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Resumen

«Soy de las que piensan que la ciencia tiene
una gran belleza. Un sabio en su laboratorio
no es solamente un tedrico, es también un
nino colocado ante los fendmenos naturales
que le impresionan como un cuento de
hadas.»

MARIE CURIE,

ganadora de los Premios Nobel de Fisica y Quimica.

El ADN es la molécula biol6gica mas importante ya que es capaz de almacenar
toda la informacion genética necesaria para formar un ser vivo completo y ademés
duplicarse. Dicho papel se cumple gracias a su gran riqueza estructural. Esta ma-
cromolécula es una hélice doble, la cual consta de dos cadenas complementarias de
polinucle6tidos, las cuales estan formadas por un conjunto de nucledsidos conecta-
dos unos con otros mediante un grupo fosfato. En éste trabajo, en primera instancia,
se estudiaron Trinucledsidos Difosfatos Complementarios para analizar si son o no
buenos modelos para realizar nuestros estudios. Posterioremente se hace un estudio
de diez posibles fragmentos minimos del ADN, los cuales estan conformados por
dos Desoxidinucleosidos Monofosfatos (ADMPs) complementarios, de la familia es-
tructural B1. Estos fueron sometidos a minimizacion utilizando teoria de primeros
principios, en este caso se recurrio a la Teoria de Funcional de Densidad (DFT,
por sus siglas en inglés), para analizar las caracteristicas comunes y las diferencias,
asi como las dependencias de secuencias de nucleésidos, ya que es sabido que el
arreglo mutual de las bases en los dDMPs es dependiente de éstas, es decir, dos
dDMPs que contienen los mismos nucledsidos pero en distinta secuencia presentan
una diferencia dréastica en las posiciones mutuales de las bases. Ademés, se estudia-
ron tres fragmentos minimos de ADN, con las secuencias A-T (Adenina-Timina),
T-A (Timina-Adenina) y G-C (Guanina-Citosina), sometidos a minimizacion por
los métodos MP2 y el Funcional PWBG6K para el analisis de diferencias en las ca-
racteristicas conformacionales entre dichas estructuras y las minimizadas por la
Funcional Estandar PW91, ésto con el fin de comparar los diferentes métodos.
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Objetivos

No hay ningun drea del mundo que no deba
ser investigada por los cientificos. Siempre
existird algunas preguntas que mo han sido

contestadas. En general, éstas son las
preguntas que aun no han sido planteadas.

LINUS PAULING,

cristalografo importante ganador de los Premios
Nobel de Quimica y de la Paz.

1. Objetivo General

Comparacion de caracteristicas estructurales de diez fragmentos minimos del
ADN, de la familia conformacional B1, optimizados por el codigo ADF basado en la
Teoria de Funcional de Densidad. Estudio de la dependencia de las conformaciones
de los fragmentos minimos obtenidos mediante diferentes métodos de mecénica
cuéntica.

2. Objetivos Particulares

= Preparaciéon de diez archivos posibles de fragmentos minimos de ADN, de la
familia BI, para su minimizacién por el método DFT.

= Medicién de caracteristicas estructurales y su organizacién en tablas.

= Construccion de graficos para la comparacion de pardmetros y caracteristicas
estructurales.

= Conclusiones de caracteristicas comunes para las diferentes secuencias.
= Diferencias y dependencias debidas a las secuencias de nucleésidos.
= Prueba del Funcional PWB6K.

= Analisis de los célculos para las caracteristicas conformacionales de fragmentos
minimos del ADN de la conformaciéon de dDMPs complementarios, optimiza-
dos por los métodos MP2 y DFT.
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Capitulo 1

Introduccion

Un hombre honrado, armado con todo el
conocimiento a nuestra disposicion ahora,
solo podria declarar que, en algin sentido,
por el momento el origen de la vida parece

cast milagroso

FRANCIS CRICK,

ganador del Premio Nobel, codescubridor de la
estructura de hélice doble del ADN.

1.1. Breve historia sobre el ADN

El ADN es una macromolécula descubierta hace méas tiempo del que podriamos
pensar. Lo descubrio, en 1869 !, Johann Friedrich Miescher, un cientifico suizo que
trabajaba en la Universidad de Tubinga, en Alemania. Cuando examinaba pus de
vendajes quirargicos, al microscopio, encontré una sustancia que no identificé y a
la que llamo6 nucleina (porque residia en los ntucleos de las células). Miescher hizo
por entonces poco mas que resefiar su existencia, pero veintitrés anos después, en
una carta suya a un tio, plante6 la posibilidad de que aquéllas moléculas pudieran
ser los agentes basicos de la herenciafi].

Durante la mayor parte del medio siglo siguiente, el criterio general era que
aquel material (llamado &cido desoxirribonucleico o ADN) tenia como méaximo un
papel secundario en cuestiones de herencia. Era demasiado simple. No tenia mas
que cuatro componentes basicos llamados nucleétidos, lo que era como tener un
alfabeto de so6lo cuatro letras. ;Como iba a poder escribir la historia de la vida con
un alfabeto tan rudimentario? La respuesta es que lo hace de un modo muy pare-
cido al que utilizas para crear mensajes complejos con simples puntos y lineas del

1Ridley,Matt, Genome: The Autobiography of a Species.London: Fourth Estate, 1999, p. 48.



2 CapPiTULO 1. Introduccién

codigo Morse: combinandolos. E1 ADN no hacfa nada en absoluto, que se supiera?.

Estaba simplemente instalado alli en el ntcleo, tal vez ligando al cromosoma de
algiin modo, anadiendo una pizca de acidez cuando se lo mandaban o realizando
alguna otra tarea trivial que ain no se le habia ocurrido a nadie. Se creia que la
complejidad necesaria tenia que estar en las proteinas del nicleo?.

Sin embargo, dos problemas planteaban el hecho de desdeniar el ADN. Prime-
ro, habia tanto (casi dos metros en cada niicleo) que era evidente que las células lo
necesitaban y que tenia que ser importante para ellas. Ademés, en dos estudios en
particular, uno sobre la bacteria Pneumococcus y otro sobre bacteridografos (virus que
infectan bacterias), €l ADN demostro tener una importancia que sblo se podia explicar
si su papel era méas trascendental. Las pruebas parecian indicar que el ADN par-
ticipaba de algin modo en la formacién de proteinas, un proceso decisivo para la
vida, pero estaba también claro que las proteinas se hacian fuera del nicleo, bien
lejos del ADN que dirigia supuestamente su ensamblaje.

Nadie podia entender cémo era posible que el ADN enviase mensajes a las pro-
teinas. Hoy sabemos que la respuesta es el ARN, o acido ribonucléico, que actua
como intérprete entre los dos. Es una notable rareza de la biologia que el ADN y las
proteinas no hablen el mismo idioma, para comunicarse necesitan un mediador en la
forma de ARN. El ARN, trabajando con una especie de empleado quimico llamado
ribosoma, les traduce a las proteinas la informaciéon del ADN de una célula a un
lenguaje comprensible para que ellas puedan utilizarlas, es decir, que se sinteticen
las proteinas.

Reanudando nuestra historia, en 1904, Thomas Hunt Morgan, justo cuatro afios
antes del oportuno redescubrimiento de los experimentos de Mendel con plantas de
guisantes y todavia casi una década antes de que “gen” se convirtiera siquiera en
una palabra, empez6 a hacer cosas notablemente nuevas con los cromosomas. Los
cromosomas se habfan descubierto por casualidad en 1888 y se llamaron asi porque
absorbian enseguida la tincién y eran faciles de ver al microscopio.

Morgan eligié como objeto de estudio una mosca pequenia y delicada, llamada
oficialmente Drosophila melanogaster, conocida como la mosca de la fruta. Morgan
y su equipo trabajaban en un pequefio laboratorio de Schermerhorn?, en la univer-
sidad de Columbia, Nueva York. Intentaron, durante seis afios, producir mutaciones
por todos los medios que se les ocurrieron (exponiendo a las moscas a radiacion,
cridndolas en un medio de luz brillante y de oscuridad, haciéndolas girar en

2Wallace et al., Biology: The Science of Life, 2nd edn. Glenview, 1986, p. 48.

3De Duve, Christian, A Guided Tour of the Living Cell, vol. 2, 1984, p. 295.

4Clark, Ronald W., The Survival of Charles Darwin: A Biography of a Man and an Idea,
London: Daedalus Book, 1985, p. 259
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centrifugadoras), pero nada resulté. Cuando Morgan estaba ya a punto de renun-
ciar se produjo una mutacion sibita y repetible: una mosca tenia los ojos de color
blanco en vez del rojo habitual. Después de este éxito, Morgan y sus ayudantes con-
siguieron generar provechosas deformidades que les permitieron rastrear un rasgo a
lo largo de sucesivas generaciones. Pudieron determinar asi las correlaciones entre
caracteres particulares y cromosomas individuales, llegando a demostrar, por fin,
que los cromosomas eran una de las claves de la herencia.

Pero seguia en pie el problema en el nivel siguiente de la herencia: los enigma-
ticos genes y el ADN del que se componian.

La “victoria” de determinar la estructura del ADN correspondi6 a un cuarteto
inverosimil de cientificos de Inglaterra que no trabajaban como equipo, se enfa-
daban a menudo, no se hablaban y eran mayoritariamente novatos en ese campo:
Maurice Wilkins y Rosalind Franklin del Colegio King de Londres, y Francis Crick
y James Watson del Laboratorio Cavendish, de Cambridge (a éstos dos dltimos es a
quienes se les atribuye el descubrimiento).

La cuestion es que supusieron (correctamente, como se demostraria) que, si se
podia determinar la forma de la molécula de ADN, se podria ver cémo hacia lo
que hacia. Franklin tenia las mejores imégenes que existian de la posible estructura
del ADN, conseguidas por medio de la cristalografia de rayos X, la técnica perfec-
cionada por Linus Pauling, pero, para constante irritacién de Wilkins, se negaba a
compartir sus descubrimientos.

Que Wilkins y Franklin no congeniasen fue un hecho que Watson y Crick parece
ser que explotaron en beneficio propio. Tras un “problema’” que tuvieron®, en enero
de 1953, Wilkins mostré a Watson las imagenes de Franklin, al parecer sin que ella
lo supiese ni lo consintiese® (figura 1.1). Watson y Crick, armados con el conoci-
miento de la forma bésica de la molécula de ADN y algunos elementos importantes

de sus dimensiones, redoblaron sus esfuerzos.

Se sabia que el ADN tenia cuatro componentes quimicos (llamados adenina,
guanina, citosina y timina) y que esos componentes se emparejaban de formas de-
terminadas. Asi que, jugando con piezas de carton cortadas segun la forma de las
moléculas, Watson y Crick consiguieron determinar como encajaban las piezas. A
partir de ahi construyeron un modelo tipo Mecano, que consistia en placas metali-
cas atornilladas en espiral.

SWhite, Rivals, p.257; Maddox, Brenda, Rosalind Franklin: The Dark Lady of DNA, London:
HarperCollins, 2002, p. 185.
5Portal internet PBS, «A Science Odyssey», n.d.
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Figura 1.1: “Foto 517, tomada por Franklin, que muestra un patron de difraccion de
rayos X de ADN de la forma B

La edicion del 25 de Abril de 1953 de Nature incluia un articulo de 900 palabras
de Watson y Crick, titulado «Una estructura para el dcido desoxirribonucléicos”.

Iba acompanado de articulos independientes de Wilkins y Franklin.

El descubrimiento de Watson y Crick no se confirmé, en realidad, hasta la década
de los anos ochenta. Como dijo Crik en uno de sus libros: «Hicieron falta veinticinco
afios para que nuestro modelo de ADN pasase de ser solo bastante plausible a ser
muy plausible... y, de ahi, a ser casi con seguridad correcto»®. En realidad casi no se
habia hecho méas que empezar. Hoy dia incluso hay muchas peculiaridades del ADN
que apenas entendemos. Gran porcentaje del ADN consiste de largas extensiones
de materia extrana aparentemente sin sentido... “basura” o “ADN sin cédigo”. Sélo
aqui y alla, a lo largo de cada hebra, encuentras secciones que controlan y organizan
funciones vitales. Se trata de los curiosos genes, tan esquivos y escurridizos durante
mucho tiempo.

Los genes son fragmentos de ADN y estos fragmentos corresponden a ARN
mensajero, ribosémico o de transferencia, cuando los genes corresponden a ARNm
tenemos instrucciones para hacer proteinas, por otro lado, el ARNr sélo se encarga
del transporte de proteinas. Las fabrican con una fidelidad monétona y segura. En
este sentido, son més bien como las teclas de un piano, que cada una de ellas da
s6lo una nota y nada mas’, lo que es evidentemente un poco monétono. Pero, si
combinas los genes, igual que haces con las notas del piano, puedes crear acordes y
melodias de infinita variedad. Junta todos esos genes y tendras la gran sinfonia de
la existencia, conocida como el genoma humano.

"De Duve, A Guided Tour of the Living Cell, vol. 2, p.290

8Crick, Francis, What Mad Pursuit: A Personal View of Scientific Discovery, London: Penguin
Press, p. 73-74

9 National Greographic, «Secrets of the Geney, octubre de 1995, p. 55.
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Figura 1.2: Estructura de la hélice doble del ADN. (ARRIBA) Fragmento de ADN de
la familia B1, vista aérea (imagen a la izq.) y frontalmente con diferentes efectos.
(ABAJO) Fragmento minimo de ADN, ejemplo de dDMPs complementarios, con los
pares de bases Adenina-Timina y Guanina-Citosina.

