoritmo es un buen optimizador para propoésitos
generales, realizando una serie de busquedas o ciclos en direcciones conjugadas de
gradiente. Un valor cuadratico medio (RMS por sus siglas en inglés) de 0.005 kcal/(A
mol), que es una medida del tamafio de distribucion y se usa para dar un tamafio del
gradiente durante la minimizacién y asi determinar el final del célculo, cuando el
gradiente RMS es menor a 0.005 kcal/mol el célculo se detiene. Por lo tanto todas las
optimizaciones realizadas se detenian en este punto. Otras indicaciones adicionales
fueron: para el campo de fuerza MM+, el célculo de las interacciones electrostaticas no
enlazadas se calculaban usando interacciones dipolo, sin cuttoffs, que es una opcion
que determina los limites de la distancia para el célculo de las interacciones no
enlazadas; para AMBER, una constante dieléctrica de permitividad de 1, este valor es
una aproximacion comun para calculos donde no se adicionan moléculas de agua y
que por lo tanto las interacciones coulémbicas se dan como 1/r* en lugar de 1/r para
simular el efecto del solvente, factores de escala de 1-4 4&tomos con un valor de 0.5,
esta opcion determina las interacciones electrostaticas y de van der Waals para atomos

que estan separados por tres enlaces.

El primer paso para la obtencién de resultados consisti6 en la optimizacion de la
geometria de las moléculas peptidicas con las caracteristicas y campos de fuerza antes
mencionados, tanto en conformacion de hélice a como de hebra B. Para realizar esta
optimizacion se construyeron diferentes moléculas peptidicas con diferentes cantidades
de aminoacidos, empezando con un dipéptido de valina, seguido de un tripéptido, y asi
sucesivamente hasta la construccion de un péptido con 20 aminoacidos, este mismo
procedimiento se siguié tanto para la conformacién de hebra B como de hélice a. A
partir de esta construccion se continio con la optimizacion de estas moléculas; es

decir, se realiz6 una optimizacién del péptido con 2 aminoacidos de valina en
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conformacién de hebra B, para después seguir con la optimizacién del tripéptido, y asi
sucesivamente hasta concluir con el péptido con 20 aminoéacidos. Este mismo proceso
se siguidé para la conformacion de hélice a, obteniéndose cuatro series (2 series para
cada campo de fuerza MM+ y AMBER) que contenian a las moléculas peptidicas
optimizadas con dos tipos de conformacion peptidica que crecian al ritmo de un

aminoacido por cada célculo.

Estas primeras optimizaciones de geometria se utilizaron para asociarles una molécula
de fulereno y asi obtener los céalculos de energias totales resultantes de la interaccion
entre los péptidos construidos y la molécula de fulereno. Para la obtencion de estas
energias totales se realizaron optimizaciones de geometria para cada uno de estos
complejos construidos. Los complejos se construyeron colocando la molécula de Cgg
entre dos cadenas laterales de los péptidos optimizados, debido al tamafio del fulereno,
éste se puede acomodar entre dos cadenas laterales. De esta manera los célculos para
cada complejo construido tenian como consecuencia n-1 calculos (donde n indica la
cantidad de aminoacidos que conforman el péptido). Aqui el complejo construido con el
péptido mas largo de 20 aminoacidos tenia como consecuencia 19 calculos, uno para
cada posicion de la molécula de fulereno que se encontrard entre dos cadenas
laterales (hay que observar que para péptidos con 2 aminoacidos solo se realizaba un
solo calculo). Estas optimizaciones se realizaron tanto para la configuraciéon de hélice a

como para la configuracion de hebra .

Para dar una mejor idea sobre los cambios conformacionales de las moléculas
peptidicas al interaccionar con la molécula de Cg, se realizaron alineamientos
moleculares entre los péptidos optimizados sin interaccién con Cgy Yy €stos mismos
péptidos interaccionando con Cgo. Estos alineamientos se realizaron mediante el
programa PyMOL®3, que es un visualizador molecular y produce imagenes tanto para

moléculas pequefias como para macromoléculas.

Los calculos resultantes de las interacciones totales presentaron alta variabilidad en los

extremos de los péptidos donde se asociaba la molécula de fulereno. Por el contrario la
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asociacion de una molécula de Cgo a la parte central de estos péptidos no presento
variabilidad en comparacién con las posiciones de Cg en los extremos del péptido.
Debido a que no existia una alta variabilidad para estos complejos se les escogié como
moléculas representativas de las energias de formacion. También es bueno sefalar
que el trabajo de Bassiuk y Bassiouk* en los célculos correspondientes a Gly y Ala,
siempre se colocaba el fulereno aproximadamente en el centro de la cadena peptidica,
esto con el objetivo de tener las mismas condiciones de geometria inicial para todos los

calculos.

Hay que subrayar que estas energias de formacién calculadas son una medida de
estabilidad del sistema. A valores mas negativos la estabilidad aumenta.

Las energias de formacion AEpeptido + ceo (0 AE por simplicidad) para los complejos
construidos entre péptido asociado a una molécula de Cg se calcularon con la

siguiente formula:

AEpéptido +C60 — Epéptido +C60 — (Epéptido + Ece0 )
donde Epepido + ceo, S€ refiere a la energia del sistema formado por la molécula de

fulereno y el péptido en cuestion; Epspido, @ la energia del péptido; y Eceo, a la del

fulereno.
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3. Resultados y discusion

Con respecto a los campos de fuerza utilizados AMBER y MM+, se tiene que hacer las
siguientes observaciones: AMBER fue disefiado especificamente para calculos de
proteinas y acidos nucleicos, y por su parte MM+ es un campo universal parametrizado
para todos los elementos quimicos. Por lo que ninguno de estos campos de fuerza fue
disefiado para sistemas de nanocarbono como es el fulereno. Sin embargo, MM+ es
aplicado para quimica organica mas que otros campos de fuerza como AMBER, los

cuales se enfocan en proteinas y acidos nucleicos.

El protocolo computacional para MM+ esta disefiado para encontrar parametros
adecuados para el campo de fuerza; es decir, HyperChem substituye valores por
default cuando MM+ falla en encontrar un parametro apropiado del campo de fuerza.
Consecuentemente esperamos observar ciertas diferencias entre los resultados de
calculo entre AMBER y MM+,

Un factor importante que complicé los calculos presentes, comparando con los previos
obtenidos por los péptidos de Gly y Ala* es una alta movilidad conformacional del
residuo isopropilo en la cadena lateral de Val. Esto crea un gran niumero de minimos
locales sobre la superficie de energia potencial para un complejo de péptido + Cgo ¥
hace que su busqueda consuma mucho mas tiempo, comparado con el caso de Gly y
Ala (sin mencionar que se duplicéd la longitud méaxima de los péptidos en estudio).
Ademas, los minimos locales pueden estar muy cerca uno de otro, lo cual causa
notables variaciones en los resultados de los céalculos (geometrias y energias de los
complejos) dependiendo de donde exactamente la molécula de Cgo €s posicionada en
la geometria de entrada. Considerando este ultimo factor uno deberia notar que en los
calculos de Gly y Ala, siempre se colocaba el fulereno aproximadamente en el centro
de la cadena peptidica para tener las mismas condiciones de geometria inicial. El
presente trabajo se adhirio a la misma metodologia; sin embargo, se estudio en detalle
el efecto de la posicion del Cgo en contra de toda la cadena peptidica sobre la energia

calculada y la geometria de los complejos de péptido+Ceo.
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3.1. Resultados de calculos por MM+

3.1.1. Hebra B

Los resultados que se presentan en la Figura 7 muestran las graficas obtenidas de las
energias totales de los complejos no covalentes entre los péptidos de valina en una
conformacion 3 y la molécula de fulereno obtenidas mediante el campo de fuerza MM+.
En estas graficas (y en las demas correspondientes a energia total) el eje x
corresponde a la posicion del fulereno con respecto al péptido y el eje y muestra las
energias totales de los complejos entre fulerenos y péptidos en una conformacion de
hebra B. Estos péptidos fueron construidos con una conformacion de hebra 3 desde 3
aminoacidos unidos covalentemente formando un tripéptido hasta un péptido Valy;. Las
posiciones que toma el fulereno con respecto al péptido de valina van desde el
aminoécido en la posiciéon 2 del péptido comenzando a partir del amino terminal hasta

la Gltima posicion del péptido que se encuentra junto al carboxilo terminal.

Los resultados muestran energias totales de 262.5 y 260.5 kcal/mol para los complejos
formados entre un tripéptido y un fulereno colocado en la segunda y tercera posicion
respectivamente. La energia para un tetrapéptido de valina y la molécula de fulereno
colocada a lo largo del péptido no cambia apreciablemente con respecto a las energias
totales del complejo del tripéptido, pero existe una disminucion mayor a 5 unidades
entre el primer complejo del tripéptido, el cual corresponde a una posicion mas cercana
al grupo amino terminal y el Gltimo complejo de tetrapéptido que se encuentra mas
cercano al carboxilo terminal, donde la energia tiene un valor de 257.7 kcal/mol. El
mismo comportamiento se observa en el pentapéptido, donde la energia mas baja y por
ende el complejo mas estable se encuentra en la posicion donde el fulereno es mas
cercano al carboxilo terminal del pentapéptido, observandose una energia de 254.2
kcal/mol. Esta energia no cambia drasticamente, sino de forma gradual para las
posiciones del fulereno a lo largo de los péptidos Vals, Val;, Valg y Valy. En el
decapéptido las energias disminuyen hasta valores de 251 kcal/mol en una posicion

cercana al carboxilo terminal, lo cual se repite para el péptido Vali;, registrando valores
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de 251.6 kcal/mol. Si se realiza una comparacion de estas energias totales de
formacidn entre el tripéptido y este ultimo péptido Val;; en la misma posicién cercana al
carboxilo terminal se observaran méas de 11 kcal/mol de diferencia.
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El eje “y” de todas las graficas se titula: Energias totales, E (kcal/mol)
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eje “x” de todas las gréficas se titula: Posicion del fulereno con respecto al péptido de valina.

