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1. Resumen

El oxigeno es un compuesto esencial para la vida de los organismos aerobios, sin
embargo, también puede ser toxico en ciertas condiciones, esto se debe a su
capacidad para producir especies reactivas de oxigeno (ERO) que pueden dafiar a
las macromoléculas cuando hay un exceso en la produccién de especies oxidantes
que especies antioxidantes. Estudios recientes muestran que el radical superoxido
y su acido conjugado el radical hidroperoxilo pueden reparar radicales dafados de
tirosina y triptéfano. Por lo que resulta de gran interés comprobar si este par
acido/base puede reparar radicales de otros aminoacidos dafados.

Este trabajo consistio en un estudio tedrico de la cinética del proceso de
reparacion por superoxido de fragmentos de radicales de proteinas debido a estrés
oxidativo, mediante la transferencia de un electron en solucion acuosa a pH
fisioloégico (pH=7.4). Para ello se utilizaron la Teoria de los Funcionales de la
Densidad y la Teoria de Marcus. Se emplearon once aminoacidos para los
fragmentos de las cadenas de las proteinas: glicina, alanina, valina, cisteina,
tirosina, serina, treonina, metionina y asparagina.

Cada especie se optimizé utilizando el método MO062x/6-311+G(d,p),
haciendo uso del modelo de solvatacion SMD. Primeramente, se realizé un estudio
termodinamico, obteniendo las energias libres de reaccién para determinar si las
reacciones eran favorables; después, se efectué el estudio cinético donde se
calcularon las constantes de velocidad de cada reaccion planteada.

Los resultados mostraron que en los casos en los que los fragmentos
contienen aminoacidos donde su cadena lateral contiene un heteroatomo, estos
pueden ser reparados por el superdoxido. En consecuencia, se puede afirmar que el

radical anién superdxido se comporta como antioxidante frente a estas especies.




2. Introduccion

Uno de los mas grandes retos del ser humano ha sido conservar en buen estado su
salud al aumentar la esperanza de vida de la poblacion. Sin embargo, existen
factores que pueden perjudicar esta aspiracion, uno de los principales es el
denominado estrés oxidativo (EO). Se ha relacionado al EO con multiples
enfermedades, por lo que investigaciones acerca de este tema se centran en
entender los dafos que provoca y contrarrestarlos. Aunque, debido a su
complejidad, estudios basados en mecanica cuantica resultan de gran utilidad para
abordar este tipo de temas que experimentalmente son complicados y costosos.'

Los radicales libres derivados del EO han sido implicados en una serie de
fendmenos bioldgicos que van desde las afecciones patolégicas en humanos hasta
la senescencia y la respuesta de las heridas en plantas y animales?3. Las especies
radicales predominantes en los sistemas bioldgicos son las derivadas del oxigeno
molecular, pero tanto estados excitados no radicales y especies no radicales de
oxigeno también pueden provocar dafio oxidativo.

El EO implica la formacioén inicial de una especie de oxigeno activado y su
posterior reaccion con una macromolécula (proteinas, lipidos, polisacaridos y acidos
nucleicos), y las manifestaciones de este dafio son multiples.? No obstante, se sabe
que los radicales derivados del oxigeno forman parte de procesos fundamentales
de la vida de organismos aerobios, donde el organismo hace frente al EO por medio
de los denominados sistemas antioxidantes. El estudio de antioxidantes constituye
un tema de investigacion relevante ya que se estima que el conocimiento de sus
mecanismos de accion podria permitir disminuir los efectos del dafio oxidativo.'*

Existen al menos dos principales mecanismos de accién por los cuales los
antioxidantes pueden actuar para reparan el dafo causado a biomoléculas. Estos
mecanismos son la transferencia de un solo electrén (SET) y la transferencia de
hidrégeno (HAT), pese a ello, en este estudio solo se tom6 en cuenta el primer

mecanismo.




3. Antecedentes

3.1.Radicales libres
Se define como radical libre (RL) a la especie quimica que contiene uno o mas
electrones desapareados en su capa electronica mas externa; es capaz de existir
independientemente y puede o no tener carga. Se forma por la ganancia o la pérdida
de un electron, o por la ruptura homolitica de una molécula.®>® De acuerdo con esta
definicion son RL: la molécula de oxigeno, el atomo de hidrogeno y metales de
transicion como hierro, cobre y manganeso.

Los electrones no apareados en estas especies les proporcionan una alta
inestabilidad y, por lo tanto, mayor reactividad que su correspondiente especie no
radicalica; de manera que su vida media es corta y su concentracion en el estado
estacionario es baja, aunque varia dependiendo del RL.° Debido a esto, un RL
busca estabilizarse apareando su o sus electrones sin par electrénico. Por ende, al
encontrarse dos radicales pueden formar un enlace covalente fruto de ambos
compartir su electron desapareado y dejar de ser radicales. No obstante, también
un radical puede sustraer un electron de un compuesto no radical o donar su
electron no apareado para formar un par electrénico. Sin embargo, en estos ultimos
casos el radical deja de serlo y el compuesto estable se convierte en un RL,
ocasionando el inicio de una reaccion de propagacién en cadena.’ Es por lo anterior
que también se conoce como RL a agentes oxidantes, pese a esto, no todos los
agentes oxidantes son RL.

Estas especies existen como resultado de diferentes reacciones, tanto en la
atmodsfera como en el organismo de los seres vivos, siendo los de mayor
importancia biologica los derivados del oxigeno y del nitrégeno. De igual manera,

contrario a lo que puede pensarse, los RL no son intrinsecamente malos.?




ANTECEDENTES

3.2.Estrés oxidativo
El oxigeno diatémico (0,) constituye el 21% de la atmdsfera terrestre y es producto
de la oxidacion del agua en las células fotosintéticas durante la fase luminosa de la
fotosintesis:
2H,0 — 0, + 4H* + 4e” (3.1)

Ademas, en los organismos aerobios el dioxigeno es el ultimo aceptor de
electrones en la cadena respiratoria. En ella se reduce el 0, en agua y la energia
de esta reaccién, proveniente de energia luminosa, es utilizada para formar
adenosin trifosfato (ATP) requerido para diversos procesos celulares.®

0, + 4H* + 4e~ — 2H,0 (3.2)

En nuestro organismo mas del 95% del oxigeno molecular consumido por
nuestras células, es reducido completamente a agua durante la respiracién
mitocondrial, sin embargo, un pequefo porcentaje del 2-3% se convierte en
radicales libres de oxigeno.®°'! Por lo que, a pesar de que el 0, es vital para los
organismos aerobios, también puede llegar a ser toxico a altas concentraciones
debido a que es el iniciador de la produccién de ERO y algunas de estas pueden
llegar a oxidar a las macromoléculas biolégicas; a este hecho se le conoce como “la
paradoja del oxigeno”.

El estrés oxidativo fue definido en 1986 por Sies como un desbalance entre
equilibrio prooxidante/antioxidante, a favor del primero'. Esta condicion es
producida por un exceso de RL en el organismo, de tal forma que esta alteraciéon
puede dar lugar a afectaciones en las macromoléculas biolégicas y, por tanto,
modificaciones en su funcién. Bajo ciertas condiciones la velocidad de generacién
de radicales es mayor a la capacidad de eliminacién del organismo, este desajuste
puede ser inducido por a) factores endoégenos: procesos inflamatorios, lesiones por
isquemia, enfermedades cronicas como arterosclerosis y cancer, estrés fisico o
mental, envejecimiento, infecciones, ejercicio fisico extenuante, activacion de
células inmunitarias, oxidacion catalizada por metales y debido a procesos
fisiologicos normales; y b) factores exdgenos: exposicion a la contaminacion
ambiental, humo de cigarrillos, alcohol, metales pesados o de transicion, ciertas

drogas, radiacion ionizante o UV, etc.*13-16

4



ANTECEDENTES

3.2.1. Radicales libres derivados del oxigeno
El 0, en su estado fundamental tiene dos orbitales 2n* semillenos, por lo que es
considerado un birradical.>8.1%-18 | os dos electrones no apareados le dan al oxigeno
un numero cuantico de espin de uno (S = 1), y una multiplicidad de espin de tres
(2S + 1 = 3), dicho de otra manera, el dioxigeno es una molécula triplete (3Zg)."” A
pesar de este hecho, la reactividad de esta molécula es mas baja que la que se
esperaria para un RL. 1719

La reduccion secuencial y univalente de la molécula de oxigeno, es decir, la
adicion sucesiva de electrones a esta molécula ocasiona la produccion de especies
parcialmente reducidas de oxigeno o las también llamadas ERO.>% Las ERO son
especies que contienen oxigeno. Existen varias especies reactivas de oxigeno,
tanto radicales como no radicales, sin embargo, las mas importantes son el oxigeno
singulete ('0,), el radical hidroxilo, el anién radical superéxido (057) y el perdxido
de hidrégeno. En la siguiente tabla se muestra una lista con varias ERO, sus

simbolos y vidas medias.

Tabla 3-1. Lista de especies reactivas de oxigeno producidas durante el
metabolismo?®

Especie reactiva Simbolo  Vida media
Radlcales
Superdxido 05~ 107%s
Radical hidroxilo HO* 107%
Radical peroxilo ROO* 17 s
Radical alcoxilo RO* 107%s
No radicales
Perdxido de hidrogeno | H,0, Estable

Acido hipocloroso HOCI  Estable (min)
Acido hipobromoso HOBr Estable (min)

Oxigeno singulete A0, 10765
Ozono 05 s
Hidroperoxido organico | ROOH Estable
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e e, +2H* e, -OH e, +H*
0, 05" H,0, HO* H,0
-0.33 eV 0.94 eV 0.38 eV 233 eV

Figura 3-1. Reduccion de 0, a H,0 durante la respiracion aerobia y potencial redox
estandar de cada intermediario’’

3.2.1.1. Oxigeno singulete
Cuando uno de los dos electrones sin par electronico en el 0, capta energia este
electron invierte su espin dando origen a dos formas de oxigeno singulete ('0,). La

primera de estas formas es el oxigeno singulete delta (1Ag02) donde sus dos

electrones se encuentran en el mismo orbital 2* apareados, por lo que no es un
RL; mientras que la otra forma de oxigeno singulete es la sigma ('£$0,) donde al
igual que en la forma delta los electrones sin par se encuentran con el giro opuesto,
sin embargo, en esta ocasidon cada uno de los electrones se localizan en un orbital
2m* distinto, por lo que esta especie por definicion es un RL.25611.17.18 E| oxigeno
singulete en su forma A posee una energia de 23.4 kcal/mol, en cambio, en la forma
2 tiene una energia de 37.5 kcal/mol."” La forma A es la de mayor importancia
biolégica ya que su vida media es mayor, de manera que puede reaccionar o decaer
al estado basal emitiendo un fotén a 1,268 nm;'" por el contrario, la forma X es muy
inestable y decae rapidamente a la forma A antes de poder reaccionar. La formacién
de esta especie toma importancia cuando se consideran reacciones fotoquimicas.?’
Una fuente importante en los sistemas biolégicos es la formacién a partir de 05~, por
desproporcidon espontanea:
05~ + 05~ ps H,0, + 10,; (3.3)
por transferencia electrénica:
05~ - &+ 10y; (3.4)
a través de una reaccién con H,0,:
05" + H,0, » HO® + OH™ + 10,; (3.5)
por medio de una reaccion con OH":
05~ + HO® - 10:+0H~; (3.6)

o por dismutacion espontanea de H,0,:2
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H,0, + H,0, - 2H,0 + 10,. (3.7)

3.2.1.2. Anion radical superoxido
El ion radical superoxido (05) es producido cuando un electron entra a uno de los
orbitales 2* de la molécula de oxigeno, es decir, cuando esta es reducida.®1821.22
Esta reaccion puede ocurrir en casi todas las células aerobias. Los sitios de
generacion de esta especie en las células se muestran en la Figura 3-2.
Normalmente las principales fuentes de 05~ son: a) la mitocondria, debido a fuga de
electrones en la cadena de transporte de electrones donde del 1-3% de 0, se
convierte en superoxido; b) citocromo p-450, componente terminal del sistema
monooxigenasa que se encuentra dentro del reticulo endoplasmatico y donde se
utiliza oxigeno molecular; c) oxidasas citoplasmaticas, donde se produce una serie
de reacciones de reduccion para la generacion de energia, esta se muestran en la
Figura 3-1; y en d) membrana NADPH oxidasa'’, ya que participa en la descarga
respiratoria de las células fagociticas debido a eventos inmunoldgicos, puesto que
al activarse estas ceélulas el complejo enzimatico NADPH oxidasa reduce

parcialmente al oxigeno formando asi el superdxido: 617

NADPH id
20, + NADPH + H* —— 25 03~ + NADP* + 2H* (3.8)

Por otro lado, la reactividad de esta especie varia segun el entorno donde se
encuentre. En solucion acuosa, es un agente oxidante débil y se le ha implicado
como el precursor de Cu3t y Fe**, los cuales son oxidantes fuertes y pueden estar
involucrados en el dafio oxidativo de moléculas bioldgicas.!” Pese a lo anterior es
un agente reductor fuerte y es capaz de reducir complejos de hierro.?' También, es
moderadamente reactiva pero inestable en soluciones acuosas a pH neutro ya que
reacciona consigo misma como se ve en la ecuacion (3.3), esta reaccion tiene una
constante de velocidad del orden de 10° M-'s';23 mientras que la misma reaccién
puede ser catalizada por la enzima superoxido dismutasa (SOD)** con una
constante de velocidad de 1-2 x 10° M-'s*.25 Con lo anterior se podria pensar que el
0;~ es consumido por esta ultima reaccién, pero el superdxido puede reaccionar
con el oxido nitrico a una velocidad ain mayor de aproximadamente 1 x 100 M-

s 25 como en la reaccidon mostrada a continuacion:
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NO* + 05~ —» ONOO~ (3.9)
siendo estas dos las principales vias de consumo del superdxido. De igual manera,
como ya se ha visto, su toxicidad se debe al hecho de que puede iniciar reacciones
que den lugar a otros intermediarios reactivos como se mostro en la Figura 3-1.

Adicionalmente, este radical se encuentra en equilibrio con su acido
conjugado el radical hidroperoxilo (HO," ), por lo que en ambientes acidos el radical
superoéxido puede ser protonado a pH bajo para formar el radical HO,", quien es un
oxidante mucho mas poderoso que el 0™, sin embargo, a pH de 7.4 se encuentra

presente en un 0.3%.%6

Mitocondria

Membrana

nuclear Lisosomas

Peroxisomas

Reticulo
endoplasmatico

Membrana

citoplasmédtica
Citoplasma

Figura 3-2. Sitios celulares de la generacion de 051"

3.2.1.3. Peréxido de hidrégeno
El H,0, es obtenido de la segunda reduccién univalente del oxigeno”?’; es una ERO
de baja reactividad, estable, neutra, que no es RL, puesto que sus orbitales estan
llenos. 7?82° Es un agente oxidante débil y un agente reductor débil?', como se
puede ver en la Figura 3-1, es relativamente estable en presencia de metales de

transicion y puede reaccionar con algunos como en la siguiente ecuacion:

M™ + H,0, » M"™D* + 0H~ + HO* (3.10)
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donde  M™ = Cu*t,Fe?* Ti3*, Co** vy MOHD+ = 2+ Fe3* Ti*t Cod*,
respectivamente. Esta reaccién de H,0, con metales de transiciéon, normalmente
hierro o cobre, es conocida como reaccion de Fenton.!”

La mayor parte de peroxido de hidrogeno generada en la célula proviene
principalmente de la desproporcidn espontanea del 03~, esta reaccion es mostrada
en la ecuacion (3.3) y es catalizada por la enzima SOD.%67.20.21.24.27 Ademas, esta
especie tiene una larga vida media y atraviesa con facilidad membranas celulares
hidréfobas debido a su alta lipofilicidad muy parecida a la del H,0%"2%; por lo que
dentro reacciona con el 05, en presencia de metales de transicion, y produce el
radical hidroxilo (HO*) como se ve en la ecuacion (3.5).292° A esta reaccion
catalizada por hierro en estado de oxidacioén (lIl) se le conoce como la reaccién de
Haber-Weiss.67:17.1822 E| peroxido de hidrogeno no deseado se elimina de las
células mediante la accion de enzimas como la catalasa, el glutation peroxidasa

(que contiene selenio) y otras peroxirredoxinas.?%2!