1.2. Importancia biolégica y estudios del ADN

El ADN es la molécula bioldgica mas importante, ya que es la portadora de la
informacién génetica. Toda la informaciéon necesaria para que se lleve a cabo la vi-
da y reproduccion en los sistemas biol6gicos esté contenida en ésta macromolécula.
El ADN es una hélice doble, consta de dos cadenas complementarias de polinu-
cledtidos, cada una de las cuales estd compuesta por un conjunto de nucledsidos
conectados por un grupo fosfato (figura 1.2). Cada nucleosido consiste de una base
nitrogenada (Adenina, Timina, Guanina o Citosina) y un aztcar desoxirribosa. A
pesar del importantisimo papel biologico del ADN, la diversidad quimica de ésta es
sorprendentemente simple y esta limitada a la combinacién de las cuatro posibles
bases nitrogenadas a lo largo de la cadena de polinucledtidos. Sin embargo, esto es
sufisciente para codificar la gran diversidad de la vida. Pero, jpor qué sélo cuatro
bases nitrogenadas para escribir la gran diversidad de vida?, pues bien, porque de
no ser asi no podriamos tener la maravillosa cadena alimenticia que tenemos, donde
podemos sintetizar los compuestos de otros organismos para poder sobrevivir.
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A pesar de su estructura conservativa la hélice no es regular, las variaciones en
los parametros conformacionales a lo largo de los ejes de la hélice son responsables
de la formacién de diferentes regiones de ADN con funciones biologicas especificas.
Entender el papel de los acidos nucléicos como bloques de construccion en la forma-
cion, la dependencia de la secuencia de las bases y las preferencias conformacionales
de la estructura tridimensional del ADN es un paso importante hacia el entendi-
miento de los procesos genéticos y la comprensiéon de la vida misma.

Han sido revelados, en experimentos estructurales, varios patrones de la es-
tructura tridimensional de los fragmentos de ADN, incluyendo las bien conocidas
familias de dobles hélices (A y B) y conformaciones con secuencias especificas (fa-
milia Z). Esta importante informacion estructural obtenida ha sido acumulada en el
Nucleic Acid Data Bank [2] y ha sido analizada por Svoil y col. [3] Las familias y los
fragmentos especificos de las secuencias de polinucledsidos dentro de cada familia
se distinguen por los dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato y por el arreglo
mutuo de las bases.

Sin embargo, determinar el papel de los fragmentos individuales en la conforma-
cién duaplex va mas alla del alcance de las técnicas experimentales disponibles, por
ello es indispensable el uso de herramientas tebrico-computacionales, como calcu-
los de mecanica cuéntica, para entender las complejas propiedades de los bloques
de construcciéon y la naturaleza fisica de sus interacciones. Debido al alto costo
computacional de éstos métodos, es necesario limitar los sistemas de estudio hasta
el minimo posible.

Para evaluar la contribucion de las conformaciones preferentes presentes en una
sola cadena de ADN, respecto a la variaciéon de la estructura de la doble hélice, se
han realizado con anterioridad calculos de mecénica cuantica de primeros princi-
pios de fragmentos minimos de una sola cadena de ADN, usando el método de la
Teoria de Funcional de Densidad (DFT, por sus siglas en inglés) [4, 5. Este nivel
de la teoria provee un compromiso razonable entre la exactitud de los calculos y la
demanda de recursos de computo, en comparaciéon con los métodos computaciona-
les, no empiricos, disponibles. Los célculos especificos con DFT han revelado que la
conformaciéon caracteristica BI de la cadena de ADN est4 inicialmente predispuesta
en una sola hebra y concretamente en los perfiles estructurales de su dDMP en la
forma de minimo local de energia [6].

Siendo la unidad estructural méas pequena de una sola cadena de ADN, los
desoxydinucleosidos monofosfatos (ADMPs), (figura 1.3), llevan cierta informacion
sobre determinada conformacion local de ADN. Estos consisten de dos nucleosi-
dos situados a lo largo de la hebra de ADN conectados por un grupo fosfato. Los
dDMPs pueden ser descritos totalmente por los dngulos de torsiéon del esqueleto
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Figura 1.3: Desoxydinucledsido Monofosfato neutralizado con Na+, fragmento mi-
nimo de la cadena tnica del ADN.

azucar-fosfato, el empaquetamiento de los anillos de la desoxirribosa, y los dngulos
de torsion glucosidicos, uno por base.

Trabajos anteriores [4, 5, 6, 7) mostraron que la contribucién del esqueleto aziicar-
fosfato al paralelismo de las bases es dependiente de la secuencia de las bases,
dDMPs con secuencias purina-pirimidina y purina-purine muestran una amplia
superposiciéon en los anillos de las bases, mientras que dDMPs con secuencias
pirimidina-puring 'y pirimidina-pirimidina tienen superposicion de los anillos de
las bases despreciable o nula.

Las interacciones debido al apilamiento o también llamado Stacking y los enlaces
por puente de hidrégeno de las bases del ADN representan una importante fuen-
te de variabilidad conformacional de este mismo, pues éstas interacciones son las
encargadas de la estabilizacién de la hélice doble. Datos experimentales del ADN
cristalino se han utilizado ampliamente para examinar cémo las interacciones de
stacking y la orientaciéon de la cadena principal de aztcar-fosfato se correlacionan
con pardmetros estructurales promedio, de secuencias de nucleétidos, tales como
Tuwist, Rise, Propeller, Roll, y Slide. Estas investigaciones han revelado que desvia-
ciones en éstos parametros son dependientes de la secuencia de bases[s]. Algunos
estudios indican que las variaciones en el parametro Twist del ADN pueden ser atri-
buidas a las interacciones de stacking que involucran repulsiones estéricas entre los
radicales de los anillos de las bases en surcos mayores y menores de ADN y las in-
teracciones m — 7 entre pares de bases apiladas de acidos nucléicos, mientras que un
mayor andlisis de datos de rayos X, sugiere que el esqueleto también juega un papel
significativo en la determinacion del angulo de torsion helicoidal (h-Twist) del ADN.
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A fin de continuar los estudios sobre el polimorfismo del ADN, en el presente tra-
bajo estudiamos diez fragmentos minimos de la hélice doble del ADN con diferentes
secuencias de bases, los cuales estan conformados por dDMPs complementarios, de
la familia estructural B1. Estos fueron sometidos a minimizacion utilizando el mé-
todo DFT, para analizar las caracteristicas comunes, diferencias y dependencias de
secuencias de nucledsidos, pues se sabe muy bien que el arreglo mutual de las bases
en los dDMPs es dependiente de la secuencia, es decir, dos dADMPs que contienen los
mismos nucledsidos pero en distinta secuencia presentan una diferencia drastica en
las posiciones mutuales de las bases. Ademés, como un estudio extra, se analizaron
tres fragmentos minimos, con las secuencias A-T (Adenina-Timina), T-A (Timina-
Adenina) y G-C (Guanina-Citosina), sometidos a minimizacion por los métodos
MP2 y el Funcional PWB6K para el analisis de diferencias en las caracteristicas
conformacionales entre las estructuras con la misma secuencia de nucleésidos, ésto
con el fin de comparar los diferentes métodos.

Cabe resaltar que éste trabajo es producto de la coloboracion entre diferentes
investigadores y estudiantes. El papel principal de la tesista en tal colaboraciéon fué
la de crear archivos iniciales a partir de estructuras experimentales (previamente
optimizadas por distintos métodos), medir las caracteristicas estructurales de los
dDMPs complementarios ya optimizados y organizar estos resultados en graficos
y tablas. En la presente tesis se describe el método de Teoria del Funcional de
Densidad para comprender la estructura electronica.



Capitulo 2

Estructura del ADN

«Dime y lo olvido, enséname y lo recuerdo,
imvolicrame y lo aprendo.»

BENJAMIN FRANKLIN,

politico, cientifico e inventor.

Los acidos nucléicos constituyen los tltimos peldafios en la jerarquia molecular
de los seres vivos, por ser depositarios de la informacién genética, cuyas instruc-
ciones vienen codificadas por el ordenamiento de las bases nitrogenadas que los
conforman. De su expresiéon depende la secuencia aminoacidica de las proteinas, de
cuya sintesis son responsables inmediatos, y por ende, de la totalidad de la sintesis
y el control de los procesos celulares. Por otra parte, su capacidad de replicarse
permite la obtencién de copias exactas del codigo genético con las que dota a las
células descendientes, lo que supone la base para la perpetuacion de la vida.

El estudio de su estructura, funcionamiento y mecanismos de regulacién de la
expresion genética, es escencial para comprender la integracion de los procesos que
sostienen la vida tanto a nivel celular como en organismos pluricelulares.

El ADN es un polinucleétido de doble cadena cuya mision es conservar la infor-
macién genética, especificando la secuencia de aminoacidos de todas y cada una de
las proteinas celulares. Cada nucledtido esta formado por tres unidades (figura 2.1):
una molécula de azucar llamada desoxirribosa diferente de la ribosa, del ARN, por
carecer de oxigeno en el carbono 2’; lo que contribuye a una mayor estabilidad en la
cadena, un grupo fosfato y una de las cuatro posibles bases nitrogenadas: dos pri-
cas (Adenina y Guanina) y dos pirimidinicas (Timina y Citosina). Cabe mencionar
que un nucledsido so6lo esta formado por la desoxirribosa y una de las cuatro bases
nitrogenadas, asi, Nucledsido + Grupo Fosfato = Nucledtido.
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Figura 2.1: Estructura de un nucledtido

BASE NITROGENADA | NUCLEOSIDO | NUCLEOTIDO
Adenina Adenosina Acido Adenilico
Guanina Guanidina Acido Guanilico
Citosina Citidina Acido Citidilico
Timina Timidina Acido Timidilico

Tabla 2.1: Terminologia empleada para referirse a los nucledsidos y nucledtidos.

Los nuclebtidos de cada una de las dos cadenas que forman el ADN estable-
cen una asociacion especifica con los correspondientes de la otra cadena. Debido
a la afinidad quimica entre las bases, los nucleétidos que contienen Adenina for-
man puentes de hidrégeno (enlaces quimicos débiles) siempre con los que contienen
Timina, y los que contienen Citosina con los que contienen Guanina (figura 2.2).

CH, H 3 puentes
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| Timina | Eirosinal| Ly
2 | : N. ;i
Aziicar \F/N\ Lo N Azucar"N"C’ ey, 'I:I:.
N ] b
o |Ademiral| ‘;C H 8] . H\NIC\C'—N‘\\
oy e~ b ™ H gmmu.g _,CH
2 puentes Aziicar e Ry ‘
de Hidégeno o NSazicar
H

Figura 2.2: Bases nitrogenadas y pares que se forman.
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Una de las tareas mas importantes de la célula es la sintesis de proteinas, molé-
culas que intervienen en la mayoria de las funciones celulares, estas estan formadas
por aminoacidos que determinan su estructura y funcion. El ADN es quien con-
tiene la informacion necesaria para dirigir la fabricacién de proteinas, ya que la
secuencia de aminoacidos estd determinada por la secuencia de bases de los nu-
cledtidos del ADN. Cada secuencia de tres bases nitrogenadas, dTDPs, constituye
una palabra del c6digo genético o coddn, que especifica un aminoédcido determinado.

De las dos cadenas de polinucleétidos que forman una molécula de ADN, sélo
una, llamada cadena adelantada, contiene la informacién necesaria para la pro-
ducciéon de una determinada secuencia de aminoacidos. La otra, llamada cadena
retrasada, ayuda a la replicacion.

Cabe mencionar que un gen es una secuencia de nucleétidos de ADN que espe-
cifica el orden de aminoacidos de una proteina por medio de una molécula interme-
diaria de ARNm. La sustitucién de un nucleétido de ADN por otro que contiene
una base distinta hace que todas las células o virus descendientes contengan esa
misma secuencia de bases alterada. Como resultado de la sustitucion, también pue-
de cambiar la secuencia de aminoacidos de la proteina resultante. A esta alteracion
de una molécula de ADN es a lo que llamamos mutacion. Casi todas las mutaciones
son resultado de errores durante el proceso de replicacion del ADN.

El ADN se puede presentar en cuatro niveles de organizacion (figura 2.3):

s Estructura Primaria: Cadena tnica del ADN, tiene cada uno de sus nu-
cledsidos unidos por un enlace fosfodiéster (enlace covalente que se produce
entre un grupo hidroxilo (—OH) en el carbono 3’ y un grupo fosfato (POy)
en el carbono 5" del nucledtido entrante). Aqui se encuentra la informacion
genética, radicando en la secuencia de las bases nitrogenadas.

s Estructura Secundaria: Postulada por Watson y Crick, es una hélice doble,
dextrogira o levogira, segun la conformacion de ADN. Permite explicar el
almacenamiento de la informaciéon genética y el mecanismo de duplicacion
del ADN. Ambas cadenas son complementarias y antiparalelas, debido a la
complementariedad de las bases para formar enlaces de hidrégeno y debido a
que el extremo 3’ de una se enfrenta al extremo 5 de la otra.

s Estructura Terciaria: Se refiere a como se almacena el ADN en un volumen
reducido para formar los cromosomas. Varia segin se trate de organismos
procariontes o eucariontes:

a) En procariontes se pliega como una super-hélice en forma, generalmente,
circular y asociada a una pequena cantidad de proteinas. Lo mismo ocurre en
las mitocondrias y en los plastos.
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Figura 2.3: Estructura Secundaria, Terciaria y Cuaternaria del ADN

b) En eucariontes el empaquetamiento ha de ser méas complejo y compacto y
para esto necesita la presencia de proteinas. A esta union de ADN y protei-
nas se conoce como cromatina, en la cual se distinguen diferentes niveles de
organizacion:

e Nucleosoma

e Collar de perlas
e Fibra cromatinica

Bucles radiales

e Cromosoma

s Estructura Cuaternaria: Solo esta presente si hay mas de una cadena po-
lipeptidica. La cromatina en el nicleo tiene un grosor de 300A. La fibra de
cromatina de 100A se empaqueta formando una fibra de cromatina de 300A.
El enrollamiento que sufre el conjunto de nucleosomas recibe el nombre de
solenoide. Los solenoides se enrollan formando la cromatina del ntcleo inter-
fasico de la célula eucariota. Cuando la célula entra en division, el ADN se
compacta atun mas, formando los cromosomas.