Figura 7. Energias totales de los primeros 9 complejos (de Val;+Cgs a Val;;+Cg) en
conformacion de hebra 3 utilizando MM+. Las E se dan en funcién de la posicion de Cg con
respecto al péptido de valina. Los residuos de valina fueron enumerados desde el amino
terminal. Los puntos marcados en negro indican menores variaciones en la parte central

comparandolas con las partes extremas del péptido.
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Los siguientes valores de energia que pertenecen a los complejos entre los péptidos
Vali, hasta péptidos Valy, y la molécula de Cgp muestran la misma tendencia de los
complejos anteriores (Figura 8). Por ejemplo si se considera a Vali;3 complejado con el
fulereno en la posicion mas cercana al carboxilo terminal, se obtiene un valor de 249.2
kcal/mol lo que corresponde a una diferencia de 2 unidades de energia total menor con
respecto a Val;1+Cgo. Esta tendencia de obtener energias mas bajas se mantiene
conforme se alarga el péptido, observdndose una energia de 246.6 kcal/mol y
disminucién de 3 unidades, en el fulereno asociado a la posicion mas cercana del
carboxilo terminal en Val;7 con respecto a Vali;. Finalmente la energia mas baja es
para el complejo formado con el fulereno asociado cercanamente al carboxilo terminal
de Valy con una energia de 243.9 kcal/mol. Estds energias indican que la interaccion
mas fuerte para estos complejos es la posicidbn mas cercana de la molécula de fulereno

al carboxilo terminal de los péptidos.

La tendencia general de las energias totales de los complejos formados es disminuir
conforme el fulereno es asociado cercanamente al carboxilo terminal y al aumento del
namero de aminoacidos que forman al péptido. Este tipo de comportamiento
probablemente puedes ser asociado a la naturaleza de las interacciones creadas entre
el péptido y el fulereno, teniendo en cuenta que se pueden crear interacciones dipolo-
dipolo. Es claro que debido al caracter hidréfobo de los aminoacidos de valina estos no
forman dipolos permanentes, pero debido a la cantidad de atomos que se suman
conforme crece el péptido, la molécula peptidica podria adquirir cierta naturaleza
dipolar, credndose una carga mas negativa hacia la punta del carboxilo terminal del
péptido. En este momento el péptido podria crear interacciones de corto alcance con la
molécula de fulereno para mantenerse unidas mediante fuerzas de dispersion,

generalmente conocidas como fuerzas de van der Waals.
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El eje “y” de todas las graficas se titula: Energias totales, E (kcal/mol)
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El eje “x” de todas las gréaficas se titula: Posicion del fulereno con respecto al péptido de valina.

Figura 8. Energias totales de los 9 complejos restantes (de Val;;+Cgq a Valy+Cgp) €en

conformacion de hebra 3 utilizando MM+. Las E se dan en funcién de la posicion de Cg con

respecto al péptido de valina. Los residuos de valina fueron enumerados desde el amino

terminal. Los puntos marcados en negro indican menores variaciones en la parte central

comparandolas con las partes extremas del péptido.
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Un punto importante que se observa en las graficas de las Figuras 7 y 8 es la gran
variabilidad de valores de energia al colocar el fulereno cerca del extremo amino o
carboxilo, las diferencias en valores de energia total E son muy inestables, en algunos
casos de 10 kcal/mol como es el ejemplo de Vali3+Cgo Yy Vali14+Cgp; Sin embargo, las
energias se estabilizan en la posicion central del péptido. Esta estabilidad permite tener
resultados fiables para el calculo de AE y se ejemplifica por los tres puntos centrales en

negro de cada gréfica, donde las variaciones son tan pequefias como 1-2 kcal/mol.

Debido a que no existe una gran diferencia de energia entre los diferentes complejos
se sugiere desde este momento que la presencia del fulereno no afectara
sustancialmente la conformacion de los péptidos, teniéndose en cuenta que un efecto
pronunciado de cambio de conformacion podria tener asociado una energia de
interaccién alta (es decir energias totales cercanas a cero 0 negativas) que
sobresaliese al comparar un complejo con otro, algo que no se muestra desde estas
graficas de energia de interaccion total. Sin embargo, seria l6gico esperar cambios
conformacionales en las geometrias optimizadas de los complejos asociados con los
cambios de energia antes mencionados. Lo cual puede observarse en la Figura 9,
donde se presenta al péptido Val;3 y su correspondencia entre la geometria optimizada
con las variaciones de energia total en los extremos amino y carboxilo. Si se coloca la
molécula del fulereno cerca del extremo amino o carboxilo se observa un doblamiento
de la hebra B, especialmente en la posiciéon 3-5, 11 y 12. Al contrario, cuando el
fulereno se coloca cerca del centro de la hebra B, como en la posicion 6-9, la geometria

del péptido no exhibe alteraciones drasticas.
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Figura 9. Efecto de la posicion del fulereno sobre la geometria de la cadena
peptidica (hebra ) del péptido con 13 valinas.

Para dar una idea méas completa de los cambios de conformacion se realizaron
alineamientos entre los péptidos sin interaccion con la molécula de fulereno y estos
mismos péptidos asociados con la molécula de fulereno. La Figura 10 muestra los
alineamientos realizados mediante el programa conocido como PyMOL. En esta Figura,
la molécula peptidica optimizada sin interaccionar con Cg Se muestra en color rojo y el

complejo optimizado se muestra en color azul.
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Los alineamientos muestran una relacion estrecha con las energias totales presentadas
en las Figura 8. En el primer alineamiento (identificado con el nimero 2) de la Figura 10
se observa que no existen cambios de conformacion bruscos para el péptido Valis,
puesto que el péptido del complejo se alinea bien con el péptido no complejado. La
energia total de este complejo es la mas alta para toda la serie del complejo Val;3+Csgo
(Figura 8), teniéndose que la posicién de un Cg cerca del amino terminal no induce
energias totales mas estables que en comparacién con los otros complejos. Esta
energia total corresponde con el cambio conformacional, puesto que no se observan
gue existan doblamientos bruscos de la secuencia de aminoacidos de la molécula

peptidica complejada.

Para los siguientes alineamientos 3, 4 y 5 se observa que los péptidos complejados y
sin complejar no se alinean como en el alineamiento 2, teniéndose el mayor
doblamiento del péptido complejado en el alineamiento 5. Este cambio conformacional
corresponden con las energias totales de la Figura 8, donde se observa energias
mucho menores para Valz+Cgo y Vals+Cgo que con respecto a Val,+Cg. Las energias
totales corresponden con las imagenes del alineamiento, donde se observan las
mayores desviaciones de la secuencia de aminoacidos para los péptidos de Valz+Cego ¥
Vals+Cgo con respecto al péptido sin complejar.

Los alineamientos 6, 7, 8, 9 y 10 no presentan desviaciones bruscas de secuencia de
aminoacidos de los péptidos complejados con respecto al péptido sin complejar. Estos
pequefios cambios conformacionales corresponden con las energias totales de la
Figura 8. En la Figura 8 se observa que estos complejos no tienen disminuciones
importantes de energia total con respecto a Val,+Cgg, por lo que tampoco se esperaria

gue existieran grandes cambios de conformacion.

El alineamiento 11, muestra una caracteristica importante: el cambio conformacional
del péptido complejado es tan grande que el extremo del péptido tiende a desviarse en
contra del fulereno, comportamiento que no se habia presentado en los trabajos

anteriores realizados por Basiuk y Bassiouk*. Probablemente este péptido se
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comporta de esta manera porque las cadenas laterales al interaccionar con mas fuerza

con Cgo inducen que la secuencia de amino&cidos evite “abrazar” al Cego.
Finalmente los alineamientos 12 y 13 corresponden con las energias totales mostradas

en la Figura 8 puesto que las energias totales no tienen energias bajas con respeto al

complejo Val,+Cgo, tampoco se tienen cambios de conformacion pronunciados.
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interaccionar con Cg, mostradas en color rojo y los complejos optimizados

realizado con PyMOL.

Ya mostrados los resultados de energia total y de geometria optimizada, se siguid a
obtener los calculos para las energias de formacion y graficar AE contra nyy en esta

serie de hebra B (Tabla 1 y Figura 11). Para esto, se seleccionaron los tres puntos
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centrales marcados en negro en la Figura 7 y 8: ya que son estos puntos los que varian
menos en energia y geometria. Aqui se observa que los valores de AE tienden a
disminuir, llegando a un minimo en Val;+Cgo donde el valor de AE = -11.7 kcal/mol,
para después incrementar encontrando un maximo en Val;gtCeo donde el
AE = -7.79 kcal/mol y finalmente decrece hasta el péptido més largo Valy, con un valor

de AE =-10.41 kcal/mol, valor que no es més bajo comparado con Val;+Cego.

Tabla 1. Energias de formacién AE (en kcal/mol) para complejos de
aminoacido/péptidos + fulereno (conformacion hebra ) calculadas con

campo de fuerza MM+.

Complejo AE Complejo AE
kcal/mol kcal/mol
Val + Cego -4.50 Valy; + Ceo -9.70
Val, + Cego - 6.68 Vali, + Cgo -9.17
Vals + Cgo - 6.47 Valy3 + Ceo - 8.60
Val, + Cep -7.93 Valis + Ceo -8.41
Vals + Cego -10.29 Valis + Cego -8.41
Valg + Cego -10.93 Valis + Cego -7.79
Val; + Cgo -11.71 Valy7 + Cgo -8.44
Valg + Cego -10.33 Valig + Ceo -8.10
Valg + Cego -9.25 Valyg + Cego -9.28
Valyo + Cgo -7.82 Valyo + Cgo -10.41
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Figura 11. Energias de formacion AE (en kcal/mol) para complejos de
aminoacido/péptidos + fulereno (conformacion hebra ) calculadas con campo

de fuerza MM+.

En general los resultados para la hebra 3 de péptidos de valina muestran una rigidez
alta y la estructura de la hebra no se adapta a la forma esférica del fulereno a
excepcion de Val;+Cgo donde los valores AE son los mas bajos de la serie. Estos
cambios conformacionales son analogos a los calculos realizados por Basiuk y
Bassiouk*! para péptidos de alanina y en consecuencia se diferencian de los péptidos
de glicina (ngy=1-6); los cuales presentan un doblamiento pronunciado dado la
sensacion de “abrazo” por parte del péptido al Cgo. En la Figura 12 se muestra los dos
ejemplos mas ilustrativos para el tri y heptapéptido, donde para el complejo de Valz+Csgo
no hay un cambio grande de su geometria, pero no es asi cuando se observa al
complejo Val;+Cgp (cuya energia de formacion es la mas baja de toda la serie), donde
se muestra que se forma una curvatura en el lugar mas cercano al fulereno, lo cual

cambia al aumentar el largo del péptido: como se muestra en el complejo Val;2+Cgo N0
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existe curvatura, debido al aumento de rigidez de la hebra B al interaccionar con el
fulereno. Este ultimo comportamiento concuerda con la idea que se tiene sobre el
efecto de Cgo en relacién al aumento de la cadena peptidica; esto es, el efecto del Cg
deja de de ser visible para tamafios de cadena peptidica mas largos que 10
aminoacidos enlazados covalentemente, el péptido en Val;,+Cg no cambia
drasticamente su conformacion ni su energia de formacion alcanza valores negativos
comparables a Val;+Cgp, por l0 que se sugiere que la molécula de fulereno no tiene

efectos grandes sobre secuencias de aminoacidos mas largos que Valip.