3.2.1.4. Radical hidroxilo

El HO® es la forma neutra del i6n hidroxido?°, es un RL altamente reactivo y tiene la
vida media mas corta en comparacion con las otras ERO, como se observa en la
Tabla 3-1, por lo que reacciona cerca de su sitio de formacion y es considerada una
de las especies oxidantes mas daiiinas®'?, ya que su vida media es consecuencia
de la inestabilidad de su configuracién electronica y por lo tanto mas rapido captara
los electrones de otras moléculas.?®

Es producto de la reduccion por tres electrones de la molécula de 0,y es
resultado importante de la ionizacion a alta energia del agua (radidlisis).?’ También
puede ser producido por fision homolitica del enlace O-O en H,0, mediante calor o
radiacion ionizante. De igual manera, como ya se ha mencionado, se puede formar
esta especie por la reaccion entre H,0, y 05~ catalizada por hierro en la reaccién
de Haber-Weiss de la ecuacion (3.5) y en la reaccién de H,0, con sales de hierro o
cobre en la reaccion de Fenton de la ecuacion (3.10).6.17-20,29.30

Esta especie al ser un oxidante extremadamente agresivo puede atacar a la

mayoria de las moléculas bioldgicas a una velocidad casi controlada por difusion.?’
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Principalmente el radical hidroxilo puede reaccionar por 3 tipos de mecanismos de
reaccion: sustraccion de atomos de hidrogeno (por ejemplo, metanol); adicion de
elementos a un anillo aromatico (por ejemplo, ADN); y transferencia de electrones

(por ejemplo, cloro).17:18.27.29
woard 110 |t L1 T
an T T T T
R O T B £ B L I A

X

32g02 1AgOz 122:02 0" ,HOz. H20: HO’

Figura 3-3. Diagramas de orbital molecular de ERQ s (tomado y modificado de 30)

3.2.2. Efecto nocivo
Especies oxidantes, como lo son las ERO, reaccionan con practicamente todas las
moléculas biolégicas presentes en nuestro cuerpo (ADN, ARN, colesterol, lipidos,
carbohidratos, proteinas y antioxidantes), provocando en estas modificaciones que
pueden afectar o deteriorar las funciones celulares e incluso conducir a muerte
celular, lo que eventualmente origina diferentes enfermedades.8.10:29-38,13,39-45,15,17-
20,27,28

El dafno provocado por oxidantes a objetivos particulares depende de factores
tales como la concentracion del objetivo, la constante de velocidad para la reaccion
del oxidante con el objetivo, la ubicacion del objetivo cuando se compara con el sitio
de formacion del oxidante, la aparicion de eventos secundarios dafinos (reacciones
en cadena), la ocurrencia de reacciones de transferencia (intra e inter molecular) y
la posibilidad de reparacién y reacciones de descomposicién de oxidantes. Siendo
los dos primeros factores quienes determinan la velocidad a la que es probable que
ocurra cualquier reaccion particular mientras que los demas modulan el grado de
reaccion que se produce. Adicionalmente, las proteinas comprenden los
componentes principales de la mayoria de los sistemas bioldgicos, ya sea a nivel

tisular, celular o de fluido bioldgico; y al ser mayor su predominio sobre los demas
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componentes son un objetivo importante para especies oxidantes. Prueba de lo
anterior es que las constantes de velocidad para la reaccion del HO® con
macromoléculas varian poco y, por lo tanto, la velocidad de reaccidén general sera
impulsada, principalmente, por la concentracion del objetivo. También, cuando
estas constantes de velocidad se comparan con las de antioxidantes biolégicamente
relevantes (Tabla 3-2) se puede observar que hay poca diferencia entre ellas, por lo
que, estos datos resaltan la dificultad de disefiar estrategias antioxidantes que
puedan competir con éxito contra el dafio a objetivos biolégicos, puesto que la
mayoria de los antioxidantes estan presentes en concentraciones micromolares, en

comparacion con las concentraciones milimolares de estos objetivos.#6:47

Tabla 3-2. Constantes de velocidad para la reaccion de HO* con macromoléculas
biolégicas y antioxidantes*6—48

Constante de velocidad
Blanco

M1s1)
ADN 8x108
ARN 1x108
Acido hialurdnico 7x108
Acido linoleico 9x10°
Albumina 8x101°
Ascorbato 1x10%°
GSH 1.4x10%°
Trolox C (soluble en agua
andlogo de a-tocoferol) 6.9x10°

3.2.2.1. Daio a proteinas

Las proteinas son objetivos criticos del EO ya que la modificacién oxidativa de esta
macromolécula puede causar: la pérdida de la actividad catalitica de enzimas;
cambios en su estructura primaria, provocando variacidon o déficit de algunos
aminoacidos, agregacion y fragmentacion de proteinas; cambios en su estructura
secundaria y terciaria que producen una alteracién en la solubilidad y carga; o
interrumpir la regulacién de las vias metabolicas.*6.27.29.:40.49

Los radicales se someten a una variedad de reacciones, que incluyen
abstraccion de hidroégeno, transferencia de electrones, adicion, fragmentacion y

reordenamiento, dimerizacién, desproporcion y sustitucion con aminoacidos,
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péptidos y proteinas. En general, como ya se ha mencionado, los radicales mas
reactivos tienden a ser los menos selectivos, mientras que los oxidantes menos
reactivos son mucho mas selectivos al sitio donde oxidan.*® Todos los aminoacidos
presentes en las proteinas tienen residuos susceptibles de ser atacados por los RL,
formandose diferentes productos, sin embargo, unos son mas susceptibles que
otros.*® Debido a que muchas de las especies reactivas generadas en los sistemas
bioldgicos son deficientes en electrones (oxidantes, electrofilicas), reaccionan mas
rapidamente con cadenas laterales ricas en electrones (triptofano (Trp), tirosina
(Tyr), histidina (His), metionina (Met), cisteina (Cys), fenilalanina (Phe). No obstante,
hay algunas especies nucledfilas o reductoras importantes que atacan
preferentemente los sitios con deficiencia en electrones.* Por ejemplo, el orden de
reactividad de la especie HOCI con cadenas laterales de proteinas fue determinado
como Met > Cys >> Cistina = His = a-amino > Trp > Lys (lisina) >> Tyr = Arg
(arginina) > aminas de la columna vertebral > GIn (glutamina) = Asn (asparagina).>®
En general, el dafio que sufren las cadenas laterales de proteinas debido a estrés

oxidativo varia dependiendo del oxidante, al igual que los productos
obtenidos. 12-1346-55,20,56-59,27,31,33,37,39,44,45

3.2.2.2. Espectroscopia de resonancia paramagnética electrénica
Los datos cinéticos sirven para determinar la velocidad general de reaccion de un
oxidante con un objetivo, pero las técnicas que generalmente se emplean para
obtenerlos, como radidlisis por pulsos con deteccién UV, no suelen proporcionar
informacion sobre la selectividad de dafio en una molécula a menos que sea posible
monitorear absorciones especificas de intermediarios o productos particulares. Por
razones técnicas, generalmente, esto solo es posible para residuos aromaticos que
contienen azufre, ya que la mayoria de las cadenas laterales alifaticas, y radicales
centrados en carbono derivados por la abstraccién de hidrogeno, no tienen
absorciones facilmente detectables. Aunque, datos sobre la selectividad del ataque
en diferentes sitios dentro de una cadena lateral particular pueden obtenerse
mediante estudios espectroscopicos de Resonancia Paramagnética Electrénica

(RPE; también conocida como Resonancia de Espin Electronica, REE) de los
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radicales formados y analisis de productos.!” Los factores que influyen sobre qué
sitios son los mas favorecidos incluyen: la estabilidad del radical en el caso de la
oxidacion mediada por radicales; factores estadisticos (numero de cada tipo
particular de enlace C — H / sitios de adicion); y posibles interacciones estéricas y
de carga, que pueden favorecer o desfavorecer la reaccidbn en una posicion

particular.46

3.3. Antioxidantes

La exposicién a ERO condujo a los organismos aerobios a desarrollar una serie de
mecanismos de defensa, de manera que los RL puedan transformarse en productos
menos toxicos o no toxicos.* A estas sustancias se les denomina antioxidantes y se
considera como tal a cualquier sustancia que, cuando esta presente en bajas
concentraciones en comparacion con las de un sustrato oxidable, retrase o evite
significativamente la oxidacion de ese sustrato,®® por lo tanto, un antioxidante posee
una mayor afinidad que cualquier otra molécula para interaccionar con un RL, una
ERO o una molécula dafiada. En la definicion anterior, se alude como sustrato
oxidable a casi todas las moléculas organicas o inorganicas que se encuentran en
las células vivas, como proteinas, lipidos, hidratos de carbono y las moléculas de
ADN 51

3.3.1. Mecanismos antioxidantes
Hay diferentes maneras de clasificar a un antioxidante, sin embargo, la clasificacion
que nos interesa depende de su mecanismo de accion. De acuerdo con esta
clasificacion, existen antioxidantes:

I. Primarios o rompedores de cadena: el antioxidante primario puede atrapar
RL y retrasar la etapa de inicio o interrumpir la etapa de propagacion de la
autooxidacion. Uno de los principales mecanismos por el cual este tipo de
antioxidantes puede actuar es el mecanismo de transferencia de un solo
electron (SET, por sus siglas en inglés), donde las especies reactivas son
estabilizadas por la transferencia de un electrén por parte del antioxidante.

Por consecuencia, la especie reactiva pierde esta condicion debido al
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apareamiento del electrén libre que tenia, mientras que la especie
antioxidante, al perder un electrén, se convierte en un RL, aunque con una
reactividad considerablemente baja en comparacion con la especie que le
cedio su electrén. En la ecuacion (3.11) y (3.12) se observan los mecanismos
de una reaccion SET.26:61
H,Atx +R* - H,Atx** + R~ (I) (3.11)
H,Atx +R* > H,Atx™" + R*(II) (3.12)
Il.  Secundarios o preventivos: los antioxidantes secundarios pueden retardar la
oxidacion de biomoléculas a través de una variedad de mecanismos,
incluyendo la quelacién de iones de metales de transicion, la eliminacién de
oxigeno, la reposicion de hidrégeno a los antioxidantes primarios, la
absorcion de radiacién UV y la desactivacion de especies reactivas. Por lo
que estos antioxidantes ejercen su proteccion sin reaccionar directamente
con RL_27,62,63
[ll.  Terciarios o reparadores: los antioxidantes terciarios tienen la capacidad de

reparar biomoléculas dafiadas por RL.4%6

3.4. Aminoacidos

Las proteinas son polimeros construidos a partir de aminoacidos, con cada residuo’
de aminoacido unido a su vecino por un tipo especifico de enlace covalente.? Hay
20 aminoéacidos que son comunes a todos los organismos vivos de planeta Tierra.®®
Estas moléculas contienen un atomo de carbono central (el carbono «a), al que estan
unidos cuatro grupos diferentes: un grupo amino, un grupo carboxilo, un atomo de
hidrégeno y un grupo R, donde esta cadena lateral distingue a cada aminoacido
debido a que varia en estructura, tamafio y carga eléctrica, por lo que influye en la
solubilidad de los aminoacidos en agua. En consecuencia, el atomo de carbono es
un centro quiral.®4

Debido a la disposicion tetraédrica de los orbitales de enlace alrededor del

atomo de carbono, los cuatro grupos diferentes pueden ocupar dos disposiciones

" El término “residuo” refleja la pérdida de los elementos del agua cuando un aminoacido se une a
otro.%*
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espaciales unicas, y por lo tanto los aminoacidos tienen dos posibles
estereoisémeros, D o L. Sin embargo, los residuos de aminoacidos en las moléculas
de proteina son exclusivamente estereoisdmeros L, a excepcion de la glicina, que

es aquiral.64.66

Cadena _ -
(e{0]6] COO0
H R lateral = =
2, = =
Carbono % <----- C& HoNimmem C estH Him C et UH,
+/ \C _ z H
H;N 00 = =
Grupo Grupo CHs CHa
amino carboxilo L-Alanina D-Alanina
a) b)

Figura 3-4. a) Forma estructural general de los aminoacidos hallados en las
proteinas y b) Configuracion de los estereoisébmeros de la Alanina®®

Los grupos amino y carboxilo, junto con los grupos R ionizables de algunos
aminoacidos, funcionan como acidos y bases débiles. Cuando un aminoacido que
carece de un grupo R ionizable se disuelve en agua a pH neutro, existe en solucion

como el ion dipolar, o zwitterion, que puede actuar como acido o como base.®

Tabla 3-3. Propiedades y convenciones asociadas con los aminoacidos comunes
encontrados en las proteinas®

Aminodcido Abreviacion/simbolo pK; (-COOH) pK: (-NHs') pKr (grupo R)

Glicina Gly G 2.34 9.60
Alanina Ala A 2.34 9.69
Prolina Pro P 1.99 10.96
Valina Val V 2.32 9.62
Leucina Leu L 2.36 9.60
Isoleucina lle | 2.36 9.68
Metionina Met M 2.28 9.21
Fenilalanina Phe F 1.83 9.13
Tirosina TyrY 2.20 9.1 10.07
Triptéfano Trp W 2.38 9.39
Serina Ser S 2.21 9.15
Treonina ThrT 2.1 9.62
Cisteina Cys C 1.96 10.28 8.18
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Asparagina Asn N 2.02 8.80
Glutamina GInQ 217 9.13
Lisina Lys K 218 8.95 10.53
Histidina His H 1.82 9.17 6.00
Arginina Arg R 217 9.04 12.48
Aspartato Asp D 1.88 9.60 3.65
Glutamato Glu E 219 9.67 4.25
Forma cati6nica Zwitterion Forma Ani6nica
H H* H H H
R—i—COOHé R—l—COO_—‘é R—l—COO_
K1 pK> |
NH, NH, NH,
Carga neta: ’ +1 ' 0 -1

Figura 3-5. Especies iénicas principales de los aminoacidos comunes®®

3.4.1. Enlace peptidico
Dos moléculas de aminoacidos pueden unirse covalentemente a través de un
enlace de amida sustituido, llamado enlace peptidico, para producir un dipéptido.
Este vinculo se forma por condensacion entre el grupo carboxilo de un aminoacido
y el grupo amino de otro, con la eliminacion de una molécula de agua. Los péptidos
contienen un grupo amino libre y un grupo carboxilo libre en los extremos opuestos
de la cadena. Estos grupos ionizan como lo hacen en los aminoacidos libres,
aunque las constantes de ionizacion son diferentes, igual que los grupos R
ionizables; en un péptido estos contribuyen a las propiedades acido-basicas
generales de la molécula.?* Ademas, usualmente estos extremos se pueden

bloquear naturalmente con acetilo, formilo y amida.”