Dado que en el presente trabajo nuestro objeto de estudio son fragmentos de la
doble hélice del ADN (Estructura Secundaria), hablaremos un poco mas a fondo de
ésta.
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2.1. Estructura Secundaria del ADN

Experimentalmente, gracias a la difraccion de rayos X para fragmentos de ADN
cristalizados, se ha podido clasificar a las estructuras (secundarias) de ADN en 3
grandes familias conformacionales (figura 2.4): familia A, familia B (ambas Dextro-
giras) y la familia Z (Levogira). Cabe mencionar que el ADN de tipo B es el mas
abundante y es el descubierto por Watson y Crick.

Familias estructurales del ADN [10]:

» ADN-A: Tenemos ésta familia conformacional cuando el ADN, (fibra de
ADN), se encuentra en un medio con escasa agua. Este es una gran hélice,
rechoncha con bases fuertemente inclinadas, dejando de ser perpendiculares
al eje de la hélice, un surco mayor cavernoso, y un surco menor que es casi
demasiado superficial para ser llamado un surco en absoluto.

» ADN-B: Esta familia conformacional la obtenemos cuando tenemos el ADN
en solucién de cloruro de sodio con sufisciente agua. Es mas delgada y mas
alargada, con planos de las bases esencialmente perpendiculares al eje de la
hélice, y con un surco menor estrecho y surco mayor ancho de profundidad
comparable. La mayor capacidad informativa se encuentra en el surco ma-
yor como consecuencia de la mayor variabilidad de los grupos quimicos que
presenta: en el surco mayor, los grupos quimicos presentes especifican la iden-
tidad del par de base, pudiendo distinguir hasta los pares de bases A-T de
los T-A, permitiendo asi que las proteinas reconozcan sin equivocacién las
secuencias de ADN sin tener que abrir la doble hélice.

s ADN-Z: Dicha familia conformacional es posible para secuencias especificas
de bases, por ejemplo, para G-C-G-C-G (purina-pirimidina...). La hélice Z es
més delgada y mas alargada para el mismo nimero de pares de bases que las
otras dos familias conformacionales. En ésta el surco menor es cavernosamente
profundo, y el surco mayor estd completamente aplanado sobre la superficie
de la molécula. Los dos rasgos caracteristicos del ADN-Z son la inversion
de la direccién de la hélice y el uso de dos pares de bases equivalentes no
consecutivos como la unidad de repeticion helicoidal, este ultimo atribuye en
el esqueleto de azucar-fosfato una conformaciéon en zigzag que es responsable
de la designacién Z.

Cabe mencionar que en el presente trabajo el estudio se limita a la familia
estructural B, especificamente BI.
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Figura 2.4: Vistas laterales y superiores que tlustran los rasgos caracteristicos de las
estructuras helicoidales requlares A, B y ADN-Z deducidas a partir de los modelos
de difraccion de rayos X de fibras representativas. Las cintas rastrean la progresion
de la columna vertebral definida por los dtomos de fosforo y las lineas negras gruesas
(cajas) representan los ejes helicoidales [9].

Pero, jcuél es la importancia de estudiar dichas familias estructurales?. Si bien
no es posible estudiar al ADN en pleno funcionamiento, dentro de las células, dado
que sabemos de qué estan conformadas y conocemos sus distintos procesos, podemos
darnos una idea del papel que puede jugar cada familia de ADN. Por ejemplo,
el ADN-A dado sus grupos hidrofébicos podemos encontrarlo en los lipidos, por
ejemplo en las membranas..., por otro lado el ADN-B que es el mas abundante y se
observa en solucion con agua, podemos tenerlo en general en las células, del ADN-Z
no se sabe mucho atin, pero hay indicaciones de que existen estructuras semejantes
en los organismos, por ello la importancia de estudiarlo también.
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2.1.1. Parametros geométricos para el estudio del ADN

Para el estudio del ADN nos podemos valer de distintos pardmetros que nos
aportan informacién sobre éste, en este trabajo analizamos los angulos de torsion
(Fig. 2.5), el empaquetamiento del azucar (Fig. 2.6), ademéas de los parametros
h-Twist, h-Rise, Buckle, Propeller y superposicion de las bases debido al Stacking
(Fig. 2.7).

Para los 4cidos nucleicos son especificados seis dngulos principales de torsiéon de
la cadena azucar-fosfato (figura 2.5). Uno de estos dngulos de torsion, ¢, es particu-
larmente informativo porque identifica el empaquetamiento del aztcar o conforma-
cién del anillo de desoxirribosa, un pardmetro que ha jugado un papel importante
en estudios anteriores de la estructura del ADN. En el anillo de desoxirribosa uno
de sus atomos (de los cinco 4tomos que lo conforman) se encuentra fuera del plano
ya sea a un lado o al otro, dependiendo la conformacion se les designa como Xn'-
endo o Xn'- exo, donde Xn' identifica el &tomo y endo y exo describen si esta fuera
de planicidad en la misma direcciéon que el 4tomo C5' o en el lado opuesto (figu-
ra 2.6). La conformacion C3’-endo o C2’-exo tradicionalmente se ha asumido para
el ADN-A, y C2’-endo o C3’-exo para el ADN-B, pero esto es una simplificacion
[10].

Figura 2.5: Designacion de los dngulos de torsion de un dDMP.
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Figura 2.6: Empaquetamiento del azucar.

El otro angulo de torsién importante o relevante es el angulo glucosidico , entre
el atomo C'1’ del anillo de azticar y el nitrogeno de su base adjunta (corresponde a la
posicion mutual base-aztcar, ver figura 2.5). Cuando el anillo se gira de manera que
se dobla hacia el surco menor, la conformacion se describe como syn, y x tiene un
valor alrededor de +70°. En contraste, en la conformaciéon anti, menos restrictiva, el
anillo de azucar se dobla fuera del surco menor, x entonces es libre de adoptar una
amplia gama de valores, desde -80° hasta -180°. La peculiar cadena con trayectoria
zigzag en el ADN-Z surge debido a la alternancia de conformaciones syn y anti en
guaninas y citosinas, respectivamente. En todas las deméas hélices de ADN so6lo se
encuentra la conformacion anti.

Los otros cinco principales angulos de torsion de la cadena también varian en
cierta medida entre las tres familias de hélice, pero no son tan caracteristicos o de
diagnostico como lo son los angulos § y x.

Para cada conjunto de &dngulos tenemos ciertos parametros de posicion de las
bases, cada familia tiene dichos dngulos en regiones especificas, lo cual nos permite
determinar a qué tipo de familia pertenece cierto fragmento de ADN, es por ello
que en el presente trabajo se estudiaron los pardmetros Buckle, Propeller y la su-
perposicion de las bases debida al Stacking, ademas de h-Twist y h-Rise para las
diez posibles conformaciones de dinucledsidos monofosfatos, como unidad minima

de la hélice doble de ADN.

Los enlaces de hidrogeno y Stacking de las bases nitrogenadas son fundamentales
para la organizacién del ADN y ARN, dando a ambos sus estructuras tridimensio-
nales y modos de reconocimiento. Cabe mencionar que los pares de bases no son
necesariamente planos, lo cual podemos comprobarlo con el angulo ¢'. El Stacking
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Figura 2.7: Descripciones grdficas de los pardmetros Buckle, Propeller, h-Rise y h-
Twist, empleados para describir la geometria de pares de bases complementarios y
secuencias de pares de bases.

cara a cara de los anillos aromaticos depende sutilmente de la secuencia de nuclebti-
dos. Comprobando que el grado de superposiciéon entre purina-pirimidina es mayor
que el que hay entre pirimidina-purina [11].

Cada par de bases se caracteriza de forma tnica por un conjunto de seis parame-
tros de cuerpo rigido: Shear, Stretch, Stagger, Buckle, Propeller y Opening. Ya que
los seis parametros de pares de bases definen univocamente la posicion y orientacion
relativa de dos bases, se pueden utilizar para reconstruir el par de bases. Por otra
parte, los parametros proporcionan un mecanismo simple para la clasificacion de las
estructuras y la buisqueda en bases de datos. Entre los seis parametros del par bases,
sOlo Shear, Stretch y Opening son criticos en la caracterizacion clave de los enlaces
de hidrogeno. Buckle, Propeller (ver Fig. 2.7, a la izquierda) y Stagger, en contraste,
son parametros secundarios, que simplemente describen las imperfecciones, es decir,
la no planaridad de determinado par de bases [9]. En términos generales, Propeller
siempre tiene un valor de aproximadamente —10° en A- y B-ADN, mientras que
Buckle puede ser positivo o negativo hasta 20°. Los otros cuatro muestran mucho
menos variaciones.

Se requieren seis parametros de cuerpo rigido (tres rotaciones y tres traslacio-
nes) para describir la posicion y la orientaciéon de un par de bases con relacion a
otro. Dos conjuntos de dichos parametros se utilizan comtnmente en la literatura:
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el conjunto de pardmetros locales de secuencias de pares de bases, Shift, Slide, Rise,
Tilt, Roll y Twist, que describen la geometria del apilamiento de una secuencia de
dinucle6tido desde una perspectiva local; y el conjunto de pardmetros helicoidales,
X-desplazamiento, Y-desplazamiento, Inclination, Tip helical Rise y helical Twist
(ver Fig. 2.7, a la derecha), que describen la regularidad de la hélice, por ejem-
plo, h-Twist es el angulo de rotaciéon alrededor del eje helicoidal que tienen pares
de bases sucesivos. Generalmente se supone que la longitud del ADN es el mismo
para cualquier familia de ADN del mismo tamano y que el valor de h-Rise de cual-
quier secuencia de dinucleétido no cambia en gran medida del valor promedio 3.4A.
Resultados mas recientes, obtenidos por analisis de rayos X de cristales de ADN,
sugieren valores de h-Rise alrededor de 2.8340.36A para A-ADN y 3.294+0.21A pa-
ra B-DNA [9].



Capitulo 3

Metodologia para el estudio
Teérico-Computacional del ADN

Nunca constideres el estudio como una
obligacion, sino como una oportunidad para
penetrar en el bello y maravilloso mundo del

saber.

ALBERT EINSTEIN,
ganador del Premio Nobel de Fisica en 1921.

Es indiscutible que el ADN juega un papel esencial en los procesos de la vida,
gracias a su riqueza estructural. Pero, jcudles son los factores que permiten dicha
riqueza estructural?. Para poder responder ésta pregunta los cientificos se han vali-
do de dos diferentes métodos para el estudio del ADN. El primer método consiste en
técnicas experimentales tales como: difracciéon de rayos X y resonancia magnética
nuclear, éstas técnicas son tutiles para visualizar la estructura en ciertas condicio-
nes pero no nos permiten conocer detalladamente las interacciones moleculares que
existen entre las subunidades del ADN. El segundo método consiste en estudios
computacionales, el cual es excelente para conocer las interacciones y analizar las
estructuras méas favorables de las moléculas.

Existen dos tipos de modelos moleculares empleados para realizar los célculos
computacionales: los modelos mecanico moleculares y los modelos mecanico cuan-
ticos. El primero permite trabajar con moléculas grandes de una manera bastante
sencilla y a costos accesibles, mientras que el segundo sé6lo se puede aplicar a pe-
quenos fragmentos de moléculas y su costo en tiempo y dinero es muchisimo mayor
que el anterior. Sin embargo, dado que los sistemas que trabajamos no son tan
complejos, es posible hacer uso de ambos. En este trabajo se empled el modelo
mecanico cuantico para optimizar los dDMPs complementarios (que se detallan en

19
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la Seccion 3.2.1), como unidad minima de la hélice doble de ADN.

3.1. Mecanica Cuantica

El Método de Mecéanica Cuantica se basa principalmente en resolver la ecuacion
de Schrodiger. Sin embargo, debido a que ésta s6lo puede ser resuelta exactamente
para el problema de dos cuerpos, como en el caso del atomo de hidrégeno, donde
sblo interactiian el nucleo y un electréon, han surgido algunos métodos para trabajar
con problemas mas complejos como lo son los sistemas de moléculas organicas que
nosotros estudiamos.

Uno de los conjuntos de métodos mas conocidos y utilizados son los métodos
ab initio (de primeros principios), los cuales se derivan directamente de principios
tedricos, sin incluir pardmetros empiricos en sus ecuaciones, es decir, sin tomar en
cuenta datos experimentales. Las aproximaciones son estrictamente mateméticas,
pues buscan emplear una forma mas simple de las funciones utilizadas para obtener
soluciones aproximadas a las ecuaciones diferenciales complicadas.

Una caracteristica méas de los métodos ab initio, es resolver la estructura electro-
nica de la molécula, resolviendo la ecuacion de Schrodiger independiente del tiempo
para cada dtomo o particula:

HU = EV (3.1)

Donde H es el Hamiltoniano del sistema, operador correspondiente a la obser-
vable energia (cinética y potencial). Esto es, que representa la energia total del
sistema (formalmente es definido como un operador autoadjunto que acttia sobre
un dominio denso en el espacio de Hilbert del sistema), E es el valor propio de H
y W es la funcion de onda que nos habla del comportamiento del sistema.

En general, para simplificar los calculos realizados con estos métodos, se uti-
liza como primera aproximacion la representacion de Born-Oppenheimer. Misma,
que permite la separaciéon de los movimientos de los electrones y los ntcleos, y
que considera la geometria de las moléculas como un parametro adiabatico. Es de-
cir, que se da mediante cambios infinitamente lentos en el Hamiltoniano del sistema.