54



Figura 12. Cambios conformacionales en la hebra [ de péptidos de valina
interactuando con fulerenos. Los cambios son mas grandes para el péptido Val;,

menores para Vals y casi indetectables para Vali».

La Figura 13 muestra los alineamientos de las moléculas peptidicas sin complejar y sus
correspondientes complejos Vals71,+Ceo. Estos alineamientos identifican el cambio
conformacional mas pronunciado para el complejo Val;+Cg, l0 cual corresponde con la
energia de formacion representada por la Tabla 1 y la Figura 11. Esta energia es la
mas negativa indicado una mayor estabilidad de los complejos simulados para una

conformacion de hebra 3 calculados con MM+. Los 2 complejos restantes Valz+Cgg Y
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Val;,+Cgo muestran que en péptidos pequeiios y largos, los cambios conformacionales
simulados no son tan pronunciados, teniéndose una secuencia de aminoacidos similar
a la secuencia de aminodcidos no complejada. Los cambios conformacionales
corresponden con las energias de formacion tanto para Valz+Cgo como Val2+Cgo, €n
ambos complejos se observa que las energias de formacion se mantienen a valores
negativos alejados a los de Val;+Cgg, Y por lo tanto sus cambios conformacionales no

son tan pronunciados en comparacion con Val;+Cego.

Valj Yy Val3+Cqo

Val; Yy Val;+Cqo

Vali, Yy Val12+Cego

Figura 13. Alineamiento entre las moléculas peptidicas (Vals,7,12) optimizadas sin
interaccionar con Cg, mostradas en color rojo y los complejos optimizados
(Vals 712tCgp), mostrados en color azul. Configuracion de hebra . Alineamiento
realizado con PyMOL.
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3.1.2. Hélice a

A continuacion se muestran los resultados para la serie que corresponde a la
interaccion entre fulereno y la conformacion de péptidos de valina en una hélice q,
estos al igual que para la conformacién 3, se llevaron a cabo con el campo de fuerza
MM-+.

La Figura 14 contiene las gréaficas de las energias totales de los complejos entre el
fulereno y los diferentes péptidos que van desde el tripéptido hasta el péptido Valy;. El
primer complejo (tripéptido y fulereno en la segunda posicion a partir del amino
terminal) de la hélice a muestra una energia total de 259.2 kcal/mol, energia menor a la
mostrada por el mismo complejo pero con una conformacion de hebra B (262.5
kcal/mol), la cual disminuye al colocar el fulereno en una posicién cercana al carboxilo
terminal; posicion donde la energia es de 258 kcal/mol. La disminucion de energia para
estos complejos de diferentes conformaciones hebra B y hélice a, podria deberse a la
existencia de interacciones mas fuertes entre los residuos de valina y las moléculas de
fulereno para una hélice a (hay que tener en cuenta que desde este momento los
residuos de valina empiezan a dirigirse facilmente hacia fuera de la hélice a) que en
comparacion con una conformacién de hebra B, induciendo una mayor estabilidad al
complejo y por ende una menor energia total con respecto a la hebra 3. Por otra parte,
es probable que la disminucion de 1 unidad entre las posiciones cercanas al amino y
carboxilo terminal sea debida a que en la posicion cercana al carboxilo las atracciones
de van der Waals son mas fuertes que las repulsiones producidas entre el fulereno y
esta misma posicién en péptidos mas largos, ya que a diferencia de la hebra 3, en una
hélice a si se logra formar una dipolo permanente. Este dipolo permanente de la hélice
a tendera a repelerse con la carga negativa del dipolo-inducido del fulereno y por lo
tanto puede provocar que el complejo sea menos estable y tenga energias totales mas
altas. Estas energias mayores (que implicarian complejos menos estables) en la
posicién cercana al carboxilo terminal con respecto al amino terminal se observan
después del complejo formado por el tetrapéptido y la molécula de fulereno; es decir,

en el péptido (Vals) donde se forma el primer enlace de hidrégeno. De la misma
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manera las energias totales de péptidos mas grandes aumentan en una posicion

cercana al carboxilo terminal.

Ahora bien revisando la energia del tetrapéptido en la posicion cercana al carboxilo
terminal se tiene una energia de 253 kcal/mol, por lo que la energia ha disminuido 6
unidades comparando con el tripéptido con una energia de 259.2 kcal/mol, diferencia
que podria deberse a que existe una mayor interaccion entre fulereno y los residuos de
isopropil dirigidos hacia fuera de la hélice a. Las energias para ambas posiciones del
fulereno con respecto a su posicion en el tretapéptido son iguales a 253 kcal/mol, lo
que podrian indicar que la interaccion con el fulereno no contribuye con una mayor
estabilidad al complejo si se cambiara su posicion. Los siguientes complejos son aun
mas estables con respecto a su tamafio, teniendo una disminuciéon de hasta 9
unidades, por ejemplo el pentapéptido tiene energias de 244.1 y 246.3 kcal/mol, en las
posiciones cercanas al amino y carboxilo terminal, respectivamente. Este pentapéptido,
ya ha formado el primer puente de hidrégeno intracatenario y por lo tanto su
configuracion es mas estable en comparacion con la del tetrapéptido y tripéptido. En
este péptido, Vals, se observa que la energia del complejo es mayor cuando el fulereno
es mas cercano al carboxilo que en otra posicién, esta menor fuerza de interacciéon
podria deberse a que la naturaleza de la hélice a es formar un dipolo permanente,
teniendo como resultado una carga negativa en el extremo carboxilo terminal del
péptido, carga que repelerd la carga negativa del fulereno antes comentada. Esto
ultimo podria tener como consecuencia una menor estabilidad en las zonas de la hélice
a donde existe una carga negativa debida al dipolo permanente, y por el contrario
podria existir una menor energia en zonas del péptido donde se pueden dar
interacciones hidrofobas o de van der Waals con mayor facilidad, es decir en el centro

de los péptidos que contienen los residuos de valina dirigidas hacia el fulereno

La energia total de los complejos restantes se muestra en la Figura 11, donde los
complejos con péptidos que van desde Valg hasta Valy; disminuyen de energia hasta
en 8 unidades entre cada péptido teniendo una energia de formacion total tan baja

igual a 199 kcal/mol para el péptido de 11 aminoacidos; es decir, una diferencia de 60
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kcal/mol entre este complejo y el complejo formado entre el tripéptido y su fulereno
correspondiente. En estos complejos también se observa una menor fuerza de

interaccion de los péptidos complejados en el carboxilo terminal con respecto al amino

terminal.
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El eje “y” de todas las graficas se titula: Energias totales, E (kcal/mol)
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El eje “x” de todas las graficas se titula: Posicion del fulereno con respecto al péptido de

valina.

Figura 14. Energias totales de los primeros 9 complejos (de Val;+Cgq a Val;;+Cqp) en
conformacion de hélice a utilizando MM+. Las E se dan en funcién de la posicion de Cg con
respecto al péptido de valina. Los residuos de valina fueron enumerados desde el amino
terminal. Los puntos marcados en negro indican menores variaciones en la parte central
comparandolas con las partes extremas del péptido.
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En la Figura 15 se muestran las energias totales de los complejos entre los péptidos
restantes con una configuracion de hélice a y la molécula de fulereno. En esta Figura
aparecen los péptidos nya=12-20 complejados con una molécula de fulereno en

diferentes posiciones a lo largo del péptido.

La tendencia de la energia total es disminuir conforme crece el péptido teniendo
valores de 191.9 kcal/mol para una posicion central del fulereno en el péptido Val;, y
una energia total de 132.7 kcal/mol para una posicion central del fulereno en el
complejo Valyo. La diferencia entre estos complejos es de casi 60 kcal/mol, algo que
concuerda con la cantidad de puentes de hidrégeno intracatenarios que se van
sumando en la hélice a conforme aumenta el tamano del péptido. Aqui también es
notable el aumento de energia (que indica un complejo con una menor fuerza de
interaccion), al situar el fulereno en el extremo del carboxilo terminal de los complejos
formados: observandose casi 4 kcal/mol de diferencia en el complejo formado con un
péptido de 20 aminoacidos entre una posicion central (132.7 kcal/mol) y una en el

extremo carboxilo del péptido (136.6 kcal/mol).
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El eje “y” de todas las graficas se titula: Energias totales, E (kcal/mol)
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El eje “x” de todas las graficas se titula: Posicion del fulereno con respecto al péptido de valina.

Figura 15. Energias totales de los 9 complejos restantes (de Vals+Cg a Val;;+Cgp) en
conformacion de hélice a utilizando MM+. Las E se dan en funcién de la posicion de Cg con
respecto al péptido de valina. Los residuos de valina fueron enumerados desde el amino
terminal. Los puntos marcados en negro indican menores variaciones en la parte central

comparandolas con las partes extremas del péptido.
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La Figura 15 contiene los resultados de la serie restante correspondiente a la hélice q,
y al igual que para la hebra 3 se puede observar que si el fulereno se coloca cerca de
los extremos amino o carboxilo (por ejemplo en los complejos Val;3+Cg, Vali5+Ceo,
Val17+Ceqo ¥ Valyo+Ceo), los valores de E total varian considerablemente, pero estas
variaciones no son tan drasticas como para los péptidos de la hebra 3. Debido a que
hay valores de E absolutos estables se hace menos dificil escoger los puntos para
graficar AE. Este comportamiento relativamente uniforme puede ser expandido para
sistemas mas grandes que contengan enlaces de hidrégeno intramoleculares; por lo
que, probablemente una estructura de hélice a aislada, sera termodinAmicamente mas

estable y rigida, comparada con una hebra 3.