R, o R, o R, <|3| R, o
HaNE g—c// T OHgNE é_// H3N+—%—C—N—JH3—C/<
\o' \o' ,0 ,L o
Aminoacido 1 Aminoacido 2 Dipéptido

Figura 3-6. Formacién de un enlace peptidico®®

16



ANTECEDENTES

Los enlaces covalentes también imponen importantes restricciones a la
conformacion de un polipéptido. El enlace peptidico tiene un caracter de doble
enlace parcial que mantiene todo el grupo peptidico de seis atomos (—NH — CH —
C0O-) en una configuraciéon rigida y plana. Esto es debido a que tiene una
componente de doble enlace con participacion 1. Sin embargo, la rotacién puede
ocurrir alrededor de los enlaces a los atomos de C,.%8 Por lo tanto, la conformacion
del péptido se define por tres angulos de torsion llamados ¢ (phi, o rotacion entorno
al enlace N - C, ), Y (psi, o rotacién en torno al enlace C, — Cy) y w (omega, o
rotacidon en torno al enlace C, — N), reflejando la rotacion de los tres enlaces que se

repiten en la espina dorsal del péptido.%*

Residuo de Residuo de Residuo de 180
aminoécido 1 ammoacndo 2 aminoacido 3

T T l— 1!
/| I
§\| 90

7%%} S 3

Enlace peptidico
(rotacion restringida)

\| " w0l
x\g/ X Ye\g/ _

180 | | | | | | | | | |
-180 -90 0 90 180

Enlace peptidico trans Enlace peptldlco cis (1) (0)

v (°)

Figura 3-7. Angulos diedros®, configuracién del enlace peptidico®® y diagrama de
Ramachandran®®

En principio, los angulos ¢ y iy pueden tener cualquier valor entre 180 y -180,
pero muchos de estos valores estan prohibidos debido al impedimento estérico
entre atomos no enlazados. La conformacion en la que ambos son 0 o0 en las que
uno de ellos es 0 y el otro 180 estan prohibidas por esta razon.®® El tercer angulo
diedro no se considera a menudo puesto que se encuentra 99,6% del tiempo en la
configuracion trans, en un valor de 180 y el resto del tiempo en cis, con un valor de

0. Los valores permitidos para ¢ y ¥ se hacen evidentes cuando se traza ¢ frente a
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¢ en un grafico de Ramachandran.®* En este diagrama existen tres pequenas
regiones que son fisicamente accesibles para la mayoria de los residuos, las cuales
se pueden observar en la Figura 3-7, donde en color azul se encuentran las regiones
permitidas para ambos angulos excepto para los residuos Gly y Pro, en verde se
indican los angulos mas concurridos y con circulos amarillos se representan angulos
de conformacion de varias estructuras secundarias: a, a hélice derecha; 11, hoja

paralela; 1|, hoja g antiparalela; C, hélice de colageno; «;, hélice izquierda.®®
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4. Hipoétesis y objetivos

4.1.Hipétesis
Debido a que estudios recientes muestran que el radical superoxido y su acido
conjugado el radical hidroperoxilo pueden reparar radicales de triptéfano y
tirosina’®%"1, resulta de gran interés comprobar si el radical superoxido puede reparar

radicales de otros aminoacidos.

4.2.Objetivo general
Estudiar el proceso de reparacion por el superdxido de fragmentos de proteinas

danadas a causa de estrés oxidativo a través del mecanismo SET en medio acuso.

4.3.0bjetivos particulares

a) Investigar radicales producto de la oxidacién de residuos de aminoacidos en
proteinas.

b) Calcular las fracciones molares de especies acido-base involucradas en las
reacciones a pH = 7.4.

c) Estudiar el efecto que tiene la geometria de la molécula en su estabilidad.

d) Determinar la viabilidad termodinamica del proceso de reparaciéon de
fragmentos de proteinas dafadas.

e) Estudiar la cinética del proceso de reparacion de fragmentos de proteinas

danadas.
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5. Marco tedrico

5.1. Quimica computacional
Se entiende como quimica computacional al area de la quimica enfocada en la
resolucion de problemas quimicos reales por medio del modelado molecular preciso
y su elucidacion con la ayuda de la mecanica cuantica, asi como herramientas de
computo. La quimica computacional es una rama de la quimica, de investigacion
multidisciplinaria, que aparecio formalmente al término de los afios setenta como
evolucion de la quimica tedrica.”? Esta hace uso de una gran complejidad para la
realizacion de sus calculos y pretende estimar valores de propiedades observadas
experimentalmente, lo que en ocasiones es un camino mas sencillo al contrario de
la experimentacion.”® Algunas de estas propiedades son: geometrias moleculares,
energias relativas, reactividad quimica, propiedades espectroscopicas, propiedades

termodinamicas, etcétera.’*

SQU'MC“ TEGREA Quimeca CoMPUACIONAL
TILIZAMETOD OSMATEMATICOS E CONSIDRA ELMODEIAJE
Y LEYESFUNDAMENTALESDELA FISCA

DELOSASPETOS QUIMICOS
PORCOMPUTAD ORA

MecANicaA CUANTCA ,
MEDIANTECDNCEH’OSMATEMATICDS ﬁ QUIM CA MOLECULAFQ

ESTUDIALMOVIMIENTO MODELADQMOLECULAR
DEPARTICULASATOMICAS

HY = E¥Y

PARA ELDESAROLLO DEMODHOSDE
DESCRIPCIGEN CUALQUIERSISTEIA QUIMICO

Quimreca QUANTCA

DESCRIBEADISTRIBUCIOESACIAL
DELOSELETRONESY DETERMINALAS
PROPIEDADESMOLECULARES

Figura 5-1. La quimica computacional y su relacioén con otras disciplinas’
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5.2. Quimica cuantica
A comienzos del siglo veinte, los fisicos se dieron cuenta de que las leyes de la
mecanica clasica desarrolladas por Isaac Newton no describian correctamente el
comportamiento de particulas elementales y nucleos de atomos y moléculas, sino
que el comportamiento de estas ultimas esta regido por las leyes de la mecanica
cuantica; donde la aplicacion de esta disciplina a problemas quimicos se conoce

como quimica cuantica.”®
La mecanica cuantica surgio del intento por esclarecer la naturaleza de la luz
y su interaccién con la materia y conforme a ella toda informacion sobre las
propiedades de un sistema fisico se halla en su funcién de onda (¥); ya que Louis
de Broglie en 1924 propuso que la luz se comportaba como onda o como particula
segun como se estudie y extendio esto a la materia, advirtiendo asi la existencia de
una ecuaciéon matematica que describiera ese hecho. La interpretacion de esta
funcién fue dada por Max Born, quien sugiri6 que la funcién de onda es la
representacion del estado de un sistema atémico directamente relacionada con la
probabilidad de encontrar a dicho sistema en ese estado, es decir, la funcion de

onda es una amplitud de probabilidad.””

5.2.1. Ecuacion de Schrodinger
En 1926 Erwin Schrodinger interpreta el estado de un sistema por medio de una
funcion de onda proponiendo una ecuacion diferencial que desde entonces lleva su
nombre y se muestra en la ecuacién (5.1).
— h—za—zw(x, )+ V(x t)¥P(xt) = ihi‘{’(x, t) (5.1)
2m dx? at

donde i = v—1, m es la masa de la particula, h es la constante de Diracy V(x, t) es
la funcién de energia potencial del sistema. Siendo esta ecuacion la evolucion de la
funcidén de onda para un sistema unidimensional de una sola particula sometida a
un potencial V(x,t), donde estan involucrados estados de sistemas dependientes
del tiempo y de la posicion. Sin embargo, existen casos particulares independientes

del tiempo donde la funcion de onda se comporta como onda estacionaria; a estos
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estados se les conoce como estacionarios. Para estos casos, la ecuacion general
de Schrddinger unidimensional para una particula es:
AY(x) = E¥(x) (5.2)

donde A = — Fl—a—‘P(x) + V(x), conocido como operador hamiltoniano u operador?®

de energia total, mientras que E es un valor propio* del operador hamiltoniano y
representa la energia total del sistema.”® Aunque para describir propiedades
moleculares, es decir, sistemas con varios nucleos y electrones, el hamiltoniano

molecular (en el sistema internacional de unidades) queda como:

hz 1 ZoZge? e?
T LD e =Y Y e 2 e (59
2 2m, 41‘[807',113 4-1T£0Tla = 4TEyTy;

donde los indices a y  se relacionan con los nucleos, los indicesi y j con los

)
II

electrones, 4mg, es la permitividad del vacio’, m, es la masa del electron, m, es la masa
nuclear y e representa la carga del electron. El primer término en el hamiltoniano es el
operador de energia cinética de los nucleos; el segundo es el operador de energia
cinética de los electrones; el tercero se refiere a la energia potencial debida a la
repulsion entre los nucleos, donde 7, es la distancia entre los nicleos a y 8 con
numero atémico Z,; el cuarto término se debe a la energia potencial de atraccidon
entre los electrones y los nucleos, donde 7;, es la distancia entre el electrén i y el
nucleo a; y el ultimo término es la energia potencial debida a la repulsion entre los

electrones i y j con una distancia entre ellos denotada como 7;;.7

5.2.2. Aproximacion de Born-Oppenheimer
Para poder utilizar calculos mecanico-cuanticos en sistemas quimicos de un tamafio
comparable a los estudiados experimentalmente, es necesario realizar una serie de
aproximaciones; una de estas aproximaciones es la de Born-Oppenheimer. La base
de esta aproximacién es un desacoplamiento entre variables de un sistema fisico,
donde unas cambian mas rapidamente que otras y, por lo tanto, el comportamiento

de estas ultimas no sera determinado por las variables lentas. En un sistema

T Un operador es una operacion matematica o regla que transforma una operacién dada en otra.”®
+ Un valor propio es un escalar caracteristico.”®
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molecular de acuerdo con el principio de incertidumbre$, y debido a que la masa
nuclear es 1840 veces mas grande que la del electrén, la velocidad de este es del
orden de 1000 veces la del nucleo; lo que hace que los nucleos sean mas facilmente
localizados que los electrones en las moléculas, puesto que las velocidades
nucleares son menores.?0 Esto permite separar la ecuacion de onda en una parte
electronica y otra nuclear:

(5.4)

lptotal = lpelectrc’micalpnuclear

El hamiltoniano simplificado con los valores propios asociados a la parte
electronica es:

(Her + Van)Wer = U, (5.5)

donde el hamiltoniano electrénico queda como:

ZaZ[;ez
ZmEZ ZZ%WM ZZMWU Y Vin = Zz 4“507049 (5.6)

en la que Vyy representa la repulsion entre los nucleos, 7,4 es la distancia entre los

nucleos a y f y es una constante, y la energia U es la suma de energia electrénica
y la repulsion internuclear. Debido a que las variables de la ecuacion de Schrodinger
son las coordenadas electronicas, y Vyy es independiente de estas, al omitir este
término constante obtenemos:
ﬁellpel =Eq¥a (57)
donde E,; es la energia unicamente electronica, puesto que la energia electronica
U tiene la expresion:
U=Ee+Vyn (5.8)
Ademas, ya que los electrones se mueven mas rapido que los nucleos, al
cambiar la configuracion de los nucleos, los electrones se ajustan inmediatamente
por lo que U llega a ser la energia potencial para el movimiento nuclear. Por lo tanto,
la ecuacion de Schrodinger para el movimiento nuclear queda como:7%76

ﬁNq,N = ElluN (59)

§ Este principio establece que la posicién y la velocidad no pueden determinarse con absoluta
precision; mas bien, disminuir la incertidumbre en la medicién de una debe ser a costa de aumentar

. . .y h
la incertidumbre en la otra. Todo esto se encuentra en la expresion: AxAp > o donde Ax es el error
en la posicion y Ap es el error en el impulso (masa multiplicada por la velocidad).””
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donde el hamiltoniano nuclear se expresa en la siguiente ecuacion:
~ h? 1,
N — —7 m—ava-l-U (510)
a
Debido a la falta de soluciones analiticas de ambos hamiltonianos se deben
hacer ciertas aproximaciones, una de estas aproximaciones para encontrar

soluciones al hamiltoniano electronico (H,,) es el método Hartree-Fock.

5.2.3. Método Hartree-Fock
En 1927, Hartree introdujo un procedimiento al que llamé método del campo
autoconsistente (SCF). Este método es uno de los mas importantes para resolver la
ecuacion de Schrodinger para sistemas multielectronicos; en él se asume que cada
electron se mueve en funcién de un campo potencial central creado por el nucleo y
el campo promedio producido por el resto de los electrones. Al aplicar esto a todos
los electrones y, con base en las funciones de onda obtenidas de esta manera, la
funcion de onda total se entiende como el producto de las funciones de onda de los
electrones individuales:®'

w = yr ()P ©2) .. wFN,) (5.11)
siendo esta la funcién de onda para una molécula de capa cerrada™ con N,-
electrones, en donde el electron 1 ocupa el orbital molecular ¥, con espin «a, el
electrén 2 ocupa el orbital molecular ¥, con espin g, y asi sucesivamente.®? Sin
embargo, de esta manera no se esta cumpliendo el principio de antisimetria de
Paulli, puesto que debe de cambiar el signo cuando se intercambian las
coordenadas de cada par de electrones por tener espin semientero (+1/2 o -1/2).72
Conforme a lo anterior la funcion de onda se expresa como la suma de todas las
permutaciones posibles en la ecuacién (5.12).
v =wr D) .. v —vewP ) . ef v, + - (5.12)
En vista de que la suma anterior tiene N,! términos, se puede escribir como

un determinante también conocido como determinante de Slater:

™ Se denomina sistema de capa cerrada cuando se tiene un nimero par de electrones y todos se
encuentran apareados.
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pa(1) wf) . .. wf)
a B B
_ 1| w@ %o ¥ @ 5.13)
L0 : :
qjc?(Ne) qjaﬁ(Ne) l‘UZrB(Ne)

1 . .y T .
donde el factor 7w ©s una constante de normalizacion valida cuando los espin-

orbitales'™ que conforman el determinante de Slater estan normalizados. Puesto
que los espin-orbitales se definen por medio del teorema variacional, es decir, las
funciones de onda éptimas son aquellas con el menor valor de energia electronica
(E,;), deben satisfacer las ecuaciones de Hartree-Fock:8?
FYs(1) = ¢, %2(1) (5.14)
En la ecuacién anterior ¢, representa la energia del orbital, c esa 0 8,y F;

es el operador Fock, que se define como:

N/2
FL=h+ Z[zfj(n - K 1)] (5.15)
j=1
Este operador consiste en tres términos (para moléculas de capa cerrada), el
primero es:
~ 1 Z
_ __p2_\ ‘e
hy = 2V1 7 (5.16)
a

la suma de la energia cinética para un electréon, mas la energia potencial de la
atraccion entre el electron 1 y los nucleos, en donde el factor 2 se debe a la
existencia de dos electrones en cada orbital espacial. El segundo término es el

operador couldémbico ]A](l), el cual describe el promedio de las interacciones entre

los electrones, o sea, expresa la energia potencial entre el electron 1 y un electrén

dentro de la densidad electrénica - |‘1U]-(2)|2 y aplicado a una funcién cualquiera F,

Se expresa como:

2
— w.(2
D=1 j %dvz (5.17)

T Un espin orbital es una funcién que describe tanto la distribucién espacial como el espin de un
electron en un sistema electronico.
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Mientras que el ultimo término es el operador de intercambio 1?1(1), donde se

toma en cuenta que la funcién de onda debe ser antisimétrica con respecto al

intercambio de electrones: 7276
e ¥ (Qf:
Kf: = qu(l)f’?ZZdvz (5.18)

Lo que hizo viable el calculo de orbitales moleculares fue la propuesta de
Roothaan en 1951, al expandir la funcion espacial de los espin-orbitales como una

combinacion lineal (infinita en principio**) de funciones de base (x;):

b
¥ = Z Csi Xs (5.19)
s=1

donde C,; es una constante de la funcion de base de i-ésimo espin-orbital. Si b es
un numero suficientemente grande y las funciones y, son correctamente elegidas,
se puede representar a los orbitales moleculares con error despreciable.
Sustituyendo la ecuacion anterior en la ecuacion (5.14) obtenemos la expresion

siguiente:

F'l Z CsiXs = &m Z Csi Xs (5.20)
s s

Finalmente, al multiplicar la ecuacion (5.20) por y, e integrar en todo el

espacio se tiene la conocida ecuacion secular:
b
Z Csi (E’s - 8L'Srs) =0 r=12,..,n (521)
s=1

donde E = {(x-|Flxs) Y Srs ={xrlxs); y para obtener una solucion no trivial se
debe cumplir:

|Frs — €Srs| = 0 (5.22)

En general, el método SCF consiste en tomar un conjunto de orbitales de

partida, con base en la ecuacién (5.19), para calcular un primer valor de F, y con

este operador obtener un nuevo conjunto de valores C,; de acuerdo con la ecuacion

(5.21); esto se repite hasta que el conjunto de orbitales sea consistente. Al

+ Para la representacion exacta de los espin-orbitales se necesitaria un nimero infinito de funciones
de base, sin embargo, en la practica se utiliza un ndmero finito de ellas.”
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completar este proceso se alcanza la autoconsistencia o autocoherencia de los

espin-orbitales, motivo al cual el método debe su nombre.