Sin embargo, a pesar de que estas consideraciones simplifican la Ec. 3.1, no
son suficientes y es necesario hacer algunas otras aproximaciones. Una de ellas es
considerar los orbitales moleculares como una combinacién lineal de los orbitales
atoémicos. Esto es, que el conjunto base sea construido como una combinacién lineal
de los orbitales atomicos (LCAO-Linear Combination of Atomic Orbitals) del sistema.
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Luego de aplicar estas dos simplificaciones se hace necesario adoptar algin otro
método que permita resolver las ecuaciones necesarias. El método mas comun de
los célculos con ab initio para la estructura electronica es el de Hartree-Fock (HF),
que es un método iterativo. En ellos la repulsion electron-electréon, correspondiente
al efecto de correlaciéon, no se toma en cuenta directamente, sino que sélo se incluye
su efecto como un promedio de todas las interacciones.

El primer paso en este método es la eleccién de un conjunto de orbitales inicia-
les aproximados que representen el movimiento de los electrones. En general, para
los calculos de un 4tomo, estos orbitales o funciones de onda de sus electrones son
tipicamente los orbitales del &tomo de hidrégeno, pero para célculos de moléculas,
las funciones aproximadas iniciales de un electrén son una combinacion lineal de los
orbitales atémicos, que debido a su naturaleza fermioénica, debe ser anti-simétricos.

Como el método HF no es tan exacto, en lo que respecta a los efectos de co-
rrelacion, este puede ser complementado con otros métodos que ayudan a resolver
este problema. Uno de ellos es el método proveniente de la teoria de perturbaciones
Moller-Plesset, conocido como Método de Perturbaciones (MP). El cual incluye el
efecto de correlacién electréonica al aumentar el Hamiltoniano no perturbado Hy de
HF una pequena perturbacion H':

H=Hy+ \H' (3.2)

Donde A es un parametro arbitrario.

3.1.0.1. Ecuacién de Schrédinger y la aproximaciéon de Born-Oppenheimer

Para determinar las propiedades de un sistema cuantico, como lo son los 4&tomos
y moléculas, es necesario emplear la ecuacién de Schrodinger:

ih O(r, 1)
2w Ot

77,2
[ V24V |(rt) = (3.3)

8m2m

Donde 9 es la funciéon de onda para una particula de masa m, h la constante
de Planck y V el potencial. ¥ no tiene interpretaciéon fisica pero el producto de
con su complejo conjugado (1*) se entiende como la distribuciéon de probabilidad
de la particula a la que esta asociada.

Cuando el potencial, V', no es una funcién del tiempo la ecuacion de Schrédin-
ger puede simplificarse. Empleando el método de separacion de variables, es decir,
escribiendo a la funcién de onda como una multiplicaciéon de dos funciones, una
espacial y otra temporal.



22 CAPITULO 3. Metodologia para el estudio Teérico-Computacional del ADN

P(r,t) = p(r)7(t) (3-4)

Sustituyendo esto en la ecuacion de Schrédinger, con un potencial independiente
del tiempo y aplicando el método de separaciéon de variables llegamos a la ecuaciéon
de Schrodinger independiente del tiempo:

Hy(r) = E¥(r) (3.5)
donde E es la energia de la particula, y H es el operador Hamiltoniano igual a:
H=- n ViiV (3.6)

 872m ’

Las soluciones a la Ec. 3.5 corresponden a diferentes estados estacionarios de
la particula (o molécula). Aquella con la energia mas baja es llamada el estado base.

Para sistemas moleculares o iénicos el célculo de la funcién de onda y de la
energia se vuelve una tarea tediosa. Para facilitar esta tarea comunmente se emplea
la aprozimacion de Born-Oppenheimer (B-O). En términos béasicos esta aproxima-
ci6n nos permite dividir el problema molecular en dos partes: una electréonica y otra
nuclear.

wtotal = welewnuc (37)

Esta separacion es valida ya que los electrones son ligeros en comparaciéon con los
ntucleos, por lo que la velocidad de estos ultimos es correspondientemente pequena.
Por eso podemos considerar que los electrones se mueven alrededor de los nticleos,
mientras estos dltimos permanecen estéticos. De este modo podemos escribir un
Hamiltoniano puramente electronico, H¢¢. Entonces la ecuacion de Schrodinger
independiente del tiempo para describir el movimiento de electrones en el campo
de niucleos fijos queda como:

Helec¢6l€€(r’ R) — EeffweleC(n R) (3.8)

Donde v depende de las coordenadas de los electrones, r, y de las de los nu-
cleos, R. Resolviendo esta ecuaciéon para la funcién electronica producira la funciéon
potencial efectiva, E¢ff, que depende de las coordenas nucleares, R, y que describe
la superficie potencial del sistema.

Por otro lado, si estamos interesados en calcular movimientos nucleares: ro-
taciones, vibraciones y traslaciones; se utiliza la funcion E/f para determinar el
hamiltoniano nuclear que ha de usarse en la ecuacién de Schrodinger correspon-
diente.
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Hnucl — Tnucl(R) + Eeff(R) (3.9)

3.1.1. Teoria del Funcional de la Densidad (DFT)

Los métodos de primeros principios, a diferencia de Mecanica Molecular, no
utilizan parametros experimentales en el calculo, estan basados tinicamente en las
leyes de la mecanica cuantica, teoria que hasta ahora describe mejor los fenémenos
que ocurren a escalas atémicas y moleculares, y utiliza los valores de las constantes
fisicas fundamentales, por ejemplo, velocidad de la luz, masas y cargas de electrones
y nicleos, constante de Plank. Son evidentes las ventajas de estos métodos, ya que
emplean una teoria mas general y por lo tanto podemos obtener resultados inaccesi-
bles para otros modelos empiricos y semi-empiricos. Sin embargo, la desventaja més
clara es la gran cantidad de recursos informaticos que son necesarios para poder
utilizar satisfactoriamente este modelo.

Es por ello que para trabajar con modelos ab initio debemos seleccionar un sis-
tema simple que nos proporcione la mayor informacién posible. En nuestro trabajo,
dicho sistema son los dinucleésidos monofosfatos complementarios, unidad minima

de la doble hélice del ADN.

Para poder realizar todos los calculos que se requieren al hacer uso de este mo-
delo, nos vemos en la necesidad de utilizar aproximaciones adicionales. La Teoria
del Funcional de Densidad (DFT, por sus siglas en inglés) ha demostrado ser efi-
ciente para algunos sistemas de interés practico. Esta se basa en los dos teoremas
de Hohenberg-Kohn los cuales demuestran que las propiedades de los sistemas mo-
leculares estan determinadas por la densidad electrénica. Con la ventaja de que la
densidad electrénica es una funcion de sélo tres variables. En particular, Hohenberg
y Kohn mostraron que la energia puede expresarse como un funcional de la densidad
y que ademas la densidad del sistema minimiza este funcional. El problema, es que
no se conoce la forma completa de este funcional, por lo que debe ser aproximado.

3.1.1.1. Primer Teorema de Hohenberg-Kohn

“Toda observable de un sistema mecdnico cudntico estacionario es determinada
por la densidad electronica del estado base”

En otras palabras, se encuentra la energia del sistema como una funciéon de la
densidad, sin referencia a la funcién de onda. Como caso particular en un sistema
de n-electrones, la energia como observable sera, segin este primer teorema, funciéon
de la densidad electronica. La ecuacion de Schrodinger para tal sistema es:
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A~

HY (13,23, 25,...) = BV (1], 23, 73, ...) (3.10)

En el Hamiltoniano se incluyen: la energia cinética y la potencial. En la energia
potencial son considerados dos términos: el correspondiente a la interaccién nicleo-
electrén y el correspondiente a la interaccion electréon-electron:

H=T+V+V, (3.11)

Donde el operador de energia cinética es:

. i\f: _V2
T=% (3.12)
izy Vee

La energia potencial de la interaccion nicleo-electron es:
R N N N 7
V=) oui=— — 3.13)
2R, (

donde Z, es el nimero de protones del ntcleo o que interactiian con el electrén
i-ésimo; y r4; es la distancia de separaciéon entre el nicleo « y el i-ésimo electron.

Por otro lado la energia potencial de interaccién electrén-electron es:
. N/
Vee =) <> (3.14)
i<j \"ij

donde 7;; es la distancia de separacion entre los electrones i-ésimo y j-ésimo.

Una vez que contamos con la solucion a la ecuacion de Schrédinger es posible
hacer el siguiente mapeo uno a uno con la densidad electronica p(r):

p(7;) = Z /\w(x'i,x'é,xg,...)|dx1dm2...da;]v (3.15)
o=1)

donde la sumatoria se realiza tomando en cuenta a los electrones con spin hacia
arriba y a los electrones con spin hacia abajo.

Cuando exponemos al sistema a un potencial externo es posible mostrar la

relaciéon que existe entre la densidad y la funciéon de onda; y también la relacion
entre la funciéon de onda y el potencial.

Vehop (3.16)
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Comprobemos esta relacién, en primer lugar notemos que dado el potencial V'
es posible, usando la ecuacién de Schrodinger, encontrar la funciéon de onda ); asi,
con la funcién de onda y empleando la Ec. 3.15 podemos encontrar la densidad
electronica. Es decir:

Vov—p (3.17)

Ahora analicemos si se satisface V' < 1. Como ya hemos probado que V — o
solo resta verificar que para dos potenciales, V' y V', diferentes se tendran dos
funciones de onda, 1 y 1)/, respectivamente. "Si V y V' difieren por mds de una
constante C', no podrdn conducir a la misma funcion de onda”.

Para comprobar lo anterior supongamos que para un estado base no degenerado
dos potenciales conducen a la misma funcién de onda:

(T +V + Vee) [90) = Egs [9) (3.18)
Y
(T + V' + Vee) [) = EL, [1) (3.19)

Restando las dos ecuaciones anteriores tenemos que:
(V = V') ) = (Egs — Ebo) ) (3.20)

Lo cual implica que V = V' + C, entonces si dos potenciales conducen a la misma
funcién de onda éstos so6lo difieren por una constante.

Ya hemos probado que 1 — p. Para probar que ademés ¢ < p usaremos la
siguiente afirmacion: "Si el estado base de v para H y ' para H' son diferentes,
no podrdan conducir a la misma densidad electronica”.

Para comprobar esto, apliquemos el principio variacional a los estados base de
1 y 9, cuyos hamiltonianos sélo difieren en la energia potencial. Y también para
los cuales, en general, las densidades electrénicas son diferentes:

Egsz<¢‘ﬁ(¢><<w’ H4+V -V

o) = (v

W) = Byt [ 00o(i) ')
(3.21)

By = (] ) < o

O = (0| H 4V = V|e) = Byt [ o010~ ()]
(3.22)
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Asumiendo que p = p/ y combinando estas dos ecuaciones llegamos a la contra-
diccion:
Egs + E;s < Egs + E;s (3.23)

Por lo tanto, con esto hemos probado que la densidad electrénica queda univo-
camente determinada por la funcién de onda:

b o) (3.24)
Entonces todas las observables del sistema son funcién de la densidad electro-

nica.

Ahora que sabemos que la densidad electrénica determina las propiedades del
sistema, s6lo resta saber como calcularla.

3.1.1.2. Segundo Teorema de Hohenberg-Kohn

"La densidad exacta para el estado base de un sistema con un potencial particular
externo puede encontrarse por la minimizacion del funcional de energia”

Sin embargo el segundo teorema de Hohenberg-Kohn sélo nos afirma que es
posible encontrar la densidad exacta pero no es posible aplicarlo directamente de
forma préctica.

Para calcular la densidad es preferible usar las ecuaciones de Kohn-Sham. La

A

ecuacion de Schrodinger para un sistema de electrones que no interacttian (Ve = 0)

y que se encuentran bajo un potencial externo (V) es:

v o
&Q-H@m)@mzq@m (3.25)

donde la densidad del sistema se puede calcular por la sumatoria:
ps(7) =D |o(7)] (3.26)
i=1

Y la energia cinética no interactiva del sistema es:

V?

N
i=1

¢¢> (3.27)
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Por otro lado, la energia total de interacciéon de un sistema puede escribirse
€Omo:

-
/

nih s e | 4020

donde el funcional de energia de intercambio-correlacion, Exc(p), se define como:

didr’ + Exc(p) (3.28)

-
/

7)p(r -
Exclel = Furlp p——//p q)pq/ drdr (3.29)

Pero recordemos que el primer Teorema de HK asegura que el funcional de ener-
gia E[p| es estacionario para pequenas variaciones, dp(r), alrededor de la densidad
base exacta po(r). Entonces:

dE]p]
0p(T) p=po

Asi, empleando las Ecuaciones 3.28, 3.29 y 3.30 tenemos:

=0 (3.30)

SFuK(p]
3p(7)  p=po

y aplicando este resultado al sistema no interactivo de nuestro interés tenemos:

= V() (3.31)

$Frklp]

G = —Vis,o(7) (3.32)

Al resolver la derivada parcial indicada obtenemos:

Vs o) = Vo(7) + Vi (7) + Vx,o(7) (3.33)

Y combinando esta tultima ecuacién con la ecuaciéon de Schrodinger, finalmente
se concluyen las ecuaciones de Kohn-Sham:

- 5E
+/’ ) 5??

Donde el potencial de intercambio correlacion esta dado por:

¢i(F) = €i¢i(T) (3.34)

0Exc

VX,C’(F) = 6p(7;»)

(3.35)
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Por lo tanto éste potencial de KS depende de la densidad. En resumen las
ecuaciones de KS son:

Vsoli) = +/ 1) g5 4 IExC (3.36)
’r—r op(r)

0Exc
op(7)
Y deben de ser resueltas mediante un esquema auto consistente. En la précti-

ca se asigna un valor aproximado a Ex¢ para comenzar un proceso iterativo de
correcciones hasta que se logren satisfacer ambas ecuaciones simultaneamente.