Estos resultados de AE se presentan en la Tabla 2 y Figura 16, los datos fueron
obtenidos usando los puntos marcados en negro de las Figuras 14 y 15. Aunque no
todos los puntos caen perfectamente dentro de la curva, existe evidentemente una
tendencia general. La energia de formacion para los complejos péptido+Cg
gradualmente decrece hasta el decapéptido (vale la pena recalcar que esta parte
exhibe similitudes con las gréaficas obtenidas para los péptidos de Gly y Ala llevados a
cabo con MM+ por Basiuk y Bassiouk*'), para después estabilizarse alrededor de 12-13
kcal/mol, lo que podria implicar que el crecimiento de la cadena peptidica no logra
fortalecer mas las interacciones con el fulereno, hay que tener en cuenta que este
analisis se realiza tomando los resultados de la simulacién, por lo que es necesario
corroborarlos con observaciones experimentales. Las energias de formacion decrecen
hasta Val1p+Cgo (AE=-12.3 kcal/mol), esta uUltima energia puede ser comparada con la
de Val;+Cgo (AE=-11.7 kcal/mol) de la conformacion de hebra B (Figura 11), para dar
una idea sobre la estabilidad de las configuraciones peptidicas asociadas a Cegp; Sin
embargo, debido a que no hay cambios considerables de energia de formacion para
complejos con péptidos mas largos (contrario para el caso de la hebra B: en esta serie
después de Val;+Cgo las energias de formacion crecen y después disminuyen), se
sugiere que probablemente existe un efecto estabilizador de estos complejos a
consecuencia de los puentes de hidrogeno intramoleculares de la hélice a,

contribuyendo a interacciones intermoleculares mas fuertes entre péptidos y fulerenos.
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Tabla 2. Energias de formacion AE (en kcal/mol) para complejos de

aminoacido/péptidos + fulereno (conformaciéon de hélice a) calculadas

con campo de fuerza MM+.

Complejo AE Complejo AE
kcal/mol kcal/mol
Val + Cgp -4.5 Vali; + Ceo -13.02
Val, + Cgo -7.18 Valy, + Cgo -12.70
Val; + Cego -6.88 Valyz + Ceo -12.75
Val, + Cego -7.44 Valys + Ceo -12.05
Vals + Cego -8.56 Valis + Cego -13.04
Valg + Cego -10.34 Valis + Cego -13.01
Val; + Cego -10.51 Valy7 + Ceo -12.87
Valg + Cego -10.19 Valig + Ceo -12.59
Valg + Cego -10.59 Valig + Cgo -12.46
Valio + Ceo -12.6 Valyo + Cgo -12.35

64



AE (kcal mol™)
(@)
O

'

—

N
T

0

o O
0600 4000

n Val

Figura 16. Energias de formacibn AE (en kcal/mol) para complejos de
aminoacido/péptidos + fulereno (conformacion hélice a) calculadas con campo de

fuerza MM+,

Esta sugerencia puede ser apoyada por el andlisis comparativo de las geometrias
optimizadas para péptidos en su estado libre y complejados con el fulereno. En la
mayoria de los casos estos cambios conformacionales pueden ser detectados cuando
se analizan las distancias y angulos interatomicos. De este analisis se encontrd sélo un
caso significativo para el cambio conformacional para la Val; (Figura 17). Donde la
secuencia de aminoacidos de este péptido se dobla hasta un angulo que le permite
tener mejores contactos con el fulereno. Aqui la distancia C-C seleccionada incrementa
dramaticamente desde 6.27 hasta 9.61 A, lo cual muestra que ha habido un cambio

conformacional significativo en el péptido.
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Figura 17. El Unico ejemplo que muestra un cambio conformacional considerable en
péptidos de valina dentro de una hélice a. El péptido formado por 7 valinas sin
complejar parte de arriba y complejado con fulereno parte de abajo.
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La Figura 18 muestra los reacomodos de las secuencias de aminoacidos para los
péptido Val; y Valig al asociarse con una molécula de fulereno. En esta Figura se
observa un cambio conformacional total de la secuencia de aminoacidos, no existe
ningun punto del complejo Val;+Cgo y Val16+Cso que se sobreponga con algun punto del
péptido Val; o Valig sin complejar, toda la secuencia de aminoécidos del complejo
Val;+Cg y Valis+Ceo cambid para alcanzar un reacomodo que interaccione mas
estrechamente con la molécula Cgy. Las energias de formacion de los complejos
corresponde con sus cambios conformacionales, observdndose una energia negativa
menor de Val;+Cg con respecto a Valig+Cso, que es el complejo que tiene la energia
de formacion méas negativa de toda la serie (Tabla 2 y Figura 16) y los cambios de

conformacién mas pronunciados, tal y como se muestra en la Figura 18.
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Figura 18. Alineamiento entre las moléculas peptidicas (Val; y Valig) optimizadas sin
interaccionar con Cgo, mostradas en color rojo y los complejos optimizados (Val;+Cego Y
Val16+Cgp), mostrados en color azul. Configuracion de hélice a. Alineamiento realizado
con PyMOL.
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3.2 Resultados de calculos por AMBER

3.2.1. Hebra B

El otro campo de fuerza utilizado fue AMBER, el cual produjo de manera general
resultados menos homogéneos comparados con los resultados obtenidos por el campo
de fuerza MM+. Para empezar, las energias totales de los complejos entre los péptidos
de valina y el fulereno presentan variaciones mas significativas dependiendo de donde

se coloque al fulereno.

La Figura 19 muestra las graficas correspondientes a las energias totales de los
complejos formados entre péptidos de diferente tamafio (desde Valz hasta Val;) en
conformaciéon de hebra B y la molécula Cgo. Las energias totales de estos complejos
que fueron calculadas mediante el campo de fuerza AMBER son muy diferentes a las
mostradas por el campo de fuerza MM+. En principio estas energias no disminuyen
conforme crece el péptido a diferencia de lo que sucedia con el campo de fuerza MM+;
sino al contrario la energia total tiende a aumentar desde una energia total de 581.3
kcal/mol para Vals+Cgo con la posicion del fulereno més cercana al amino terminal, a
una energia de 583.1 kcal/mol para Val;+Cgo, hasta 584.3 kcal/mol para Vals+Cgo. La
tendencia se mantiene para los complejos posteriores con respecto a su complejo
antecesor, hasta encontrar una energia total de 588 kcal/mol en Val;;+Cg, 0 que

corresponde a un aumento de 7 kcal/mol en comparacion con Valz+Ceo.

En AMBER como en MM+ también se observa que la energia total de los complejos
con configuracion de hebra B disminuye en las posiciones donde el fulereno se
encuentra cercano al carboxilo terminal con respecto a otras posiciones del mismo
péptido. Por lo que se podria asociar esta disminucion de energia a una mejor
interaccion por las fuerzas de van der Waals entre el fulereno y esta posicion del

péptido.
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El eje “y” de todas las graficas se titula: Energias totales, E (kcal/mol)
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El eje “x” de todas las graficas se titula: Posicion del fulereno con respecto al péptido de valina.

Figura 19. Energias totales de los primeros 9 complejos (de Val;+Cg a Valj1+Cgp) en
conformacion de hebra B utilizando AMBER. Las E se dan en funcién de la posicién de Cg con
respecto al péptido de valina. Los residuos de valina fueron enumerados desde el amino
terminal. Los puntos marcados en negro indican menores variaciones en la parte central

comparandolas con las partes extremas del péptido.
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En la Figura 20 se muestra las graficas restantes para la configuracion de hebra (3.
Aqui los valores son muy dispersos. Ademas las energias en estos complejos siguen
aumentando con respecto al tamafio del péptido, desde 589.4 kcal/mol para la posicién
mas cercana del fulereno con respecto al amino terminal del péptido Val;, a una
energia total de 594.7 kcal/mol para la misma posicién del fulereno pero complejado

con un péptido Valyo.
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El eje “y” de todas las graficas se titula: Energias totales, E (kcal/mol)
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El eje “x” de todas las gréficas se titula: Posicion del fulereno con respecto al péptido de valina.

Figura 20. Energias totales de los 9 complejos restantes (de Vals+Cg a Val;;+Cgp) en
conformacion de hebra (3 utilizando AMBER. Las E se dan en funcién de la posicién de Cg, con
respecto al péptido de valina. Los residuos de valina fueron enumerados desde el amino
terminal. Los puntos marcados en negro indican menores variaciones en la parte central

comparandolas con las partes extremas del péptido.
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Todos los célculos de AMBER que se produjeron, fueron menos homogéneos
comparados con los obtenidos con el campo de fuerza MM+. En particular, para los
complejos de la hebra B, se observa que las variaciones de E mas grandes no sélo se
dan en los extremos amino y carboxilo sino que también en medio de la cadena
peptidica. Esto adjudicado principalmente al tipo de campo de fuerza utilizado, ya que
AMBER fue disefiado para el manejo de moléculas biologicas tales como el ADN o las
proteinas, sin incluir parametros de calculo para otras moléculas tales como los
fulerenos. Ademas de no contar con mecanismos gque permitan encontrar parametros

por default adecuados para el campo de fuerza como lo hace el campo de fuerza MM+.

A pesar de estas variaciones para la configuracién de hebra 3, se utilizaron las mismas
condiciones consideradas para el analisis de los resultados de MM+, por lo que se
seleccionaron los puntos medios de la Figura 19 y 20 marcados en negro para realizar
la curva de AE contra nyy, cuyos resultados se muestran en la Tabla 3 y Figura 21.
Aqui hay dos tendencias evidentes: la primera es parecida a los calculos de MM+
(Figura 11), donde la energia de formacion primero decrece rapidamente, pero solo lo
hace hasta el péptido Val,, en comparacion con MM+ que lo hace hasta el péptido Vals,
para después estabilizarse alrededor de 14-15 kcal/mol. Aunque algunos puntos salen

de estos rangos se aprecia una tendencia.
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Tabla 3 Energias de formacion AE (en Kcal/mol) para complejos de

aminoacido/péptidos + fulereno (conformacion hebra ) calculadas con

campo de fuerza AMBER.

Complejo AE Complejo AE
Kcal/mol Kcal/mol
Val + Cgp -5.50 Valy; + Cgo -14.60
Val, + Cgp -9.18 Vali2 + Cgo -10.20
Vals + Cgp -9.27 Valis + Cgp -14.60
Val, + Ceo -13.90 Vali4 + Ceo -15.60
Vals + Cgo -13.99 Valis + Cgp -14.70
Vals + Cgp -13.95 Valis + Cgo -14.29
Val; + Cgp -14.50 Val;7 + Cgp -10.19
Valg + Cgp -14.59 Valig + Cgp -11.80
Valg + Cgp -23.60 Valg + Cgp -14.67
Valyo + Ceo -11.82 Valy + Cgp -10.19
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Figura 21. Energias de formacion AE (en Kcal/mol) para complejos de
aminoacido/péptidos + fulereno (conformacion hebra ) calculadas con

campo de fuerza AMBER.