5.2.4. Conjunto de funciones de base
Un conjunto de funciones de base permite obtener una representacion de los
orbitales de un sistema quimico’® y, de acuerdo con la aproximacion de Roothaan,
una funcién de base y, es una representacion de los orbitales moleculares (OM) ¥;,
o funciones desconocidas, como combinaciones lineales de funciones conocidas,
como lo son los orbitales atomicos (OA). No obstante, las funciones de base no
interpretan de manera exacta un OM, por lo que se utiliza un conjunto de ellas para
obtener una descripcidn aceptable. Por lo tanto, su eleccién es muy importante,
puesto que entre mayor sea el conjunto de funciones de base utilizado, la
representacion de la funcion de onda sera mejor, sin embargo, los calculos seran
mas lentos y requeriran de un numero significativo de recursos de computo. En
consecuencia, entre mejor sea la funcion de base para reproducir la funcion
desconocida un menor conjunto de ellas seran necesarias para una mayor precision
y el costo computacional disminuira. Las dos funciones de base mas utilizadas son
los conocidos como orbitales tipo Slater (OTS) y los orbitales de tipo Gaussiano
(OTG).”?
Los OTS se describe como:

X975 (r,0,0;n,1,m) = NSTOY™(0, p)r™1e=S" (5.23)
Mientras que los OTG tienen la expresion (5.24) en coordenadas polares y en
coordenadas cartesianas la expresion (5.25):

x$T6(r, 6, p;m,1,m) = NOTEY™(6, p)r™te " (5.24)

X070 (7,2 L, Ly, 1) = NOTOx byl zlze =4 (5.25)

donde, para las funciones OTS las variables (n,l,m) son los numeros cuanticos
principal, de momento angular y de momento magnético, respectivamente; en
cambio, en las funciones OTG las variables (l,1,,[;) son valores enteros no
negativos’® y su suma define el orbital del electron. Ademas, para ambos casos N

es la constante de normalizacion, Y™ son las funciones conocidas como arménicos
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esféricos$§ que dependen de los numeros cuanticos (I,m) y son las que le dan la
simetria correcta al orbital y, por ultimo, { (zeta) es un exponente que depende del
tipo de orbital, también llamado exponente orbital.

Como se puede observar en la Figura 5-2, debido a que en los OTS se
presenta una discontinuidad en r =0 (cuspide) y esto permite describir
correctamente el comportamiento de la funcién en torno al nucleo, una funcién OTG
da una representacion pobre de un OA para valores pequefios de r.”® Encima, son
necesarias un menor numero de funciones de base Slater para el mismo nivel de
aproximacién.” Sin embargo, en la practica, las funciones OTS generan integrales
moleculares mas dificiles de manejar en comparacion con las integrales gaussianas
quienes consumen un menor tiempo de calculo por el hecho de que el producto de
dos funciones gaussianas centradas en dos puntos diferentes da como resultado
una tercera gaussiana centrada en un tercer punto, simplificando asi notablemente
las integrales.

Siendo asi, con el fin de mejorar la descripcién de los orbitales se utilizan
funciones obtenidas como combinacion lineal de funciones gaussianas
preestablecidas (funciones gaussianas primitivas, y97¢) de modo que su forma se
asemeje lo mas posible a una OTS. A las funciones obtenidas de esta manera se

les conoce como funciones gaussianas contraidas, yf¢¢ :

xPTeC = Z dur X4 ¢ (5.26)
u

donde x97¢ son las gaussianas normalizadas centradas en el mismo atomo y con
los mismos valores de x,y,z que en la ecuacion (5.25) pero diferente exponente
orbital y los coeficientes de contraccion d,, son constantes.”® Al obtener orbitales
tipo Slater por medio de este procedimiento se le conoce como OTS-NG, donde N
indica el numero de gaussianas primitivas ocupadas, y entre mayor sea este numero
la funcion OTGC sera mas parecida a la OTS, un ejemplo de este tipo de base

puede visualizarse en la Figura 5-2.

§$8 Los armoénicos esféricos son funciones armoénicas que representan la variacion espacial de un
conjunto ortogonal de soluciones de la ecuacion de Laplace cuando la solucion se expresa en
coordenadas esféricas.
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Figura 5-2. OTG, OTGC y OTS para el orbital 1s del atomo de hidrégeno®?

La base mas pequefa disponible se conoce como base minima y solo
incorpora las funciones de base necesarias para contener todos los electrones de
los atomos neutros, lo que permite hacer calculos rapidos de moléculas pequefas
y abordar sistemas moleculares con poca precisién. Para mejorar esto, se puede
aumentar el tamafo de la base doblando todas las funciones generando asi las
bases doble zeta, que describe mejor el hecho de que la distribucion electronica es
distinta en diferentes direcciones.”? No obstante, en vista de que el enlace quimico
sucede entre electrones de valencia y estos son mas importantes quimicamente
que los electrones internos o de core, comunmente se emplean conjuntos de base
de valencia dividida, es decir, se utiliza una funcidén de base para describir al nucleo
y dos 0 mas para los orbitales de valencia; por ello estos conjuntos de base pueden
tener dos o mas componentes en la capa externa consiguiendo bases mas
completas como la triple zeta, que divide en tres la base minima, la cuadruple,
quintuple, etc.

De igual modo, para una mejor descripcion de los orbitales se utilizan
adicionalmente funciones de polarizacién y funciones difusas. Los conjuntos de
base polarizados adicionan una o mas funciones con un momento angular mayor al

requerido, ya que al formarse una molécula los OA distorsionan su forma y sus
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centros de carga se desplazan, permitiendo cambios en la forma del orbital. En
cambio, la incorporacion de funciones difusas permite una descripcion mejorada de
los alcances externos de la distribucion de electrones al extenderse mas lejos del

centro nuclear.8*

D0~ O 00 e -0
O8O 8-

()
Figura 5-3. Accion de las funciones de polarizacion: (a) s polarizada por p; (b) p
polarizada por s; (c) s polarizada por d; (d) p polarizada por d®°

Las funciones de base mas conocidas son llamadas bases de Pople que
tienen la notacion k — nlmG y pertenecen al tipo de valencia dividida, donde la k
indica el numero de funciones gaussianas primitivas que se utilizan para representar
los OA internos; las letras nlm, indican la cantidad de funciones en las que se
dividen los orbitales de valencia como la cantidad de funciones gaussianas
primitivas que son empleadas para representarles,’ en otras palabras, si después
del guion hay 2 numeros, la funcién es doble zeta, si hay 3 numeros es triple zeta,
y asi sucesivamente; y el simbolo G se refiere alos OTG. A estas funciones también
se les pueden adicionar funciones de base polarizadas, que en la nomenclatura de
Pople se representan con asteriscos (**) o como (d,p), esto es, se agregan
orbitales d para atomos pesados (un solo asterisco) y orbitales p para los
hidrégenos y helios’® (dos asteriscos); al igual que funciones difusas, representadas
por el signo de suma (+), un solo signo + indica la adicién de funciones difusas en
atomos pesados o diferentes del hidrogeno y un segundo signo representa la
adicion de funciones difusas en atomos ligeros (hidrégeno y helio).8486

En este trabajo se utilizo la base 6 — 311 + G(d,p) que se describe como
funcion base de valencia dividida triple zeta, con 6 OTG para describir a los orbitales

del nucleo, 3 OTG para la parte interna de los orbitales de valenciay 2 OTS-1G para
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la parte externa de estos, el + anade funciones difusas tipo p y s para los elementos
H-Ca, Ga-Kry I, importante para moléculas anidnicas y, finalmente, (d, p) adicionan
funciones de polarizacion tipo d (o f) para atomos diferentes a hidrégeno® y tipo p

en atomos de H.

5.2.5. Teoria de funcionales de la densidad
La principal desventaja al utilizar la aproximacion Hartree-Fock (HF) es que no toma
en cuenta la implicacion energética de la correlacion del movimiento de los
electrones debido a su interaccidn (correlacion electronica). La teoria de funcionales
de la densidad (TFD) proporciona una ruta alternativa que da resultados
comparables a los obtenidos utilizando métodos basados en el procedimiento HF,
con la principal diferencia de que los calculos con TFD se pueden aplicar en
moléculas con 100 o mas atomos pesados.?”

TFD es una de las técnicas mas utilizadas para el calculo de estructura
electronica con un menor esfuerzo computacional, menor tiempo de computo y, en
algunos casos, con una mejor congruencia con datos experimentales.®? Esta teoria
surge del querer reemplazar la funcién de onda de N-electrones complicada con su
dependencia de 3N coordenadas espaciales mas N variables de espin por una
cantidad mas simple como lo es la distribucion espacial de los electrones, también
denominada densidad electrénica;®® la cual es un campo escalar™ y solo depende
de 3 variables espaciales. Histéricamente, los origenes de la TFD se remontan a los
trabajos de Thomas-Fermi quienes mostraron que al hacer uso de la estadistica que
siguen los electrones (estadistica de Fermi-Dirac), se puede desarrollar un modelo
atémico capaz de predecir valores experimentales de energias totales de atomos
de la tabla periddica en términos de la densidad electrénica. Dirac mejoro este
modelo al afadir un funcional de energia de intercambio; a este modelo se le
considera como el primer funcional de la densidad en la historia de la estructura
electronica de la materia. Aunque fue hasta 1964, cuando Pierre Hohenberg y

Walter Kohn demostraron los dos teoremas que son la base de esta teoria.®

™ Se denomina campo escalar a la representacion de la distribucion espacial de una magnitud
escalar.
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5.2.5.1. Teoremas de Hohenberg y Kohn
El enfoque de Hohenberg y Kohn fue formular la teoria propuesta por Thomas-
Fermi-Dirac, como una teoria para sistemas de particulas interactuantes en
presencia de un potencial externo™™ V,,.(x,y,z). Concretamente uno de estos
teoremas se expresa como:
1°. Prueba de existencia: “El potencial externo V,,.(x,y,z) es, junto con una

constante, un funcional unico de py(x,y,z); ya que, como a Su vez,

V.. (x,y,2) fija a H vemos que el estado basal**t de muchas particulas es un

funcional tinico de py(x,y,z).”®®

Estableciendo asi, que dos potenciales externos distintos no describen la
misma densidad electronica del estado base, es decir, la densidad del estado base
determina univocamente al potencial externo;® por lo que, para conocer la energia
del estado basal de un sistema de fermioness$s$ no es necesario calcular la funcion
de onda, sino que basta con obtener su densidad electronica.?® De acuerdo con lo
anterior, se puede decir que la energia del estado basal E, es funcional (funcién de
una funcién) de la densidad electrénica E, = E,[p,], donde el subindice v enfatiza
la dependencia de la energia con el potencial externo.”?76

Si consideramos el hamiltoniano electronico de una molécula en unidades
atomicas (a. u.,h = me = e = 4mgy = 1), tenemos:

fu= g2 W=D D) D
el 2470 Lilaty 7 (5.27)
T

i i>)

Vext Vee
Por lo que, al tomar el promedio del A,; y emplear el teorema de Hohenberg y Kohn
podemos escribir a E, como:
Eo = T[po] + Vext[po] + Veelpo] (5.28)
De la expresion de energia anterior podemos separar aquellas partes que

son independientes del sistema de estudio, como lo son la energia cinética T[p,] y

1t Potencial nuclear conocido como "potencial externo", presumiblemente porque los nicleos son
"externos" si nos concentramos en los electrones.®*

#+ Estado de menor energia de un sistema.

§88 Particulas con espin semientero que siguen la estadistica de Fermi-Dirac.8°
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el potencial debido a la repulsion electron-electrén, en una nueva expresion

universal:

Fuklpol = T[pol + Veelpo] (5.29)
Esta expresién es conocida como el funcional de Hohenberg-Kohn Fyx[po] ¥
es de suma importancia puesto que si se conociera exactamente se habria resuelto
la ecuaciéon de Schrddinger, sin embargo, el teorema no dice nada acerca de la
forma exacta del funcional. Se puede separar en dos términos el potencial debido a

la repulsiodn electron-electron como se muestra a continuacion:

Veelpol = Jlpol + Erclpo] (5.30)
donde J[p,] es la repulsién couldmbica clasica y el término E;:[p,] representa la
interaccidn no clasica definida como la energia de intercambio y correlacidon
electronica.®°

En general, el primer teorema demuestra que la densidad electrénica del
estado basal determina de manera unica al operador de Hamilton electrénico y, por
lo tanto, a todas las propiedades del sistema.?8 El segundo teorema de Hohenberg-
Kohn define una importante propiedad del funcional:

2°. Principio variacional: “La verdadera densidad electronica del estado
fundamental minimiza el funcional de energia E,[p]."”®

De modo que, cualquier funcion de prueba de densidad electronica dara una
energia superior o igual a la verdadera energia del estado base, dependiendo si es
0 no la verdadera densidad de probabilidad electrénica.’® Por consiguiente, este
segundo teorema se expresa como:

Eq < Ey[p] = Vexe[p] + Tlp] +Jlp] + Eiclp] (5.31)

En la practica es necesario utilizar aproximaciones con respecto a las partes
del funcional que tratan de la energia cinética y las energias de intercambio y

correlacion del sistema de electrones.%2
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5.2.5.2. Método de Kohn y Sham
En 1965, con la finalidad de resolver el problema de la construccion del funcional
Walter Kohn y Lu Sham propusieron un método practico para encontrar la densidad
Po Y, a partir de ella, la energia E,.

Kohn y Sham consideraron un sistema ficticio (denotado mediante el
subindice s) de n electrones no interactuantes sujetos a un potencial externo V,(#;)
tan ingeniosamente adaptado que la densidad de probabilidad electrénica es igual
a la densidad electronica del estado fundamental, es decir:

ps() = pol) (5.32)

Debido a que en el sistema de referencia los electrones no interactuan entre
si la funcién de onda que describe el sistema tiene la forma de un determinante de
Slater. Asi pues, el Hamiltoniano del sistema queda como:

A=Y -3V - Vi@l = ) RS (5.33)

i i

donde AXS es el Hamiltoniano de un electrén de Kohn-Sham (KS). Aplicando el

primer teorema de Hohenberg y Kohn al sistema, la energia cinética queda

expresada como un funcional de la densidad de acuerdo con:

o] =~ ) (W |2 |w) (5.34)

i

~3

donde ¥} son espin-orbitales de Kohn y Sham.