Vx.co(F) = (3.37)

3.1.2. Teoria de perturbaciones Mgller-Plesset de segundo orden
(MP2)

La ecuaciéon de Schrodiger para el estado perturbado W, es:

HY, = (HO £ \V)¥, = E,7, (3.38)

donde A es un parametro real arbitrario, V es una perturbacion del Hamiltonio
imperturbable H©) n =1,2,3... denota diferentes estados discretos.

Pero las expresiones producidas por la teoria de perturbaciones no son exactas.
Los resultados exactos se pueden obtener siempre y cuando el pardmetro de expan-
sién A sea muy pequeiio.

Considerando eso, se hace una expansion en serie de Taylor, en potencias de A,
de ¥,, y E,. La ecuacién de eigenvalores es entonces:

HO + 2O NTD) = SONED) O Nwld) (3.39)
=0 1=0

=0

Escribiendo sbélo los primeros términos se obtiene:

(HO £ AV (0O 4 2Dy = (O 4 AEWD)(w® 4 AwD) (3.40)

La ecuaciéon de orden cero es simplemente la ecuaciéon de Schrodinger para el
sistema no perturbado:

HOO) — £OgO) (3.41)



3.1. Mecanica Cuéantica 29

Los términos de primer orden son los que tienen como coeficiente a A:

HOwW 4 yw® = Oy 4 gy (3.42)
(0)

Si multiplicamos esta ecuacion por Wy’ e integramos, el primer término en
el lado izquierdo se cancela con el primer término del lado derecho (H ©), que es
hermitiano). Esto conduce a un cambio de primer orden en la energia:

B _ <\1;£L0) I \IJSLO)> (3.43)

n

Podemos ver que la perturbacién es aplicada, pero se mantiene el estado cuén-
tico ‘\117(10)>, el cual es un estado cuéntico valido aunque no es un estado propio de
energia. La perturbacién provoca que la energia promedio de este estado incremen-
te en <\I/£LO) V| \Il,(lo)>. El verdadero cambio de energia es ligeramente diferente, ya

. . 0 :
que el eigenestado perturbado no es exactamente el mismo que ’\Ilg)> Cambios
adicionales se dan por correcciones de segundo orden en la energia.

Para obtener la correcciéon de primer orden en el estado propio de energia,

recordemos la Ec. 3.40 y multipliquémosla por \II%O)*, (m # n) a la izquierda e

integremos. Se obtiene:
(B — EO) () | i) = — (w) V] ) (3.44)

Expandamos ‘ 1117(11) > COomo:

M})> =3 am ‘\11$2>> (3.45)

Asi, combinando las dos ecuaciones anteriores se obtiene:

v Vi)

-3 !

(0)

m

El cambio de primer orden en la n-eigenfuncién de energia tiene una contribu-
cion de cada uno de los eigenestados de energia (m # n).

La correciéon de segundo orden a la energia es:

(o 1viwi)
O 5D

)= (3.47)
m#n
Las correcciones MP en la energia se obtienen con la perturbaciéon (potencial de

correlacion):
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V=H-F- <<1>0]f1—ﬁ‘<1>0> (3.48)

donde H es el hamiltoniano electronico habitual y el determinante de Slater (@)

es la eigenfuncion del operador de Fock (F).

A N/2
Foy=2(> €)% (3.49)
=1

donde N es el ntimero de electrones de la molécula a considerar, €; la energia
orbital que pertenece al orbital espacial doblemente ocupado. El operador de Fock
cambiado es:

ﬁO:F+<¢O‘ﬁ—F‘¢O> (3.50)

sirve como operador imperturbable (de orden cero). El determinante de Slater (®)
siendo una eigenfuncién de F', se deduce como:

Hy® — <(I>0 ’H‘ c1>0> Dy (3.51)

de manera que la energia de orden cero es el valor esperado de H con respecto a
Py, es decir, la energia de Hartree-Fock:

Eypo = Egr = <‘I’0 ‘ﬁf’ ‘I>0> (3.52)

Dado que la energia de MP para el primer orden:

Enpr = (%o ‘v‘ o) =0 (3.53)

es cero, la energia de correlacién de MP de orden méas bajo aparece en el segundo
orden. Este resultado es el teorema de Mgller-Plesset: El potencial de correla-
cion no contribuye en primer orden a la energia electronica eracta.
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A fin de obtener la férmula MP2 para una molécula closed-shell, la formula
de segundo orden esté escrita en base a los determinantes de Slater doblemente
excitados (determinantes de Slater individualmente excitados no contribuyen, ver
teorema de Brillouin). Después de integrar fuera del espin, se convierte en:

a1
r12

Ervip2 =320 ab <¢i(1)¢j(2)

Ya(1)¥(2)) X

2 ($a(1)e(2)

Bi(D)1(2)) = (La(1)t(2)

€+ € —€— €

L i (ei)

(3.54)

donde v; y 1 son orbitales ocupados, mientras que v, y v, son orbitales virtuales
(no ocupados). La cantidades €;, €;, €, y € son las energias de los orbitales co-
rrespondientes. Mediante el segundo orden en el potencial de correlacién, la energia
electronica total viene dada por la energia de Hartree-Fock ademaés de la correccion
de segundo orden de MP:

E=FEpr+Eyvp2 (3.55)

3.2. Metodologia

Estamos interesados en estudiar los factores geométricos que permiten la gran
riqueza estructural del ADN, es por ello que en el presente trabajo, como objeto
principal de estudio, se analizaron las diez posibles conformaciones de dinucledsi-
dos monofosfatos complementarios como unidad minima de la doble hélice del ADN.

Si bien sabemos, ésto se encuentra fuera de las técnicas experimentales, has-
ta hoy en dfa, es necesario que recurramos a las técnicas tedrico-computacionales.
Dichas técnicas nos permiten en primera instancia optimizar nuestros objetos de
estudio, pues minimizan su energia lo cual nos lleva a estructuras fisicamente rea-
lizables (la naturaleza siempre busca estar en un estado de minima energia). Ya
que las dimensiones del problema son atémicas, podemos hacer uso de la mecanica
cuantica para optimizar dichos objetos en estudio, pero recordemos que entre mas
grande el objeto, mas costo computacional, es por ello que nuestro estudio se basa
en los dDMPs complementarios como unidad minima para estudiar las caracteristi-
cas conformacionales de la hélice doble, pues esta comprobado que los dDMPs son
las unidades minimas de la cadena tnica del ADN que nos pueden aportar infor-
macion estructural de ésta (ver Fig. 3.1).

Sin embargo, los dDMPs no son estructuras eléctricamente neutras por lo que
es necesario estabilizarlos agregando un i6n de sodio (Na+). Dicho i6n se anade
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dDMPs
complementarios

Figura 3.1: Unidad minima de la hélice doble del ADN. Dinucledsidos monofosfatos
complementarios.

manteniéndo el plano oxigeno-fosforo-oxigeno (O-P-0O), del esqueleto azucar-fosfato,
equidistantemente a 2.34 de ambos oxigenos. Una vez agregado el i6n sodio los
dDMP-Na+ complementarios (ver Fig. 2.5) pueden ser descritos totalmente por los
angulos de torsion del esqueleto azucar-fosfato (a, 3, v, €, (), el empaquetamiento
de los dos anillos de la desoxirribosa, los dos dngulos de torsion glucosidicos (41 y
92), uno por base y el angulo promedio formado por las bases nitrogenadas, ade-
més de los parametros Buckle, Propeller, h- Twist y h-Rise y la superposicion de las
bases debida al Stacking (ver Fig. 2.7).

Dicho esto, es indispensable mencionar la aproximaciéon de la mecénica cuantica
que fue empleada para lograr nuestros objetivos.

La Teoria del Funcional de Densidad (DFT) nos presenta un procedimiento va-
riacional alternativo para obtener las propiedades del sistema en las que estamos
interesados. Esta teoria trabaja con la densidad electrénica en lugar de con las tres
coordenadas de posiciéon de cada electréon. Sin embargo, no existe una expresion
exacta del funcional que relaciona la densidad electrénica con la energia del siste-
ma. En la actualidad disponemos de distintos funcionales aproximados, cada uno
con sus limitaciones y ventajas. El funcional PW91 esta entre los pocos que descri-
ben las interacciones de van der Waals en dimeros de gases raros e hidrocarburos,
como también en los compuestos con enlaces de hidrégeno de moléculas simples
[12]. Es por ello que dicho funcional es ideal para realizar nuestros estudios, ya que
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su alcance esta dentro de nuestras necesidades. Ademas Tsuzuki y Luthi llegaron a
la conclusion de que a pesar de las dificultades presentadas para la dispersiéon en
el funcional PW91, es una alternativa viable a los costosos métodos ab initio [12].
Estudios més recientes con el funcional PW91 demostraron que éste reproduce, ra-
zonablemente, buenos resultados ab initio para complejos con enlaces de hidrégeno
[13] y para complejos con bases de ADN apiladas [14].

Para realizar los calculos de minimizacion se dispuso del programa ADF (Ams-
terdam Density Functional). El paquete ADF usa funciones de Slater y un esquema
de integraciéon numeérica ajustable con suficiente exactitud, en el cual las coorde-
nadas se adaptan automéaticamente a las funciones-base disponibles lo que reduce
el tiempo de evaluaciéon de los potenciales de Coulomb. Este programa cuenta con
el conjunto base de valencia dividida (DZV, por sus siglas en inglés) que esta es-
pecialmente realizado para calculos DFT, en contraste con otros conjuntos base.
Dicho conjunto base toma en consideraciéon la regiéon de valencia, importante qui-
micamente, para la regién de los orbitales externos. En este trabajo empleamos el
conjunto DZVP, el cual ademas estd aumentado con funciones de polarizacion.

Las estructuras iniciales de dDMPs-Na+ complementarios fueron creadas em-
pleando como base el esqueleto de una estructura minimizada anteriormente, con
la secuencia de bases Adenina-Timina (dApdT), la cual cuenta con dngulos carac-
teristicos de la familia estructural BI. Dicha estructura es el resultado de optimizar
con el Funcional PW91, empleando el programa @-Chem, una estructura experi-
mental ', y posteriormente optimizarla nuevamente con éste Funcional, empleando
el programa Gaussian.

Para algunos dDMPs-Na+ complementarios se realizé6 mas de dos optimizacio-
nes con el objeto de obtener resultados mas parecidos con los obtenidos experimen-
talmente. En tales optimizaciones, después de realizar la optimizaciéon con ADF
y verificar sus parametros, la estructura ya optimizada se sometia a un segundo
célculo, seguido de una nueva ronda de optimizaciones de ser necesario.

Cabe mencionar que en éste trabajo también se comparan los resultados obteni-
dos al optimizar con célculos ab initio al nivel M P2 estructuras con las secuencias
Guanina-Citosina (dGpdC complementarios) y Timina-Adenina (dTpdA comple-
mentarios), con los que se ontienen al optimizarlas con DFT. Ademés de comparar
los resultados obtenidos al optimizar estructuras con la secuencia Adenina-Timina
(dApdT complementarios) con los Funcionales PWB6K y PW91. Todo esto con
el objeto de comparar los funcionales y métodos y analizar cuéles resultados son
mas parecidos a los obtenidos experimentalmente.

'Estructura tomada del banco de datos, http://ndbserver.rutgers.edu/
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Figura 3.2: Bases de los dDMPs con su enlace glucosidico.

3.2.1. Construccién de diez estructuras iniciales

Como ya se ha mencionado anteriormente, las estructuras iniciales de dDMPs-
Na+ complementarios fueron creadas empleando como base el esqueleto de una
estructura, ya optimizada, con la secuencia de bases Adenina-Timina (dApdT), de
la familia BI. Fueron diez estructuras las que se crearon, dado que son las necesa-
rias para tener todas las combinaciones posibles de diferentes secuencias de bases
nitrogenadas.

Para crearlas es necesario un archivo con extensiéon .pdb que contenga el ti-
po de atomo, las coordenadas de cada uno, asi como los enlaces que forman. Por
medio del programa Hyperchem fue posible visualizar las estructuras en 3D, mo-
verlas, rotarlas, eliminar dtomos... De esta manera nos fue posible, a apartir de
la estructura con secuencia Adenina-Timina, obtener la estructura con secuencia
Timina-Adenina. Para lograrlo es necesario mover las bases de lugar, manteniendo
su enlace glucosidico (ver Fig. 3.2), es decir, donde estaba Adenina poner Timina
y viceversa (en el mismo dDMP); es importante también colocarlas en el mismo
plano que se encontraba la anterior. Esto es necesario hacerlo en ambos dDMPs.

Asi, ya tenemos una estructura con purina-pirimidina (A-T) y otra con pirimidina-
purina (T-A). Estas fueron la base para construir las otras estructuras con las
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secuencias pertinentes. Para poder hacerlo, fue necesario eliminar los radicales y
poner los correctos para tener las bases Guanina (purina) y/o Citosina (pirimidi-
na), segun sea el caso, teniendo en cuenta que se formen los pares correctos del
ADN (ver figura 2.2). Para hacer estos cambios de radicales se empleo el programa
Ozford, pero fue necesario un cambio de extension, .pdb a .mol, en el archivo ya que
este programa trabaja con archivos con la extensién .mol; una vez que se tuvo la
estructura deseada, se realiz6 un cambio de extension en el archivo, con la nueva
estructura, para trabajar con extension .pdb

Para obtener las estructuras con secuencia purina-purina (en un dDMP, en el
otro es pirimidina-pirimidina, debido a los pares de bases que deben formarse), se
hizo algo semejante a lo hecho para obtener la estructura con pirimidina-purina con
la tinica diferencia que en lugar de intercambiar las bases de un mismo dDMP, se
copi6 una misma base (Adenina) en ambos nucledsidos, recordar que es necesario
que tenga su enlace glucosidico; para obtener el dDMP complementario se realizo
lo mismo s6lo que en este caso la base de interés fue Timina. Una vez que se tuvo
la estructura base, siguiendo el mismo procedimiento con el programa Ozford, se
crearon las demas estructuras iniciales pertinentes.