Vale la pena mencionar que en los calculos de los complejos de glicina y alanina para
la hebra B calculados con AMBER realizados por Basiuk y Bassiouk*, los valores de
AE decrecian gradualmente hasta los decapéptidos, la cadena mas larga considerada
en ese trabajo. Esta diferencia entre series de aminoacidos podria deberse a la
presencia del grupo isopropilo de los residuos de valina, el cual limita la flexibilidad de
la cadena peptidica. Ahora bien, si se hace una comparacion de las geometrias de los
péptidos de valina con sus analogos de glicina y alanina, se puede observar que no hay
tendencia a “abrazar” a la molécula de fulereno. Lo cual se observa en el analisis de

conformacién mostrado en la Figura 22 donde el fulereno toma la posicion central de

75



cada uno de los 20 péptidos construidos, observandose que existe un ligero
doblamiento para los péptidos Valz y Vals, asi como para péptidos mas largos ny,=9,
10, 14, y 16-18, donde existe un doblamiento mayor que en comparacion con los otros
péptidos. EI cambio conformacional del péptido Vali;3 merece una atencién especial; ya
gue es donde existe el mayor doblamiento del péptido hasta adquirir una forma en “V”.
En esta figura también se observa que para los péptidos ny;=8,11,12,15y 19 hay un
acercamiento de los grupos isopropil de los amino&cidos cercanos al fulereno lo que
provoca un alejamiento de los extremos del péptido, sin un cambio notable en la

curvatura de los péptidos.
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Figura 22. Cambios conformacionales de la hebra B para los 19 péptidos de valina
complejados con un fulereno en la parte central del péptido. Las geometrias fueron
optimizadas con AMBER.

77



yeey

complejarse con la molécula de fulereno. Esta Figura muestra que los péptidos Val, y
Vals asociados a Cgo no tienen un cambio de conformacién importante, mientras que
los péptidos de los complejos Vals+Cgo, Vals+Ce,..., Valg+Cg tienden acercarse a la
molécula de fulereno induciendo un cambio conformacional en la secuencia de
aminoécidos. El complejo Valg+Cgp muestra la energia de formacion mas negativa de
toda la serie lo cual corresponde con el mayor acercamiento del péptido a la molécula
de Cego. El péptido correspondiente a Val;0+Cg muestra que el acercamiento de este
péptido es menor a Valg+Csgp, 0 que podria implicar que las interacciones del complejo
Valg+Cgo son mas fuertes que en comparacion con Val;o+Cgo. Hay que tener en cuenta
que a partir de estos complejos las energias de formacion varian grandemente una con
respecto a la otra, ademas de no guardar ninguna tendencia. Los cambios
conformacionales para los péptidos de Val;; 1,+Cso NO SON Muy grandes; sin embargo,
al contrario de lo que se venfa observando desde el trabajo de Bassiuk y Bassiouk** la
secuencia de aminoacidos se curva en direccidén opuesta al fulereno evitando “abrazar”
a esta molécula. Esta caracteristica presentada para el campo de fuerza AMBER
podria indicar que los caminos seguidos para llegar a la minimizacion de energia donde
interviene una molécula de Cg no sean los adecuados, esto debido a su alta
variabilidad y que no se presenta una tendencia como con el campo de fuerza MM+.
Hay que tener en cuenta que los péptidos sélo crecen un aminoacido a la vez; esto es,
las diferencias que podrian existir entre un complejo y otro no tendrian que ser tan
grandes, tanto en energia de formacion como en los cambios conformacionales.
Ademas, no hay correspondencias entre algunas energias de formacion y cambios
conformacionales, por ejemplo: si tomamos la energia de formacion de Valg+Ceo,
observamos gque es muy negativa, AE=-23.60 kcal/mol, pero su cambio conformacional
no corresponde con esta energia tan negativa comparando con los demas complejos,
mientras que para Vali3+Cgo la energia de formacion es de AE=-14.60 kcal/mol, energia
gue no es comparable con Valg+Cgp, pero su cambio conformacional es el mas grande

de todo el trabajo.
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Figura 23. Alineamiento entre las moléculas peptidicas (Valys .. 20) optimizadas sin
interaccionar con Cgo, mostradas en color rojo y los complejos optimizados (Val,+Cgp,

Val3+Ceo,...,Valyp+tCe), mostrados en color azul. Configuracion de hebra .

Alineamiento realizado con PyMOL.
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3.2.2. Hélice a

La Figura 24 muestra variaciones en la energia total de los complejos formados entre la
molécula del fulereno en diferentes posiciones con respecto a los diferentes péptidos
(desde el peptido Valz hasta el peptido Vali;) con una conformacion de hélice a. Las
variaciones son muy altas y no siguen una tendencia entre un complejo y el siguiente.
Por ejemplo, si tomamos a Val;+Cgy oObservamos que las energias entre las dos
posiciones existentes son muy parecidas, pero al aumentar un aminoacido al péptido la
diferencia entre una posicion cercana al amino terminal (545.7 kcal/mol) con respecto a
una cercana al carboxilo terminal (540.8 kcal/mol), tiene una diferencia que llega a ser
de 5 kcal/mol e implicaria que la posicion del carboxilo terminal es mas estable, por lo
gue se esperaria que en el siguiente complejo se tuviera una energia total menor en
esta misma posicidn; sin embargo, para este complejo Vals, las diferencias son de
hasta 30 kcal/mol entre estas mismas posiciones, una cercana al amino terminal con
540.9 kcal/mol y otra cercana al carboxilo con 571.8 kcal/mol, lo que implica que para
este complejo la posicibn mas estable es la cercana al amino terminal. Esta
caracteristica antagénica se muestra visualmente en las graficas correspondientes a la
Figura 24 (obsérvese los complejos antes mencionados) donde se muestra que las
energias del amino terminal en algunos casos son mas estables que las del carboxilo
terminal, como en el tetrapéptido de valina, lo cual cambia para otros complejos como
Vals+Cgo donde la energia total del complejo con una posicion mas cercana al carboxilo

terminal es menos estable que la del amino terminal.

Estas inadecuaciones también se presentan para las energias totales con respecto al
aumento del tamafio del péptido. Por ejemplo se tiene una disminucion de al menos 14
kcal/mol, entre el complejo Val3+Cgy con una posicion del fulereno cercana al amino
terminal que tiene una energia total de 559.8 kcal/mol y el complejo Vals+Cgp cOn una
energia de 545.7 kcal/mol para la misma posicion. Esta tendencia a disminuir en
energia se mantiene hasta el péptido Vals llegando a un valor de energia igual a 536.8
kcal/mol (en la misma posicién del fulereno con respecto al péptido), pero al agregar

otro aminoacido al péptido la energia crece hasta 573.6 kcal/mol, energia que
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corresponde al complejo Val;+Cg. Este aumento no se mantiene para los complejos
siguientes, ya que la energia total regresa a valores de 523.2 kcal/mol y 514.7 kcal/mol
para los complejos Valg+Cgp ¥y Valg+Cgo respectivamente. Aun mas, en los ultimos
complejos existe otro pico de energia mostrandose un valor de 542.7 kcal/mol para
Val;o+Ceo Y 566.2 kcal/mol para Vali1+Ceo Y Su molécula de fulereno en la posicion mas

cercana al amino terminal.

Las variaciones correspondientes a los complejos formados entre los péptidos con una
hélice a y la molécula del fulereno podrian deberse al tipo de campo de fuerza, el cual
como se ha comentado no fue disefiado para realizar célculos para la molécula de

fulereno.
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El eje “y” de todas las graficas se titula: Energias totales, E (kcal/mol)
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El eje “x” de todas las graficas se titula: Posicion del fulereno con respecto al péptido de valina.

Figura 24. Energias totales de los primeros 9 complejos (de Vals+Cg a Val;3+Cg) €n
conformacion de hélice a utilizando AMBER. Las E se dan en funcién de la posicién de Cg, con
respecto al péptido de valina. Los residuos de valina fueron enumerados desde el amino
terminal. Los puntos marcados en negro indican menores variaciones en la parte central

comparandolas con las partes extremas del péptido.
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Las energias totales correspondientes a los complejos restantes muestran una
tendencia hacia una menor energia total desde el primer hasta el Gltimo complejo
presentados en la Figura 25. Teniéndose un valor de 557.3 kcal/mol para el complejo
con Valp,, valor que disminuye a 555.6 kcal/mol para un complejo con Valiz. Los
siguientes valores también disminuyen de manera progresiva, obteniéndose un valor de
516.5 kcal/mol para Valyp+Cgo con la molécula del fulereno en la posicion mas cercana

al amino terminal.

Las energias totales indican que los complejos aumentan en estabilidad conforme se
aumenta la cantidad de aminoécidos en el péptido. Indicio que podria apoyar los
calculos realizados con MM+ y la légica de interaccién entre un péptido con mayor
cantidad de aminoacidos creando mas enlaces de hidrégeno. Sin embargo, no hay que
olvidar que los primeros complejos tuvieron grandes variaciones unos respecto de
otros, debido a que este campo de fuerza no cuenta con pardmetros para las moléculas

de fulerenos, ademas de tener términos de caculo méas sencillos que MM+.

La disminucion de energia también se observa en los complejos donde la posicion del
fulereno es mas cercana al carboxilo terminal de cada péptido. En el complejo formado
por el fulereno y un péptido Vali,, la energia de formaciéon con una posicion cercana al
amino terminal es de 557.3 kcal/mol, valor que disminuye con respecto a la posicion
carboxilo terminal la cual es de 543.5 kcal/mol. En el siguiente complejo Val;3+Cgo, S€
tiene la misma tendencia disminuyendo desde un valor de energia total igual a 555.6
kcal/mol a una energia total de 537.4 kcal/mol. Esta tendencia se mantiene durante
toda la serie teniendo valores de energia total de 516.5 kcal/mol que bajan a una
energia de 508.4 kcal/mol para el dltimo complejo con Valy. Con la informacion
anterior se sugiere que este comportamiento no concuerda con las energias totales
presentadas para el campo de fuerza MM+, ni con el comportamiento quimico que se
esperaria en relacion a disminuir en energia total con respecto a una posicion cercana
al amino terminal, ya que en la posicién del carboxilo habria repulsién entre moléculas

y consecuentemente complejos menos estables.
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El eje “y” de todas las graficas se titula: Energias totales, E (kcal/mol)
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El eje “x” de todas las gréaficas se titula: Posicion del fulereno con respecto al péptido de valina.