De esta manera, el funcional de energia cinética T[p] se reemplaza por el
funcional de energia cinética de particulas no interactuantes T;[p], y la diferencia
entre ambas energias se incorpora en la energia de intercambio y correlacion. Esto

es, ya que AT[p] se define como:

AT[p] = T[p] - Ts[p] (5.35)
En consecuencia, el funcional universal se escribe de la forma:®°
Fuk[po] = Tslp] +Jlp] + Eiclp] (5.36)
donde
Eiclp] = Tlp] = Ts[p] + Veelp] — Jlp] (5.37)
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Por consiguiente, todos aquellos términos desconocidos se encuentran en el
funcional de intercambio y correlacion. Al aplicar el segundo teorema de Hohenberg
y Kohn a los orbitales KS en la expresion anterior, es posible escribir la siguiente
ecuacion de valores propios:

RSWES = gksyks (5.38)
donde £X° es la energia del orbital de Kohn y Sham. A este conjunto de ecuaciones
obtenidas se les denomina ecuaciones de Kohn-Sham y se pueden escribir

desarrolladas de la siguiente manera:

1 Z 7 oE 7
g, PO gy QErclP Gl s _ esyps (5.39)
Vic(@)

siendo 7, el potencial de intercambio y correlacion. Esta expresion se resuelve a
través de un proceso iterativo similar al del método HF, en el que se parte de una
densidad inicial para estimar 7, y utilizar ese dato en la ecuacion de valores propios;
con ello se obtienen los orbitales por medio de la ecuacion secular (5.21) (donde se
sustituye el operador de Fock por el operador de Kohn y Sham). Una vez obtenidos
los orbitales, estos se usan para conseguir una densidad electrénica mejorada e
iniciar nuevamente el ciclo hasta no tener diferencia significativa en la densidad y
los orbitales KS. Una vez alcanzada la convergencia en el calculo, se calcula la
energia del estado fundamental utilizando los valores de p y del funcional

aproximado Ey. a los que se alcanzd la convergencia. 7276

oE [
U ) lp®]

Ic r= ap(r)
v

hKS (pKSngSLPKS
i i i i

;
Si|| CALcuto pE

p=2 |WK’ ;CONVERGIO? 5
PROPIEDADES

Figura 5-4. Diagrama de flujo del célculo con teoria de los funcionales de la
densidad’
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5.2.5.3. Aproximaciones al funcional de intercambio y correlacién
Por conveniencia en el disefio de aproximaciones al funcional de intercambio y
correlacion, este es dividido en dos contribuciones:

Ec=E +E; (5.40)
un funcional de intercambio y otro funcional de correlacién. Ambos componentes
pueden ser de dos tipos distintos: funcionales locales dependientes sélo de la
densidad del electrén p, o funcionales de gradiente corregido, los cuales dependen
tanto de p como de su gradiente Vp.%

Kohn y Sham sugirieron el uso de una cierta forma de E,:[p] llamada
aproximacion local de densidad o aproximacién local de la densidad de espin (ADL
o ALDE).** ADL fue uno de los primeros métodos para calcular la energia de

intercambio y correlacion de acuerdo con la siguiente expresion:

EAPM[p(P)] = f pDerc ()7 (5.41)

donde ¢, es la energia de intercambio y correlacion de un gas de electrones
uniforme. Mientras que en ADLE se considera explicitamente la existencia del espin.
Sin embargo, por si mismos estos modelos tienen debilidades en la descripcién de
los sistemas moleculares debido a que en ambos la densidad electrénica varia
lentamente con la posicion. Por lo que, para mejorar estos métodos se tomo en
cuenta la variacion de la densidad electronica con la posicion y se incluyeron los

gradientes de densidad de espin:

Ef[p @, pP ()] = f f“(), pP (), Vp® (F), VpP (7)) d’7 (5:42)
siendo f una funcion de densidad de espin y sus gradientes. Este enfoque es
conocido como aproximacién de gradiente generalizado (AGG).”? De acuerdo con
esto, es obvio que un siguiente paso en la mejora del funcional seria tomar en
cuenta la segunda derivada de la densidad, es decir, el laplaciano. Un enfoque

diferente considera la dependencia del E;. de la densidad de energia cinética T,

quien es obtenido de la siguiente manera:’®%1

ocupados

ﬁ):% Z v ks @)’ (5.43)

i=1
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A estos nuevos funcionales se les denomina funcionales meta-AGG, ya que
van mas alla de una simple correccion de gradiente.®® Ademas de estos, se han ido
desarrollando mas aproximaciones que hacen inclusion de mas variables como lo
son: la energia de intercambio de Hartree-Fock EfF, orbitales ocupados de Kohn-
Sham ¥XS, y orbitales desocupados de Kohn-Sham ¥XS. De acuerdo con las
variables adicionadas estas aproximaciones se conocen como hiper-AGG y
aproximacion de fase aleatoria generalizada (AFA Generalizada). En general, la
historia de las aproximaciones para encontrar el funcional de intercambio vy
correlacion se puede resumir en la Figura 5-5, donde se muestra la clasificacién de
los funcionales de intercambio y correlacidon propuesta por J.P. Perdew, conocida
como la escalera de Jacob, la cual consta de 5 escalones y donde se espera una

mejora en la precision de los célculos al avanzar en ellos.”

CiELo

Precision Quimica
DESVIACION RESPECTO AL VALOR EXPERIMENTAL DEL CALOR DE FORMACION < Tkcal/mol

AFA GENERALIZADA (0, Vp, Vipor.EF. ¥, y¥)

=1kcal/mol

10 Escalon

HIPERAGG (p,Vp,Vpor, EXy¥)

<5kcal/mol

410 Escalon

METAAGG o, vpy v o)
=5-10 kecal/mol

AGG (PyVp ) Precision

200 EscAlaN =10keal/mol COSTO COMPUTACIONAL

ALD ()

=100 kcal/mol

ER EscALON

1er Escalon

TIERRA
Teoria HARTREE-Fock

Figura 5-5. Escalera de Jacob para los funcionales de intercambio y correlacion
escritos por sus siglas’®-8%%

Se han propuesto cientos de funcionales de la densidad, sin embargo, su
eleccion depende del tipo de compuestos que se quieran estudiar y de las
propiedades que nos interesen, puesto que cada funcional da buenos resultados en
cierto tipo de compuestos y para propiedades especificas.

Zhao y Truhlar desarrollaron un conjunto de funcionales de intercambio-
correlacién meta-AGG que contienen los siguientes porcentajes de intercambio HF:
0% para M06-L, 27% para M06, 28% para M05, 54% para M06-2X, 56% para M05-
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2X y 100% para M06-HF.% En estos funcionales M06 significa Universidad de
Minnesota 2006 o 2005 en el caso de MO05; el primero de estos funcionales es
clasificado como local, mientras que los otros son clasificados como hibridos meta-
AGG, o sea, hyper-AGG.% El intercambio HF se obtiene de acuerdo con la siguiente
ecuacion:

Y Y
B = L _pHF (1__> EDFT | pDFT 5.44
T T 100/ Bt T Ee (5.44)

siendo Y el porcentaje de intercambio HF. Estos funcionales tienen cada uno 35
parametros. Ademas, Zhao y Truhlar probaron que MO06-2X y MO05-2X
proporcionaban el mejor rendimiento para la termoquimica y cinética del grupo
principal, MO6-L y M0O6 produjeron el mejor desempeio para la termoquimica de
metales de transicion y M06-2X, M05-2X, M06-HF, MO06, y MO6-L el mejor
rendimiento para interacciones no covalentes como la unién de hidrégeno.®” Debido
a lo anterior es que en este trabajo se hizo uso del funcional M06-2X, puesto que
en sistemas biologicos se espera que las interacciones no covalentes, involucradas
en mantener la estructura tridimensional de una proteina, tengan una gran

repercusion en las estructuras de los péptidos.

5.2.6. Superficie de energia potencial
Una superficie de energia potencial (SEP) especifica la forma en que la energia de
un sistema molecular varia con pequefios cambios en su estructura, es decir, es
una relacion matematica que vincula la estructura molecular y la energia resultante.
Por ejemplo, para una molécula diatomica, SEP puede ser representada por un
grafico bidimensional con la separacién internuclear en el eje x y la energia a esa
distancia de enlace en el eje y; en este caso, SEP es una curva. Cuando se
consideran solo dos grados de libertad dentro de la molécula, y se traza la energia
perpendicular al plano definido por ellos, se crea una superficie; aqui, cada punto
representa una estructura molecular particular, donde la altura de la superficie
corresponde a la energia de esa estructura. Para sistemas mas grandes, la
superficie tiene tantas dimensiones como grados de libertad hay dentro de la

molécula.
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Punto de silla de segundo orden
Y

einetd . Estado de transicién A

i i . P L .-
.-Mihime para prudﬁctnﬁ‘g.. e

2"*»»_%___,-#; 4
-3

Figura 5-6. Superficie de energia potencial en 3D%
La superficie ilustrada en la Figura 5-6 contiene tres minimos: un minimo es
un punto en el fondo de un valle, desde el cual el movimiento en cualquier direccion
conduce a una energia mas alta. Dos de ellos son minimos locales, lo que
corresponde al punto mas bajo en alguna regién limitada de la superficie potencial,
y uno de ellos es el minimo global, el punto de energia mas bajo en cualquier parte
de la superficie potencial. Diferentes minimos corresponden a diferentes
conformaciones o isdmeros estructurales de la molécula investigada. Ademas, la
ilustracion muestra dos maximos y un punto de silla, este ultimo corresponde a una
estructura de estado de transicidn. Tanto en los puntos minimos como en los puntos
de silla, la primera derivada de la energia, conocida como gradiente, es cero. Puesto
que el gradiente es el negativo de las fuerzas, estas también son cero en tales
puntos. Un punto en SEP donde las fuerzas son cero se llama punto estacionario.
Todas las optimizaciones exitosas ubican un punto estacionario, aunque no siempre
sea el deseado. Las optimizaciones de geometria normalmente localizan el punto
estacionario mas cercano a la geometria de la que parten. Cuando se realiza una
minimizacioén, con la intencion de encontrar la estructura de energia minima, existen
varias posibilidades: puede que se haya encontrado un minimo global, puede que
se haya encontrado un minimo local pero no el minimo global, o bien puede que se

haya localizado un punto de la silla de montar.
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Una optimizacion geométrica por si sola no puede determinar la naturaleza
del punto estacionario que alcanza, para esto es necesario realizar un calculo de
frecuencias sobre la geometria optimizada. Los programas de estructura electronica
como Gaussian son capaces de llevar a cabo estos calculos (incluso se puede
realizar una optimizacion seguida de un calculo de frecuencia en la geometria
optimizada en un solo trabajo). El célculo de frecuencia completado incluira una
variedad de resultados tales como frecuencias, intensidades, modos normales
asociados, la energia del punto cero de la estructura y varias propiedades
termoquimicas. Valores de frecuencia inferiores a cero se conocen como
frecuencias imaginarias. El numero de frecuencias imaginarias indica el tipo de
punto estacionario al que corresponde la estructura molecular dada. Por definicién,
una estructura que tiene n frecuencias imaginarias es un punto de silla de n-ésimo
orden. Asi, un minimo tendra cero frecuencias imaginarias, y una estructura de
transicion ordinaria tendra una frecuencia imaginaria ya que es un punto de silla de

primer orden.®?

Tabla 5-1. Frecuencia y minimizacion de la energia®?

Busqueda computacional Frecuencia Inferencia
Minimizacion de /a _ L Minimizacion de la geometria
, Sin frecuencia imaginaria
geometria alcanzada
Minimizacion de /a Una o mas frecuencias La estructura es un punto de
geometria imaginarias silla

5.2.7. Efecto del disolvente y termodinamica
Las propiedades moleculares calculadas con todos los métodos antes mencionados
son apropiadas para moléculas en fase gaseosa que se encuentran a elevada
presion, 697 sin embargo, la mayoria de procesos de interés quimico tienen lugar
en disolucion, y el disolvente puede afectar tanto a: la geometria de la molécula,
debido a los cambios en la estructura electrénica; como su cinética, ya que el indice
de reaccién es muy sensible al disolvente usado.

Hay varias maneras en las que las moléculas del disolvente pueden influir en
la reactividad quimica. En algunas reacciones, estas moléculas estan directamente

implicadas en la reaccién quimica ya que estan ligadas a las moléculas de soluto,
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formando parte de este y, por lo tanto, las moléculas de disolvente deben tratarse

explicitamente. En otros sistemas, las moléculas de disolvente no interactuan

directamente con las moléculas de soluto solo proporcionan un entorno que influye

fuertemente en su conformacién, por lo que las moléculas de disolvente pueden

modelarse implicitamente. En un tercer modelo, las moléculas de disolvente actuan

como un medio masivo y modifican significativamente las propiedades del soluto,

aqui la interaccion soluto-solvente se modela utilizando un enfoque hibrido entre el

modelo explicito y el modelo continuo.

Tabla 5-2. Tipos de modelos de solvatacion®®

Modelo Explicito

Modelo Continuo

Modelo Combinado

Las moléculas de
disolventes se tratan
explicitamente.

dud

e @ 9
@ 9
Y TR

o &, o’
J )

Representacion

]
@’ @, o’
9 J

Es generalmente mas
precisa y detallada la
interaccién atémica
de soluto-disolvente.

Meéritos

Computacionalmente

Desventajas
costoso.

Representado como un
medio continuo de
disolvente.

9é

Simple y econdmico de
calcular.

Ignora interacciones
especificas de enlace de
hidrégeno.

Representacién combinada
de soluto-solvente.

Se incluye la interaccién
atémica de soluto-solvente
y los efectos masivos.
Generalmente da mejores
resultados que los modelos
continuos puros.
Célculo costoso en
comparacion con los
modelos continuos y menos
exigente en comparacion
con el tratamiento explicito
completo.

En la literatura se han propuesto varios modelos para tratar moléculas de

disolventes en diferentes situaciones. En estos la energia libre de solvatacion se

define como el cambio de energia libre para transferir una molécula de soluto del

vacio al disolvente. Se puede considerar que tiene tres componentes:

AGsolvatacic’m = AGelectrosté\tica + AGvdw + AGcavidad

(5.45)
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siendo el primer término la contribucién electrostatica a la energia libre de
solvatacion que contribuye a la formacion de disolventes polares y solutos cargados.
El segundo término es la interaccion de van der Waals entre el soluto y el solvente
y puede dividirse a su vez en AGy¢pyisivo Y AGaispersivo- El t€rcer término es la energia
libre requerida para formar la cavidad del soluto dentro del disolvente, esta se
compone de la penalizacidon entropica asociada a la reorganizacion del disolvente
alrededor del soluto y de la energia necesaria para crear la cavidad. En el modelado
del efecto del disolvente, se utilizan diferentes modelos que involucran la mecanica
clasica y cuantica; los cuales van desde una descripcion detallada a nivel atomico

hasta métodos de continuidad basados en el campo de reaccion.®®

5.2.7.1. Modelo de solvente continuo

En un modelo de solvatacion continua la estructura molecular del disolvente es
ignorada, y el disolvente es modelado como un dieléctrico™ continuo de extension
infinita rodeado por una cavidad que contiene la molécula de soluto. El dieléctrico
continuo es caracterizado por una constante dieléctrica ¢, (también llamada
permitividad relativa), cuyo valor es la constante dieléctrica experimental del
disolvente a temperatura y presion de la disolucion. La molécula de soluto puede
ser tratada clasicamente como un conjunto de cargas que interactuan con el
dieléctrico, o por un tratamiento mecanico-cuantico, donde la funcién de onda
electronica y la densidad de probabilidad electronica de la molécula de soluto
pueden cambiar al pasar de la fase gaseosa a la fase de disolucion; con el fin de
lograr la autoconsistencia entre la distribuciéon de la carga y el campo de reaccién
del disolvente. Cualquier tratamiento en el que se logre dicha autoconsistencia se
denomina método de campo de reaccion autoconsistente (SCRF, por sus siglas en
inglés).®’

Cramer, Truhlar y colaboradores desarrollaron una serie de modelos de
solvatacion continua SMx, donde SM significa modelo de solvatacion (por sus siglas

eninglés)y x =1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 D es la version. El modelo SMD (D significa

™ Material que no conduce la electricidad.
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densidad), se basa en la interaccion de la densidad de carga de electrones de la
molécula del soluto, con el disolvente representado como un continuo. Este método
es aplicable a cualquier disolvente del que se conozcan, la ¢, el indice de refraccion,
la tension superficial aparente y los parametros de acidez y basicidad.®” Por lo que,
se denomina modelo de solvatacion universal. SMD separa la energia libre de
solvatacion del estado estandar™™T en tres componentes principales:
AG°s = AGpnp + AGepe + AG °concentracion (5.46)

donde el primer componente denota los componentes electronicos (E), nuclear (N)
y de polarizacion (P) de la energia libre. El segundo componente hace referencia a
la energia libre asociada con la cavidad (C), la dispersion (D) y a los posibles
cambios conformacionales de la estructura (E) del disolvente. Por ultimo, el tercer
término se asocia al cambio de concentracidon entre las fases gaseosa vy liquida,
ambas en estado estandar.'® Los calculos de este trabajo hacen uso de este
modelo de solvatacion.

5.2.8. Dinamica de las reacciones quimicas
Una molécula esta formada por un conjunto de nucleos atémicos (cargas positivas)
inmersos en un "mar" de electrones (cargas negativas) que estan deslocalizados
alrededor de los nucleos segun la correspondiente funcion de onda electrénica de
la molécula. Las interacciones electrostaticas entre las particulas cargadas son la
principal causa de la cohesién en las moléculas. La posicion relativa de los nucleos
(la configuracion nuclear) y la distribucién de los electrones en ellos determinan el
conjunto de enlaces de la molécula. Adicionalmente, las moléculas no son entidades
estaticas, sino que estan en movimiento continuo: tienen 3 grados de libertad de
traslacion, 3 de rotacion (sélo 2 si la molécula es lineal) y 3n—6 (3n—5 si la
molécula es lineal) de vibracién, siendo n el numero de nucleos de la molécula.