3.2.2. Medicién de parametros

Una vez que las estructuras fueron optimizadas, se obtuvo un archivo con ex-
tension .pdb conteniendo las nuevas coordenadas de los atomos. Para obtener los
parametros antes mencionados (dngulos de torsion, superposicion de las bases de-
bido al Stacking, Buckle, Propeller, h-Rise y h-Twist), se empled el programa en
linea 3DNA 2 (ver seccion 3.2.2.1).

Es importante mencionar que los archivos que lee dicho programa tienen un
formato especifico, por lo que fue necesario cambiar el formato de las estructuras
optimizadas. Para ello se empleé el programa Avogadro, donde en primera instancia
se eliminaron los iones de sodio (Na+) y todos los H’s, de esta manera, se guarda-
ron por separado los dDMPs de una estructura. Finalmente, se verificaron ambos
archivos con los dDMPs, se copiaron sélo las lineas que contenian los atomos y sus
coordenadas y se unieron en un solo archivo (con extensién .pdb). Este formato fue
el que se empled para poder medir todas las estructuras optimizadas.

Por otro lado, para obtener el empaquetamiento del aztcar de los dDMPs com-
plementarios se emple6 el programa en linea PROSIT 3, el cual no necesita un
formato especifico para poder medir las estructuras, por lo que se emplearon las
estructuras obtenidas en primera instancia.

2http://w3dna.rutgers.edu/index.php/analyze_file
3http://cactus.nci.nih.gov/prosit/
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3.2.2.1. Programa en linea 3DNA

Completo paquete de software para el analisis, la reconstrucciéon y visualiza-
cion de las estructuras de acidos nucleicos tridimensionales. El programa, titulado
3DNA, se puede aplicar a hélices paralelas y antiparalelas, estructuras de una sola
cadena y hélices con multi-cadenas de ADN y ARN. Los analisis se pueden realizar
en cualquiera de las estructuras cristalinas individuales, tales como las recopiladas
en la base de datos de acidos nucleicos (NDB), o conjuntos de estructuras generadas
en las simulaciones moleculares. Las rutinas de analisis identifican y caracterizan
todas las interacciones de las bases y proporcionan una clasificacién automética
apropiada de secuencias helicoidales dobles. Los patrones de enlaces de hidrégeno
se describen en términos del desplazamiento espacial y la orientaciéon de los marcos
de referencia estdndar en las bases interactuantes, por otro lado, las superposiciones
se evaltan directamente de proyecciones planas de los anillos y los atomos de los
radicales en bases o pares de bases consecutivos. La disposicién espacial y la orien-
tacion relativa de secuencias consecutivas de pares de bases también se expresan en
términos de parametros estdndar de cuerpo. Parametros convencionales de torsiéon
y una variedad de distancias virtuales y los angulos son utilizados para caracteri-
zar la conformaciéon molecular, con las clasificaciones conformacionales autométicas
basadas en parametros derivados conocidos para las diferentes formas helicoidales

[9.
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4.1. Selecciéon de fragmentos de la hélice doble del ADN
y detalles de método de DFT para estudio

Hasta ahora, los fragmentos dDMP-Na+ son buenos modelos para la cadena
unica del ADN y las contribuciones que conforman la estructura espacial a las
interacciones en la cadena tnica del ADN.

Ahora la siguiente pregunta es contestar, ;jqué modelos debemos seleccionar
para estudiar las caracteristicas de la hélice doble y sus interacciones entre ambas
cadenas?

Existe una sola publicacién sobre el estudio de complejos de Trinucledsidos
Difosfatos Complementarios (ATDPs complementarios) de la familia estructural BI,
(dA)s3:(dT)3 y (dG)3:(dC)3 [16]. Para poder hacer una seleccién de un buen modelo,
para estudiar las caracteristicas estructurales de la hélice doble del ADN, analizamos
las estructuras optimizadas de (dA)s:(dT)s en distintos medios, se analizaron tres
casos: 1) sin iones de Sodio, 2) con iones de Sodio (Na+) y 3) con Na+ mas inclusion
de Agua (como medio continuo). *

'No se incluyen resultados en esta tesis para las estructuras de (dG)s:(dC)s, pero se cuenta con
éstos calculos. Cabe mencionar que las coordenadas de las estructuras analizadas fueron tomadas
de dicho articulo.

37
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Tabla 4.1: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato (véase designacion en la
figura 2.5) y valores promedio del dngulo entre los planos de las bases (¢), para los
(dA)s :(dT)s optimizados, en distintas condiciones.

dDMPs 61 € ¢ « 15} y 62 10}
dApdA* 143 219 199 330 136 31 143 5
dTpdT 143 219 199 330 136 31 143 5
dApdA 143 219 199 330 136 31 143 5
dTpdT 143 219 199 330 136 31 143 5
dApdA** 145 1905 182 12 92 46.5 136.5 7
dTpdT 151 187 188 20 97 42 132 18
dApdA 136.5 192 170 38 73 42 101 4
dTpdT 132 194 171 37 72 43 95 11
dApdA*** 150 162 267 294.5 193 55 148 1
dTpdT 145 173 261 2985 181 585 140 12
dApdA 148 162 263 298 194 56 147 )
dTpdT 140 171 259 2985 182 59 142 4

*k

* estructuras del modelo en vacio sin Na-+, estructuras del modelo en vacio con Na-+, *** estructuras

del modelo con Na+ y Agua. Angulos en grados (°).

Para realizar las optimizaciones de dichas estructuras se emple6 el funcional
M06-2X usando el conjunto base 6-31G(d,p) con el paquete Gaussian 09. Este fun-
cional, desarrollado por Zhao y Truhlar, ha demostrado describir las interacciones
no covalentes, incluyendo las interacciones de dispersion, mejor que los funcionales
de densidad que comunmente se emplean. Este funcional es lo suficientemente uni-
versal como para predecir ambos pardmetros geométricos y energéticos, incluyendo
la termodinamica y la cinética [17].

En la Tabla 4.1 podemos observar que los angulos obtenidos para las estructu-
ras optimizadas (en distintos ambientes) no son muy buenos. Podemos observar que
para los dTDPs complementarios con Na+ no se obtienen resultados muy buenos,
pues los dngulos de torsion no corresponden a los que se tiene en la familia estruc-
tural BI, ésto tal vez por la repulsion generada al tener dos iones de Sodio. Por otro
lado, podemos ver que para los dTDPs complementarios con Na+ e inclusién de
Agua si existen angulos pertenecientes a la familia estructural BI. 2

Por otro lado, observando la Tabla 4.2 se tienen algunos empaquetamientos,
del anillo de azicar, fuera de lo que normalmente existe en la forma BI. Ademés,
analizando la Tabla 4.3 podemos ver que tenemos superposiciéon entre las bases
nitrogenadas (Purina-Purina), aunque no es mucha como debiamos esperar.

2Se puede ver en el Apéndice A las regiones de los d4ngulos para cada familia estructural.
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Tabla 4.3: Pardmetros de las bases y pares de bases de los (dA)3:(dT)s optimizados. (véase designacion en la figura 2.7).

Estructura ﬁ-w%:ﬂmﬁuwwcm@mwo\.ﬂw% u.mwgmmﬂgm h-Twist  h-Rise parl WMMMF par3 parl NuﬁMMMNwNmﬁ par3
Modelo* wwm w% mmm me Www wmw www 0.04 004 004 -1513 -15.13 -15.13
Modelo** mmm m% mmm wmw wmw wmmm www 862 -9.64 -19.87 -10.67 -24.25 -29.90
Modelo®* m% wmm mmm wwm wwm Mmum wmw 1349 6.63 -12.66 -893 -22.04 -23.24

* estructuras del modelo en vacio sin Na+,

estructuras del modelo en vacio con Na+,

ok ok

Para designacion de las bases de los dDMPs complementarios, empleada en la superposiciéon, ver Fig. 77

Superposicion en (A2), h-Twist en grados (°), h-Rise en (A), Buckle y Propeller en grados (°).

estructuras del modelo con Na+ y Agua.
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La Tabla 4.4 muestra algunas distancias entre las bases del dApdApdA-Na-+,
modelado con Agua. Se puede observar que existen contactos cortos entre las bases,
por ejemplo, se tienen las distancias 3.08A (entre los atomos C4-N7, de las dos pri-
meras bases Adeninas), 3.18A y 3.06A (entre los d&tomos C2-C4, de las dos primeras
y las dos tultimas Adeninas). Cabe mencionar que en los complejos con y sin Na+
se tienen atin més contactos cortos entre las bases.

Tabla 4.4: Distancias mds cortas entre las bases del dApdApdA-Na+, modelo con
agua.

p Distancias(A)
Atomos
ler dApdA  2do dApdA

N1-N1 3.25 3.22
N1-C2 3.24 3.50
N1-C6 3.44 3.18
C2-N3 3.18 3.31
C2-C4 3.18 3.06
C2-C5 3.58 3.22
N3-C4 3.20 3.19
N3-C5 3.46 3.20
N3-C8 3.53 3.18
N3-N9 3.25 3.19
C4-C5 3.26 3.33
C4-N7 3.25 3.08
C6-C6 3.12 3.27
N9-N7 3.25 3.28

Es necesario hacer notar el hecho de que distancias largas, entre los d4tomos de
las bases, no son correctas desde el punto de vista experiemental, sin embargo, son
posibles. Pero distancias cortas entre las bases no son posibles.

De nuestro analisis para las estructuras de dTDPS complemetarios, es claro que
este modelo, de dTDPs complementarios, no es bueno, pues se tiene dos Na+, por
dTDP que hay que estabilizar, y s6lo es posible reproducir las caracteristicas de
la hélice doble del ADN con dTDPs-Na+ complementarios si se tiene inclusiéon de
Agua (como modelo). Pero, se obtiene como resultado de calculos contactos cortos.
Ademas de que ese modelo, casi no muestra superposiciéon entre las bases. Por lo
tanto, podemos decir que, este modelo no es bueno para estudiar la estructura de
la hélice doble del ADN. La propuesta que se hace en ésta tesis es describir como
modelo minimo a: Dinucledsidos Monofosfatos Complementarios, en las siguientes
secciones.
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4.2. Estudio DFT de Fragmentos Minimos de la hélice
doble del ADN

4.2.1. Estudio de diez fragmentos minimos de la hélice doble del
ADN con el funcional PW91

Se minimizaron las estructuras iniciales mediante el método DFT (con la fun-
cional PW91 y base DZVP) haciendo uso del programa ADF, construidas como
se menciona en la Seccidon 3.2.1. Cabe mencionar que las estructuras se sometieron
a minimizacién mas de una vez, es decir, algunas estructuras se minimizaron dos,
tres, cuatro o cinco veces, en las tablas, s6lo se muestran los resultados para una
optimizacion de cada estructura como ejemplo. Las caracteristicas de tales estructu-
ras minimizadas (dDMPs complementarios) se presentan en tablas. En la Tabla 4.5
se muestran los dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato asi como el angulo
promedio entre las bases de dichas estructuras, mientras que el empaquetamiento
del anillo de azticar de éstas y los dngulos de torsion glucosidicos () se encuentra
en la Tabla 4.6; por otro lado, en la Tabla 4.7 se encuentra la superposiciéon de las
bases, los pardametros helicoidales h-Twist v h-Rise, y los parametros de los pares
de bases Propeller y Buckle.

Podemos observar en la Tabla 4.6, que para el anillo de azticar de los nucleési-
dos en 3’-fin tenemos un menor empaquetamiento a diferencia del que se tiene en
el anillo de aziicar de los nucleésidos en 5’-fin, ésto es consecuenia de los célculos,
lo cual ya se ha mostrado anteriormente para los dDMPs en la cadena tnica[11].

Desisgnacion de las bases de los dDMPs
' g2 complementarios en la Tabla 4.7 : Como
va se ha mencionado antes, algunos de
los parametros estudiados en éste traba-
jo han sido obtenidos mediante el progra-
ma en linea 8DNA. Dicho programa desig-
/ na a las bases de los dDMPs complemen-
j1 tarios, para determinar la superposiciéon en-

tre éstas, como se muestra en la Figu-
Figura 4.1: Designacion de las bases ni- g, 4.1

5
|
|
strand I | 11
|
|
|
i1 s5°' 3

trogenadas en el programa 3DNA para de-

terminar la superposicion entre éstas.
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Tabla 4.5: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato (véase designacion en la
figura 2.5) y valores promedio del dngulo entre los planos de las bases (¢), para los

minimos de dDMP-Na+ complementarios correspondientes a la familia estructural
BI.

dDMPs 41 € ¢ « I3 ~y 62 ¢
Purina - Pirimidina
dApdT 140 198 280 288 175 51 101 4
dApdT 140 199 280 288.5 175 51 101 4
dApdC 139 198 280 289 174 51 103 7
dGpdT 141 198 278 287 176 50 103 2
dGpdC 141 197 279 286 178 49 103 20
dGpdC 140 196.5 280 286 178 49 104 18
Purina - Purina / Pirimidina - Pirimidina
dApdA 141 198 279 286 177 51 99 2
dTpdT 137 200 280 287 1775 51 98 7
dGpdG 141 200 278 288 1775 50 104 5
dCpdC 137 199 280 2875 177 50 103 1
dApdG 140 198 279 290 174 51 104 2
dCpdT 139 198 280 288 177 50 103 2
dGpdA 141 196.5 278 286 181 49 103 4
dTpdC 137 199 281 287 176 50 101 7

Pirimidina - Purina
dTpdA 137 199 279 288 176.5 50 102 0.3
dTpdA 138 197 279 289 175 50 100 1

dCpdA 140 195.5 280 287 178 50 102 0.3
dTpdG 138 199 279 288 176 50 106 1

dCpdG 138 197 280 289 1755 50 104 1
dCpdG 138 198 280 288 177 50 105 1
BI 132.8 181.7 263.2 299.0 179.3 484 1328

BI son los valores promedio de la Ref. [3].