Figura 25. Energias totales de los 9 complejos restantes (de Vals+Cg a Val;;+Cgp) en
conformacion de hélice a utilizando AMBER. Las E se dan en funcién de la posicién de Cg, con
respecto al péptido de valina. Los residuos de valina fueron enumerados desde el amino
terminal. Los puntos marcados en negro indican menores variaciones en la parte central

comparandolas con las partes extremas del péptido.
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La alta variabilidad de energias totales presentadas por este campo de fuerza, sugiere
que AMBER es un campo de fuerza limitado en comparacion con MM+ para el célculo
de energia total entre el fulereno y los péptidos de valina y en consecuencia es muy

probable que existan resultados de calculos de energia de formacion inadecuados.

Las energias de formacion AE en funcién de los complejos péptido+Cg con una
configuracion de hélice a, calculada con el campo de fuerza AMBER, fueron graficadas
seleccionando los puntos centrales (en negro) de la Figura 25. Los resultados de la
grafica muestra pocos puntos similares a su contraparte obtenidos mediante MM+
(Figura 13) para el mismo sistema de hélice a y son mostrados en la Tabla 4 y Figura
26. Esta curva presenta cuatro puntos que estan por debajo del grupo principal, lo cual
es contrario a MM+, donde todos los puntos guardan una misma tendencia; sin
embargo, se puede observar que las energias de formacion primero decrecen (su valor
absoluto incrementa), para estabilizarse después del complejo Val10+Cgo cerca de las
16 kcal/mol. Hay que observar que la molécula de fulereno no crea ningun cambio
apreciable en el cambio conformacional y la energia de formacion de los complejos
mas largos a Valyp, por lo que se sugiere que el tamafio del péptido en el cual el
fulereno puede causar algun efecto importante podria ser por debajo de los 10

aminoacidos de valina asociados covalentemente.
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Tabla 4.

Energias

de formacién

AE

(en Kcal/mol)

para complejos

aminoacido/péptidos + fulereno calculadas con campo de fuerza AMBER.

de

Complejo AE Complejo AE
Kcal/mol Kcal/mol
Val + Cego -5.50 Vali1 + Cego -16.45
Val, + Cgp -9.28 Valis + Cgp -20.81
Vals + Cgp -9.58 Valy3 + Cgo -26.93
Vals + Cgo -9.57 Valy4 + Cgo -15.71
Vals + Cego -8.88 Valis + Cego -15.84
Vals + Cgp -10.50 Valyg + Cgo -15.44
Val; + Cgp -14.66 Val;7 + Cgp -29.09
Valg + Cgp -14.99 Valg + Cgp -15.13
Valg + Cgo -11.48 Valyg + Cgo -14.42
Valio + Ceo -28.33 Valyo + Ceo -15.59
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Figura 26. Energias de formacibn AE (en kcal/mol) para complejos de
aminoacido/péptidos + fulereno (conformacion hélice a) calculadas con campo de
fuerza AMBER.

El analisis de la geometrias optimizadas de los complejos péptido+Cgy, muestran en la
mayoria de los casos que las geometrias no experimentan cambios conformacionales
notables a excepcidon de cinco péptidos complejados con fulereno, estos son los
correspondientes nyy = 7, 10, 12, 13 y 16, como ejemplo en la Figura 27 se muestran
los cambios mas representativos de estos cinco péptidos que corresponde a los

péptidos Val; y Val3, los cuales logran hacer el mejor contacto con el fulereno.
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Figura 27. Cambio comformacional mas representativo para los complejos entre los
péptidos de la hélice a interactuando con el fulereno. Las geometrias fueron

optimizadas con el campo de fuerza AMBER.
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La Figura 28 muestra los alineamientos de los péptidos Val; y Val;3 y sus respectivos
complejos. Los cambios conformacionales para ambos péptidos son totales, donde
podemos observar que ningun punto del péptido del complejo se sobrepone a algun
punto del péptido sin complejar. Aqui los cambios conformacionales si corresponden
con las energias de formacién, puesto que la energia de formacion de Val;3+Cg €S una
de las energias més negativas y por lo tanto es posible que tenga asociado un cambio
conformacional grande con respecto al cambio conformacional de Val;+Cg, donde este
complejo tiene una energia de formacidn menos negativa y por ende menos estable

que Vali3+Ceo.

Hay que tener en cuenta que en esta serie también existen algunos puntos que salen
de la tendencia central y que no pueden compararse con los demas complejos de la
serie porque sus energias son muy hegativas. Estas variaciones presentadas por
AMBER, sugieren que no existe un buen tratamiento para el calculo de la interaccion

entre una molécula de fulereno y un péptido de valina.

Figura 28. Alineamiento entre las moléculas peptidicas (Val;i3) optimizadas sin
interaccionar con Cgo, mostradas en color rojo y los complejos optimizados (Valz+Cgyo,
Vali3+Cgp), mostrados en color azul. Configuracion de hélice a. Alineamiento realizado
con PyMOL.
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4. Conclusiones

Las simulaciones realizadas mostraron que los valores de E total calculada de los
complejos exhiben una variabilidad considerable que depende de donde se coloca la
molécula del fulereno. Para MM+, si el fulereno es colocado cerca del amino o
carboxilo terminal, las diferencias de E total eran muy variables entre las posiciones
vecinas; sin embargo, estas se estabilizan si el fulereno se posiciona en la parte central
del péptido. En AMBER el comportamiento de las E totales tienen variaciones aun
mayores, pero se escogio colocar al fulereno en la parte central y asi tener condiciones
similares para los dos campos de fuerza en relacion al calculo de las energias de

formacion.

Para las curvas de energia de formacion AE se observa que también depende del tipo
de conformacién del péptido, es decir, si se trata de una hélice a o hebra  y el campo
de fuerza utilizado. En donde MM+ muestra que los valores de AE tienden a decrecer
llegando a un minimo en el péptido con 7 valinas (AE = -11.71 kcal/mol), y después
incrementa hasta el péptido con 16 valinas y decrece hasta el péptido con 20 valinas.
Los casos restantes exhiben caracteristicas comunes, donde las energias de formacion

decrecen hasta estabilizarse en un rango de 12-16 kcal/mol.

Los cambios conformacionales simulados sugieren que los la geometria de los péptidos
es muy estable y rigidos (no cambian su conformacién al estar interaccionando con el
fulereno). Sélo en algunos casos se observaron grandes cambios conformacionales,
donde las cadenas peptidicas tienden a adquirir un mejor contacto con la molécula de
fulereno. En general, este trabajo sugiere que una hebra B formada de homopéptidos
de Val es mas flexible en comparacion con una hélice a al asociarse con una molécula

de fulereno.
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5. Perspectivas

Todos los célculos mostrados fueron realizados al vacio; por lo que, en un sistema real
se tendrd que ajustar estas condiciones a algun solvente como agua. En este sentido
se sugiere realizar estos célculos en agua, que es el solvente mas comun para los
péptidos de este trabajo y para cualquier sistema donde intervengan moléculas

biolégicas.

La dinamica molecular de estas interacciones es una buena herramienta para lograr
conocer la relacion entre estructura, movimiento y funcién, ya que estas dinamicas
moleculares nos dan idea de como se darian las interacciones entre la molécula de
fulereno y el péptido a través del tiempo, puesto que ninguna molécula es estética y

siempre tiende a moverse.

Debido a que este trabajo es tedrico es necesario realizar una investigacion
experimental y corroborar los datos teéricos que el modelaje molecular proveyé. Una
técnica que permitiria ver los cambios conformacionales seria Resonancia Magnética
Nuclear, la cual permite conocer qué atomos estan interaccionando y si existe algin

cambio en la conformaciéon de los aminoacidos.
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Interaction of L-Valine Homopeptides with
Fullerene Cg,
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In this theoretical study, we addressed the issue of peptide interactions with fillerene Cg. The
paptides of choice ware Zwittenionic L-valing (Val) homopeptides up to 20 residues-long, in both o
halix and 8 strand conformations, for comparison. The computational methods wera tha AMBER
and MM+ force fields. The values of calculated total energy of peptide + G, complexes exhibited
considerabla variability depanding on whara axactly the C., molacule is positionad in the input
geometry. In MM+ calcutations, if fulerene was placed close o either the N or the C terminus in the
input geometry, the difierences in E values were rampant batwean the neighboring points; however,
the enarges generally stabilized within 1-2 kcal mol—' if the Cy position tumed to be close to the
cantral Val residues of the chain. In AMBER calculations, the behavior of calculated energies was
@ven less homogeneous. To standardize the intial geometry conditions, we placed the fullarana
molecule approximately against the center of peptide chain. The shape of the AE — nyy curves
obtained depends on peptide type (o helix vs. 8 strand) and the force field employed. In MM+
calculations of g strand Val peptides, AE values had a trend to decrease (that is, the absoiute
values of AF incraasa), coming 1o & minimum at My, =7 (AE = —11.71 kcal mol '), than to increasa
producing a local maxmum at i, = 16 (AE = —7.79 keal mol-'), and to decrease agan urtil the
longest Valy, studied in this work. The three other cases (MM+- for @ helix, AMBER for both g
strand and o helix) exhibited common features. where the formation energy first decreased then
stabilized at about 12-18 kcal mol . The geometry of Val pepbdes was generally very ngid and
stable. and only in a few cases we observed conformational changes. where peptide chains tended
o acquire a better contact with fullarene moleculs.

Computstiansl and Theoretical Nanoscience
Yol @, 1-9. 202
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1. INTRODUCTION

The knowledge of how the nanoscale environment mflu-
ences the structure and function of proteins and peptides
i5s indispensable for the design and fabncation of new hio-
nanchybnds and biocompatible nanomatenals for a wide
spectrum of biomedical applications """ Among all nano-
materials. corbon nanoclusters such as fullerenes and car-
bon manotubes are of parbicular importance due to their
prospective applications in pharmacology (drugs, gene and
drug delvery sysiems, photosensitizers in photodynamic
therapy. contrast agents in Magnetic resonance ImMaging,
among others), in the design of biosensors, tissue cng-
necring. el - 21516

In both chemical and biochemical torms, the micrac-
tion of carbon nanoclusters with pepides and proteins
is an extremely complex process, because of a high

* Amthor w whom cormespondence shoakd be addressed,

4 Compul. Theor, Nanoss, 20712 ol @, No. 7
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molecular weight and structural features of the interacting
componenis. Proteins and higher-molecular-weight pep-
tides exhibil enormous structural diversity., functionality
and conformatonal Acxibility, which grossly complicates
understanding their behavior in the nanoscale environ-
ment. Even though no covalent bonds form upon simple
contact between thewr molecules and carbon nanoclustcrs
under physiological conditions, dramatical conformational
changes can take place in the polvpeptide backbone, resull-
ing in a partial o complete loss of the biochemical
function. This effect can be considered as positive (for
example. HIV protcase inhibition'™ ' and S-amyloid pep-
tide aggregation in the context of Alzhcimer's discase™ ™)
or negative (cellular delivery of proteins, enzyme-based
hiosensors, etc.). depending on the targeted application.
Also, it 15 imtercsting to mcntion that in somc partic-
ular cases an enhancing effect of carbon nanoclusters
on cnryme subllltgr was found in strongly denaturning
environment,™ which can be evidently benchical for the

ot 10,11 66§ctn 212,218 1
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development of diagnostics. sensors and drug delivery
vehicles.