Durante una reaccidén quimica ocurre una reorganizacion de los enlaces entre los

11t El estado estandar del soluto es el estado ficticio del soluto a una concentracién de 1 M en el
disolvente, pero con el soluto experimentando sélo interacciones con moléculas de disolvente y no
con otras moléculas de soluto (como ocurriria en una solucion idealmente diluida). El estado estandar
de fase gaseosa de soluto es el estado ficticio de un soluto gaseoso puro a una concentracion de 1
M sin interacciones intermoleculares (como en un gas ideal).”
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nucleos de la molécula o moléculas que intervienen, de manera que algunos se
rompen y/u otros se forman. El problema consiste en saber cdmo se produce esta
reorganizacion de los enlaces quimicos y su velocidad. Por ejemplo, en el caso de
una reaccion bimolecular elemental, es decir, de una reaccién en la cual la molécula
(o moléculas) del producto (o productos) se forman directamente como resultado de

la colisién entre las dos moléculas de reactivos, tal como:

k
aA+ bB - cC +dD (5.47)
la velocidad de reaccién, medida como el numero de moléculas de productos que

se forman por unidad de volumen y de tiempo, puede ser escrita como:

d d d d

donde la velocidad (v) es directamente proporcional a la concentracion de los

reactivos y la constante de velocidad (k) de la reaccién (quien depende de la
temperatura). Aqui los exponentes (a y ) indican el orden de la reaccion respecto
al reactivo y la suma de ambos proporciona el orden global de la reaccién. Ademas
k es unica para cada reaccion.

La primera descripcion de la variacion de la velocidad de una reaccion
quimica con la temperatura se debe a Arrhenius quien, en 1889, basandose en
medidas experimentales y siguiendo el trabajo previo de van't Hoff, formuld la
ecuacioén que lleva su nombre:

k = Ae—Ea/RT (5.49)
siendo E, la energia de activacion, A el factor preexponencial, R la constante de los
gases y T la temperatura absoluta. Esta ecuacion es macroscoépica y estrictamente
experimental.

En teoria, a partir de la informacion extraida de la dinamica se podria calcular
cualquier propiedad cinética, sin embargo, se tendrian que tomar en cuenta todas
las colisiones que ocurren para obtener un valor preciso de k lo que es inviable en
la practica para reacciones con mas de 4 o 5 nucleos, especialmente si existe una
barrera energética. Como unica alternativa se utiliza la Teoria del Estado de
Transicion (TET), una aproximacion estadistica a la dinamica, formulada

inicialmente en 1935 por Eyring, Evans y Polanyi.
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5.2.8.1. Teoria del estado de transicion
La teoria convencional del estado de transicién presupone que la aproximacion de
Born-Oppenheimer es valida y esta ligada al concepto de estado de transicidén de
una superficie de energia potencial. El estado de transicion (ET) es la estructura
que divide el camino de la reaccion y es un punto de silla, esto es, un intermedio
entre reactivos y productos.

Esta teoria se aplica cuando los reactivos estan en equilibrio térmico a una
temperatura T, es decir, cuando las moléculas de reactivos se distribuyen entre
todos los estados posibles segun una distribucion tipo Maxwell-Boltzmann. Donde
para llegar a la expresion de la constante de velocidad k(T) se usan dos hipotesis: '’

1°. Las moléculas que han cruzado el ET en el sentido

reactivos—productos no pueden formar nuevamente los reactivos, estas
continuaran a formar los productos.

2°. En el ET el movimiento en la direccion reactivos—productos puede ser

separado de los demas grados de libertad y es posible tratarlo como una
traslacion clasica.

De acuerdo con esto una reaccion se puede modelar como un proceso de

dos pasos:
kq Ky
A+B 2 AB¥5p (5.50)
k_q

donde la especie AB* representa el ET (el signo t se utiliza para marcar variables
asociadas al estado de transicion). La expresion de la constante de equilibrio entre
los reactivos y el ET es:

3 [Ach] [AB*]c®
Ke = (10 (2D ~ AIB]

c° c®

(5.51)

siendo c° la concentracion del estado estandar. En la suposicién de un equilibrio
entre los reactivos y ET, se puede obtener la expresion de [AB*] a partir de la
ecuacion (5.51) y la velocidad diferencial de uno de los reactivos (A este caso) que

se hace cero, consistente con el equilibrio:
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d[A]

i
—— = —kAlB] + k_y[4B*] =0 = [4B*]= K e = %[A] B] (5.52)

k_q
Dado que si se representa la velocidad diferencial de formacion del producto

se encuentra [AB*¥], este se puede sustituir por la expresion obtenida arriba:

d koKZ
%= ko[AB*] = zclfc [4](B] (5.53)

k, esta asociada a la velocidad de decaimiento del ET (el cual no es estable) y, por

tanto, a la frecuencia de vibracion asociada a la tension del enlace, v. Esta constante
es igual a v solo si cada vez que se forma un ET, se disocia resultando la formacion
de producto. Sin embargo, es posible que ocurra la reacciéon inversa donde
solamente una fraccion de ET continuara segun la coordenada de reaccion y dara
la formacion de producto. Para tener en cuenta esta posibilidad, se incluye un
término referido como coeficiente de transmisién, k, en la definicién de k,, que se
pude sustituir en la ecuacion (5.53):102
¥

T = (ayis) (5.54)
El factor k también incluye el fendmeno mecanico cuantico del tunelaje, esto

k, = kv

es, las moléculas que no tienen suficiente energia para pasar sobre ET pueden
atravesar la barrera y aparecer en el lado de productos.” Si no se indica lo contrario,
entonces, k = 1, lo que significa que casi todos los ET conducen a los productos.'®
De acuerdo con la termodinamica estadistica, v es la frecuencia con la que cualquier
ET se convierte en un producto a una temperatura dada, y tiene la siguiente
representacion: %4

= kT s71] (5.55)

h
en esa ecuacion kg es la constante de Boltzmann y h la constante de Planck.
Ademas, de la termodinamica se sabe que Kf se relaciona con el correspondiente
cambio de la energia de Gibbs, también conocida como energia de activacion,
usando la siguiente definicion termodinamica:
A*G° = —RTInK! y A*G° = AGsr — X AG®ogctivos (5.56)
Con esta definicién de K7, y tomando x = 1 la constante de velocidad de la

reaccion se convierte en:
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kT 1o
k(T) = %e‘A'JFG /RT (5.57)

Asimismo, si se sustituye A*G° = A*S°—TA*S° en la ecuacion anterior,
obtenemos la denominada Ecuacion de Eyring, resultado de TET, que proporciona
una conexion entre la constante de velocidad de la formacién de producto y los

parametros moleculares de las especies implicadas en la reaccion:

kgT o 0
K(T) = =5 oS /Re =0 /RT (5.58)

AB* AR
ESTADO DE TRANSICION ESTADO DE TRANSICION

A'G®
ENERGIA DE
ACTIVACION

A'G
ENERGIA DE
ACTIVACION

ENERGIA LIBRE DE GIBBS
ENERGIA LIBRE DE GIBBS

N Y e s

A+B P

ReacTivos A" <0 8G*,,>0 Proouctos
¥ Lresd e i e = g E
P A+B
ProbucTos ReacTivos
COORDENADA DE REACCION COORDENADA DE REACCION
a) REACCION EXERGONICA b) REACCION ENDERGONICA

Figura 5-7. Representacion de las curvas de energia potencial en la TET para una
a) reaccion exergonica y una b) reaccion endergobnica

Al igual que k, se puede anadir a la ecuacion anterior la degeneracion de la
ruta de reaccion g, ya que esta toma en cuenta el numero de trayectos de reaccion
equivalentes, en otras palabras, considera que un proceso puede ocurrir de
maneras diferentes pero equivalentes. Una manera de conseguir este término es
etiquetar todos los atomos idénticos y contar el numero de arreglos diferentes pero
equivalentes que se pueden obtener girando (pero no reflejando) la molécula.'® Por

consiguiente, k(T) queda como:

k(T) = O_Kl;f_CZeA*S"/Re—A*H"/RT (5.59)
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5.2.8.2. Teoria de Marcus

Desde finales de la década de 1940, el campo de los procesos de transferencia
electronica (TE) ha crecido enormemente’® debido a su influencia dentro de
fendmenos fisicoquimicos y biolégicos, tal como en el mecanismo antioxidante
primario en donde no hay un ET necesario para calcular A*G°.% En consecuencia,
en la década de 1950, Rudolph A. Marcus desarrollé una teoria que proporciona un
método para calcular la energia de activacién de una reaccion utilizando un modelo
parabalico.

En esta teoria las energias de los reactivos, el estado de transicion y los
productos pueden describirse mediante la interseccion de las funciones de energia
potencial parabdlica y por medio del modelo grafico de ambas superficies de energia
(una de reactivos y otra de productos) se obtienen valores numéricos para la energia
de reorganizaciéon (1) y el cambio en la energia libre de Gibbs. Estos dos valores
pueden utilizarse para calcular la energia de activacién de acuerdo con la ecuacién
de Marcus, la cual proporciona un medio para la evaluacion numérica de la relacion
entre AG°,.., y A*G°. Esta ecuacion propone que para un proceso de reaccion de un
solo paso existe una relacion entre la exotermia o endotermia neta de la reaccion y
una energia asociada con el proceso de activacion llamada barrera intrinseca, es
decir, para una serie de reacciones relacionadas existe una relacion predecible
entre AG®,..,y A*G°. Esta relacién puede ser expresada por la siguiente ecuacion:8

o 2
AtGo — % (1 N AGA_xn> (5.60)

2 L . -
donde L es la barrera intrinseca de reaccion y A*G° y AG®,.,.,, son la energia libre y la

energia de activacion de la reaccion bajo nuestra consideracion.8 Marcus describe
A como la energia necesaria para alterar la estructura de los reactivos solvatados
para que coincida con la de los productos solvatados, antes de que se produzca la
transferencia de electrones'®” y puede ser calculada por medio de la expresion:
A=AE — AG®ryp (5.61)
siendo AE la diferencia entre la energia electronica vertical de reactivos y
productos'®®, obtenida computacionalmente por un célculo de punto simple en la

geometria de los reactivos.”"
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Figura 5-8. Diagramas de coordenadas de reaccion de transferencia electronica
usados en la teoria de Marcus para a) el caso mas simple, b) region normal, c) sin
activacion y d) regién invertida (tomado y modificado de 86)

De igual forma, la ecuacion de Marcus nos dice que podemos esperar una
correlacion entre la exotermia de la reaccion (o endotermia) y la velocidad ademas
de predecir que la barrera aumenta nuevamente para reacciones muy exotérmicas.
Esto se conoce como la region invertida.8

Una vez que se conoce la energia de activacion, se puede sustituir en la
ecuacion de Arrhenius o Eyring para calcular la constante de velocidad para una

reaccion de transferencia de electrones.
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5.2.8.3. Reacciones controladas por difusiéon

Con reacciones en solucion, incluso cuando el medio es quimicamente inerte, el
disolvente ejercera un efecto como consecuencia de ser una fase condensada, con
sus moléculas muy proximas entre si.'% En estas reacciones las moléculas
reactivas empujan su camino a través del disolvente, por lo que su frecuencia de
encuentro es menor que en un gas. Sin embargo, debido a que la molécula migra
lentamente de un lugar, dos moléculas reactivas encontradas una cerca de otra
permanecen cerca por mas tiempo que en un gas. Esta persistencia de una
molécula cerca de otra debido a la presencia de moléculas de disolventes se
denomina efecto jaula.'®® En cada encuentro entre reactivos, las moléculas sufren
al menos cuatro colisiones hasta lograr escapar de la jaula de moléculas de
disolvente que las rodean, y la frecuencia de estos encuentros es aproximadamente
100 veces menor que las colisiones de las mismas moléculas en fase gaseosa. Con
base en esto, una reaccién en solucioén puede ser dividida en tres pasos: (1) difusién
de reactivos desde la solucion hasta la distancia de colision; (2) reaccion quimica
de las especies reactivas dentro de la jaula del disolvente; y (3) difusion de los
productos desde la jaula del disolvente hasta la solucion.'®* Por lo tanto, la energia
de activacion de reacciones en solucién es mas complicada ya que se debe
considerar la energia de todo el conjunto local de moléculas reactivas y
disolvente.03

En consecuencia, existen dos casos limites para las reacciones en solucion,
cuando la velocidad de una reaccion esta controlada por la velocidad a la que las
moléculas reactivas se encuentran en la solucion se denominan reacciones
controladas por difusién, en cambio, cuando la velocidad de una reaccion es
controlada por la velocidad de acumulacion de energia suficiente para que los
reactivos reaccionen, la reaccion es controlada por activacion. Una indicacion de
que una reaccioén esta controlada por difusién es que su constante de velocidad es
del orden de 10° L mol~'s~! o superior,'® mientras que valores menores de

constante de velocidad son indicativos de control de activacion.
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Para el caso de las reacciones con constantes de velocidad cercanas al limite
de difusién, de acuerdo con la teoria de Collins-Kimball, se realiza la correccién a la
constante:

kaTET
awp = o T KTET

donde kTET es la constante de velocidad obtenida a partir de la TET y k,, es la

k (5.62)

constante de rapidez de Smoluchowski para una reaccion bimolecular irreversible
controlada por difusion:
kp = 4mRD4gN, (5.63)
siendo R es la distancia de reaccion (o la suma de los radios de los reactivos), N,
es el numero de Avogadro y D, es el coeficiente de difusidén mutua de los reactivos:
Dag = Dy + Dg (5.64)
En la ecuacién anterior, D, y Dy se calculan a partir de la aproximacion de
Stokes-Einstein como:

kyT

D= (5.65)
6mna

donde kg es la constante de Boltzmann, T es la temperatura, n es la viscosidad del

disolvente (para el aguan = 8.91x10~* Pa s ) y a es el radio del soluto.'%
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6. Metodologia

La Quimica Computacional produce resultados confiables, siempre y cuando se use
una metodologia adecuada para el estudio de cada sistema particular. Ademas su
aplicabilidad a procesos de estrés oxidativo es amplia y permite evaluar la
capacidad antioxidante de compuestos quimicos.'®® Por lo que, para llegar al

objetivo general planteado, el procedimiento se describe a continuacion:
4+ Primeramente, se precisaron los sistemas de estudio a reaccionar con el
anion radical superoxido, para ello se buscaron en la literatura residuos de

aminoacidos danados los cuales se muestran en la Tabla 6-1.

Tabla 6-1. Radicales libres de aminoacidos

Aminodcido Radlical Referencia
O
Cys s/\HJ\ o 109-115
NH,
(@]
Tyr OH 110,113,116-119
NH,
e}
(@]
Ser O/\H'LOH 115,120
NH,
o (o]
Thr MOH 120
NH,
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O
.
Met - o 110,114,119,121,122
NH,
(o]
HoN D
Asn : \H/\HI\OH 123,124
o} NH,
(o]
Gly ,H‘\OH 109,111,124-127
NH,
(@]
\H}\ 125-127
Y OH
NH,
Ala
(@]
\Hk 110,111,124,128
OH
NH,
(0]
/k(u\ 111,112,115,124,127,128
OH
NH,
Val 5
111,124,127,128
,/H)‘\oH
NH,

4+ Luego, debido a que algunos compuestos tienen propiedades acido-base, es
importante identificar cual de sus formas esta presente a pH fisiologico (7.4).
Por lo que se calcularon las fracciones molares para las especies que lo
requerian.

4+ Después, de acuerdo con la teoria descrita en el capitulo anterior, se

modelaron computacionalmente los mecanismos SET de reactivos vy
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productos; aqui los radicales libres de aminoacidos se adaptaron simulando
modelos de tripéptidos. Todos los calculos se realizaron con el programa
Gaussian 092, por medio de la Teoria de los funcionales de la densidad,
utilizando el funcional M06-2x'*° y la base 6-311+G(d,p). Para cada una de
las estructuras modeladas se optimizd su geometria y se introdujeron los
efectos de disolvente en los célculos utilizando el método de disolvente

continuo SMD'%, empleando agua como disolvente.
(0] (0]

NH, »
+ 0 ——
NH o

NH,
+ O,
o}

R R
\/ \/
Figura 6-1. Mecanismo de trasferencia electronica general para la reparacion
de fragmentos de proteina (R corresponde a la cadena de cada uno de los
aminoacidos)

NH

Ademas, cada calculo se llevo a cabo varias veces modificando la geometria

de las moléculas de los péptidos hasta encontrar la mas estable conforme a

la Figura 6-2.
o] NH, NH,
R R R
NH, o} o}
o) NH (©) NH HN @)
A B C

Figura 6-2. Conformaciones generales utilizadas en los calculos, donde R
representa tanto al radical libre como el residuo de aminoacido reparado

Finalmente, puesto que para el estudio de antioxidantes tipo |, se desarroll6
un protocolo computacional conocido como QM-ORSA'% (por sus siglas en
inglés, Quantum mechanics-based test for overall free radical scavenging
activity), este fue llevado a cabo para los calculos cinéticos como sigue:
1°. Se calcularon las energias de activacion, en cada reaccién propuesta,
por medio de la Teoria de Marcus acorde con las ecuaciones (5.60) y
(5.61).
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2°. Se calcularon las constantes de velocidad de cada reaccion conforme
a la ecuacion (5.59).