Angulos en grados (°).
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Tabla 4.6: Empaquetamiento del anillo de azicar y dngulo glucosidico de torsion, x , para los minimos de dDMP-Na+
complementarios correspondientes a la familia estructural Bl.

Nucleosido 5’-extremo Nucleésido 3’-extremo
dDMPs Empaquetamiento P Umaz X Empaquetamiento P Umaz X
Purina - Pirimidina

dApdT C2’-endo 1725 30 -123 C1’-exo0 110 43 -120
dApdT C2’-endo 171 30 -123 Cl’-exo 110 43 -120
dApdC C2’-endo 171 29 -120 C1’-exo 112 44 -120
dGpdT C2’-endo 173 30.5 -121 C1’-exo0 112 42 -118.5
dGpdC C2’-endo 170 30 -118 C1’-exo0 113 42 -122
dGpdC C2’-endo 172 30 -118 C1’-exo 111.5 42 -122
Purina - Purina / Pirimidina - Pirimidina
dApdA C2’-endo 175 30 -121 0O4’-endo 106 41 -121
dTpdT C2’-endo 161 31 -125 0O4’-endo 105 42 -121
dGpdG C2’-endo 172 31 -121 C1’-exo0 113 42 -116
dCpdC C2’-endo 161.5 31  -126.5 C1’-exo0 111 43 -121
dApdG C2’-endo 173 30 -122 C1’-exo0 113 425  -118
dCpdT C2’-endo 165 315 -125 C1’-exo0 112 43 -119.5
dGpdA C2’-endo 170 31 -121 C1’-exo0 111 41 -118
dTpdC C2’-endo 161 30 -125 Cl’-exo 110 43 -121
Pirimidina - Purina
dTpdA C2’-endo 162 32 -122 0O4’-endo 1075 42 -122
dTpdA C2’-endo 162.5 31 -124 C1’-exo0 109 42 -117
dCpdA C2’-endo 165 32 -122 C1’-exo 110 42 -119
dTpdG C2’-endo 164 31 -123 Cl’-exo 115 42 -115
dCpdG C2’-endo 162 31 -122.5 C1’-exo0 113 425  -118
dCpdG C2’-endo 163 31 -124 C1’-exo 113 42 -113

P, vmaz y x en grados (°).
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En la Figura 4.2 se presenta la distribuciéon de los dngulos de torsién caracteris-
ticos, el &ngulo glucosidics (), el 4ngulo de pseudorotacion (P) para las estructuras
minimizadas, asi como el valor de éstos dngulos obtenidos experimentalmente (to-
mados de la Ref. [3]).

Cada secuencia de dDMPs complementarios se localiza en la regién entre dos
circunferencias consecutivas. Las secuencias se separan en tres grupos por cir-
cunferencias solidas. Para las estructuras con secuencias Pur-Pur tenemos: 1)
dApdT-dApdT, 2) dApdC-dGpdT, 3) dGpdC-dGpdC; para Pur-Pur/Pir-Pir tene-
mos: 4) dApdA-dTpdT, 5) dGpdG-dCpdC, 6) dApdG-dCpdT, 7) dGpdA-dTpdC; y para
Pir-Pur tenemos: 8) dTpdA-dTpdA, 9) dCpdA-dTpdG, 10) dCpdG-dCpdG.

En tales minimos estructurales se observan pocos cambios entre los 4ngulos de
torsion, de todos los dDMPs complementarios para las diferentes secuencias, ésto
confirma que no existe dependencia entre los d&ngulos para la secuencia de las bases.
Pero, si tenemos una clara dependencia en la superposicién de las bases con la
secuencia de éstas, de ello hablaremos mas adelante.

Cabe mencionar que los angulos obtenidos para todas las estructuras optimi-
zadas estdn en la region pertenenciente a la familia estructural BI, comparando
con los resultados obtenidos experimentalmente para cadena dnica[3]; aunque para
los 4ngulos o v x se tiene desviaciéon sistematica, y para el &ngulo ¢ la desviacion
es més que sistematica debido a la estructura con la que se contruyeron los diez
dDMPs complementarios a estudiar, pues dicha estructura es resultado de previas
optimizaciones y durante gaussiana dicho angulo va de 264° a 280°, ver Fig. 4.2. Es
importante mencionar que los dngulos do estan en una regién que no corresponde
a la familia estructural BI, esto es una consecuencia de que el esqueleto empleado
para construir las diez estructuras tenia éste dngulo fuera de dicha region desde
la estructura experimental empleada para obtener este esqueleto, por lo que no se
presenta dicho angulo en la Fig. 4.2.

El empaquetamiento del anillo del aztucar se describe por el angulo de fase de
pseudorotation, P (0°-360°),mientras que el grado de desviacion de la planaridad
del anillo de furanosa es indicado por el méximo pucker fuera del plano vyqz.
Estos dos parametros se definieron por primera vez por Altona y Sundaralingam
cuando introdujeron el concepto de pseudorotacién para describir el movimiento de
empaquetamiento en el anillo de aziicar en nuclebsidos y nuclebtidos.

El valor de P junto con la amplitud del empaquetamiento v,,q., pueden describir
adecuadamente el pucker del aztcar, pues sélo dos angulos de torsién son variables
independientes a pesar de que hay cinco angulos de torsién endociclicos en un anillo
de furanosajig].
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Figura 4.2: Distribucion de dngulos para las estructuras minimizadas de los dDMPs
complementarios (con diferentes secuencias) de la familia estructural Bl. a) (ARRI-
BA) Angulos glucosidicos (x) y de torsion. b) (ABAJO) Angulos de pseudorotacion
y dngulos €. NOTA: En la designacion de secuencia de nucledtidos sélo se menciona la
secuencia de un dDMP, no del complementario.
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Figura 4.3: Parametros de los pares de bases de los dDMPs complementarios minimai-
zados para la familia estructural BI, manteniendo el mismo esqueleto, con respecto
al eje de la hélice.

Ademés para dichas estructuras optimizadas, en la Fig. 4.3 se encuentran grafi-
cados los pardmetros helicoidales, donde podemos notar valores de h-Rise un poco
més grandes que los que se tienen en el ADN, pues tenemos distancias un poco méas
grandes entre pares de bases; por otro lado, tenemos valores de h-Twist menores
que los que se tienen en la hélice doble, ésto como consecuencia de las distancias
més grandes entre pares de bases. Cabe mencionar que se tienen estos resultados
debido a que el método empleado no calcula exactamente las interacciones entre
pares de bases.

Por otro lado, en la Figura 4.4 se encuentran los valores de los pardametros Buckle
y Propeller para ambos pares de bases de los dDMPs complementarios, donde se
observa que no tenemos cambios muy grandes, pues tenemos ambos parametros
como se tienen normalmente en la familia B; sabiendo que, en la familia A existen
valores mas grandes. Finalmente, en la Figura 4.5 tenemos las graficas de la suma
de la superposiciéon de las bases de los dDMPs complementarios.
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Figura 4.4: Valores de los pardmetros Buckle y Propeller para los pares de bases

en los dDMPs complementarios previamente minimizados, de la familia estructural
BI.
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Figura 4.5: Superposicion de las bases, para los dDMPs complementarios minimiza-
dos de la familia estructural BI, con el mismo esqueleto inicial, debida al Stacking
entre ellas. a) (ARRIBA) Area de superposicion de los anillos de las bases. b) (ABAJO)
Area de superposicion de los anillos de las bases y sus radicales.
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Figura 4.6: Estructuras optimizadas de dDMPs complemen-
tarios de la  familia estructural BI ejemplos caracteristicos:

a) dApdT b) dGpdG y dCpdC c¢) dTpdA.
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El anélisis de las estructuras optimizadas de los dDMPs complementarios con
distintas secuencias de nucledsidos, pertenecientes a la familia estructural BI, per-
mitié constatar interesantes regularidades en las posiciones mutuas de las bases.
Resulté que para todas las secuencias Purina-Pirimidina y Purina-Purina en sus
cuatro conformaciones existe un evidente traslape de los planos de los anillos de
las bases involucradas (ver Figuras 4.6 a) y b)). En contraste, con las secuencias
Pirimidina-Pirimidina y Pirimidina-Purina este traslape es muy pequeio o inexis-
tente (ver Figuras 4.6 b) y ¢)). Cabe mencionar que en estudios anteriores|11] para
dDMPs en la cadena tinica se pudo constatar esto cualitativamente.

Una aportacién del presente trabajo, es presentar un estudio cuantitativo y com-
parar con lo reportado anteriormente (ver Figura 4.5). Esta regla fue inicialmente
derivada por Dickerson a partir del analisis de datos estructurales de cristales per-
tenecientes a la familia B obtenidos por medio de rayos X|15]. Nuestros estudios
sugieren que este patréon es comun a todas las estructuras de doble hélice diestras
con pares de Watson-Crick.

Cabe mencionar que las estructuras optimizadas contienen enlaces de Hidrégeno
correspondientes a la hélice doble del ADN. Como ejemplo tenemos las estructuras
con las secuencias Adenina-Timina y Guanina-Citosina: para los pares A-T tenemos
las distancias 1.7A entre los atomos N1 (A) e H3 (T) y 1.8A entre los atomos H6
(A) y O4 (T); mientras que para los pares G-C tenemos las distancias 1.7A entre
06 (G) e H4 (C), 1.8A entre H1 (G) y N3 (C), 1.8A entre H2 (G) y O8 (C).

Como observacion extra, en las estructuras optimizadas los pares de bases se
encuentran en planos casi paralelos entre si, lo cual se puede observar en la Fig. 4.7.

Figura 4.7: Estructura optimizada de dDMPs complementarios con las secuencias
Timina-Citosina (dDMP a la izquierda) y Guanina-Adenina (dDMP a la derecha),
vista de distintos dngulos.
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4.2.2. Comparaciéon de resultados obtenidos con los Funcionales
PWB6K y PW91 para dDMPs-Na+ complementarios con
la secuencia Adenina-Timina

Como se ha mencionado anteriormente, son importantes las interacciones de
Stacking entre las bases nitrogenadas, ya que depende en parte de éstas la estabi-
lidad de la hélice doble del ADN asi como el plegamiento de éste.

La Teoria del Funcional de Densidad es muy eficiente y actualmente se consi-
dera como una herramienta importante para el estudio de los sistemas biolégicos.
Sin embargo, la metodologia DFT empleada en los cilculos anteriores, de los diez
dDMPs complementarios con distinta secuencia de nuclebsidos, no puede describir
interacciones de apilamiento pues tiene fallas enormes en los términos de dispersion.

Como continuacién de nuestros estudios se analizan las optimizaciones bajo el
funcional PWBGK, éste es conocido como un funcional meta hibrido, disenado para
cinética. Para éste trabajo se utilizé un conjunto base 6-31G, ademés de los con-
juntos base 3-31G y 3-31G++**.

Otros trabajos han mostrado que DFT-PW91 subestima las energias de esta-
bilizacién pero sobreestiman las energias de deformacién en los monémeros. Yan
Zhao y Donald Truhlarfi9] dicen que con el funcional PWB6K se pueden obtener
resultados mas realistas para las interacciones del apilamiento en pares de bases del
ADN.

Los célculos DFT se llevaron a cabo en el programa Northwest Computacional
Chemistry Package (NWChem) 6.3, éste es un software que permite seleccionar el
funcional, la base y el sistema que se emplearan para la optimizacion.

Cabe mencionar que los resultados obtenidos son calculos de prueba, prelimi-
nares, pues para realizar estos célculos no fue posible emplear una base zeta més
extendida, ya que el programa NWChem y nuestros recursos computacionales no
lo permitieron. Sin embargo, con PWB6K/6-31G (y las demés bases), no se tienen
muchos cambios comparando con los resultados que se obtienen con PW91, pero si
se necesitan muchos mas recursos computacionales.
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En la Tabla 4.8 podemos observar que no existe una gran diferencia entre los
angulos obtenidos con distintas funcionales y dobles bases zeta. De igual manera,
se puede ver en la Tabla 4.9 que no se obtiene una diferencia notable en el empa-
quetamiento entre las estructuras optimizadas. Sin embargo, en la Tabla 4.10, al
comparar los valores de h-Rise para los diferentes resultados obtenidos, podemos
observar que el Funcional PWBG6K nos da unas distancias mas cortas entre los ato-
mos de las bases nitrogenadas, posiblemente por el uso de una base zeta corta, y
por ende, cambio de valores de posicién mutual de las bases, h-Twist y h-Rise. Ade-
més de que nos da una mayor superposicion entre las bases nitrogenadas (Adenina,
Timina).

Tabla 4.8: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato (véase designacion en la
figura 2.5) y valores promedio del dngulo entre los planos de las bases (¢), para los
minimos de dApdT-Na+ complementarios, obtenidos con distintas funcionales.