Despite of crucial importance of the knowledge of how
the positive (sphenical in the case of fullerenes, and tubu-
lar in the case of carbon nanotubes) curvature can modify
the protcin/peptide structure and functionality, the exact
molecular mechanisms are extremely difficult 10 study,
especially expenmentally. In such complex cases, scien-
tists often appeal 10 theoretical tools 1o aid the experiment.
Nevertheless, a number of reports, dealing with theoret-
wcal treatmenit of the model sysiems including fullerenc
teins and peptides, is not large. Among them. one should
mention molecular dynamics simulations of the HIV-1
protease intcracting with lead fullerenc-based inhibitor
{(diphenyl Cg, alcohol) in three protonated states, which
revealed the binding mechanism and active site structure.’”
Molecular docking simulations were used in order 1o
theoretically predict two potent fullerene analogues as
anti-HIV drugs." According o other molecular dynam-
ics simulations,” the interaction of low molecular weight
oligomers of the Alzheimer’s amyloid-8 peptide spanning
residues with single-walled carbon nanotubes (SWNTs)
results in nanotube-induced S-barrel formation. thus sug-
gesting carbon nanotubes as a prospective new type of
therapeuitic agent to retard/prevent fibrillation processes.
In onc more theoretical report.” the interaction between
SWNTs and model peptides was studied by both molecular
mechanics (MM) and electronic structure theory (including
density functional theory, DFT) calculations: the calculated
results comrelated well with experimental observations of
relative binding affinity.

In our previous study™ we addressed the choice of
model molecular system for more systematic theoretical
studies of protein intersctions with carbon nanoclusters.
In panticular, we suggesied to account for different struc-
tural features in protein molecules, such as alpha helixes
{or a helixes) and beta pleated sheets (or § sheets, which
are composed of single § strands). These two types of
structural arrangement represent very different ways of
saturating all the hydrogen bond (H-bond) donors and
acceptors in the peptide backbone. and thus exhibut dif-
ferent stability and conformational ngidity: conscguently,
onc can expect that the general patierns of a helix and
P sheet interaction with carbon nanoclusters are not the
same. For example. since for a given amino acid sequence,
the a helical peptide would contain a larger number of
intramolecular H-bonds as compared to the correspond-
ing B strand, the former should be more thermodynam-
ically stable and structurally ngid when interacting with
carbon nanoclusters. In order to venly this, we compared
the changes in geometry and energy for simple homopep-
tides (up to decapepides, stasting with the parent amino
acid) derived from glycine and L-alanine. arranged into
@ helix and § sirand and interacting non-covalently with
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fullerene C, The computational techniques cmployed
included two DFT functionals (BLYP general gradient
approximation and VWN local density approximation)
and two force ficlds (AMBER and MM+). BLYP pro-
duced in a number of cases positive energies of the amino
acid/peptide + Cyy complex formation, as well as strongly
overestimated intermolecular scparatons, whereas VWN
calculations produced reasonable and consistent valoes,
which arc preferable to be taken as a reference o com-
parc with the results obtained with other computation
techniques. Of the two force ficlds used, AMBER pro-
duced stronger interactions in terms of binding cnergics
and complexation-induced conformational changes in pep-
tide molecules, whereas the results of MM+ calculations
were in much closer agreement with the data obtained by
VWN DFT. The gencral trend in which all the calculation
techniques employed coincided was a remarkable ngdity
of a helical peptides and a considerable Aexibility of their
{8 strand counterparts, when interacting with Cy, molecule.

In the present report, we further theoretically explore
the issuc of peptide interactions with fillerene C,. The
peptides of choice are L-valine (L-Val; hereafier, Val for
brevity) homopeptides (in zwiticrionic form), in both o
helix and B strand conformations, for companson. On one
hand, we cxiended the peptide length studied 10 20 Val
residucs: on the other hand. this made DFT calculations
to the force fickds AMBER and MM +.

2. COMPUTATIONAL DETAILS

The molecular mechanics calculations were cammicd out
using the MM+ and AMBER force ficlds incorporated
in HyperChem version 7.0 (from Hypercube, Inc.).”" with
Polak-Ribiere gradient algorithm and a root mean square
gradient of 0,005 kcal/{A mol). Other settings were: for
MM+, bond dipoles to describe electrostatic inleractions,
no cutoffs; for AMBER. constant diclectnc permittivity
of 1, 1-4 scale factors of 05 for both electrostatic and van
der Waals interactions, no cutoffs.

Formation encrgics AEy,, .o (or AE for simplicity) for
the amino acid/peptide complexes with Cg were calcu-
lated according o the following formula:

AEvus.c, = Evunicy, — (Ewus + Ec,)
where E is the corresponding absolute energy. and n =
1+ 20.
3. RESULTS AND DISCUSSION

The force ficlds employed in the present smdy were
AMBER and MM+. While AMBER was specifically
designed for protein and nucleic acid computations, MM +
is a universal force ficld parameterized for all chemi-
cal elements. None of these two methods (likewise other

J Comput. Theor. Nanosci. 9, 1-9, 2012
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widely used force fields) was designed for the curved
graphene sheet systems, such as fullerenes and carbon
nanotubes. Nevertheless, MM+ is meant to apply 1o gen-
eral organic chemistry more than other common force
ficlds (including AMBER), which all focus on proteins and
nucleic acids. The computation protocol includes a default
scheme such that when MM fails to find a suitable force
ficld parameter, HyperChem substitutes & default value.®
Consequently, we expected to observe certain differcnces
between the results of AMBER and MM+ calculations.
An important factor complicating the present calcula-
tions, as compared to our previous work on Gly and Ala
peptides.™ is a high conformational mobility of the iso-
propyl side-chain in Val. This creates a large number
of local mimima on the potential encrgy surface for a
peptide + Cg, complex, and makes their scarch much more
time-consuming, as compared to the case of Gly and Ala
(not to mention the duplicated maximum length of the pep-
tides studied). In addition, the local minima might be very
close w0 cach oher. which can cause notable vanations
in the calculated results (geometries and cnergies of the
complexes) depending on where exactly the Cgy molecule
is posiioned in the input geometry. Regarding the lat-
ter factor, onc should note that in the calculations of Gly
and Als complexes.™ we always placed fullerene approx-
imalely against the center of peptide chain o standardize

Val +C,,

Vm'! !+Cﬂ'|

Interaction of [-Valine Homopeptides with Fullerene Cyg

the initial geometry conditions. In the present work, we
generally adhere to the same methodology, however found
it necessary to study in detail the effect of Cy, position
against peptide chain on the calculated energy and geom-
etry of the peptide + Cyy complexes.

Figure | shows rcpresentative plots (starting from
Valy; + Cg complex) demonstrating the cffect of Cg
molecule position against the peptide chain (§ strand) on
the total encrgy of peptide + Cy; complex, as calculated
with MM+ force field. It is evident that if fullerene is
placed close to either the amino (N) or the carboxyl (C)
terminus, the differences in E values are rampant between
the neighboring points, in some cases of ca. 10 kcal mol !
(for example, for Val, + C,, and Val,, + C,). However,
the cnergies gencrally stabilize when the Cg; position tums
to be close to the central Val residues of the peptide chain.
This can be exemplified by the three central points marked
in black in each graph, where the energy vanations become
as small as 1-2 kecal mol-'.

It would be logic 1o expect visible conformational
changes in the optimized complex geometnes, in accor-
dance with the above changes in encrgy values, Indeed, as
it can bee scen from Figure 2, the trend is in line with
the energy varations. Placing C molecule close 1o the
termini (either N or C) gives rise o local bending of the
B strand, which is especially ¢leardy scen in the case of
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Fig. L. The cffect of Cy molecule p against the peptide chain
(# strand) on the conformation of Valj, + Cp, peptide. Grometries were
nr.t'-imdwi:lihm-l-lnm: ficld. Vil residees were mumbored starting
with the N and the ik againg what Val residuc
Cyp molecule was placed.

positions 3-3, 11 and 12 (that is, when fullerene contacts
with Vil residues Nos. 3-3. 11 and 12). At the same time,
when C, 15 placed closer to the chain center. for example
at the positions 6-9, the peptide geometry does not exhibit
so drastic alterations.

To calculate formation energies and o plot AE ver-
sus nyy (Fig. 3) in MM+ calculatons for the [-strand
Val senes, we selected the central data points of the three
oncs marked in black in Fgure | (that is, where the
encrgy varations become as small as 1-2 kcal mol-").
We observed some similanty to the MM+ results obtnined

Q 5 0 15 X

T rrrTr T T

-2

e o
-5
E o?®
E 5 o o
5 oo o o
] o
10 o
o o o
o
1 o
BT
Avg

Fig. 3. Pilot of formation energy AE. calcalated with MM+ force ficld
wersus the number of Val residues ny,, in amino scid/peptide + Oy, com-
plexes {f strand peptide conformntion ).
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for the B-strand Gly scrics, where the AE —n,, curve
exhibited an evident minimum at ny = 6.7 In the present
case, first, AE values have a rend to decrease (that 1s, the
absolute values of AE increase), coming to a minimum
at fyy =T (AE = —11.71 kcal mol '), then o increase
producing a local maximum at my = 16 (AE = -7.79
kcal mol '), and to decrease again until the longest Valy,
studied in this work. At the same time. the corresponding
AE = —10.41 kcal mol "' does not reach yet the lowest
value of —11.71 kcal mol~' obtained for ny, =7.