3°. Se corrigieron las constantes de velocidad de las reacciones cercanas
al limite de difusion segun la Teoria de Collins-Kimball por medio de
las ecuaciones (5.62), (5.63), (5.64) y (5.65).

4°, Se incluyeron las fracciones molares de las especies multiplicando la

constante de velocidad de cada reaccién con ellas.
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7. Resultados y discusién

Un antioxidante es capaz de reaccionar con radicales libres y, en algunos casos,
reparar macromoléculas bioldgicas. La actividad antioxidante esta determinada,
principalmente, por la reactividad de la sustancia frente a radicales libres, su
capacidad para acceder al sitio de reaccién y la estabilidad de los productos
formados. Uno de los principales mecanismos de accion es la transferencia
electrénica. De modo que, es posible estudiar la capacidad antioxidante, en este
caso, haciendo uso de una estrategia computacional.

Los aminoacidos son los bloques de construccion de las proteinas, y estas
ultimas, son indispensables en las funciones biolégicas. En este trabajo, la
estructura tipica de los aminoacidos estudiados se modificé afladiéndoles un grupo
formilo para bloquear el grupo amino terminal y un grupo amino del lado del grupo
carboxilo, obteniendo asi, la representacién de un dipéptido formado por dos
enlaces peptidicos y un aminoacido. Esto se hizo con el fin de asemejar que cada
sistema de estudio se encuentra unido a otros residuos de aminoacidos en ambos
extremos, dicho de otra manera, simular que los sistemas estudiados son parte de
una proteina, evitando el efecto de los grupos iénicos en el aminoacido libre; por lo
tanto, las posibles posiciones de dafio importantes para la investigacién son debidas
a la oxidacion de las cadenas laterales y fueron reportadas en el capitulo anterior.
En la Figura 7-1 se muestran los esquemas de reaccién propuestos para la

reparacion de los péptidos.

o) O

H\)k 0, — H\)k
( y NH, + 0 ( ~ NH, + 0,
o] 0
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ZT
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N —
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(0] (0]
H H
N N
NH P NH
f ty By — ﬂ/ '+ o,
o o)
(0] (0]
H H
N N
NH, - NH,
g s
\ \
(0] (0]
H H
N N
NH, _ NH,
0 . NH, 0 - NH,
(0] (0]

Figura 7-1. Esquemas de reaccion propuestos para la reparacion de los modelos de
tripéptidos

7.1.Equilibrios acido-base
Primeramente, es importante tener en cuenta las condiciones del medio de reaccidn
y, en consecuencia, las especies involucradas en las reacciones. Por lo tanto, las
propiedades acido-base que se tomarian en cuenta, serian debidas a la oxidacion
de la cadena lateral de los aminoacidos. Estos aminoacidos (de acuerdo con los
que se utilizaron en el estudio) son: Cys, Ser, Thr y Tyr; sin embargo, su
deshidrogenacion se efectu6é exactamente en la posicion de la formaciéon de los
radicales reportados. Debido a lo cual, la Unica especie a la que se le consideraron
sus propiedades acido-base fue al radical anion superéxido quien se encuentra en
equilibrio con el radical hidroperoxilo segun la ecuacion (7.1):
HO," + H,0 2 05~ + H;0% (7.1)

La fraccién molar (a) de la especie acido-base del radical aniéon superdxido
(radical hidroperoxilo), en solucion acuosa a pH = 7.4, se obtuvo tedricamente
considerando el pka = 4.88 del radical HO," y, con esto, calculando el porcentaje

de a para cada especie con base en la ecuacion (7.2):
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Ka __HT (7.2)

A superoxido = m Y Qnidroperoxilo = Ka+[H*]

A partir de las expresiones anteriores se llego a un % asyperoxiao = 99.70,
congruente con la abundancia del hidroperoxilo mencionada a ese pH en el capitulo
3 y que se puede ver reflejado en la Figura 7-2. Este dato se utiliz6 en todos los
calculos cinéticos para tomar en cuenta la abundancia relativa de la especie al pH
de interés, puesto que esta especie es la que se empleb como reparadora de todos
los péptidos.

0.9
0.8
0.7

0.6
a hidroperdéxido

a superdxido
0.4

0.3
0.2

0.1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
pH

Figura 7-2. Diagrama de a para HO,'/0;"

7.2. Geometrias moleculares

Como en todos los radicales, las especies dafnadas de aminoacidos se encuentran
en su forma desprotonada al ser reactivos, esta desprotonacion se llevé a cabo en
diferentes posiciones dentro de la cadena lateral dependiendo del aminoacido. En
aminoacidos alifaticos la desprotonacion ocurre en alguno de los carbonos, en
cambio, en aminoacidos que contienen un atomo diferente a carbono e hidrégeno
(como azufre u oxigeno) se lleva a cabo en el atomo en el que difieren a excepcién
del aminoacido Asn (Tabla 6-1).

Previo a realizar cualquier otro calculo se determiné la estructura molecular

de cada una de las especies quimicas involucradas en el estudio. Para ello se
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optimizaron todas las especies en medio acuso de acuerdo con las geometrias y
especificaciones propuestas en la metodologia. La multiplicidad y carga para los
péptidos radicales fue 2 y 0, respectivamente, salvo para el péptido radical de Met
con una carga +1, mientras que, para los péptidos reparados la multiplicidad fue 1
y la carga -1y en el caso del péptido de Met la carga fue 0. Las energias libres (G°)
mas bajas encontradas para las estructuras de los péptidos, en cada una de las tres
geometrias, se muestran en la Tabla 7-1. Las moléculas utilizadas para los estudios
posteriores se encuentran sombreadas en color azul al ser las mas estables, por lo
que, en la Tabla 7-2 se observan las geometrias correspondientes tanto a los
reactivos como los productos optimizados a partir de estas junto con longitudes de
enlace (A), angulos diedros (°) y otras caracteristicas importantes para el estudio.
Todas las optimizaciones geométricas localizaron minimos en las PES verificados

por los calculos de frecuencias.

Tabla 7-1. G° para los péptidos radicales en cada geometria propuesta
Geometria A Geometria B Geometria C

Peptido G° (Ep) G° (Ey) G° (Ey)
GlyC, -377.195748 -377.196632 -377.185737
AlaCé -416.476764 -416.476929 -416.471064
AlaC,, -416.448668 -416.451620 -416.451947
Ser0°* -495.015774  -495.019836 -495.018789
ValC}Z -495.009213 -495.009319 -495.009943
ValCé -814.667531 -814.666807 -814.666284
Thro* -722.643495 -722.644601 -722.644857
AsnC, -491.663341 -491.665105 -491.664971
Tyr0O® -530.944707 -530.946230 -530.945031
CysS® -893.623838 -893.627609 -893.623184

MetS*t -585.149580 -585.152205 -585.152292
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Tabla 7-2. Geometrias optimizadas y estables para cada reactivo y producto

Especie Reactivo Producto
1.18782
131768
Oxy
Multiplicidad | Carga No.é's | Multiplicidad |  Carga No. é's
Gly
D () v() No. é's D () () No. é's
-179.98751 | -179.99632 53 178.55794 | 174.40492 54
1.48639 1.50450
1.45685 35007 J Q
Ala o %,221&5 1_375‘2/2/ 124279 149102 J
D () () No. é's D () v() No. é's
-72.92976 | -177.33733 61 -140.22290 | -173.02595 62
Ala 5

1.22802

2 ()

7 (%)

No. é's

D () () No. é's

-57.53067

147.29695

61

144.58020 62

-56.16149
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1.49020,

Val B
Q._‘I.ZIMST
D () () No. é's D () v() No. é's
-179.82304 | 166.88260 77 -139.42339 | -166.33104 78
Val y
D () v() No. é's D () () No. é's
-62.91441 | 160.49173 77 -62.81369 | 159.57869 78
1.8$
Cys

1.23108

2 ()

7 (%)

?(°)

7 (%)

No. é's

-146.39601

172.75045

-66.02845

177.91782

78
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Tyr
o (°) () No. &'s @ (%) w(°) No. &'s
-55.95489 | 141.16025 109 -55.98458 | 140.45877 110
S 1 22975!! wJ.52324
er \ | 133573 J
1.23011
o (°) () No. &'s @ (%) ()
-162.80437 | 167.86366 69 -156.66505 | -169.94891 70
Thr ». 1.23356
1.33613 J
o (°) () No. &'s @ (%) () No. &'s
-161.69124 | 166.72338 77 -156.39183 | -179.37221 78
Met

1.78676
TRy

2 ()

7 (%)

?(°)

7 (%)

-153.74678

165.39534

-137.43950

149.79753
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Asn 12432 145768
J' 1 34430 T
D () v() No. é's D () v() No. é's
-64.05755 161.46886 83 -62.26090 160.79376 84

La estructura molecular de los péptidos reparados en cada TE difiere de la
de sus respectivos radicales, sin embargo, algunos cambios son muy evidentes.
Cabe mencionar que ninguna reaccién de TE implicé la ruptura de enlaces, por el
contrario, hubo formacidén de enlaces al pasar de reactivos a productos en las
especies de Gly, Ala ay Asn, e igualmente, el dador del electron pasé a convertirse
en 0,, especie que contiene un doble enlace covalente. Uno de estos principales
cambios es debido a los angulos diedros de las moléculas que contienen los
residuos: Gly, Ala a, Val B, Cys, Sery Thr. En el péptido de Gly la rotacion de los
angulos diedros se debe a la libre rotacion de estos al ser el aminoacido mas simple,
asimismo, la molécula dafiada es plana pero el anién no, puesto que los hidrogenos
del grupo funcional amino se encuentran fuera del plano. Tanto en el péptido Gly
como en Ala a, al agregar un electron a la molécula la longitud del enlace C, — C,
disminuye pasando a tener caracter de doble enlace, al igual que ocurre en el
péptido Asn en el enlace C; — Cy, ¥, ademas, en estas tres moléculas el grupo amino
terminal cambia de geometria trigonal plana a piramide trigonal. Este mismo cambio
ocurre en la geometria de ciertos grupos de atomos de las cadenas laterales al ser

reparados: en el C de los peptidos Ala By Val 8, en el C, del péptido Valyy enel S

del péptido Met. También, en el péptido Met, al tener un electron menos la cadena
lateral esta desplazada hacia la cadena polipeptidica cerca del grupo formilo lo que
disminuye la distancia entre el O del formilo y el S, por el contrario, al tener 94
electrones esta distancia aumenta. En el caso del péptido Tyr aumento la distancia

del enlace 0 — Cy4, y todos los enlaces en el anillo pasaron a tener caracter parcial
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de doble enlace. En los péptidos Val B y Cys una notoria modificacion es el angulo
diedro C3— C,— N — C, entre el radical y el anion que pasa de 59.36473° a
93.24047° y de 80.90607° a 169.97867°, respectivamente. En cuanto a Sery Thr el
cambio en los angulos diedros es debido al desplazamiento de la cadena lateral
hacia la cadena polipeptidica junto al grupo bloqueante amina aumentando la
cercania del O de la cadena lateral al H de la amida en los péptidos anidnicos de
ambas especies. De igual manera, las rotaciones de los angulos diedros en cada
uno de los péptidos se encuentran en regiones permitidas a excepcién de GlyCg,
quien se encuentran en una conformacion hallada fuera de estas en el primer
cuadrante (Figura 3-7). Asimismo, podemos identificar que la mayoria de las
estructuras adoptadas se encuentran en la regién de conformaciones B del segundo
cuadrante (140.45877° < i < 177.91782° y —179.82304° < ¢ < —55.95489°), pero

para los péptidos GlyCg, AsnCg, AsnCq, ValCg, SerO~, y ThrO~ las conformaciones B

adoptadas corresponden al tercer cuadrante (—179.99632° < < —166.33104° y
—179.98751° < ¢p < —72.92976°). Por ultimo, en todas las moléculas peptidicas
ocurrié que la longitud del enlace C = 0, unido al grupo amino bloqueante, aumento.
En general, todas las modificaciones en las moléculas al pasar de reactivos a
productos se deben principalmente al acomodo de los atomos al agregar o quitar un
electron lo que obliga a la molécula a reorganizar su estructura molecular, por lo

tanto, la geometria que adoptan las moléculas es la que minimiza su energia total.

7.3.Estudio termodinamico
Este estudio tiene como objeto determinar la viabilidad termodinamica de las
reacciones propuestas, en otras palabras, precisa cuales reacciones estan
favorecidas termodinamicamente o son exergdnicas. Para esto, de los calculos
computacionales individuales se obtuvieron G° y las energias electronicas (E,
calculadas de la energia electronica de productos en la geometria de reactivos) para
los reactivos y productos de cada una de las reacciones propuestas (Tabla 7-3).
Donde ambos valores disminuyen en magnitud en las moléculas con mayor tamarno,
mayor numero de atomos y, en consecuencia, mayor numero de electrones lo que

denota que G° y E son propiedades extensivas, sin embargo, a pesar de esto, las
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especies de Tyr no son las que tienen los valores mas bajos. Igualmente, al
aumentar un electron en los péptidos las magnitudes de G° y E se reducen, por
consiguiente, al disminuir un electron, como en el caso del 05, ambas magnitudes

aumentan.

Tabla 7-3. G° y E para cada una de las especies involucradas en las reacciones

G° E ° E
Reactivos (E}) (E;) Productos (E;) (E})

05 -150.468689 -150.451893 0, -150.325464 -150.288161
GlyC, |-377.196632 -377.253725 GlyCy -377.337718 -377.379828
AlaC; | -416.451947 -416.533689  AlaCy -416.573099 -416.643022
AlaC, |-416.476929 -416.559552  AlaCg -416.611645 -416.676747
SerO* | -491.665105 -491.750238  SerO~ |-491.852587 -491.933457
ValC; | -495.009943 -495.144401  ValC, -495.117855 -495.197261
ValCz | -495.019836 -495.152727  ValCg -495.117769 -495.222720
ThrO® | -530.946230 -531.058723 ThrO~ |-531.134064 -531.242403
AsnC, | -585.152292 -585.257393 AsnC, |-585.307496 -585.401616
Tyr0O* | -722.644857 -722.805841 TyrO~ |-722.818168 -722.974826
CysS® | -814.667531 -814.747706  CysS~— | -814.835589 -814.915841

MetS**t | -893.627609 -893.777570 Met -893.846130 -893.962787

Ahora bien, en la reduccidn de radicales centrados en carbono se esperaba
la formaciéon de carbaniones. La oxidacion de Gly y Asn da un radical terciario y
secundario respectivamente, en cambio, en su reparacion no solo se observa como
la carga fue estabilizada por el grupo amida, sino que ésta se encuentra localizada
en el N lo que ocasiona el cambio en la geometria de estas moléculas por ende no
se da la formacién de los carbaniones. Las especies Ala y Val tienen el
comportamiento esperado respecto al tipo de radical producto de su oxidacién ya

que los radicales terciarios (AlaCg y ValCg) son mas estables que los radicales
primarios (AlaCg y ValC;), mientras que sus reducciones originan los carbaniones
primarios (AlaCg y ValCg) y el carbanion terciario (ValCy '), ademas, la estabilidad en

los carbaniones de Val es la que se esperaba puesto que el carbanién terciario es
menos estable que el primario, pero en AlaC, ocurre lo mismo que en la reparacion

de Gly y Asn por lo que tampoco se muestra la formacion del carbanion.
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Por otro lado, la reduccion de radicales centrados en heteroatomos (O y S)
produce sus respectivos aniones, con excepcion del cation radical que produce la
especie neutra. En radicales centrados en oxigeno los sustituyentes son relevantes
en su estabilidad puesto que el radical TyrO*, un radical arilico, es mas estable en

comparacién con los radicales SerO* y ThrO°®, radicales alquilicos, debido a la
deslocalizacion del electréon no apareado en el sistema 1 adyacente; de la misma

manera, los productos de la reparacion de estos fragmentos tienen la misma
tendencia en estabilidad. Mientras que, tanto los radicales centrados en azufre como
sus aniones son mas estables que todas las anteriores especies mencionadas y la

Met reparada al ser una especie neutra es la mas estable.