Funcional 61 € ¢ « 15} v 02 ¢
143.5 195 280 288 175 52 106 7
143 195 280 288 174 52 106 6

estructl

148.5 195 268 309 156 44.5 103 4

PWBG6K/3-21G 148 195 268 309 156 44.5 103 10

144 195 277 291 173 47 105 19.5

PWBGK/-6-31G 144 195 2775 291 173 47 105 2

142 197 269 302 169 49 1005 10

_ %k
PWBGK/S-8IGHH™ 10y 105 271 300 160 495 101 5

140 198 280 288 175 51 101 4

PW91/DZVP 140 199 280 2885 175 51 101 4

estructl: angulos para la estructura inicial de los calculos con el funcional PWB6K, ésta es el resultado de
optimizar una estructura experimental con el funcional PW91.

Los angulos para la estructura optimizada con el funcional PW91 fueron tomados de los resultados de la
secciéon anterior.

Angulos en grados (°).
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o6

Tabla 4.10: Pardmetros de las bases y pares de bases de los dApdT complementarios, minimizados con disintas funcionales
(véase designacion en la figura 2.7).

Funcionsl it i gz Sume BT BRSO el pact
estruct] 366 0.00 000 368 7.34 2448 331 -359 3.62 228 228
PWB6K /3-21G 357 0.00 000 364 721 2089 275 -3.78 395 -1.53 -1.58
PWB6K /6-31G 358 0.00 000 357 7.5 2334 338 -233 234 358 3.62
PWBG6K/3-31G++** 2,61 0.00 000 326 587 2318 404 -38 044 497 216
PW91/DZVP 359 0.00 000 364 724 2452 385 010 006 -1.00 -0.76

estruct]: parametros para la estructura inicial de los calculos con el funcional PWB6K, ésta es el resultado de optimizar una estructura experimental con
el funcional PW91.

Los parametros para la estructura optimizada con el funcional PW91 fueron tomados de los resultados de la seccién anterior.

Para designacion de las bases de los dDMPs complementarios, empleada en la superposicion, ver Fig. 77

Superposicion en (A2), h-Twist en grados (°), h-Rise en (A), Buckle y Propeller en grados (°).
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4.3. Comparacion de resultados obtenidos por los mé-
todos MP2 y DFT

En ésta secciéon se muestran los resultados obtenidos al optimizar algunas estruc-
turas por los métodos MP2 y DFT-PW91, con objeto de comparar ambos métodos,
las estructuras iniciales fueron tomadas del banco de datos, ademas se anexan los
resultados obtenidos en la Seccion 4.2.1, con el objeto de comparar los resultados.
Es importante mencionar que el método MP2 necesita muchos recursos computacio-
nales, por lo que los resultados obtenidos son de colaboradores de EUA [7].

4.3.1. dDMPs complementarios con secuencia Timina-Adenina

En la Tabla 4.11 podemos observar que no se tiene gran diferencia entre los
angulos de torsiéon de las estructuras optimizadas mediante MP2 y DFT, por otro
lado, en la Tabla 4.12 puede verse que se obtienen mejores resultados para las
estructuras optimizadas con MP2, aunque no son grandes las diferencias entre los
resultados de ambos métodos.

Ademaés en la Tabla 4.13 es notorio el hecho de que al optimizar con MP2, no se
muestra una superposiciéon mayor entre las bases de los dDMPs complementarios,
lo cual nos indica que ambos métodos dan resultados semejantes. Remarcando el
hecho de que MP2 modela distancias més cortas entre los atomos de las bases
nitrogenadas, lo cual podemos constatar cuantitativamente con el pardmetro h-
Rise, y cualitativamente en la Figura 4.8.

Tabla 4.11: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato y valores promedio del
dngulo entre los planos de las bases (¢), para los minimos de dTpdA-Na+ comple-
mentarios, obtenidos con MP2 y DF'T.

Métodos 61 € ¢ « 15} y 62 10)
125 191 247 2995 181 43 139 5
133 183 2445 316 165 50 124 5.5

139 1905 278 292 168 49 1175 13

inicial**

MP2 140 190 278 293 167.5 49 117 12
DET 116.5 182 268 294 187 52 134 10
120 179 268 299 179 56 123 5
137 196 2805 289 177 49 113 23
MP2-DFT 137 196 281 288 176 48 114 24
DFT* 137 199 279 289 176.5 50 102 0.3

138 197 279 289 175 50 100 1

** Estructura experimental tomada del banco de datos.

* Los 4ngulos de la estr. optim. con el método DFT son tomados de los resultados de la Sec. 4.2.1.
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Figura 4.8: Fstructuras optimizadas de dDMPs complementarios de la familia es-
tructural BI, con la secuencia Timina-Adenina. @) (ARRIBA) dDMPs complemen-
tarios optimizados mediante el método MP2. b) (ABAJO) dDMPs complementarios
optimizados mediante el método DFT-PW91.

En la Figura 4.8 podemos observar una clara diferencia entre las distancias de
los dDMPs complementarios minimizados por los métodos MP2 y DFT. Es evidente
que se tiene distancias més cortas entre N1 de Timina en 5’-fin con C'8 de Adenina
en 3’-fin, C4 de Timina con N7 de Adenina y N3 de Timina con N7 de Adenina
en los dDMPs optimizados por el método MP2, comparando con las que las que
obtienen en los dDMPs optimizados por el método DFT.

Es necesario mencionar que distancias menores que 3.2A no son posibles, pues
tendriamos contactos cortos entre los atomos. Esta es una gran desventaja para el
método MP2, a pesar de ser conocido como excelente método de primeros princi-
pios, estos no son mejores que los obtenidos con DFT.
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Tabla 4.13: Pardmetros de las bases y pares de bases de los dTpdA complementarios, minimizados con MP2 y DFT (véase
designacion en la figura 2.7).

Mitodos 1 o e e Sama T bREe L O 2
inicial 0.00 0.00 0.08 027 035 34.42 3.19 -056 -048 -7.89 -3.69
MP2 0.28 0.00 0.41 020 0.89 27.64 2.52 8.46 -9.04 -14.56 -15.50
DFT 0.00 0.00 0.08 014 0.21 34.36 3.73 5.28 -0.43 -10.05 -5.90
MP2-DEFT 0.00 0.00 0.89 0.00 0.89 36.17 2.42 9.87 -10.37 -12.68 -13.36
DFT* 0.26 0.00 0.19 037 0.82 25.52 4.07 190 262 -3.19 -5.56

** Estructura experimental tomada del banco de datos.
* Los parametros para la estructura optimizada con el método DFT fueron tomados de los resultados de la Seccion 4.2.1.
Para designacion de las bases de los dDMPs complementarios, empleada en la superposicion, ver Fig. 77

Superposicion en A2, h-Twist en grados (°), h-Rise en A, Buckle y Propeller en grados (©).
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4.3.2. dDMPs complementarios con secuencia Guanina-Citosina

Podemos observar en la Tabla 4.14 que los angulos obtenidos para los resultados
de MP2 no son mejores que los obtenidos con DF'T, ademés de que con MP2 tenemos

los 4ngulos « y B fuera de la region de la familia estructural B, para uno de los
dGpdC.

De igual forma, se puede observar en la Tabla 4.15 que como resultado de la
optimizaciéon con DFT tenemos algunos valores para el dngulo de pseudorotacion,
P, fuera de la regién para la familia B.

Ademas, observemos en la Tabla 4.16 que con MP2 obtenemos una mayor su-
perposiciéon entre las bases, sin embargo, tenemos distancias mas cortas que las
obtenidas con DFT.

Hay que recalcar que la diferencia de resultados entre los dDMPs complemen-
tarios radica en que son de distinta familia estructural.

Tabla 4.14: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato (véase designacion en la
figura 2.5) y valores promedio del dngulo entre los planos de las bases (¢), para los
minimos de dGpdC-Na+ complementarios, obtenidos con distintos métodos.

Métodos 61 € ¢ Q 5} ~y 02 ¢
inicial 150 250 181 300 142 28 109 4
137 167 290.5 292 183 50 113 3
MP2 147 189.5 172 26 835 45 111 4
149 186 273 297 163.5 58 94 8
135 270 156 287 130 47 122 10
DFT(MO06) 147 186 272 298 161 59 76 3
133 262 162.5 289 1365 54 132 37
DFT(PW91) 144 199 267 298 160 56.5 83.5 18
DFT* 141 197 279 286 178 49 103 20

140 197 280 286 178 49 104 18

inicial: angulos para la estructura inicial con los métodos MP2 y DFT, dicha estructura es un fragmento
de la estructura BDJ039 tomada del banco de datos®, cabe mencionar que ésta es una estructura hibrida
pues la primer cadena es de la familia estructural BII, mientras que la segunda cadena es de la familia BI.
* Los angulos para la estructura optimizada con el método DFT fueron tomados de los resultados de la
Seccién 4.2.1.

Angulos en grados (°).
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Tabla 4.15: Empaquetamiento del anillo de azicar y el dngulo glucosidico de torsion, x , para los minimos de dGpdC-Na+
complementarios, obtenidos con distintos métodos.

Nucleoésido 5’-extremo Nucleésido 3’-extremo
Métodos Empaquetamiento P vpgs X Empaquetamiento P Umaz X
micial C2-endo 159 48 -96 C1l’-exo 116 25  -116
pcta C3'-exo 186 24 -95 C1’-exo 118 35  -120
MP2 C2’-endo 158 40 -101 Cl’-exo 120 47 -132
C2’-endo 170 34  -106 0O4’-endo 101 48  -139
Cl’-exo 132 46  -106 C1l’-exo 130.5 44  -129
DFT(MO6) C2-endo 174 31 -108 0O4’-endo 73 45  -146
C1l’-exo 132 44 -117 C2’-endo 152 36 -116
DFT(PW91) C2’-endo 174 30 -111 0O4’-endo 83 41 -123
DFT* C2’-endo 170 30  -118 C1l’-exo 113 42 -122
C2’-endo 172 30 -118 C1l’-exo 112 42 -122

inicial: empaquetamiento para la estructura inicial con los métodos MP2 y DFT, dicha estructura es un fragmento de la estructura BDJ039, estructura
hibrida pues la primer cadena es de la familia estructural BII, mientras que la segunda cadena es de la familia BI.
* El empaquetamiento para la estructura optimizada con el método DFT fueron tomados de los resultados de la Seccién 4.2.1.

P, vmaz ¥y x en grados (°).
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Capitulo 5

Conclusiones

Todos los suerios pueden hacerse realidad si
tenemos el coraje de persequirlos.

WALT DISNEY

El analisis de los resultados obtenidos para los Trinuclecsidos Difosfatos Com-
plementarios, muestra que éstos no son un buen modelo como se propone para los
dDMPs-Na+ complementarios, para el estudio de las caracteristicas de la hélice
doble. Atn con el modelo con Na+ y Agua, que es el que mejor reproduce las ca-
racteristicas de la hélice doble, se tiene existencia de contactos cortos, los cuales no
describen bien la estructura para la hélice doble del ADN.

Como consecuencia del anélisis de los dTDPs complementarios, elegimos como
modelo para estudiar las caracteristicas de la hélice doble a los Dinucledsidos Mo-
nofosfatos Complementarios. Las diez estructuras de dDMPs complementarios op-
timizadas y descritas en ésta tesis, con todas las posibles secuencias de nucledsidos,
muestran valores para los d&ngulos de torsién semejantes a los ya bien definidos para
la cadena tnica de la familia estructural BI. Ademas, corroboran cuantitativamente
los resultados obtenidos anteriormente para la superposiciéon de las bases, depen-
diendo la secuencia de nucledsidos (Purinas, Pirimidinas). Los resultados muestran
dependencia de la estructura en la secuencia de las bases, dDMPs que contienen
bases iguales pero secuencia distinta pueden presentar diferentes caracteristicas.

Por otro lado, el analisis de los resultados obtenidos con el Funcional PWB6K,
muestran que éste mantiene las caracteristicas generales hasta ahora descritas por
el Funcional PW91, por las cuales optamos, ya que no demandan un exceso en el
costo computacional.

65
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Los resultados obtenidos de primeros principios, con Teoria de Perturbaciones
(MP2), no mejoran ampliamente las caracteristicas estructurales para la descrip-
cion de los dDMPs-Na+ complementarios, pues muestran contactos cortos entre las
bases apiladas, lo cual no puede ser.

De la comparacion de los diferentes métodos y funcionales, todos nos dan resul-
tados generales parecidos, asi que éstos no dependen de los métodos empleados. Por
lo tanto, hasta ahora no es posible hacer conclusiones sobre qué método o funcional

es necesario para reproducir las caracteristicas de fragmentos de la hélice doble del
ADN.



Apéndice A

Distribucion de angulos de torsion
y de pseudorotacion para las

familias estructurales Al, AIl, BI
y BII

- 90

Figura A.1: Distribucion del dngulo pseudorotation P del anillo de azicar en las estruc-
turas optimizadas de dDMPs, correspondientes a diuplex diestros. Cada secuencia de bases
se localiza en una circunferencia punteada. Cuatro grupos de secuencias estdn separados
por circulos sélidos. Estos son Pur-Pur: 1-dApdA, 2-dGpdG, 3-dAdpG, 4-dGdpA; Pyr-Pyr:
1-dCpdC, 2-dTpdC, 3-dCpdT, 4-dTpdT; Pur-Pyr: 1-dApdC, 2-dApdT, 3-dGpdT, 4-dGpdC;
Pyr-Pur: 1-dCpdA, 2-dTpdG, 3-dCpdG, 4-dTpdA.

!Graficas tomadas de la Ref.[11]
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Figura A.2: Distribucion de los dngulos de torsion del esqueleto aziicar-fosfato para es-
tructuras optimizadas de dDMPs. Los valores promedio de los dngulos de torsion para cada
una de cuatro familias de diplex en cristales se indican mediante lineas rectas.
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