Shon (up © #AG, = 6) glycine S-strand peptides were
found to ‘embrace’ the fullerene molecule. according 1o
the optimized MM~ geometnies, whercas the analogous
alanine peptides did not show such an effect™ In this
regard,  strand Val peptides are more similar to Ala
peptides. Only in a few cases we observed notable confor-
mational changes. In Figure 4. one can sec two most illus-
trative examples for Val tri and heptapeptide, which adapt
to some degree to the spherical curvature of Cg,. (Note that

£

Vali  valy+ Gy
v &
Val;+Ceo
Val),

Vﬂ]lz"' Cm @

Fig. 4 Ilmrative evamples of conformational changes in f-strand Val
peptides when interacting with Cg, melecule. Geometres were optimized
with MM+ force fickl The changes are considerable for Val,, visible for
Val,, and undetoctsble for Val,,.
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it is the latter complex Val; + Cg, whose formation energy
is the lowest one of all the AE values calculated; Fig. 3.)
Most peptides, however, exhibit a remarkable ngidity, such
as that of Val,, (Fig. 4).

A dewiled analysis of the effect of C,, molecule posi-
tion sgainst the peptide chain on the total MM+ energy
of peptide + C; complex was further performed for the o
helix series. The most representative results (again, start-
ing from Val,, + Cg complex) are shown in Figure 5.
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Fig. 6. Plot of formation energy AE. caloulated with MM+ force feld,
wersus the number of Val residues m,,, in amino acidipeptide +C,, com-
pleves (o belin peptide conformation).
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In several cases (for example, for iy, = 13, 15,17, 20) one
can sce that when fullerene 1s placed close to either the
N or the C terminus. the E values may vary considerably
between the neighboring points, although generally these
variations are not that rampant as for the § strand peptides
(Fig. 1). Furthermore, the range of stabilized E values is.
as & whole, much wider than in the previous case. so that
their choice for plotting AE versus n, is less cntical. This
sclatively uniforin bebavior can definitcly be cxplanad by
more extended system of intramolecular hydrogen bonds,
and correspondingly more ngid and thermodynamically
stable structure of a lone a helix as compared to a lonc
strand.

The AE — nyy plot presented in Figure 6 was oblained
by uwsing the data points marked in black in Figure 5;
it would not look very different if neighbonng E val-
ues were used instead to calculate formation energies AE.
Despite of not all the data points perfectly fit into a curve,
there is an evident general trend. The formation energy
for peptide + Cy; complexes gradually decrease up to the
decapeptide (my = 10; this pant exhibits some similar-
ity to the plots obtained for Gly and Ala peptides in our
previous MM+ calculations™), and then stabilize around
12-13 keal mol-'. In other words, after Valy,, further
growth of the peptide chain docs not give nise to stronger

Basiuk and Gregorio

interactions with fullerene. The formation energy is com-
parable to that of § strand conformer Val; = Cyp (Fig. 3),
however the fact that it does not considerably change for
longer peptides (contrary to the case of J strand) sug-
gests a stabilizing effect of intramolecular H bonds in
helical peptides, contnbuting stronger into the AE values
than the intermolecular internctions between peptides and
fullerene. This supposiion can be supported by the com-
parative analysis of optimized geometrics for peptides in
their free statc and in peptide + Cg complexes. In most
cases, only subtle conformational changes can be detected
when analyzing in detail interatomic distances and angles.
We found only one example of evident conformational
changes, which is Val, (Fig. 7). The backbone of this pep-
tide unfolds to a degree allowing for better (langer surfacc)
contact with Cg molecule. The sclected C-C distance dra-
matically increases from 6.27 10 9.61 A, thus serving as a
good illustration for the above effect.

All the AMBER calculations undenaken produced, as a
whole, less homogencous results as compared to the data
obtained with MM+ force field. To begin with, the total
energics of peplide + C complexes presented more sig-
nificant vanations depending on where exacily fullerene
molecule was positioned against the peptide chain. In par-
ticular, for @ strand conformers (Fig. 8; representative
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Fig. & The effect of C, molecule position aguinst the pepide chain (8 strand) on the total energy of peptide + C,, complex. s caleulsted with
AMBER force ficld. Val residucs were numbered starting with the N-terminus.
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plots starting from Val,, + C,;, complex) in most cases the
rampant variations in E values (along with vanations in the
opumized peptide geometnes, similar to those exemplified
in Fig. 2, or somctames cven more dramatic; not shown)
were observed not only close 1o the N and C terminal Val
residues, but also in the middle of peptide chain. There-
fore, just to use the same conditions as for the analysis of
MM+ results, o plot AE versus ny (Fig. B) we selected
the middle data points (marked in black in Fig. B). The
resulting graph is shown in Figure 9. There are two cvi-
dent trends. As in the case of MM+ calculations (Fig. 3).
the formation energy first decreases (1e.. is absolute value
increases). However. this decrease is more rapid and stops
8l By =4, (whereas the minimum in Fig. 3 comesponds
to ny, = 7). Then. starting with Val,. AE values stabilize
around 14-15 kcal mol . Even though a few points jump
abhove and one is below the majonity. this trend is obvious.
It 1s worth to mentzon that in our previous calculations on
B strand conformers of Gly and Ala homopeptides, ZAE
values almost gradually decreased up 1o decapeptides, the
longest chains considered in that work.

This difference apparcnily has o do with the presence
of balky a-isopropyl group in Val residue, which lim-
its flexibility of the peptide backbone. When companng
the AMBER geometnes of 3 strand Val peptides in their
fullerene complexes (Fig. 10) with those for their Gly and
Ala analogues.” one can scc that there is no trend for Val
peptides to ‘embrace’ Cg, molecule. Some bending of the
peptide chain toward fullerene can be detected for Val,
and Val,, as well as. which is more cunous, for longer
pepudes with ny, of 9, 10, 14, and 16-18. An extreme
case of folding is Val,, +C,. On the other hand, the pep-
tides with n,,, =8, 11, 12, 15. 19 tum their terminal parts
away from fullerene. Only Valy, remains straight in the
fullerene complex, without notably changing its conforma-
tron as compared to that of the solated pepude.

In the last series of calculations, the energies of inter-
action of a-helix valine peptades with C, molecule were

---------------

AE (lzal mal 'y
]
-]
a

Fig 9. Plot af formation energy AF, caleulaled with AMBER force
ficld, versus the aumber of Val residucs iy, i amino scid/peptide +Cg;
(8 srand peptide coaformation).
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Fig. 10. Conformations of B serund Val peptides in their complexes with
Cip Geometries were optimized with AMBER force ficld. The numbers
correspond D Ry

calculated with AMBER force ficld. The effect of fullerene
pasition againsi pepuide chain on the twial energy of
peptide + C, complex (Fug. 11; plots starting from Val, +
Cyq complex) represents an intermediaie case between the
plots shown in Figures | and 5, on one hand, and in
Figure 8, on the other hand. As in the latter series of
AMBER results for 8 strand peptides, for a few peptides
{for example, Val ;. Val,, and Val ;) rampant changes in E
values may be obscrved at any fullerene position. On the
contrary, in two examples of Valy; and Valy,. there is an
cutended region around the center of peptide chain where
the wtal energy vanes very insignificantly.

The dependence of formation energy AE, calculated
with AMBER force ficld. versus the number of Val

7
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Fig. 1L The cifect of Cy molooule pouition aguinst the pepiide chun (o helix) on the ol coorgy of poptide + Cy complex. s caloulsted woih
AMBER foroe Beld. Val residues were numbered starting with the N-terminus

residues ny, in amino acid/peptide +C;, complexes for o
helix peptide conformation (Fig. 12) was plotied by sebect-
ing the central (black) data points in Figure 11. The result-
ing plot most closely resembles its counterpart obtained by
MM calculations on the same @ helix systems (Fig. 5).
The curve-fiting 1= worse than in the latter case, with four
data points found considerably below the main group. Nev-
criheless. one can see a trend that the formation energy
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Fig. 1L Plot of formation encrgy AE, calculsted with AMBER force
ficld. versus the sumber of Val residocs Ay, i smino scid/pepbde + Oy
comphexes (@ befix peptide coaformation).

first decreases (its absolute value increases), then stabilizes
aficr myy = 10 at about 16 keal mol ™",

An analysis of the optimized geometries of peptide +
Cg complexes showed that in most cases the geometry

Val+Cen

Fig 1}, Euamples of significant conformationsl changes in a-helix Val
peptides when interacting with C, molecule, Geometries were optamized
with AMBER force field. Other similer examples (not shom) e Val,,.
Val,, and Val,,.
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does not undergo notable alterations. Significant conforma-
tional changes were detected for five peptides only, with
ny =T, 10, 12, 13 and 16, as exemplified for Val, + C
and Val,; + Cg, in Figure 13, where peptide chains tend 10
acquire a better contact with fullerene molecule.

4. CONCLUSIONS

The results presented in this study can be summanzed as
follows:

(1) The values of calculated total energy of pepude + Cy
complexes exhibit considerable vanability depending on
where exactly the C,, molecule is positioned in the input
geometry. In MM+ calculations, if fullerene is placed
close to cither the amino (N) or the carboxyl (C) terminus
in the input geometry, the differences in E values are raim-
pant between the neighboring points; however, the ener-
gics gencrally stabilize within 1-2 keal mol " if the C
position tums to be close to the central Val residues of
the peptide chain. In AMBER calculations, the behavior
of calculated energics is even less homogencous. To stan-
dardize the initial geometry conditions, we suggest placing
the fullerene molecule approximalely against the center of
peptide chain.

{2) The shape of the AE —n,, curves obtained depends
on peptide type (@ helix vs. B strand) and the force held
emploved, In MM+ calculations of 3 strand Val peptides,
AE values have a trend to decrease (that is, the absolute
values of AE increase). coming to a minimum at ny, =7
{AE = —11.71 kcal mol~*), then to increase producing a
local maximum &t my = 16 (AExr = —7.79 keal mol-'),
and to decrease again until the longest Val,, studied in this
work. The three other cases (MM for & helix, AMBER
for both B strand and o helix) exhibit common features,
where the formation energy first decreases then stabilizes
at about 12-16 kcal mol~".

{3) In both MM+ and AMBER calculations, the geom-
etry of Val peptides is gencrally very smble and ngid,
similarly to that of a helix Gly and Ala peptides stud-
ied previously. ™ Only in a few cases we observed signifi-
cant conformational changes, where peptide chains tend to
acquire a betier contact with fullerenc molecule. § Strand
peptides are more flexible, as it was indeed observed for
Gly and Ala peptides.™ which ‘embrace” Cy to adapt
to its sphenical curvature. However, this was found to be
very uncommon for their valine analogues, which only
slightly bend toward fullerene, or sometimes cven to oppo-
siic dircction.
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