Tabla 7-4. AG®,,p,, AE,oricai, Ay A¥G° para la reparacion de los modelos de tripéptidos

Reparacion AG°,, AE yertical A (Keal/mol) A*G®

de: (Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)
GlyC, 1.342244 23.612501 22.270257 6.258911
AlaCé 13.851028 34.135750 20.284722 14.361171
AlaC,, 5.339483 29.202245 23.862763 8.934120
SerO°* -27.771710 -12.228258 15.543452 2.405037
ValC]; 22.159261 69.573411 47.414150 25.522231
ValCé 28.421183 58.822288 30.401105 28.453419
Thro* -27.992594 -12.517490 15.475103 2.531285
AsnC, -7.516942 12.242252 19.759194 1.896240
Tyr0O® -18.879266 -3.296547 15.582719 0.174347
CysS® -15.582956 -2.762865 12.820091 0.148857
MetS** -47.248993 -13.482016 33.766977 1.345729

A partir de los valores de G° de la Tabla 7-3 se calcularon las energias libres
de reaccion AG°,.,,, haciendo uso de la Ley de Hess representada en la ecuacion
(7.3):

AGorxn = Z AC"oproductos - Z AGoreactivos (7'3)

Los valores de AG®,.,,, para los péptidos con cadenas laterales de Gly, Ala y
Val son positivos (AG®,.,, > 0 kcal /mol), en tanto, las cadenas laterales de Cys, Tyr,

Ser, Thr, Asn y Met son negativos (AG°.., < 0 kcal/mol) y se encuentran
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sombreados en color azul (Tabla 7-4). De acuerdo con esos datos, en las primeras
reacciones mencionadas la reaccion directa esta desfavorecida y la inversa esta
favorecida, siendo asi reacciones endergonicas y, por tanto, no espontaneas. Por
el contrario, las reacciones con AG°,,, negativo son exergdnicas y espontaneas,
en consecuencia, los productos son mas estables que los reactivos de los que
parten, lo que indica que las reacciones continuaran en la direccion propuesta.

De igual manera, se graficaron los AG°,.., Yy los A*G° con la intencién de
visualizar el comportamiento termodinamico de las reacciones. Para la
representacion de todas las curvas de energia potencial se toma como 0 la energia
libre de los reactivos, A*G° como la barrera energética y AG°,,,, como la energia libre
de los productos puesto que es obtenida de la diferencia de energias entre
productos y reactivos. En dicha grafica, se puede ver de manera mas clara como
todas las reacciones que se encuentran por encima del 0 son endergoénicas y no
espontaneas, siendo aquellas que se encuentran por debajo del 0 exergdnicas y
espontaneas. En el caso de los péptidos alquilicos, entre menor es la cadena lateral
y la posicion del dafio se encuentra mas proxima a la cadena principal del péptido
AG°,,, €S menor, en cambio para los demas péptidos no hay una relacién clara. En
el caso de Ser y Thr ambos valores de energia son muy parecidos debido a la
similitud en las geometrias de las moléculas y la posicion en la que se forma el
radical, sin embargo, los valores de energia para la reparacion de Thr son mas bajos
al ser mayor el tamafio de la molécula. La estabilidad de los productos de las
reacciones sigue el orden: Valf < Valy < Alaf} < Alaa < Gly < Asn < Cys < Tyr <
Ser < Thr < Met, siendo el producto de la reparacion de Met el mas estable y el
producto de la reparacion de Val B el menos estable. La espontaneidad vy
exergonicidad en las reacciones es: Asn < Cys < Tyr < Ser < Thr < Met; mientras,
la no espontaneidad y endergonicidad es: Gly < Alaa < Alaf3 < Valy < Val§.
Considerando que estas ultimas reacciones mencionadas son espontaneas en la
direccion inversa, dado que para que una reaccion se lleve a cabo debe estar
favorecida tanto termodinamicamente como cinéticamente, se espera que si la

primera no es favorable la segunda tampoco; sin embargo, en estos casos las
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reacciones inversas no tienen sentido ya que los carbaniones no son estables en

agua y se protonarian antes de poder reaccionar con el 0,.

29 > e ® ®

15

——Valp

—@—Valy

—@—Alap

Ala a
a a Gly
—@— Asn

AG (Kcal/mol)

—@—Cys

—@—Tyr
-20
—@—Ser

—@—Thr
-27
—@— Met

-34

-41

Coordenada de reaccion

Figura 7-3. Curvas de energia potencial de las reacciones propuestas

7.4.Estudio cinético
Para este estudio se utilizaron las ecuaciones (5.60) y (5.61), y a partir de las E de
la Tabla 7-3, se obtuvieron las A*G° de las reacciones. De acuerdo con estas
ecuaciones, en la Tabla 7-4 se encuentran todos los valores necesarios para
obtener la energia de activacién por medio de la Teoria de Marcus. Donde AE, ¢, ticar

se obtuvo, nuevamente, conforme a la ley de Hess de la ecuacion (7.4):
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AEvertical = Z AEProductos - Z AEReactivos (74)

Teniendo en cuenta que, en los péptidos alquilicos AE, ¢ ticar Y AG®rxn SON
valores positivos y AG®,n > AE,erticar, €NtONCeS, A va incrementando también su
valor. Por consiguiente, se puede afirmar que, para estos péptidos A*G° aumenta
mientras mayor sea el numero de carbonos en la cadena lateral, asimismo, AG®,,,
Y AE,crticar Crecen en magnitud al aumentar el numero de carbonos dado que tanto
AG®productos COMO AEp,ayctos, €N Cada una de estas reacciones, son cantidades
mayores a las respectivas sumas de energias de sus reactivos. En cambio, para el
caso de los demas péptidos AE, . ticar Y AG®,.n, SON valores negativos, excepto por
AE,crticar €N Asn, en tanto que, AG®,yn < AE,erticar Y 1@S magnitudes de 1 son mas
pequefias que en los péptidos anteriores, salvo por Met. Por otra parte, no hay un
comportamiento claro en el cambio de las barreras energéticas debidas a la
estructura, puesto que, las cadenas laterales son muy diferentes en estos péptidos
al contener heteroatomos.

La barrera energética de las reacciones lleva el siguiente orden: Cys < Tyr <
Met < Asn < Ser < Thr < Gly < Alaa < Alaf3 < Valy < Valf. Donde, las energias de
activacion para las reacciones exergdnicas oscilan entre 0.149 Kcal/mol y
2.531 kcal/mol, en cambio, para las reacciones endergdnicas oscilan entre
6.259 Kcal/mol y 28.453 kcal/mol. En concordancia con la teoria de Marcus, la
energia minima necesaria para romper la barrera que divide a los reactivos de los
productos es pequena para la reparacion de péptidos con heteroatomos en su
cadena lateral, y entre mas pequefia sea A*G° la reaccion sucedera a mayor
velocidad siempre que la suma de G° de los productos sea mas baja que la de los
reactivos para que AG®,.,, tenga valores negativos y, entre menor sea este valor,
mas rapida sera la reaccion. Por el contrario, las barreras energéticas altas para la
reparacion de péptidos alquilicos ocasionan que la velocidad de reaccién sea mucho
menor que en el caso anterior ya que AG®,.,, tiene valores positivos al ser mas
estables los productos que los reactivos y, entre mayor sea esta diferencia de G°,
mas lenta sera la reaccién. Asimismo, en las reacciones exergonicas se cumple

|AG®,n| > A (a excepcidn de la reaccion de Asn la cual, junto con las reacciones
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endergodnicas, cumple |AG®.,,| < 1) de modo que en estas TE se esperaria la
inversion en la velocidad a medida que la exergonicidad (—AG°,,,) de la reaccién
excede la energia de reorganizacion, aunque en reacciones de TE intermoleculares
la difusion de los reactivos es mucho mas importante para que la reaccién se lleve
a cabo, lo que convierte a la velocidad de difusion en el paso determinante para la
reaccion; enmascarando asi el comportamiento esperado de inversion de Marcus
puesto que la velocidad de reaccién se satura a k, en la region de mayor

exergonicidad.

Tabla 7-5. Factor exponencial y kTET para las reacciones propuestas

Reparacion Factor KTET

de: exponencial (L/mol*s)
GlyC,, 2.58E-05 1.60E+08
AlaCﬁ', 2.97E-11 1.84E+02
AlaC,, 2.82E-07 1.75E+06
Ser0O* 1.73E-02 1.07E+11
ValCy 1.95E-19 1.21E-06
ValC/} 1.38E-21 8.60E-09
Thro* 1.39E-02 8.66E+10
AsnC,, 4.07E-02 2.53E+11
Tyr0O® 7.45E-01 4.63E+12
CysS® 7.78E-01 4.83E+12
MetS*t 1.03E-01 6.41E+11

Después, a partir de los A*G° se calcularon las constantes de velocidad de
cada reaccion usando la ecuacion (5.59), donde k =0 =1 puesto que son
reacciones de TE. En la Tabla 7-5 se encuentran los datos necesarios para obtener
la cinética de las reacciones. La reparacion de Cys fue la reaccion mas rapida y la
reaccion mas lenta fue la reparacion de Val B. El orden de la reparacion de los
péptidos de acuerdo con su velocidad de reaccién queda como: Valf3 < Valy <
Alaf < Alaa < Gly < Thr < Ser < Asn < Met < Tyr < Cys. De igual manera, acorde
con el estudio termodinamico las reacciones endergdnicas fueron las reacciones
con las constantes de velocidad mas bajas, por lo que, se comprueba que son
reacciones cinéticamente menos favorecidas que las exergonicas. Ademas, para el

caso de las reacciones con kTET cercanas al limite de difusion (esto es el caso de
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todas las reacciones exergodnicas sombreadas en color azul) se utilizé la Teoria de
Collins-Kimball con el fin de corregirlas. Para obtener este calculo, se obtuvieron
computacionalmente los radios de los radicales y, a partir de estos, se calcularon

las k, de dichas reacciones (Tabla 7-6).

Tabla 7-6. Radio, D, D,5, Ry kp para las reacciones exergonicas

Reactivo R?g)lo D (m?/s) (zf/Bs ) R(m)  kp (L/mol*s)
05" 277  8.85E-10 - - -

AsnC, 4.11 5.96E-10 1.48E-09 6.88E-10 7.63E+09
CysS® 4.22 5.81E-10 1.47E-09 6.99E-10 7.75E+09
TyroO® 4.83 5.08E-10 1.39E-09 7.60E-10 8.43E+09
Ser0O* 4.19 5.85E-10 1.47E-09 6.96E-10 7.72E+09
ThrO® 4.45 5.51E-10 1.44E-09 7.22E-10 8.01E+09
MetS*t 4.36 5.62E-10 1.45E-09 7.13E-10 7.91E+09

Aun cuando se esperaria que en las moléculas con mayor cantidad de
atomos y mayor cantidad de electrones tuviesen un radio mayor, esto no sucede
asi, pues la forma de las moléculas difiere de una a otra y ocasiona que esto no se
cumpla. La tendencia en la magnitud de los radios de las moléculas queda como:
05~ < Asn < Ser < Cys < Met < Thr < Tyr. Por tanto, los coeficientes de difusion
(D) siguen el orden contrario y esto es congruente con lo que se espera ya que las
moléculas, al tener un mayor tamano, difunden mas lentamente en el agua si no se
toma en cuenta su forma. De modo que, las constantes limitadas por difusion
incrementan a medida que los reactivos tienen radios mas grandes puesto que al
tener un mayor tamano los reactivos se encuentran mas rapidamente para iniciar la
reaccion de TE.

Luego, con ambas constantes (k""" y k) se obtuvo k,,,, para las reacciones
de reparacion de Asn, Cys, Tyr, Ser y Met. Por ultimo, las constantes de velocidad
se corrigieron por la abundancia del superdxido a pH fisioldgico, por lo que, k,p, >
kPH=74 (Tabla 7-7). El orden de la velocidad de reparacién de las reacciones
planteadas, finalmente, queda como: Ser < Thr < Asn < Cys < Met < Tyr. Siendo
asi, la reparacién del péptido que contiene al aminoacido Tyr la reaccidon que sucede

mas rapido, mientras que el péptido que contiene al aminoacido Ser es la reaccion
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mas lenta entre las reacciones exergonicas. A pesar de que se esperaria que la
reaccion con A*G° mas pequefia fuera la mas rapida en ocurrir, en este caso la
reparacion de Cys, la velocidad de las reparaciones no ocurre de acuerdo a la
disminucién en la barrera de activacion debido a que es principalmente la difusion
de los reactivos la que controla la velocidad de las reacciones. Estas velocidades
indican que las reacciones propuestas del anién radical superoxido con proteinas
inicialmente danadas, que tienen cadenas laterales de Asn, Cys, Tyr, Ser y Met,
pueden ser consideradas como procesos de reparacion, advirtiendo que esta ERO
puede tener una funcidén importante en la reparacion de los sitios de RL en las

proteinas.

Tabla 7-7. Constantes de velocidad corregidas para las reacciones
termodinamicamente favorecidas

Reparacion kapp kpH=74

de: (L/mol*s) (L/mol*s)
Asna’ 7.41E+09 7.39E+09
CysS* 7.74E+09 7.72E+09
TyroO® 8.42E+09 8.39E+09
Ser0* 7.20E+09 7.18E+09
Thro* 7.33E+09 7.31E+09
MetS** 7.81E+09 7.79E+09
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Para que se llevaran a cabo las TE fueron necesarios cambios en las longitudes de
enlace y en los angulos diedros de los fragmentos de proteinas, donde la mayoria
de las conformaciones adquiridas no se modificaron significativamente al reaccionar
con 05, ademas, tanto reactivos como productos se encuentran dentro de una
conformacién B de acuerdo con el grafico de Ramachandran.

Solo seis de las reacciones de reparacion estan favorecidas
termodinamicamente y son los fragmentos de proteinas con los aminoacidos Cys,
Tyr, Ser, Thr, Asn y Met. Mientras que, las reacciones de los fragmentos proteicos
con los aminoacidos Gly, Ala y Val estan favorecidas bajo las condiciones
planteadas en sentido inverso. La reparacion de los modelos de tripéptidos se ven
favorecidas cuando AG°,.,, e€s negativa, es decir, las reacciones son exergonicas
con magnitudes G° pequefias y A*G° son positivas con valores pequefios.

La reduccion de radicales centrados en carbono por TE del 05 no ocurre
mas que en el caso de la Asn. En estas reacciones los carbaniones se forman solo
si el electron no puede ser estabilizado por algun sustituyente.

La reduccion de radicales centrados en heteroatomos por TE del 05~ se day
con velocidades de reaccion controladas por difusion.

La estabilidad de los radicales centrados en oxigeno depende mas de los
sustituyentes que en el caso de los radicales centrados en carbono o azufre.

Los radicales centrados en el oxigeno y azufre son especies altamente
reactivas con 05~ en comparacién con los radicales centrados en el carbono.

Todo lo anterior indica que en contraste con lo que se cree sobre que la
especie 05" es un oxidante, en este estudio se demuestra que se comporta como
antioxidante frente a aminoacidos dafiados en heteroatomos y carbono para el
fragmento de proteina que contiene Asn.

Conforme a los calculos obtenidos sabemos que la hipétesis parece ser

correcta en el caso de los péptidos que tienen cadenas laterales de aminoacidos
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que contienen azufre, oxigeno o nitrégeno dentro de su estructura. En el caso de
péptidos con aminoacidos que no contienen ninguna de las especies mencionadas
no se encontrd que la reparacién por O3~ sea viable.

En general, este estudio permite saber que el anién radical superoxido puede
reaccionar, mediante transferencia electrénica, para reparar el dafo causado por
estrés oxidativo en los aminoacidos Cys, Tyr, Ser, Thr, Asn y Met con constantes

de velocidad controladas por difusion.
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